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1 EINLEITUNG

1 Einleitung

1.1 Natur als Vorbild ftr die Anionenerkennung

Anionen haben einen wichtigen Stellenwert in delebten Natur. So sind
beispielsweise eine Vielzahl der an biochemischeozdéssen beteiligten Co-Faktoren und
Substrate negativ geladh.Ein Beispiel fiir einen natiirlichen Anionenrezeptst das
Phosphat-bindende Protein (PBP, Abbildung 1a))ches ein desolvatisiertes HFQAnion
Uber insgesamt 12 Wasserstoffbrickenbindungen k&nbindungen) mit einer
Bindungskonstante vol, = 3.2x1§ M~ in Wasser komplexieft:®! Die Substratselektivitat
wird durch die exakte Anordnung von H-Bricken Densowie Akzeptorstellen erreicht.
Dabei sind die Salzbriicke zwischen dem Anion und Gaanidiniumgruppe eines
Argininrests und die H-Briicke zwischen dem Protoes dHPQ*-Anions und der
Carboxylatgruppe eines Aspartatrests im aktiven tiiem besonders charakteristische

Erkennungsmotive des PBP.

a) b)
Thr10 Alal73 Aspll
,COR O}_R R
o N o)
HaC \li \ Seras R~N. H’N\(
RON—,, ROC H .~
Phell O o N o'~ R
\H _,—I \O H, o /COR .
H _H \ /\o Trp192 \S/p ]
H N / H- @J.O = N—H-.__~ \ >:o Ser45
\ . o’
--‘\ H-—-0 i_| O/\ Asp56 7 HO------ H—N
Arg135 - . RHN p HE .
g / N H G I-{ SN 10— R
H o . - '
O X ser13g H o H )NHR cerian
© R—N N er
H5;C : o) 7—/
: Cor Gly140 4 e
Thr141 Gly130 Gly131

Abbildung 1 Bindungsmotive des a) PBP und des b) SBP. Rot siatfiesind die H-Briicken-Wechselwirkungen in den
aktiven Zentren der beiden Proteine.

Ein weiteres Beispiel ist das Sulfat-bindende &ino(SBP, Abbildung 1b)), welches
fir den Anionentransport in dem BakteriuBalmonella typhimuriunverantwortlich ist*=°!
Hier wird das Sulfatanion Uber insgesamt sieben rtzBenbindungen mit einer

Bindungskonstante void; = 8.3x16 M ™ gebundei” Die Affinitat fiir das Substrat ist somit
1



1 EINLEITUNG

eine halbe GrdlRenordnung héher als die des PBPoldbweniger H-Bricken und keine
Coulomb-Wechselwirkungen zur Bindung beitragen. Disache fur die hohe Affinitat ist,
dass das Anion im aktiven Zentrum des SBP sehkteffeom umgebenden Losungsmittel

abgeschirmt und perfekt zu den Bindungsstellertipogert ist.

1.2 Der Hydrophobe Effekt

Das Ldsungsmittel Wasser hat charakteristische eriSighaften, die einen
entscheidenden Einfluss auf molekulare Erkennungsvge ausiiben. Wesentliche Faktoren
sind die starken intermolekularen H-Brucken zwisciWassermolektlen und das daraus
resultierende dynamische Netzwerk, in dem jedessé&/amlekil im zeitlichen Mittel an ca.
3.5 H-Briicken beteiligt isf! Fur die Bildung dieser H-Briicken sind die hohe Hidken
Donoraciditat der Wassermolektile varr 1.17 (Referenzwert Methanat,= 1.00) sowie die
als moderat einzustufende H-Briucken Akzeptorbagizivon = 0.47 (Referenzwert
Hexamethylphosphortriamid 8= 1.00) verantwortlici?! MaRgeblich bedingt durch das
Netzwerk von Wassermolekulen wird in wassrigen Medler sogenannte hydrophobe Effekt
(HE) beobachtet® Dieser immer noch nicht komplett verstandene Effett ausschlieRlich
in Wasser sowie in wassrigen Losungsmittelgemiscngnund wird in reinen organischen

Gemischen nicht beobachtet. Er soll im Folgend&utart werden.

Integriert man in ein Netzwerk aus Wassermolekidenkleines, sphérisches und
hydrophobes Molekul (Abbildung 2a)), so kdnnen stib umgebenden Wassermolekule
umorganisieren ohne dass es zu einem energetigcimstigen Bruch von H-Briicken kommit.
Darum ist die Solvatisierung von kleinen hydrophobMolekilen zwar mit einem
unginstigen entropischen Beitrag verbunden, dehadgische Beitrag kann aber sogar
gunstig sein, wenn H-Briicken durch die Solvatisgrwerstarkt werden. Lagern sich zwei
unpolare Molekile in Wasser zusammen, ist der Moggantsprechend zumeist enthalpisch
etwa neutral aber entropisch ginstig, da fur digedation der beiden assoziierten Molekule
weniger Wassermoleklle bendtigt werden als furStitvatation der Einzelmolekule. Bei der
Assoziation werden also aus den Solvathiullen dddosten Molekile Wassermolekile
entlassen, sodass die Assoziation zweier hydrophbdhsekile ein entropiegetriebener

Prozess ist, was charakteristisch fur den sogeeanktassischen hydrophoben Effekt* ist.

Beim Ubergang zu einem gréRererl@ A Durchmesser) hydrophoben Molekiil
(Abbildung 2b)) mit konvexer Oberflaiche kommt eseimem Enthalpie/Entropie-Ubergang.

2



1 EINLEITUNG

Es ist aufgrund der Gréf3e des hydrophoben Molekiils nicht mehr mdglich, alle H-
Bricken zwischen Wassermolekilen aufrecht zu exhalDadurch ist die Solvatisierung
eines hydrophoben Molekils von einem ungunstigethadmischen Beitrag dominiert.
Allerdings ist die Solvatisierung entropisch bedigts was darauf zurtckzufiihren ist, dass
die Ordnung des Netzwerks bei der Einlagerung dedelils massiv gestort wird. Die
Zusammenlagerung zweier grol3er hydrophober Molekdilelementsprechend enthalpisch

beglnstigt aber entropisch unginstig. Man spricldtiesem Fall von dem ,nicht-klassischen

hydrophoben Effekt".

a)

IIIIIIIIIII >

A

&

N\
N\

N

D,
%,

%,

2,

\

S
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D\\\\

%

V‘Juumm D

© iy

Abbildung 2 Hydrophobe Molekiile in Wasser und deren Effekttaifriicken a) kleines spharisches Molekil; b) groRRes
sphéarisches Molekil; c) grolRes konkaves Molek(jpriRied (adapted) with permission from M. B. Hilly®. C. Gibb,
Annu. Rev. Phys. Chem 2016, 67, 307-329.

Betrachtet man statt eines spharischen hydropholdetekils mit positiver
Oberflachenkrimmung (Abbildung 2a) bzw. b)) eine# einer negativen Oberflachen-
krimmung (Abbildung 2c)), so ergeben sich etwaeen¥erhéltnisse. Die Wassermolekiile,
die den hydrophoben Hohlraum ausfillen, kdénnen ldéutweniger H-Bricken zu
Bindungspartnern ausbilden als in reinem WasseExtremfall muss die Kavitat von einem
isolierten Wassermolekiil besetzt werden. Es ergstefogenannte ,High-Enerd{¥
Wassermolekile, was erklart, warum die Solvatisigrivon hydrophoben Hohlrdumen in
Wasser enthalpisch sehr unginstig ist. Dabei wed Ehthalpiebeitrag der Solvatisierung
umso ungunstiger, je weniger H-Briicken die gebuedeiNassermolekile ausbilden kdnnen.
Entropisch ist diese Solvatisierung sogar leichhsgig, da Wassermolekiile von dem
hochgeordneten H-Bricken Netzwerk in einen etwasgee geordneten Zustand Ubergehen.

Bei Komplexierung eines Gastmolekiils (beispielsereeines Anions) in einer
solchen hydrophoben Kavitat werden die darin gebnad Wassermolektile (Abbildung 2c))

freigesetzt, was zu einem enthalpischen Energiegewihrt, die Komplexierungsenthalpie

3



1 EINLEITUNG

ist also negativ. Ein Beispiel hierfur wurde 20ldnvisaacset al. beschriebeft? Dabei
handelt es sich um Cucurbit[7]ull (Abbildung 3a)), das den kationischen organiscBast

3 (Abbildung 3c)) mit Bindungskonstanten von bis Ky= 10"M™" in Wasser mit stark
exothermer Warmeténung (bis z0iH =-90 kJ/mol) komplexiert. Das elektrostatische
Potential (Abbildung 3b)) von dem kleineren Cucti@juril 1 zeigt, dass seine hydrophobe
Kavitat eine negative Potentialoberflache besitrtdurch eine gunstige Wechselwirkung mit
dem Kation mdéglich ist. Diese Kation-Dipol-Wechsikung sowie das Entlassen von High-
Energy Wassermolekilen aus der hydrophoben Kawitahrend der Komplexbildung
erklaren die gunstige Komplexbildungsenthalpie digdaul3erst hohe Komplexstabilitat.

a) c)
= = N
00 00 o 1oN®
H
m/N‘ ﬁ’\w N
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N{?”"(Y P NEN
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L dn I
1: n =1 Cucurbit[6]uril 3
2: n = 2 Cucurbit[7]uril

Abbildung 3 a) Strukturen von Cucurbit[6]urill und Cucurbit[7]uril 2; b) elektrostatische Potentialoberflache viinc)
Struktur des Diamantan Diammonium Sal2eselches von Isaacs untersucht wuide.

Die bei organischen Gastmolekilen wirksamen Ryianider Komplexierung lassen
sich allerdings nicht ohne weiteres auf anorgamisg&hionen als Substrate Ubertragen. Der
Hauptgrund ist deren starke Hydratisierung in WasSe betragt im Fall von SO die
Hydratationsenthalpi&Hnyqr = —1035 kJ/mol*®! Diese Energie muss bei der Komplexierung
von Sulfatanionen zunachst aufgewendet werden, as Ahion von der Solvathille zu
befreien. Danach kann es in der Kavitdt eines Rerepgebunden werden, wobei die
Effizienz der Bindung den fir die Dehydratisierungotwendigen Energiebetrag

Uberkompensieren muss. Allerdings kommt es beiRiadung auch zur Freisetzung der
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Wassermolekile aus der Solvathille des Anions, veeémtropisch gunstig ist und somit die

Komplexbildung positiv beeinflusst.

1.3 Der Hofmeister-Effekt

Dass Salze die Loslichkeit eines in Wasser getbdMekromolekils beeinflussen
kénnen, wurde bereits gegen Ende des 19. Jahriander Franz Hofmeister gezelift. In
seinen systematischen Untersuchungen versetztenerwassrige Loésung von Huhnerei
Globulin mit steigenden Mengen verschiedener Saimd Uberprifte, ob es zu einem
Ausflocken des Proteins kommt. Hofmeister fand dibbangigkeit der Tendenz des Proteins
aus der Losung auszufallen von der Art des SalRabei haben die Anionen in dem Salz
einen starkeren Effekt als die Kationen, weshalbFmigenden nur die Anionen diskutiert

werden.

Auf Basis seiner Ergebnisse sortierte Hofmeisier Ahionen nach ihrer Tendenz,
die Lo6slichkeit von Hiuhnerei Globulin zu erh6hemwbzu erniedrigen. Ein Ausschnitt dieser

sogenannten Hofmeister-Serie ist in Abbildung 4viénschiedene Anionen gezeigt.

Kosmotrop

Abbildung 4 Ausschnitt der Hofmeister-Serie fiir Anionen.

Anionen, die in der gezeigten Auflistung weitenkt stehen, wie Fund SG,
fuhren zum Ausfallen des Proteins. Deren Salze eveadifgrund dieses Verhaltens auch als
»salting-out” Salze bezeichnet. Daneben bezeichmat diese Anionen als ,kosmotrop“. Sie
verstarken den oben beschriebenen HE, also dienfusalagerung hydrophober Molekule
in wassriger Losung. Anionen, die in der Hofmeis$erie eher rechts angeordnet sind, wie
ClO; und SCN, haben einen gegenlaufigen Effekt. Diese Aniondidleen die Ldslichkeit
von Proteinen und ihre Salze werden entsprechent als ,salting-in“ Salze bezeichnet.
Heute ist der Begriff ,chaotrope” Anionen gelaufigBiese Anionen schwachen den HE.

Die genauen Ursachen fur diesen Hofmeister-E#@id noch nicht ganz klar. 2011
konnten C. L. D. Gibb und B. C. Gibb allerdings gesi, dass chaotrope Anionen eine
5
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Affinitat fir hydrophobe Kavitaten besitzen und idagebunden werdéft! Diese Bindung
konkurriert mit der Bindung von spharischen hydmipgn Substraten, deren Affinitat zu dem
entsprechenden Rezeptor also sinkt. In diesen #rbevurde die Bindung des Adamantyl-
Derivats5 an den amphiphilen Rezeptér(Abbildung 5) in Ab- und Anwesenheit diverser
Salze (Natriumsalze von: FSQ?, AcO, CI, Br, NOs, CIOs, I, SCN, CIO;) mittels

isothermer Titrationskalorimetrie (ITC) untersucht.

CO.H

.

5

Abbildung 5 Von Gibb und Gibb verwendeter Rezept®owie das komplexierte AdamantylderiSaReprinted (adapted)

with permission from C. L. D. Gibb, B. C. Gibb,Am. Chem. Soc. 2011, 133, 7344-7347, Copyright Zhé&rican
Chemical Society.
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Abbildung 6 Einfluss der Anwesenheit diverser Hofmeister-Saldalie thermodynamische Signatur der Komplexienorg
5 in dem Rezeptot. Reprinted (adapted) with permission from C. L.@bb, B. C. Gibb, J. Am. Chem. Soc. 2011, 133,
7344-7347, Copyright 2011 American Chemical Society

Kosmotrope (F SQ?) und in der Hofmeister-Serie mittig angeordnetdoAan,
wie CI oder Br, stabilisieren den Komplex zwischdrund5 um ca. ~2 kJ/mol im Vergleich
zur Komplexstabilitat in Abwesenheit von Anionerb@dung 6). Diese Anionen verstarken
also den HE. Dabei kommt der Energiegewinn durathiegiinstigere enthalpische und
entropische Beitrage zur Komplexbildung zustande.

6
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In Gegenwart von chaotropen Anionen, wig 3CN oder CIQ", nimmt in dieser
Reihenfolge der gunstige enthalpische Beitrag zomplexbildung sukzessive ab, wahrend
der gunstige entropische Beitrag zunehmend stesgtie Komplexbildung entropisch stark
dominiert wird. Die Komplexstabilitat in Gegenwalieser Anionen sinkt allerdings um bis

zu 6 kJ/mol, was gleichbedeutend mit einer Abscimig des HE ist.

Die Anwesenheit von Anionen hat somit Auswirkungf aie Ldslichkeit von
Makromolekilen und dem Komplexierungsverhalten Isgtischer Rezeptoren in wassrigen
Medien. Aufschluss Uber diese Effekte liefert aé €harakterisierung der Anionenaffinitat
mittels ITC und die systematische Untersuchungetinalpischen und entropischen Beitrage

zur Komplexbildung.

1.4 Synthetische Rezeptoren in Wasser

Lange Zeit wurde angenommen, dass flr eine effeldinionenbindung in Wasser
starke Wechselwirkungsarten wie lon-lon-Wechselwngen zwischen einem positiv
geladenen Rezeptor und dem negativ geladenen Subder die Koordination des Anions an
Lewis-acide Metallzentren nétig sind. Jedoch igtsdiicht zwingend der Fall, wenn Effekte

wie der HE fur die Anionenbindung mitverantwortlisimd.

Einen interessanten Rezeptor zur Anionenerkenmunyasser stellte kirzlich die
Gruppe um Pittelkow vor. Es handelt sich um dassagnte Biotin[6]uril6 (Abbildung 7),
das in einem Schritt ausgehend von Biotin dargesterden kan®*® Durch die 12 nach
innen gerichteten C-H Gruppen entsteht eine hydrbgtKavitat, in der Anionen gebunden

werden kénnen.
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\L 8
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Abbildung 7 Struktur von Biotin[6]uril6 nach Pittelkow et al. Reprinted (adapted) withrpission from M. Lisbjerg, B. E.
Nielsen, B. O. Milhgj, S. P. A. Sauer, M. Pittelk@xg. Biomol. Chem. 2015, 13, 369-373 - Publidmedhe Royal Society
of Chemistry.

In Bindungsstudien wurde gezeigt, dass dieser [Rezeeine breite Auswahl
verschiedener Anionen (Halogenide, Cyanatg, NIO; und CIQ") in Wasser bindét!
Dabei wurden mittels ITC auch die thermodynamisclitarameter der Komplexierung
bestimmt (in 100 m Phosphatpuffer bei 30 °C). Es zeigte sich, dass&lAnionen wie Cl
und NG& (logKs=1.5 bzw. 1.7) vergleichsweise schwach gebundendewn, wahrend
grolRere Anionen, wie lund SCN, deutlich stabilere Komplexe bilden (l&g = 3.4 bzw.
4.1). In allen Fallen ist die Komplexierung enthalpiggden mitAH bis zu—42.8 kJ/mol fur
die lodidkomplexierung. Weiter ist die Komplexiegurfiir alle untersuchte Anionen
entropisch ungunstig, wieder mit dem Maximalwert die Bildung des lodidkomplexes bei
TAS=-23.0 kJ/mol. Die beobachteten Affinitaten erklaiia Autoren durch die Balance

zwischen dem Anionendurchmesser sowie der HartefMileit der untersuchten Anionen.

Betrachtet man das elektrostatische Potential {éiphg 8a) + b)) dieses Rezeptors,
so findet man eine Analogie zu den Bambus[n]urildie, von Sindelaet al. beschrieben
wurden (Abbildung 9§89
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a)
Positiv polarisierte
Kavitat
b) drei R-COOH uiber dem Aquator d)

drei R-COOH unter dem Aquator

Abbildung 8 Elektrostatisches Potential a) von oben b) von®ite vore; Kristallstruktur c) von oben d) von der Seite von
6. Reprinted (adapted) with permission from M. Lésbj B. E. Nielsen, B. O. Milhgj, S. P. A. Sauer,Rittelkow, Org.
Biomol. Chem. 2015, 13, 369-373 - Published byRdwal Society of Cemistry.
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Abbildung 9 Beispiel eines von Sindelar et al. vorgestelltemBas[n]urils mit n = 6.
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So ist das elektrostatische Potential im Inneren Khvitat, der Bindungsstelle fur
Anionen, positiv. Im Gegensatz dazu sieht man, dasden &uf3eren sauerstoffhaltigen
Regionen sowie den Regionen mit den Harnstoff-Gargouppen das Potential negativ ist.
Die Schwefelatome fiihren an den ensprechenderetetienfalls zu einem leicht negativen
elektrostatischen Potential. Eine Wechselwirkung IKationen tritt in der Peripherie des
Rezeptors laut den Autoren aufgrund der alterngsganAnordnung der Harnstoffcarbonyle

entlang des Aquators nicht auf.

Wie in den Kristallstrukturen zu sehen ist (Abhitg) 8c) + d)), befinden sich in der
Kavitat des Rezeptor® zwei Wassermolekiile, die untereinander H-Brickesbdden. Die
beobachtete vorteilhafte Enthalpie bei Komplexhigikommt durch das Entlassen der High-

Energy Wassermolekile aus der hydrophoben Kawuigtande (nicht-klassischer HE).

Die Gruppe um Jolliffe beschrieb Rezeptoren im i€elder Cyclopeptide mit
ebenfalls interessanten Bindungseigenschaften.bildung 10 ist ein von dieser Gruppe
beschriebenes cyclisches Tripeptid, aufgebaut a@deinheiten, gezeigt, welches in den
Seitenkettemp-Trifluormethylphenylgruppen-substituierte Thiohstoffgruppen tragf® Von
diesem Rezeptor wird SO effektiv in 25 Vol% HO/DMSO-ds mit einer Bindungskonstante
>10° M™ gebunden. Analoge Rezeptoren ohne die aromatisSudastituenten zeigen im
gleichen Losungsmittelgemisch eine signifikant ggere Affinitat. Die Autoren erklaren
dieses Ergebnis mit hydrophoben Wechselwirkungenischen den aromatischen
Seitenketten, die nur in dem Rezeptor mit Trifluethylphenylgruppen vorhanden sind und
die bei Komplexierung in rAumliche Nahe gelangen.

Abbildung 10 Tripodaler Rezeptor von Jolliffe.
10
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2 Bis(cyclopeptide) zur Anionenerkennung in wassrign
Medien

2.1 Kenntnisstand

2.1.1 Cyclopeptide zur Anionenerkennung

Von S. Kubik wurde 2001 das Cyclopeptid (CF) aufgebaut aus einer
alternierenden Abfolge von-Prolin- und 6-Aminopicolinsdureeinheiten, bescheie, das
eine Affinitat fur Anionen in wassrigen Losungsmiemischen aufweist! Dieses CP ist
im Gegensatz zu Analoga mit Aminobenzoesaureemfiéit> anstelle der
Aminopicolinsaureeinheiten (Abbildung 11a)) bes$erdie Anionenbindung vororganisiert,
da die drei NH-Gruppen ins Innere des makrocycéschlohlraums gerichtet sind. Diese
Vororganisation ist auf die freien Elektronenpaaen den Ringstickstoffatomen
zuruckzufthren, die Konformationen der Amidgrupjiel®-Position destabilisieren, in denen
die Carbonylgruppen in Richtung der Ringstickstimifae ausgerichtet sind (Abbildung
11b)).

a)
(@) @]
N . b)
N NH
XN =
" 8, — )
_ ‘——r _ /H
0 0 k3 N E ¥ * 5
a N %O f
N ) g
N bevorzugt unglinstig
o) Z N~ O
J H
7

Abbildung 11 a) Struktur von CP7 aufgebaut aus-Prolin und 6-Aminopicolinséure; b) bevorzugte @tierung der
Carbonylgruppe in 6-Position der Aminopicolinsaundeit.

CP 7 wurde in kompetitiven LOsungsmittelgemischen mis kzu 80 Vol%
Wasseranteil hinsichtlich seiner Bindungsaffinitét diversen Anionen untersuchit®!! Die
NMR-spektroskopischen Bindungsstudien profitieriem der Beobachtung, dass dig-C

Protonen der Prolinuntereinheiten bei Komplexieremges Anions entschirmt werden und
11
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deren Signale dadurch eine Tieffeldverschiebundein *H-NMR-Spektren erfahren. Diese
Entschirmung kommt dadurch zustande, dass di¢rGtonen wie die Amidprotonen in
Richtung der Kavitat weisen und somit im Komplexdie N&he des gebundenen Anions

gelangen.

Es zeigte sich, dass schwach koordinierende odeorperte Anionen, wie HCE,
HPQO?®", H,PO,” NO;~ und AcO, mit sehr geringer Affinitat vorY gebunden werdéft!
Dagegen wechselwirken die Halogenide und®S6tark mit7. Diese Anionen leiten sich von
starken Sauren ab und liegen daher bei pH 7 votlggddeprotoniert vor. Dies hat den
Vorteil, dass Bindungsstudien ohne Anwesenheitseleffersystems durchgefiihrt werden
kbnnen. Statt der erwarteten 1:1-Komplexe werdén diese Anionen aber von zwei CPs
unter Bildung Sandwich-artiger 2:1-Komplexe gebunda Abbildung 12 ist als Beispiel die
Kristallstruktur des lodidkomplexes vohgezeigt. Darin ist zu sehen, wie das Anion uber
insgesamt sechs H-Bruckenbindungen zwischen den dgotonen der beiden
Cyclopeptidringe und dem lodidanion in der Kavitfitiert und vom umgebenden
Losungsmittel abgeschirmt wird.

Abbildung 12 Kristallstruktur des 2:1 Sandwich-Komplexes vomit I”. 1~ rosa; Sticksoff blau; Sauerstoff rot; Kohlenstoff
grau; Wasserstoff weilfReprinted (adapted) with permission from S. KuRikGGoddard, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 2002,
99, 5127-5132 — Copyright 2002 National Acadenfyaiénces.

Die durch die NMR-Titrationen erhaltenen Bindungsitanten zeigen, dass die
Stabilitaten der untersuchten Anionenkomplexe et@am~2 betragen und somit alle in der
gleichen GrofRRenordnung liegen (Tabelle 1). Weitglr 2u erkennen, dass der initiale

Bindungsschritt, der mit der Bildung des 1:1-Konxgle verbunden ist, mit einer wesentlich

12
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kleineren Gleichgewichtskonstantg verbunden ist, als der zweite Schrik,), also der

Bildung des 2:1-Komplexes aus dem 1:1-Komplex.

Tabelle 1 Mittels 'H-NMR Bindungsstudien ermittelte Bindungs-
konstanten K K, und K, von7 mit verschiedenen Anionen in 80 Vol%
D,0/CD;0D mit Angabe der Anionenradiéh.

Anion K24 Anionenradius™
K, 5
cr K, 6770 181
Ka 0.34x 16
K, 16
Br~ K, 6820 196
Ka 1.09 x 16
K, 22
I~ K, 7380 220
K, 1.60 x 16
K, 96
SO> Ko 1270 230

K, 1.22 x 10
a) T = 298 K; Anionen jeweils als Natriumsalze; $owie K in M7, K,
in M™%, Anionenradien in pm.

Aufschliisse uber die Ursache fur diese Koopetatilieferte die Charakterisierung
der Losungsmittelabhéangigkeit der Anionenaffinigimes Bis(cyclopeptids) (siehe Kapitel
2.1.2). Die beobachtete Zunahme der Stabilitat HE#ogenidkomplexe in der Reihenfolge
ClI" <Br <I lasst sich durch die Gro3e und der damit verbusddfomplementaritat der
Anionen zur Rezeptorkavitat erklaren. Das lodidangi gerade so grof3, dass es ideal in die
Kavitat hineinpasst. Die kleineren Anionen Bmnd CI sind fir eine gleichzeitige effiziente
Wechselwirkung mit allen sechs NH-Gruppen der bei@gclopeptidringe etwas zu klein.
SO weist einen ahnlich groRen lonenradius wiealif und passt daher auch gut in die
Kavitat. Sehr gro3en Anionen, wie Benzolsulfonatasgen nicht zwischen zwei
Cyclopeptidringe. Benzolsulfonat bildet entsprechezinen 1:1-Komplex mit7, dessen
Stabilitat mit einemK,=44m™" etwa so groR ist wie die 1:1-Komplexe der anderen

Anioneni?Y

2.1.2 Bis(cyclopeptide)

Ausgehend von der Beobachtung, dass CPs mit dexdGtruktur vorv (Abbildung
11a)) in wassrigen Lo6sungsmittelgemischen bevorzZigtKomplexe bilden, wurde in

weiterfihrenden Arbeiten nach einem Weg gesucletsedKomplexe in 1:1-Komplexe zu
13
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Uberfuhren. Hierzu wurden zwei Cyclopeptidringe atturgeeignete Linker kovalent
miteinander verknupft und so entsprechende Bisgpggtide) (BCPs) erhalten.

Passende Linkerstrukturen wurden basierend auf Heistallstruktur des
lodidkomplexes vort (Abbildung 12) beispielsweise mittels Kraftrechgan identifiziert. In
diesem Zusammenhang wurde das BE8#® (Abbildung 13) synthetisiert, in dem zwei
Cyclopeptidringe mit  jeweils einer $429-4-Aminoprolineinheit  Gber  eine

Adipinsauregruppe miteinander verbunden &id.

ﬁ f ‘P
POV
o x:_HMH_ o e

Abbildung 13 BCPs8a-c mit unterschiedlichen Linkerstrukturen.

Die berechnete Struktur des lodidkomplexes 8aist in Abbildung 14 gezeigt. Zu
sehen ist, dass diese Struktur eine groRe Ahnlichket der Kristallstruktur des
lodidkomplexes von7 (Abbildung 12) besitzt. Auch hier weisen alle sedH-Bricken
Donorstellen vorBa in Richtung der Kavitat. Des Weiteren kdnnen giah Prolineinheiten

wieder nahe kommen, was stabilisierende hydrophédehselwirkungen moglich macht.

Spéater wurde das BCBb, dessen Linker ebenfalls durch Kraftrechnungeniteziin
wurde, synthetisiert (Abbildung 18f! Durch dynamische kombinatorische Chemie unter
Ausnutzung des Disulfidaustauschs als reversiblekften wurde auf3erdem BC8c als
effizienter Anionenrezeptor identifizieft! Die aromatischen Einheiten in den Linkern von

14



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

8b und 8c sollten die Rigiditat der BCPs erhthen, was eigénstigen Einfluss auf die

Komplexbildungsentropie haben kdnnte.

Abbildung 14 Berechnete Struktur des lodidkomplexes 8anl™ lila; Sticksoff blau; Sauerstoff rot; Kohlenstaffau;
Wasserstoff weil}; £Wasserstoffe der Proline gelb. Reprinted (adaptedh permission from S. Kubik, R. Kirchner, D.
Nolting, J. Seidel, J. Am. Chem. Soc. 2002, 12452-212760. Copyright 2002 American Chemical Saciety

Alle BCPs erwiesen sich als etwas schlechter wikistieh als 7, sodass die
Bindungseigenschaften in Ldsungsmittelgemischen ngeringeren Wasseranteilen
durchgefuhrt werden mussten. Die Rezeptorda und 8b wurden in 50 Vol%
Wasser/Methanol charakterisiert, wahrend Reze@orin 33 Vol% Wasser/Acetonitril
bezlglich seiner Affinitat fir Anionen untersuchunde. Die Eigenschaften vda und 8b
kobnnen daher nicht direkt mit denen v8n verglichen werden. In Tabelle 2 sind die
Anionenaffinitaten der BCPs inklusive der thermaaiyiischen Paramet&G, AH sowie TAS
aufgefuhrt. Die Bindung voi8c an die Halogenide Brund CI wurde nicht untersucht,

weshalb diesbeziiglich keine Daten vorliegen.

Die Bildung fast aller Komplexe ist enthalpie- seventropiegetrieben. Nur bei der
Bindung von S& an 8c wurde in Wasser/Acetonitril eine endotherme Kompilelung
festgestellt, die Bindung ist in diesem Fall alsw auf den hohen vorteilhaften Entropieterm
von TAS=42.7 kJ/mol zurlckzufihren. Typischerweise bebtet man die erwartete
Abnahme der Komplexstabilitat fir die BC®aund8b von SQ* mit log K, = 5.28 bis 5.97
als am besten gebundenes Substrat Ub@god K, = 3.79 bis 4.43) und Br(log K, = 3.45 bis
4.01) zu Cl (log K, = 2.51 bis 3.39).

15



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

Tabelle 2 Mittels ITC bestimmte Bindungskonstanten lgg feie Komplex-
bildungsenthalpierdG, -enthalpiendH und -entropien IS der Komplexbildung

der BCPs8a-c mit unterschiedlichen Anionéh.

Anion 8aPs] 8pPI2s] 82"
logK, 5 2¢ 597 6.6:
] AG ~30.2 —34.1 ~39.0
SQi AH ~15.5 ~13.2 3.7
TAS 14.7 20.9 42.7
logK, 3.7¢ 4.4z 4.7¢
- AG —21.6 ~25.2 —27.1
AH ~13.2 ~15.4 ~13.4
TAS 8.4 9.8 13.7
logK, 3.4E 4.01
o AG ~19.7 ~22.9 g0
AH ~11.2 ~12.1 -9
TAS 8.5 10.8
logK, 251 3.3¢
] AG ~14.2 ~19.3 )
cl AH ~10.5 4.1 n-9.
TAS 3.8 15.2

a) T=298 K, Energien in kJ/mol; b) Anionen alstiansalze; Messung in
50 Vol% Wasser/Methanol; ¢) Anionen als Kaliumsalessung in 33 Vol%
Wasser/Acetonitril; d) n. g. = nicht gemessen.

Der bessere Rezeptor der in 50 Vol% Wasser/Methamtersuchten BCPs ste8b
dar®® Die Komplexierungen von S@, I~ sowie Bf sind im Vergleich mit8a mit um ca.
eine halbe Grélenordnung hoheren Bindungskonstamtidrunden, der Chloridkomplex ist
sogar um eine ganze Grolenordnung stabiler. Fié wafitersuchten Anionen ist die
Komplexierungsentropie gunstiger als die \8m Bemerkenswert ist hier, dass fur @in
Anstieg vonTAS um ca. 11 kJ/mol beobachtet wird. Auch im Fall &®? wird eine hohe
Zunahme des Entropieterms um ca. 6 kJ/mol beolta¢hiel sowie Br ist der Anstieg mit
ca. 12 kJ/mol moderat. Bei S& und CT kommt es auRerdem zu einer Enthalpie/Entropie-
Kompensation, das heil3t der glnstigere EntropietBrnmKomplexierung vo8b wird durch
einen etwas ungunstigeren Enthalpieterm im Verfleza 8a ausgeglichen, sodass die
Zunahme der Komplexstabilitat beim Ubergang \8m zu 8b geringer ausfallt als der
Entropieterm erwarten lasst. Die Komplexierung Yoand Br durch8b ist allerdings nicht

nur entropisch sondern auch enthalpisch glinstigdyea8a.

Der Rezeptor8c, welcher mittels dynamischer kombinatorischer Cieeprhalten
wurde, zeigt, wenn auch in einem LOsungsmittel gaitingerem Wassergehalt, mit einem
log Ka von 6.83 eine sehr hohe Affinitat zu £0?” Hier wird der unglinstige enthalpische

Term der Komplexbildung durch eine hohe gunstige miexierungsentropie von

16
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42.7 kJ/mol tberkompensiert, wodurch die hohe &affiaitat resultiert. Fur1wird ebenfalls
eine hohere Affinitat als fiBa und 8b beobachtet, wenn auch in einem geringeren Mal3e als
bei SQ”". Hier liefern Entropie und Enthalpie einen gleictgeitrag zur Gesamtstabilitét von

je ca. 13 kd/mol. Wie zuvor erwéahnt, ist ein exaktergleich zu8a und 8b aufgrund des

unterschiedlichen L6sungsmittelgemisches aber méiglich.

HN 0
O%/ N NH
Y
<

Abbildung 15 Struktur vorg.

Vom Sulfatkomplex des BCP?"! (Abbildung 15) konnte auRerdem eine
Kristallstruktur erhalten werdéff! Diese ist in Abbildung 16 gezeigt. Man kann erlemn
dass die beiden Cyclopeptidringe sich sehr nahenierm besonders im Bereich der
Prolineinheiten. Dies deutet auf nicht-kovalente cWselwirkungen zwischen den
hydrophoben Prolinuntereinheiten hin. Die Proligenschirmen das Sulfatanion also nicht
nur von dem umgebenden Losungsmittel ab, sie tragiglicherweise zur Gesamtstabilitat

des Komplexes bei.
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2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

Abbildung 16 Raumfillendes Modell der Kristallstruktur vemmit (NB;),SQ,. Reprinted (adapted) with permission from Z.
Rodriguez-Docampo, S. I. Pascu, S. Kubik, S. Ottdm. Chem. Soc. 2006, 128, 11206-11210. Copy2@pt American
Chemical Society.

Hinweise auf diese hydrophoben Wechselwirkungersavwen den Prolineinheiten
der BCPs wurde durch die Untersuchung der Aniorfinitzt von 8c in Wasser/Acetonitril-
Gemischen unterschiedlicher Zusammensetzung emhals wurde gezeigt, dass die
lodidaffinitat von8c bei Erhdhung des Wassergehalts des Losungsmittedgkes wesentlich
weniger stark abfallt, als aufgrund der Solvatisigsenergie von Iim entsprechenden
Gemisch zu erwarten ware. So ist der Transfer vomoh Wasser in Wasser/Acetonitril-
Gemische mit einer umso hoheren freien Transfeadpith verbunden, je hoher der
Acetonitrilanteil ist'>®! Entsprechend ist die Desolvatation vonumso leichter, je weniger
Wasser das Ldsungsmittelgemisch enthélt. Auf BdsiserAG-Werte sollte man erwarten,
dass beim Ubergang von 49 zu 80 mol% Wasser/Adeitatie Stabilitat des lodidkomplexes
von 8cum das 11-fache sinken sollte. Tatsachlich wurgeementell aber nur ein Abfall um
das 2.2-fache von 9.9 x07* zu 4.5 x 1M gefunden. Die Stabilitat des lodidkomplexes
sinkt also weniger stark als zu erwarten ware. Biesde auf hydrophobe Wechselwirkungen
zwischen den Prolinringen in den Anionenkomplexes @BCP zurlckgefiihrt, die diese
Komplexe mit zunehmendem Wasseranteil des Losutigdgamisches mehr und mehr
stabilisieren. Diese HEs kompensieren also dianabeifgrund der Anionensolvatation zu
erwartende Abnahme der Komplexstabilitat.

Ein weiterer Hinweis auf die Bedeutung dieser hHEglie hohe Kooperativitat der
Anionenbindung von7, die zeigt, dass der mal3gebliche Beitrag zur Ktgbider
Sandwichkomplexe dieses CPs von der Zusammenlagedan beiden Cyclopeptidringe
stammt. Ein weiteres Indiz ist, dass ein Analogomnv7 mit (4R, 29-4-

18



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

Hydroxyprolineinheiten anstelle der Prolineinheitaur 1:1-Komplexe bilddt? Die starke
Solvatation der polaren Hydroxyprolineinheiten iesgém CP fuhrt also dazu, dass der HE bei

der Bildung der Sandwichkomplexe nicht in ausrenclem Umfang wirksam werden kann.

Aufgrund der Loslichkeit der BCP8a-c konnten die Einflisse des HEs auf die
Anionenaffinitat nicht in Losungsmittelgemischent mohem Wasseranteil oder in reinem
Wasser untersucht werden. Daher wurde im RahmememdDiplomarbeit das besser
wasserlosliche Derivat0 synthetisiert (Abbildung 17f% Dieses enthélt Triethylenglycol-
einheiten in den 4-Positionen der aromatischen Asgé@areeinheiten. Die Positionen der
Substituenten ergab sich aufgrund der Kristallstnukron 7 (Abbildung 12¥* sowie der
berechneten Struktur va8a (Abbildung 14)) in denen zu sehen ist, dass die 4-Positionen
der 6-Aminopicolinsdureeinheiten weg von der Birghstelle weisen und die
Anionenaffinitat nicht beeinflussen sollten.

O H OTEG TEGQ H o :—\/
N N= =N N
o) o o) O
YD
TEGO~ '\ N N N..C N N _)-OTEG
H H \
o)

HN
o NH
NH HN
° N N /O
N /\\ /——\ N 7,
© OTEG TEGO o \\/

10

OTEG = —O\/\O/\/O\/\O/

Abbildung 17 BCP 10, welches zur Verbesserung der Wasserloslichkégthiienglycoleinheiten an den aromatischen
Aminosaureuntereinheiten enthalt.

Es zeigte sich, dass die Loslichkeit vidhin wassrigen Medien im Vergleich zu den
BCPs8a-c und9 deutlich héher ist, was Bindungsstudien in Losamigelgemischen mit bis
zu 90 Vol% Wasseranteil ermdglichte. Die Ergebnideeim Rahmen meiner Diplomarbeit
durchgefuhrten Bindungsstudien sind in Tabelle Samumengefasst. In dieser Studie zeigte
sich wie erwartet, dass die zusatzlichen Gruppet®idie Bindungsaffinitat im Vergleich zu
8b nicht wesentlich beeinflussen, was die jeweils ezah identischen Enthalpie- und
Entropiebeitrage der Bindung von, Br und SQ* an 10 bzw. 8b und die entsprechend

jeweils identischen lo&,-Werte dieser Komplexe belegen.
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Tabelle 3 Mittels ITC bestimmte Bindungskonstanten Igg feie Komplex-
bildungsenthalpierdG, -enthalpiendH und -entropien IS der Komplexbildung
von 10 in 50 und 90 Vol% Wasser/Methanol und v8b in 50 Vol%

Wasser/Methand!.
Anion 8Ll 10PB01 10950
log K, 5.9 CE
g AG 341 ~34.0 N
d
S0 AH -13.2 145 "
TAS 20.9 19.5
log K, 4.47 4.67 3.8
- AG 252 —26.4 217
AH _15.4 _16.6 ~101
TAS 9.8 9.8 11.6
log K, 2.01 2.11
i AG —22.9 235 N
Br AH 121 7.9 n. d
TAS 10.8 15.6

a) T=298K, Energien in kJ/mol, Anionen als Natnsalze; b) Messung in
50 Vol% Wasser/Methanol; ¢) Messung in 90 Vol% \&féskethanol; d)
n. d. = nicht detektierbar bzw. keine eindeutigegage mdoglich.

Beim Ubergang zu dem kompetitiveren Losungsmigi@igch 90 Vol%
Wasser/Methanol, wurde keine Bindung von Beobachtet (sehr schwache Warmet6nung).
Auch die Warmetonung von der Sulfatbindung war $ééin, was auf einen Ubergang von
exothermer zu endothermer Komplexierung zuruckgéfidwurde. Im Rahmen der
Diplomarbeit konnte also beziglich der Bindung v&0;” an 10 in 90 Vol%
Wasser/Methanol keine zuverlassige Aussage getrofierden. Die Komplexierung von |
verlauft mit einer im Vergleich zu 50 Vol% Wassegtlanol um ca. eine Gré3enordnung
geringere Bindungskonstante. Dies geht hauptséchalid den enthalpischen Term zuriick,
der um ca. 6 kJ/mol im Vergleich zu 50 Vol% Waddgethanol ungunstiger ist, wahrend der
entropische Term ca. 2 kJ/mol gunstiger ist. DierrMgerung des Enthalpieterms der
Komplexbildung lasst sich dadurch erklaren, dassdém kompetitiveren Gemisch die
direkten Rezeptor-Anion-Wechselwirkungen geschwé&eid und das lodidanion gleichzeitig

starker solvatisiert ist. Der Entropieterm steigtnautlich wegen der gréReren Bedeutung des
HEs in den kompetitiveren Losungsmittelgemischen an

Trotz der deutlich verbesserten Loslichkeit vaf ist es vor Beginn dieser
Promotion nicht gelungen, die Anionenaffinitdt $@c BCPs in Losungsmittelgemischen mit
mehr als 90 Vol% Wasseranteil bzw. reinem Wasser quantifizieren und die

thermodynamischen Beitrdge zur Komplexbildung genauaufzuschlisseln. Mit
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Untersuchungen in diesen Zusammenhangen habe athentsprechend im Rahmen meiner
Promotion beschétftigt.
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2.2 Charakterisierung  der  Anionenaffinitat von BCP1 in

Wasser/Methanol-Gemischeli!

2.2.1 Aufgabenstellung

Als Ziel dieses Teils der Arbeit sollte zunachas CP10, im Folgenden alBCP1
(Abbildung 18) bezeichnet, erneut dargestellt umel S8ynthese wenn mdglich optimiert
werden. Anschlielend sollte die Anionenaffinitat nva/BCP1 in unterschiedlichen
kompetitiven LAsungsmitteln und Losungsmittelgemeét mittels ITC charakterisiert
werden. Diese Methode bietet den Vorteil, dass mait einer Messung die vollstandige
energetische Signatur der Komplexbildung zugangistf Als Lésungsmittel soliten
zunachst Wasser/Methanol-Gemische eingesetzt weAldrdiese Weise sollte ein genauer
Einblick in die Thermodynamik der Komplexbildung dhesen Medien erhalten werden.
Diese Daten sollten Informationen liefern, in weloh Umfang die Desolvatisierung von
Anion und/oder Rezeptor, die hydrophoben Wechskimgen und mdgliche weitere

Beitrdge die Komplexbildung beeinflussen.

o H OTEG TEGO
N /\ TN
=N
TEGO~ '\ N N M.<T\N
H H AN
0] @)
o N HN
N 77\ /
T\
OTEG TEGO
BCP1

Abbildung 18 Struktur vonBCP1.
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2.2.2 Synthese von BCP1

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die bereits etatlieBynthedd” von BCP1

zunéchst wiederholt und verbessert (Schema 1).

O OH

TEG-OH, PPhg,
) H,SO,, EtOH B DIAD, THF
> —

HOOC N COOH 6 h, Reflux EtO,C N CO,Et 20 h, Reflux l

H
86 %
11 12 OTEG

X

P

EtO,C~ "N~ ~CO,Et

13
0.4 Aqu.
NaOH,
H,O
1) Ethylchlorformiat, NMM, 22 h. 25 °C
QTEG DMF/THF, 25 min, 0 °C QTEG !
N 2) NaN3, DMF/THF, 2.5 h, 0 °C N 87 %
- - -y -~
EtO,C~ "N~ "NHZ 3) BnOH, Toluol, 15.5 h, EtO,C~ "N~ ~COOH
Reflux
15 58 % 14

TEG-OH = o > O

Schema 1 Syntheseroute zur Darstellung vih

Die Darstellung vonBCP1 startete mit der Synthese des Pyridinbaustéifs
ausgehend von der kommerziell erhaltlichen Chelgfamell. Diese wurde zunachst an
beiden Carboxylatgruppen verestert und das Prod@ktlann mit der Triethylenglycol-
seitenkette versehéti!

Das Produktl3 wurde hierbei verunreinigt mit nicht umgesetzterrethylenglyol-
monomethylether erhalten, welcher erfahrungsgeniéfliags die folgende Reaktion nicht
stort und bei der nachsten Aufreinigung problenalbgetrennt werden kann. Daher wurde auf
eine aufwandige Aufreinigung an dieser Stelle \atat und die Ausbeute nur abgeschatzt.
Die anschlieRende einseitige Verseifung wurde mitAquivalenten NaOH in verdiinnter
wassriger Losung (e7.85nv) in guter Ausbeute durchgefiifif. Die erhaltene
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Monocarbonsaurd4 wurde anschlieBend in einer dreistufigen Sequemnerddritter Schritt
eine Curtius-Umlagerung beinhaltet, in akzeptaBlesbeute von 58 % z16 umgesetzt”

Im Folgenden wurdel5 verwendet, um die Dipeptidel8 und 19 aus
unterschiedlichen-Prolin-Derivaten darzustellen (Schema®) Dafiir wurde15 mit einem
etablierten Verfahren ai-Terminus entschitzt und das so erhaltene Aminrdie€end mit
16 bzw. 17 unter StandardbedingungenIibzw. 19 in sehr guten Ausbeuten von 82 % bzw.
96 % uUber beide Schritte gekuppelt. Das bendétigtelirfderivat 17 wurde auf einem
literaturbekannten Weg in sechs Stufen in iblichesbeuten dargestefft:!

PyCloP, DIEA, CH,Cl,,

OTEG
16 Q‘COOH
Boc O ~ |
° NS
10d,25°C N N~ "N~ "CO,Et
82 % ‘Boc
18
OTEG  H,, 10 % Pd/C,
1 N HCl
N
| CH,CL/EIOH | pyciop, DIEA, CH,C,,
=
Et0,C~ "N~ "NHZ 18h 25°C ZHN
I\ OTEG
15 17 S\“~cooH
Boc o) = |
° NS
10d,25°C ZHN‘O)LH N~ "CO,Et
96 % N\Boc

19
Schema 2 Synthese der Dipeptidd und 19.

Aus 18 wurde anschlieRend das Tetrapeperhalten (Schema 8! Dafur wurde
ein Aquivalent 18 am N-Terminus und ein weiteres a@-Terminus entschiitzt. Die so
erhaltenen teilgeschitzten Dipeptide wurden nuerutandardbedingungen mit PyCloP als
Kupplungsreagenz zum Tetrape@@lgekuppelt.
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. 2 HCl OTEG
2 )
4 N HCI/1,4-Dioxan O)L <
- N" N7 COEt —
OTEG 2h,0-5°C NH H

20

O)L Q ] OTEG ]

N~ N7 Co,Et

N H ) 0] Z

‘Boc 1 N NaOH, 1,4-Dioxan_ Q B
18 2 h, 25 °C ONXH N~ COOH

Boc
21
OTEG |
p PyCloP, DIEA,
0 | OEt CH,Cl,
(WS <
18 h, 25 °C
Boc -2 93 %
22

(Uber alle Stufen)

Schema 3 Synthese des Tetrapeptiz

Um das lineare Hexapeptib zu erhalten, wurd@2 amN-Terminus undl9 amC-
Terminus entschitzt. Die Produkte wurden mit TBTId KHupplungsreagenz mit guter

Ausbeute umgesetzt (Schema2).
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OTEG
o = 4 N HCI/
N -
N N N 2h, 0-5°C
e (@)
Boc -2
22
OTEG
0 = 1 N NaOH,
g l 1,4-Dioxan
ZHN;O)\H N COZEt 2 h, 25 QC
N\
Boc

OTEG

Boc

Schema 4 Synthese des linearen Hexapep#8s

e 3HCI OTEG
=
¢ | OEt
NS
[ _
N H
— o)
H —2
23 L
OTEG
e =
< —
ZHN N N COOH
H
N,
Boc
24
OTEG
= TBTU, D
OEt DMFIEA'
H -
o | 18 h, 25 °C
2 84 %

(uber alle Stufen)

Das Hexapepti@5 wurde zuerst at-Terminus und anschliel3end awTerminus

entschitzt und das erhalter®s unter etablierten Bedingungen bei hoher Verdinnung
cyclisiert, wobei das CyclopeptidP1 in einer Ublichen Ausbeute von 32 % erhalten wurde

(Schema 5§
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OTEG 1) 1 N NaOH,
OTEG 0 % 1,4-Dioxan
_ OFEt 2h, 25°C
N N H N 2) 4 N HCl/
ZHN NN o) 1,4-Dioxan
N, o- -2 2h,0-5°C
Boc
25
Y
* 4HC QTEG
OTEG

o) =
o Ay [CLL K o
~ N H N
ZHN ” N o
N o~ -

H
26
O)(LH OTEG
N~/
N NS
@]
0]
TEGO— ©
=N NHZ TBTU, DIEA, DMF
HN 5.5h, 80 °C
0] NH © 32%
N J\I \ (Uber alle Stufen)
A —
OTEG
CP1

Schema 5 Cyclisierung des linearen Hexapepti2iszuCP1.

Das so erhalten€P1 wurde anschlieend an der Aminofunktion der stibstien
Prolineinheit entschiitzt und mit einem halben Agleéwnt der kommerziell erhaltlichen 1,3-
Phenylendiessigsaure als Linker BCP1 gekuppelt (Schema 6)! Das erhaltene

analysenreindBCP1 wurde fiur die anschlieenden Bindungsstudien vede® welche in
Kapitel 2.2.3 beschrieben sind.
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OTEG

N 1) Hy, 10 % Pd/C,
1 N HCl, CH,Cl,/MeOH
TEGO~(

18 h,25°C

2) TBTU, DIEA, DMF

o NH © 0.5 Aqu. HOOC¢©\/COOH

N 2h,25°C

o 47 %

O H OTEG TEGOQ, H O =
N—7 1\ 7N\ N-—L\ \
N= =N
(@] é&
o \ NH
N ’_\ 2
© OTEG TEGO © \\/

BCP1

Schema 6 Synthese voBCP1 ausCP1.

Im Rahmen der hier beschriebenen SyntheseB©R1 konnten insbesondere die
Synthese und Reinigung des in 4-Position substignePyridinbausteid5 im Vergleich zur
in der Diplomarbeit erarbeiteten Syntheserltiteerbessert werden. Die Veresterungl2u
verlauft mit 17 % hoherer Ausbeute und die verahfa Aufreinigung vonl3 spart
signifikant Arbeitszeit sowie Chemikalien. Die Awesite wéhrend der Verseifung Zu4
konnte durchschnittlich um 8 % gesteigert werdeshaunch der letzte Schritt A5 konnte um
ca. 6 % verbessert werden. Die Synthesen der BiraT und Hexapeptidel§, 19, 22, 25)
weisen analoge Ausbeuten auf, verlaufen stets afit guten bis nahezu quantitativen
Ausbeuten. Die Synthese vaDP1l und BCP1 zeigen ebenfalls analoge Ausbeuten, hier

wurden kleinere Anpassungen in der Aufreinigungcgefuhrt.
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2.2.3 Bindungsstudien mit BCP1

Die Anionenaffinitadt von BCP1 wurde mittels ITC in einer Auswahl von
Wasser/Methanol-Gemischen untersucht. Als Substdieaten stellvertretend fur stark
koordinierende Anionen S® und reprasentativ fiir schwach koordinierende Agiph. Da
diese Anionen die korrespondierenden Basen stafdrren sind, ist es moglich, in
ungepufferten Systemen zu arbeiten, da ein Protamgesgleichgewicht auszuschliel3en ist.
Weiterer Vorteil dieser Anionen ist, dass sie Uioveise mit CPs und BCPs (einer
ahnlichen Grundstruktur wiBCP1) stabile Komplexe bilden und somit auch in kontpetn
Losungsmitteln messbare Anionenaffinitdten erwarteérden konnen. Wahrend die
Bindungsstudien mit "I im Bereich von 20 Vol% bis 95 Vol% Wasser/Methanabglich
waren, limitierte die Loslichkeit des verwendeteatfiimsalzes von S den Bereich auf
30 Vol% bis 95 Vol% Wassergehalt des Losungsmigimigches. Aufgrund der geringen
Warmetdnung in 90 Vol% Wasser/Methanol fir die &tion von SG* konnten in diesem

Gemisch keine verlasslichen Daten erhalten werden.

In Abbildung 19 sind die erhaltenen ErgebnisseRladungsstudien voBCP1 mit
SO und T in den untersuchten Wasser/Methanol-Gemischeisghafiezeigt. In Abbildung
19a) und b) ist zu erkennen, dass die Affinitai@nSQ? und I wie erwartet mit steigendem
Wassergehalt abnehmen. Dabei ist die Abhangigkeilam untersuchten Ldsungsmittel-
bereich annahernd linear, wobei die Affinitat v&CP1 fur SQ? signifikant schneller
abnimmt als die fiir| Dies kann auf die starkere Solvatisierung von®Sitn Vergleich zu T
in Lésungsmittelgemischen mit hoherem Wasseramigilickgeftiihrt werden. Wahrend |
eine freie Hydratisierungsenergie VoAGhyqr=-283 kJ/mol aufweist, ist die freie

Hydratisierungsenergie von $Omit AGhyq = —1090 kJ/mol wesentlich hhg?!
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Abbildung 19 Grafische Darstellung der Abh&ngigkeit von a) log K) 4G, c) A4H, d) TAS der Komplexbildung vdBPC1

mit SQ2” (blau) und T (rot) von der Losungsmittelzusammensetzung in &Adsthanol*Y Eingezeichnet sind zudem die
Energien fur den Transfer von l(graue Punkte) und SO (graue Vierecke) von Wasser in die entsprechenden
Wasser/Methanol-Gemisch&*"!

Informationen zur Abhangigkeit der freien Hydreisingsenthalpie von der
Zusammensetzung der Wasser/Methanol-Gemische kasmrden literaturbekannten freien
Enthalpien fir den Transfer des jeweiligen AnionsnVvWasser in das entsprechende
Lésungsmittelgemisch abgeleitet werd®h.Diese Daten sind in Abbildung 19b) grau
eingezeichnet und zeigen, dass mit steigendem Meldeehalt der Transfer der Anionen von
Wasser zu Wasser/Methanol zunehmend endergonisoth \Wblglicherweise wird die
Desolvatisierung der Anionen mit steigendem Geldds organischen Losungsmittels
zunehmend leichter. Dieser Effekt ist besondersyeprigt fir SGF, da dieses stark

koordinierende Anion von Wasser effizienter sobiatt wird als 1. Daher profitiert die
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Affinitat von BCP1 fir SO mehr von einem ansteigenden Methanolgehalt aléffieitat
far 1.

Die unterschiedlich ausgepragten Abhangigkeiten lagK,-Werte flr den lodid-
und Sulfatkomplex voBCP1 von der Losungsmittelzusammensetzung fuhren dias sich
die Selektivitat vonBCP1 fur die beiden Anionen bei ca. 90 Vol% Wasser/Nat
umkehrt. In L6sungsmittelgemischen mit héherem Wiag=halt wird T leicht starker
komplexiert als S¢&~. Dies ist wiederum auf die starkere Solvatisiernng SQ? in den
kompetitiven Losungsmittelgemischen zurickzufuhi@e Gesamtstabilitdét des Komplexes
ergibt sich aus der Balance von direkter Anion-RézeWechselwirkung und der
Anionendesolvatation. In Gemischen mit h6herem \&fgshalt fallt diese Balance zugunsten
des eigentlich schwacher koordinierenderalis, da dieses leichter zu desolvatisieren ist.
SO bindet zwar intrinsisch starker aBCP1, ist aber in starker kompetitiven
Ldésungsmitteln schwerer desolvatisierbar, sodas€Eegebnis eine geringere Stabilitéat des
entsprechenden Komplexes resultiert. Im Einklangt w©hieser Interpretation ist die
Sulfatkomplexierung in Gemischen mit einem Wasdaatje>90 Vol% endotherm. Diese
Affinitatsinversion wurde bisher bei keinem andeB®P beobachtet, da Untersuchungen in

Ldsungsmittelgemischen mit ahnlich hohen Wasseitantbisher nicht moglich waren.

Ubereinstimmend mit friiheren Studi®h ist die Abnahme der Stabilitat des
Sulfatkomplexes vonBCP1 mit zunehmendem Wasseranteil (2.7 kJ/mol pro 1B6/o
Wasseranteilerhohung) geringer als man auf Basis Ldsungsmittelabhangigkeit der
Transferenergien von SO in Wasser/Methanol-Gemische erwarten wiirde (I®ddJpro
10 Vol% Wasseranteilerh6hung). Dies spricht wiedemafir, dass hydrophobe Wechsel-
wirkungen zwischen den Prolineinheiten der beideycldpeptidringe vonBCP1 die
Anionenkomplexierung in starker kompetitiven Ldssimitelgemischen ginstig
beeinflussen. Eine analoge Betrachtung fur die Kerprung von T ist nicht mdglich, da
die Transferenergien von hicht linear von der LOsungsmittelzusammensetzabgangt
(Abbildung 19b)).

Im Gegensatz zu den l&g bzw. denAG-Werten korreliert die Komplexbildungs-
enthalpie und -entropie nicht linear mit der Zusansetzung des Losungsmittelgemisches
(Abbildung 19c¢) und d)). In 50 Vol% Wasser/Methanad unabhangig von dem Anion ein
Minimum fur Enthalpie und Entropie beobachtet. Béneren und niedrigeren Wasseranteilen

wird die Komplexierung von S@ und I enthalpisch ungiinstiger und entropisch giinstiger.
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Die Kompensation dieser gegenlaufigen Trends fdaru, dass die freien Komplexbildungs-
enthalpien fur beide Anionen im untersuchten Béreiaktisch linear von der Losungsmittel-

zusammensetzung abhéangen.

Die in Abbildung 19a) und Abbildung 19b) ersictile deutlich starkere
Abhangigkeit der Sulfataffinitat volBBCP1 von der Lésungsmittelzusammensetzung im
Vergleich zur lodidaffinitdt ist laut Abbildung 1Pc auf den Verlauf der
Komplexbildungsenthalpie zurtickzufihren. Diese viied Abnahme des Wassergehaltes bei
der Sulfatkomplexierung in deutlich starkerem Malginstiger als bei der
lodidkomplexierung. Die beiden Kurven des Verladds Komplexbildungsentropie verlaufen
Uber den untersuchten Losungsmittelbereich dagegdtisch parallel.

Eine Korrelation der kurvenformigen Abhangigkeér cKomplexbildungsenthalpie
von enthalpischen Parametern, die die Solvatatien Anionen in Wasser/Methanol-
Gemischen beschreiben, gelingt nicht. Informatiobar die Solvatation von Iin solchen
Losungsmittelgemischen kbnnen wiederum aus densiesenthalpien abgeleitet werden, die
mit der Uberfithrung von~Ivon Wasser in Wasser/Methanol-Gemische verbund®h s
Entsprechende Werte fiir $Osind nicht beschrieben. Die grauen Punkte in Adoisity 19¢)
zeigen, dass die mit dem lodidtransfer verbundemddipie ebenfalls nicht linear von der
Losungsmittelzusammensetzung abhangt. Ab einem éifggsalt von ca. 70 Vol% und
darunter ist der lodidtransfer in Wasser/Methanbéraexotherm. Das heil3t in diesen
Ldésungsmittelgemischen ist besser solvatisiert als in reinem Wasser. DiesfakEsollte
das mit der Komplexbildung verbundeA# ungunstig beeinflussen. Tatsachlich wird die
Komplexbildungsenthalpie zwischen 95 und 50 Vol% s¢¥é/Methanol aber gunstiger.
AulRerdem fallt das Minimum der Kurven véir anster und Komplexbildungsenthalpie nicht
zusammen. Effekte von lonenpaarung auf die Komjplgxibgsenthalpie in
Losungsmittelgemischen mit hohem Anteil des orgdms Losungsmittels konnten
ausgeschlossen werden, nachdem Titrationen mitdgatien mit unterschiedlichen
Gegenionen praktisch dieselben Ergebnisse lieferten

Ausgehend von diesen Ergebnissen wurde der Veruf Komplexbildungs-
enthalpie von der Loésungsmittelzusammensetzungchshd@ualitativ interpretiert. So wurde
die Abnahme der Komplexbildungsenthalpie in Losumgglgemischen mit>50 Vol%
Wasser/Methanol auf die Schwachung der direkterodiezeptor-Wechselwirkungen in
den kompetitiveren Losungsmittelgemischen zuriidkgef In Losungsmittelgemischen mit

<50 Vol% Wasseranteil nimmt die Komplexbildungseiglea dagegen ab, weil die
32



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

Desolvatation des Rezeptors, die vermutlich bewgtrzauf der Wechselwirkung von
Wassermolekulen mit den NH-Gruppen zurickzufuhsereunehmend schwieriger wird.

Diese Ergebnisse sind im Detail in der in KapRe2.4 abgedruckten Publikation
beschrieben.
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2.2.4  Forschungsartikel: Anion binding of a neutralbis(cyclopeptide) in water-

methanol mixtures containing up to 95 % water

In diesem Artikel werden die Synthesen o1 undBCP1 beschrieben. AuRerdem
werden die Ergebnisse der BindungsstudienB@PL1 in verschiedenen Wasser/Methanol-
Gemischen bis zu 95 Vol% Wasseranteil zusammersjefasbei als Anionen lund SQ*

verwendet wurden.

Die Supporting Information in Kapitel 6.1 enthdie synthetischen Details, die
Spektren der Verbindungen, die experimentellen ¥begsweisen bei den Bindungsstudien
und die Zusammenfassung der dabei erhaltenen HsgebrifF. Sommer, S. KubilQrg.
Biomol. Chem.2014 12, 8851-8860]. Urheberrecht b&he Royal Society of Chemistry
(RSC) Nachdruck mit Genehmigung.

Im Rahmen dieser Publikation bestand meine Aufgalber Synthese, Aufreinigung
und Charakterisierung der bendtigten Verbindungeswies der Durchfihrung der
Bindungsstudien und deren Auswertung. Herr Prof. DKubik war als Projektleiter mit der
wissenschatftlichen Betreuung und Interpretatiomnatogt
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Anion binding of a neutral bis(cyclopeptide) in
water—methanol mixtures containing up to
95% watery

Fabian Sommer and Stefan Kubik*

Anion receptor 2b was designed and synthesized, which was structurally derived from a previously
described bis(cyclopeptide) 2a comprising two covalently linked cyclic hexapeptide rings with alternating
L-proline and 6-aminopicolinic acid subunits. Solubilizing groups attached to the aromatic cyclopeptide
subunits of 2b cause a substantial improvement of water solubility with respect to 2a, but have negligible
effects on anion binding properties. Thus, anion affinity of 2b could be evaluated in aqueous solvent mix-
tures in which 2a is not sufficiently soluble, namely in water—-methanol with a water content of up to
95 vol%. The solvent-dependent characterization of anion binding showed that the log K, values of the
iodide and sulfate complexes of 2b decrease linearly with increasing water content while the individual
contributions of complexation enthalpy and entropy correlate with the solvent composition in a more
complex manner. The obtained results provide insight into the factors that control anion affinity and
selectivity of these neutral receptors in aqueous media. In addition, they show that substantial anion

www.rsc.org/obc

Introduction

Molecular recognition phenomena such as the interaction of a
synthetic receptor with its substrate are very sensitive to the
medium in which they take place." While polar binding part-
ners generally like to associate in non-polar solvents where
interactions are strong and solvation is weak, the strength of
interactions generally significantly drops upon increasing
solvent polarity. Polar solvents not only reduce the strength of
direct non-covalent interactions, they usually also solvate the
binding partners more efficiently than non-polar ones, causing
complex stability to suffer from an increasing enthalpic penalty
associated with the desolvating receptor and/or substrate. Desol-
vating binding partners in polar solvents, particularly in water,
can also become the driving force of complex formation,
however, if it involves the release of high-energy water,” which
results in an enthalpic advantage of binding, or leads to overall
higher disorder, which is entropically favourable.’
Solvent-dependent evaluation of the binding properties of a
synthetic receptor can shed light on the subtle interplay of the

Technische Universitit Kaiserslautern, Fachbereich Chemie - Organische Chemie,
Erwin-Schrodinger-Strafle, D-67663 Kaiserslautern, Germany.

E-mail: kubik@chemie.uni-kl.de

+Electronic supplementary information (ESI) available: Synthetic details for the

chain elongation of dipeptides 4 and 5, NMR and mass spectra of compounds 4,
5, 6, and 2b, and thermograms of selected ITC titrations. See DOI: 10.1039/
c40b01497a

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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affinity can be expected even in 100% water.

factors that control receptor affinity and selectivity. Such inves-
tigations were performed, for example, to characterize glucose
affinity of a synthetic carbohydrate receptor in chloroform-
methanol and water-methanol mixtures.” A more recent inves-
tigation has addressed anion binding to diols in acetonitrile-
chloroform mixtures revealing a non-linear correlation
between complex stability and solvent composition.” In the
area of anion coordination chemistry® solvent-dependent
binding studies are routinely performed if a receptor turns out
to possess an anion affinity in a specific solvent that is too
high to be evaluated. If binding is too strong in DMSO, for
example, more competitive water-DMSO mixtures are often
used in which complex stability is lower and can thus be quan-
tified.” The maximum amount of water in the solvent mixture
is determined by receptor solubility and is usually chosen so
as to not lower complex stability below the detection limit. The
increase of the water content of the solvent mixture sometimes
also simplified the receptor’s mode of interaction, for
example, from the formation of higher to well defined 1:1
complexes,”®/" but the consequences of changing the solvent
composition on the thermodynamics of binding have not
often been considered.

Here, we describe a bis(cyclopeptide) whose solubility
allowed a detailed thermodynamic characterization of anion
binding properties in a wide range of water-methanol mix-
tures. Such bis(cyclopeptides) were previously shown by us to
interact with halides or sulfate anions in aqueous solvent mix-
tures.® They derive from cyclopeptide 1 whose mode of

Org. Biomol Chem., 2014, 12, 8851-8860 | 8851
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binding involves sandwiching an inorganic anion between two
cyclopeptide rings.” These 2:1 complexes could be converted
into 1:1 complexes by covalently connecting two cyclopeptides
via appropriate linking units. While anion binding of 1 could
be evaluated in water-methanol mixtures containing up to
80% of water, the respective bis(cyclopeptides) are, unfortu-
nately, considerably less soluble so that the water content of
the mixture used to study the properties of, for example, 2a
could not exceed 50%.% Other bis(cyclopeptides) allowed
binding studies in water-acetonitrile mixtures containing up
to 75% of water.* The respective investigations indicated that
hydrophobic interactions between the two cyclopeptide rings
not involving direct receptor/substrate interactions contribute
to the overall stability of the complexes formed. To what extent
anion affinity of these receptors is retained in 100% water
remained an open question, however.

/Mg L
NH
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o N 2a R=H a
Y ~
2 R=-{0N);
SN NS
( B o
FIN 25
o Qo H R
o N
N N
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R— N
HN o
NH
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Further work involving these bis(cyclopeptides) therefore had
to address improving their water solubility to allow binding
studies in more competitive solvent mixtures. In this context,
bis(cyclopeptide) 2b containing solubilizing triethylene glycol
residues was designed and synthesized. The evaluation of the
anion affinity of 2b by isothermal titration calorimetry (ITC) in
a range of different solvent mixtures provided information
about the factors influencing the affinity and selectivity of
anion binding. Understanding these factors could eventually
be helpful when targeting practical applications for such
receptors, for example, in environmental monitoring, where
systems should best work in water.'’

Results and discussion
Structural design and synthesis

Our approach to improving the water solubility of 2a without
compromising binding properties relied on the introduction

8852 | Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 8851-8860
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Fig. 1 Calculated geometry of the iodide complex of 2a obtained with
the MMFF94 force field as implemented in PCModel, Serena Software,
Inc. Hydrogen atoms at the carbon atoms of the receptor have been
omitted for clarity.®

of solubilizing groups into positions of the receptor in which
their impact on binding properties was expected to be
minimal. The corresponding structural considerations were
based on the previously reported calculated structure of the
iodide complex of 2a as shown in Fig. 1.*

This structure indicates that additional substituents on the
bis(cyclopeptide) proline residues would be oriented close to
the seam of the cavity where the two cyclopeptide moieties
approach each other. Substituents in these positions were
therefore expected to affect complex formation by steric
effects. The phenylene moiety of the linker is oriented away
from the cavity and would therefore make a better modifi-
cation site. The number of groups that could be introduced
here is limited, however, and it was therefore decided to incor-
porate the solubilizing groups into the 4-positions of the ami-
nopicolinic acid subunits. This strategy allowed introduction
of overall six additional groups expected to exhibit no strong
effect on anion affinity because they all diverge from the recep-
tor cavity. Triethylene glycol residues were chosen as solubil-
izing groups, which should increase water solubility without
introducing charges so that competing effects on anion
binding of other negatively charged species in solution could
be avoided.

The 4-substituted 6-aminopicolinic acid derivative 3
required for the synthesis of 2b was obtained from the com-
mercially available chelidamic acid according to a reported
procedure." This amine was coupled to (2S)-1-(tert-butyloxy-
carbonyl) proline and (2S,45)-4-(benzyloxycarbonylamino)-1-
(tert-butyloxycarbonyl)proline'”> using PyCloP as a coupling
reagent to yield, respectively, the dipeptides 4 and 5 required
for the synthesis of the cyclopeptide moieties of 2b
(Scheme 1). Appropriate chain elongation of these dipeptides
afforded the linear cyclopeptide precursor, which was depro-
tected at both ends and cyclized by following established pro-
tocols.*®'? The resulting cyclopeptide 6, containing one
Z-protected 4-aminoproline unit, was subjected to hydrogen-
ation and then reacted with 2,2'-(1,3-phenylene)diacetic acid in
the presence of TBTU.* The coupling product 2b was obtained

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Scheme 1 Synthesis of bis(cyclopeptide) 2b (R' = (OCH,CH,);OCHy3).
(@) Chlorotripyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyCloP),
N,N-diisopropylethylamine, CH,Cl,, 25 °C, 10 d, 4 82%, 5 96%; (b) H,,
1.2 equiv. HCI, 10% Pd/C, CH,Cl,-CH3OH, 1:1 (v/v), 25 °C, 18 h; (c) 2,2'-
(1,3-phenylene)diacetic acid, 2-(1H-benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3-tetra-
methyluronium (TBTU), N,N-diisopropylethylamine, dimethylformamide,
25 °C, 2 h, 47% over 2 steps. Z = benzyloxy carbonyl, Boc = tert-butoxy
carbonyl.

after chromatographic purification in analytically pure form
and in sufficient amounts for the following binding studies.

Qualitative binding studies

Qualitative information about the binding properties of 2b was
derived from ESI mass spectrometric and NMR spectroscopic
investigations. Because the water solubility of 2b, although
considerably improved by the presence of the six triethylene
glycol residues, unfortunately turned out to be still insufficient
to allow binding studies in 100% water, these experiments
were performed in 90% water-methanol. In addition, measure-
ments in 50% water-methanol mixtures were carried out to
compare the properties of 2b with those of 2a. These binding
studies concentrated on sulfate and iodide as substrates
because both anions generally exhibit strongest interactions
with our bis(cyclopeptides) and represent prototypes of
strongly and weakly coordinating anions, respectively.*?

Fig. 2 shows the ESI-TOF MS spectra of 2b in the presence
of sodium iodide or sulfate. In all spectra, the most prominent
peak is that of the 1:1 complex between the bis(cyclopeptide)
and the respective anion (M + I]” = 2590.0, [M + SO,]*" =
1279.5). Minor additional peaks could be assigned to the
chloride complex ([M + ClI]™ = 2498.1). Mass spectrometry thus
indicated that 2b binds to iodide and sulfate anions indepen-
dent of the composition of the solvent mixture. Moreover, the
major complex species are 1:1 complexes as in the case of
other structurally related bis(cyclopeptides).®

Additional evidence for the ability of 2b to interact with
anions in 90% water-methanol came from NMR spectroscopy.
Fig. 3 shows the effect of sulfate anions on the 'H NMR
spectra of 2b in 50% D,0-CD;OD and 90% D,0-CD;OD. In
the absence of sulfate anions the H(«) protons on the proline
residues of 2b absorb between 5.60 and 5.76 ppm in 50%

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 2 ESI-TOF MS spectra (negative mode) of 2b (1 mM) in the pres-
ence of 1 equiv. of Nal (a) or Na,SO,4 (b) in 50% water—methanol and
1 equiv. of Nal (c) or Na,SO;4 (d) in 90% water—methanol.
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Fig. 3 'H NMR spectra of 2b (1.8 mM) prior (a) and after (b) the addition
of 2 equiv. of Na;SO, in 50% D,O-CDsOD and of 2b (1.0 mM) prior (c)
and after (d) the addition of 2 equiv. of Na,SO, in 90% D,O-CDsOD.
The dots indicate the signals of the H(x) protons on the proline residues
of 2b.

D,0-CD;0OD. In 90% D,0-CD;OD these signals are slightly
shifted upfield and those of the unsubstituted proline rings
collapse into one. Addition of sulfate causes a substantial
downfield shift of the proline H(«) signals in both solvents by
ca. 1 ppm. In addition, spreading out of the signals in the aro-
matic region of the spectra is observed. Both effects are charac-
teristic features of all anion binding bis(cyclopeptides) studied
so far.*'? The shifts of the proline H(«) signals, for example,
are due to the spatial proximity of the corresponding protons

Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 8851-8860 | 8853
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to the anion once it is included into the bis(cyclopeptide) Anion binding of 2b was subsequently studied in a range of
cavity. NMR spectroscopy thus indicates that the mode of different water-methanol mixtures. While iodide recognition
anion binding of 2b does not differ from that of structurally could be evaluated in mixtures containing between 20% and
related receptors and that it is independent of solvent compo- 95% of water, solubility problems prevented titrations with
sition. Analogous albeit slightly smaller shifts of the proline H sodium sulfate in mixtures containing less than 30% of water.
(«) signals were observed in the 'H NMR spectra of 2b after In addition, no reliable results could be derived from the titra-
addition of iodide anions in both solvent mixtures, consistent tion with sodium sulfate in 90% water-methanol because the
with the more weakly coordinating nature of the halide in enthalpy of sulfate complexation changes sign close to this
comparison with sulfate anions (see ESIT). solvent composition. The results of all measurements are sum-
marized in Table 2 and depicted graphically in Fig. 4. The stoi-
chiometric factors n deriving from these titrations support the
Anion binding of 2b was quantified by isothermal titration 1:1 stoichiometry of both anion complexes of 2b.
calorimetry (ITC)."* Initial investigations addressed the ques- Fig. 4a and 4b show that, as expected, iodide and sulfate
tion if and to what extent anion affinity of 2b is affected by the affinity of 2b decrease upon increasing the water content of
presence of the triethylene glycol units. To this end, binding the solvent. For both anions the correlation is linear (r* >
of 2b to iodide and sulfate was evaluated in a solvent mixture, 0.97), with a more pronounced drop observed for sulfate
in which quantitative information about the properties of 2ais  binding. The different slopes of the lines cause an inversion of
available, namely in 50% water-methanol. The obtained anion affinity from sulfate as the better substrate across the
results together with the ones previously reported for bis(cyclo- major range of solvent compositions to iodide in mixtures con-
peptide) 2a are summarized in Table 1. taining more than 90% of water. Thus, the intrinsically less
Table 1 shows that iodide and sulfate affinity of 2b in 50% strongly coordinating anion forms the more stable complex in
water-methanol is practically indistinguishable from that of the most competitive solvent mixtures. Assuming that the
2a. Moreover, no major differences are apparent within the observed linear correlation between complex stability and
error limits in the thermodynamics of complex formation. The  solvent composition extends to 100%, an iodide affinity log K,
conclusion that can be drawn from this result is that, in of 4.0 can be expected for 2b in water and a sulfate affinity
accordance with the design strategy, the impact of the triethy- of 3.5.
lene glycol residues in 2b on anion affinity is negligible. Com- While the reduction of complex stability in the more com-
pound 2b can thus be expected to behave like previously petitive solvent mixtures has several reasons, one being the
described bis(cyclopeptides) with the important advantage weakened receptor/anion interactions, the different extents to
that it allows anion recognition to be followed in much more which sulfate and iodide affinity of 2b decrease with increasing
competitive media. water content of the solvent are likely partially due to the

Quantitative binding studies

Table 1 Association constants, enthalpies, and entropies of binding of Na,SO,4 and Nal to bis(cyclopeptides) 2a and 2b®

Sulfate Iodide

log K, AH TAS log K, AH TAS
2% 5.97 + 0.02 -13.2+1.1 209+1.2 4.43 +0.11 -15.4 £ 0.7 9.8+1.2
2b 5.87 + 0.02 -14.7 £ 0.8 18.8+0.8 4.59 +0.01 -16.2 £ 0.8 10.0 £ 0.7

“Recorded in 50% water-methanol at 298 K; energies in k] mol™"; the values are means of at least three independent measurements with the
standard deviations specified.

Table 2 Association constants, enthalpies, entropies, and stoichiometric factors for the binding of Na,SO4 and Nal to bis(cyclopeptide) 2b in
different solvent mixtures®

Sulfate lodide

Vol%” log K, AH TAS n log K, AH TAS n

20 n.d. n.d. n.d. n.d. 4.96 + 0.02 -9.8+0.3 18.5+0.3 1.01
30 6.77 + 0.10 -11.7 £ 0.2 26.9 +0.7 0.93 4.73 +0.01 -11.9 + 0.2 15.1 +0.2 0.99
50 5.87 + 0.02 -14.7 £+ 0.8 18.8 + 0.8 0.93 4.59 + 0.01 -16.2 + 0.8 10.0 + 0.7 1.03
70 5.07 + 0.02 -8.5+0.3 20.4+0.4 0.93 4.43 +0.02 -14.8+ 0.2 10.5+0.3 1.03
90 n.d. n.d. n.d. n.d. 4.12 +0.02 -8.0+0.4 15.5 + 0.5 1.08
95 3.70 + 0.05 4.1+0.8 25.2 0.5 0.77 3.96 + 0.03 —6.6+0.3 16.0 + 0.5 1.18

“Recorded at 298 K; energies in K] mol™'; the values are means of at least three independent measurements with the standard deviations
specified. ” Vol% of water in the water-methanol mixture.  Not determined.
P

8854 | Org. Biomol. Chem., 2014, 12, 8851-8860 This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Fig. 4 Solvent dependence of the stability (a), Gibbs free energy of for-
mation (b), formation enthalpy (c), and formation entropy (d) of the
iodide (red) and sulfate (blue) complexes of 2b. In addition, b—d contain
data about the Gibbs energy (b), enthalpy (c), and entropy (d) of the
transfer of iodide (grey dots) and sulfate (grey squares) anions from
water to water—methanol mixtures.'® All energies in kJ mol ™%,

different nature of both anions, reflected in the ease with
which they are desolvated. With a free energy of hydration
AGhyar of =1090 kJ mol ', sulfate anions are significantly more
strongly solvated in water than iodide anions whose free
energy of hydration amounts to —283 kJ mol™"."* Information
about how these values change in water-methanol mixtures
can be derived from the literature known Gibbs energies
required for transferring the respective anion from water into a
water-methanol mixture.'® The corresponding data, included
in Fig. 4b, show that transferring iodide or sulfate anions from
water to water-methanol mixtures becomes increasingly ender-
gonic as the methanol content of the solution rises. Thus, de-
solvating both anions becomes easier in terms of AG in less
polar media, where interactions can also be assumed to be
stronger. Not surprisingly, this effect is more pronounced for
the strongly coordinating, doubly charged sulfate anion, which
is consistent with the stronger dependence of sulfate affinity
on solvent composition. Thus, sulfate affinity of 2b presumably
benefits stronger than iodide affinity from the increasingly
more facile anion desolvation as the methanol content of the
solvent rises. Conversely, in the high water content solvents,
anion desolvation has a stronger detrimental effect on
complex stability in the case of sulfate. In these solvents, the
free energy required for desolvating the sulfate anion seems to
compensate sulfate/receptor interactions to such an extent that
the overall log K, of the sulfate complex approaches or even
falls behind that of the complex with the intrinsically weaker
bound but less efficiently hydrated iodide anion.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014

39

View Article Online

Paper

In this context it is worth noting that the stability of the
sulfate complex of 2b drops less steeply with increasing water
content of the solvent mixture than expected on the basis of
the solvent dependence of the Gibbs energy of sulfate desolva-
tion. Specifically, one would expect sulfate affinity of 2b to
drop by 3.3 k] mol™" with every 10% increase of water based
on the extent to which the Gibbs energy of the transfer of
sulfate anions changes with solvent composition, yet the
observed decrease of the complex stability only amounts to
2.7 k] mol™'. This result is consistent with previous results
obtained for iodide complexation of another bis(cyclopeptide)
in water-acetonitrile mixtures, and supports the notion that
hydrophobic interactions between the apolar subunits of the
cyclopeptide moieties of these bis(cyclopeptides) contribute to
complex stability in solvents with a high water content.*
These hydrophobic interactions reinforce complex stability
beyond the strength of the direct receptor/substrate interac-
tions.'”® Unfortunately, analogous considerations for iodide
complexation are less clear because the Gibbs energy of the
transfer of iodide anions from water to water-methanol mix-
tures does not change linearly with solvent composition
(Fig. 4b).

Further insights into the solvent-dependent thermodyna-
mics of anion binding to 2b were obtained by considering the
enthalpic and entropic contributions independently. Interest-
ingly, it turned out that the complexation enthalpy and
entropy do not correlate with solvent composition in a linear
fashion (Fig. 4c and 4d). Both thermodynamic parameters
exhibit U-shaped curves with minima at 50% water-methanol
independent of the anion. In mixtures containing more or less
water, complex formation is enthalpically less favourable and
entropically more favourable. These opposing enthalpic and
entropic terms produce an overall monotonous decrease of the
absolute values of the Gibbs energies of complex formation
across the whole investigated solvent range.'””

Comparing the curves in Fig. 4b and 4c shows that the
more pronounced drop of the sulfate affinity of 2b upon
increasing the water content of the solvent is mainly enthalpic
in origin. While the difference in the complexation entropy of
sulfate and iodide binding remains relatively constant over the
range of solvent mixtures studied, sulfate binding becomes
enthalpically significantly less favourable in more competitive
media than iodide binding, eventually causing sulfate com-
plexation to become endothermic in 95% water-methanol. To
relate this effect to the desolvation enthalpies of iodide and
sulfate anions is not straightforward, however.

In water, desolvating the more strongly coordinating doubly
charged sulfate anion requires more energy than dehydrating
iodide (AHyar (SO4>) = 1035 k] mol ™", AHpyq, (I7) = =291 K]
mol ™). Conversely, dehydration of sulfate is entropically more
favourable (AShyar (SO4°7) = =200 J K™' mol™', ASyyar (I7) =
—-36 J K~' mol™)."* Assuming that these trends hold over the
whole range of solvent mixtures studied, they are consistent
with the generally less favourable enthalpy and more favour-
able entropy of sulfate over the iodide binding observed for 2b.
Exact information about the dependence of the thermodyna-
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mics of anion desolvation on solvent composition can again
be derived from the enthalpies and entropies associated with
transferring an anion from water to water-methanol mixtures.
These values are reported for iodide and have been included
in Fig. 4c and 4d."*® Respective thermodynamic data for
sulfate are not available.

Interestingly, Fig. 4c and 4d show that the enthalpy and
entropy of transferring iodide from water into water-methanol
mixture also do not correlate linearly with solvent composition.
Transferring iodide into a mixture with higher water content is
slightly endothermic. At ca. 70% water content desolvation
enthalpy changes sign and the exothermicity of desolvation
reaches a maximum in ca. 30% water-methanol. Thus, desolvat-
ing iodide is more difficult in water-methanol mixtures than in
100% water below a water content of 70%. This trend is clearly
not reflected in the observed enthalpic contribution to iodide
complexation of 2b, which is most favourable in 50% water-
methanol. A correlation of the enthalpy of iodide binding and
desolvation is therefore not directly evident. In addition, due to
the lack of respective data for sulfate anions a comparison of
how desolvation enthalpies of the two anions differ when
varying the solvent composition cannot be made.

One also has to consider that ITC titrations yield a global
picture of complex formation involving several contributions,
which makes it problematic to attribute an observed effect to a
single cause. Besides anion desolvation, the thermodynamics
of forming a complex such as the one shown in Fig. 1 are also
affected by desolvation of parts of the receptor and by direct
receptor/substrate interactions. In addition, binding of the
anion could require separating an ion pair, particularly in less
polar media, which could have an additional impact on the
overall thermodynamic signature of complex formation.

It can be expected that direct interactions between an anion
and 2b are favoured by enthalpy. The increase of the water
content of the solvent should diminish this favourable term
while desolvation of the binding partners should produce a
favourable entropic term for complex formation. These quali-
tative trends are indeed visible in solvents containing more
than 50% of water (Fig. 4c and 4d), but to explain the increas-
ingly unfavourable enthalpy of binding and the increasingly
favourable entropy of binding in solvent mixtures with a high
methanol content other factors have to be considered. One
could relate to ion pairing, which could make it more difficult
to bind the anion in less polar media. To test this assumption,
iodide complexation was also characterized in the least polar
solvent mixture by using sodium iodide in the presence of
an excess of 15-crown-5 and tetramethylammonium iodide.
Should ion pairing have an effect of iodide binding, changing
the nature of the cation was expected to result in characteristic
changes in the thermodynamic signature of iodide complexa-
tion. Interestingly, it turned out that the interactions between
2b and iodide anions are practically independent of the coun-
terion (Table 3), which strongly suggests that ion pairing is not
responsible for the reduction of the enthalpic contribution
to complex formation observed in solvent mixtures containing
more than 50% of methanol.
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Table 3 Association constants, enthalpies, and entropies of binding of

the iodide anion to bis(cyclopeptide) 2b in the presence of different
counterions?

Counterion log K, AH TAS
Sodium 4.96 -9.8 18.5
Sodium + 15-crown-5 4.92 -10.1 18.0
Tetramethylammonium 5.02 -10.7 17.9

“Recorded at 298 K; energies in kJ mol™".

An indirect indication that the solvent-dependent changes
of complexation enthalpy and entropy are not only related to
the properties of the anions or the salts is the fact that these
trends are relatively anion independent. Complexation
enthalpy is the best and entropy the worst in 50% water-
methanol for both anions, in spite of their significantly
different properties, suggesting that the reasons for the
U-shapes of the curves in Fig. 4c and 4d lie also with the
receptor.

Based on these arguments, we attribute the observed
reduction of the favourable binding enthalpies at high metha-
nol content to receptor desolvation, specifically the release of
solvent molecules that surround the NH groups inside the
binding site of 2b. Assuming that the binding site of 2b is pre-
ferentially solvated by water molecules, releasing these mole-
cules upon anion binding should become enthalpically more
difficult (and entropically more favourable) as the methanol
content of the solvent mixture rises. That receptor desolvation
has indeed a pronounced effect on the anion binding of our
bis(cyclopeptides) has been shown previously. The endother-
micity of sulfate complexation of a triply-linked bis(cyclopep-
tide) has, for example, been partly ascribed to the enthalpically
difficult desolvation of the efficiently hydrated binding site of
this receptor'® and the highly favourable binding entropy of
this and related doubly-linked bis(cyclopeptides)” to the
associated entropic advantage.

The solvent-dependence of binding enthalpy observed for
2b can thus best be rationalized by strong binding site
hydration at high methanol content and weakened receptor/
substrate interactions at high water content combined with the
effects of anion desolvation in the more competitive solvent
mixtures.} This interpretation is consistent with the observed
trends in complexation entropy. Binding becomes entropically
more favourable in solvents with a high water content because
anion desolvation and hydrophobic interactions within the
anion complexes of 2b contribute favourably to complex for-
mation while the release of water molecules from the binding
site of the receptor explains the favourable entropic term in
solvents containing an excess of methanol.

iAdditional contributions could come from effects of solvent composition on
receptor preorganization, which are, however, difficult to assess, although the
effects of solvent composition on the NMR spectra of 2b (Fig. 2) indicate that
receptor conformation is affected by the solvent.
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One additionally has to consider that enthalpy and entropy
generally correlate with enthalpic improvements of complex
stability being associated with negative effects on complexa-
tion entropy and vice versa."’” This correlation, which can be
rationalized in terms of entropic disadvantages resulting from
the tightening of receptor/substrate interactions, is also
evident when comparing the influence of solvent composition
on the enthalpy and the entropy of anion binding of 2b.
Changes in solvent composition that lead to a more favourable
binding enthalpy evidently have a negative influence on the
entropy of binding.

Conclusions

In conclusion, by introducing solubilizing groups into the
6-aminopicolinic acid subunits of 2a considerable progress
has been made in improving the water solubility of these bis-
(cyclopeptides). While solubility in 100% water could not be
achieved, the corresponding bis(cyclopeptide) 2b allowed
anion binding to be quantified in water-methanol mixtures
containing up to 95% water. These investigations revealed
subtle effects of the composition of the solvent mixture on the
thermodynamics of binding. The obtained results provide
insight into the factors that influence the interactions of these
neutral receptors with anions in aqueous media, demonstrat-
ing, for example, the importance of solvation effects for
complex formation, which could cause a weakly coordinating
anion to bind more strongly to a receptor in competitive
aqueous media than a strongly coordinating one.

Moreover, extrapolation of the binding properties of 2b to
100% water suggested substantial iodide and sulfate affinity
even in water. With a logK, of ca. 4, the expected iodide
affinity of these bis(cyclopeptides) in water is of the same
order, potentially even higher than that of other previously
described neutral anion receptors such as the bambusurils or
related analogues.§ The next generation of water-soluble bis-
(cyclopeptides) is now required to confirm these results. These
receptors will likely feature other solubilizing groups in the
aminopicolinic acid subunits or additional groups in the
linker. Work in both directions is currently in progress.

Experimental
General details

Analyses were carried out as follows: melting points, Miiller
SPM-X 300; NMR, Bruker DPX 600, Bruker DPX 400 (peak
assignments were confirmed by using H,H-COSY and HMQC
spectra, spectra of Boc-protected linear peptides were
measured at 100 °C in ds-DMSO because the hindered rotation
around the bond between the Boc group and the proline nitro-

§The log K, of the iodide complex of bambus[6]uril in acetonitrile-water 1:1
amounts to 5.9'" and that of biotin[6]uril in carbonate buffer at pH 10.8 to
3.3.1%
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gen atom complicates the spectra at 25 °C); MALDI-TOF-MS,
Bruker Ultraflex TOF/TOF; ESI-MS, Bruker Esquire 6000;
elemental analysis, Elementar vario Micro cube; optical
rotation, Perkin Elmer 241 MC digital polarimeter (d = 10 cm);
RP chromatography, MERCK LiChroprep RP-8 (40-63 pm) pre-
packed column size B (310-25); preparative HPLC, Dionex Ulti-
mate 3000 (column, Supelco, Ascentis C18, 250 x 21.2 mm,
5 pum particle size; flow, 10 mL min~"; eluent, aqueous: water,
organic: acetonitrile; the following gradients were used for the
isolation of 6 and 2b: 6: 0 min, 25% organic; 0-38 min, linear
increase to 45% organic; 38-40 min, linear increase to 50%
organic; 40-42 min, 50% organic; 42-45 min, linear decrease
to 25% organic; 45-50 min, 25% organic; 2b: 0 min, 25%
organic; 0-35 min, linear increase to 40% organic; 35-48 min,
40% organic; 48-50 min, linear decrease to 25% organic;
50-55 min, 25% organic); ITC, Microcal VP-ITC.

The following abbreviations are used: Boc, tert-butoxy car-
bonyl; Z, benzyloxy carbonyl; DIEA, N-ethyldiisopropylamine;
PyCloP, chlorotripyrrolidinophosphonium hexafluoro-
phosphate; TBTU, O-(1H-benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N"-tetra-
methyluronium tetrafluoroborate; Pro, i-proline; Apro, (45)-4-
amino-L-proline; Pda, 2,2'-(1,3-phenylene)diacetic acid, Mapa,
4-[2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy|ethoxy]-2-aminopyridine-6-car-
boxylic acid; Teg, triethylene glycol.

Materials

All solvents were dried according to standard procedures prior
to use. DMF p.a. was purchased and used without further puri-
fication. PyCloP was prepared according to the literature pro-
cedures while TBTU was purchased.

Dipeptide Boc-Pro-Mapa-OEt 4. Amine 3'' (0.82 g,
2.5 mmol) and (25)-1-(tert-butyloxycarbonyl)proline (0.65 g,
3.0 mmol) were dissolved in dry dichloromethane (50 mL). To
this solution PyCloP (1.26 g, 3.0 mmol) and DIEA (1.04 mL,
6.0 mmol) were added. The mixture was stirred at 25 °C for
10 d. Afterwards the solvent was removed in vacuo and the
residue purified by column chromatography (SiO,, ethyl
acetate). Yield 1.08 g (82%), colourless solid; m.p. 44-48 °C;
[a]f = =33.3 (c = 1, chloroform); "H NMR (600 MHz, 100 °C,
[D6JDMSO): & = 10.10 (s, 1H, NH), 7.86 (d, *J = 2.1 Hz, 1H,
MapaH(3)), 7.29 (d, 7 = 2.1 Hz, 1H, MapaH(5)), 4.47-4.49 (m,
1H, ProH(«)), 4.36 (q, *J = 7.0 Hz, 2H, ethyl-CH,), 4.27 (t, ’] =
4.8 Hz, 2H, TegCH,), 3.81 (t, ] = 4.8 Hz, 2H, TegCH,),
3.54-3.63 (m, 6H, TegCH,), 3.36-3.46 (m, 4H, ProH(5)/
TegCH,), 3.27 (s, 3H, TegCHj;), 2.19-2.25 (m, 1H, ProH(p)),
1.89-1.98 (m, 2H, ProH(y)/ProH(p)), 1.81-1.85 (m, 1H, ProH
(v)), 1.38 + 1.41 (2s, 9H, Boc-H), 1.35 (t, ¥J = 7.1 Hz, 3H, ethyl-
CH3) ppm; *C NMR (151 MHz, 100 °C, [D¢]DMSO): & = 171.8
(Pro-CO), 166.4 (MapaC(4)), 163.8 (COOEt), 152.8 + 153.0
(MapaC(2)/Boc-CO), 147.5 (MapaC(6)), 107.4 (MapacC(5)), 101.9
(MapacC(3)), 78.3 (Boc-C), 67.6 + 68.1 + 69.2 + 69.3 + 69.6 + 70.8
(TegC), 60.5 (ethyl-CH,), 59.7 (ProC(w)), 57.3 (TegCHj), 46.1
(ProC(8)), 29.7 (ProC(p)), 27.5 (Boc-CH;), 22.8 (ProC(y)),
13.3 (ethyl-CH;) ppm; MS (MALDI-TOF) m/z (%) 526.3 (100)
[M + H]', 548.3 (75) [M + Na]’, 564.3 (13) [M + K]'; elemental
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analysis caled (%) for C,5H30N309-H,0: C 55.24, H 7.60, N
7.73; found C 55.42, H 7.38, N 7.36.

Dipeptide Boc-(4Z-Apro)-Mapa-OEt 5. Amine 3'' (0.56 g,
1.7 mmol) and (25,45)-4-(benzyloxycarbonylamino)-1-(tert-butyl-
oxycarbonyl)proline (0.66 g, 1.8 mmol) were dissolved in dry
dichloromethane (40 mL). To this solution PyCloP (0.76 g,
1.8 mmol) and DIEA (0.76 mL, 4.4 mmol) were added. The
mixture was stirred at 25 °C for 10 d. Afterwards the solvent
was removed in vacuo and the residue purified by column
chromatography (SiO,, ethyl acetate). Yield 1.09 g (96%), colour-
less solid; m.p. 74-77 °C; [a]fy = —16.7 (¢ = 1, chloroform);
'H NMR (600 MHz, 100 °C, [D¢]DMSO): § = 10.28 (s, 1H, NH),
7.85 (d, *J = 2.0 Hz, 1H, MapaH(3)), 7.29-7.35 (m, 6H, MapaH(5)/
PhH), 6.91 (d, *J = 6.1, 1H, Z-NH), 5.07 (d, %/ = 12.7 Hz, 1H,
Z-CH,), 5.04 (d, % = 12.7 Hz, 1H, Z-CH,), 4.49-4.51 (m, 1H,
AproH(«)), 4.36 (q, *J = 7.1 Hz, 2H, ethyl-CH,), 4.26 (t, *] = 4.8
Hz, TegCH,), 4.08-4.12 (m, 1H, Apro(y)), 3.81 (t, ¥/ = 4.8 Hz,
2H, TegCH,), 3.72-3.75 (m, 1H, AproH(d)), 3.61-3.63 (m, 2H,
TegCH,), 3.54-3.58 (m, 4H, TegCH,), 3.44-3.46 (m, 2H,
TegCH,), 3.25-3.28 (m, 4H, AproH(5)/TegCH;), 2.53-2.58 (m,
1H, AproH(f)), 1.91-1.96 (m, 1H, AproH(p)), 1.37 + 1.40 (2s,
9H, Boc-H), 1.35 (t, J = 7.1 Hz, 3H, ethyl-CH;) ppm; °C NMR
(151 MHz, 100 °C, [De]DMSO): § = 171.7 (Apro-CO), 166.4
(MapaC(4)), 163.7 (COOEt), 154.9 (Z-CO), 152.6 + 152.8
(MapaC(2)/Boc-CO), 147.5 (MapaC(6)), 136.5 (PhC(1)), 127.6
(PhC(3)), 127.0 (PhC(4)), 126.8 (PhC(2)), 107.5 (MapaC(5)),
102.1 (MapaC(3)), 78.7 (Boc-C), 67.6 + 68.1 + 69.2 + 69.3 + 69.6
+ 70.8 (TegC), 65.0 (Z-CH,), 60.5 (ethyl-CH,), 58.6 (AproC(a)),
57.3 (TegCH3), 51.4 (AproC(9)), 48.9 (AproC(y)), 35.2 (AproC(p)),
27.5 (Boc-CHj3), 13.3 (ethyl-CH;) ppm; MS (MALDI-TOF) m/z
(%) 675.5 (100%) [M + H]', 697.5 (60) [M + Na]’; elemental ana-
lysis caled (%) for C33H46N4044: C 58.74, H 6.87, N 8.30; found
C 58.65, H 6.93, N 8.04.

cyclo[(4Z-Apro)-Mapa-(Pro-Mapa),] 6. The linear precursor
of 6, hexapeptide H-(4Z-Apro)-Mapa-(Pro-MAPA),-OH-4HCI (see
ESIt for the synthesis from 4 and 5) (1.45 g, 1 mmol) was dis-
solved in a mixture of degassed DMF (30 mL) and DIEA
(0.77 mL, 4.4 mmol). The resulting solution was added drop-
wise to a solution of TBTU (1.28 g, 4.0 mmol) and DIEA
(0.35 mL, 2.0 mmol) in degassed DMF (140 mL) at 80 °C over a
period of 4 h. Afterwards the mixture was stirred at 80 °C for
another 1.5 h. The solvent was removed in vacuo and the
residue purified by column chromatography. An initial purifi-
cation step was carried out using a silica gel column (acetone).
The material recovered was further purified on an RP-8
column. For this, it was dissolved in a small amount of DMF
and applied to a column conditioned with 1,4-dioxane-H,0,
1:10. The eluent composition was gradually changed until the
pure product eluted (1,4-dioxane-H,O, 1:1). Analytically pure
product was obtained by preparative HPLC. Yield 0.41 g (32%),
colourless solid. m.p. 63-66 °C; [a]y’ = —228.9 (¢ = 3, metha-
nol); 'H NMR (600 MHz, 25 °C, [D;]MeOD-D,0, 1:1 (v/v): § =
7.00-7.26 (m, 11H, MapaH(3)/MapaH(5)/PhH), 5.79-5.87 (m,
1H, AproH(a)), 5.63-5.72 (m, 2H, ProH(«)), 4.94 (d, ¥/ = 12.5
Hz, 1H, Z-CH,), 4.90 (d, >/ = 12.4 Hz, 1H, Z-CH,), 4.24-4.29 (m,
1H, AproH(y)), 3.95-4.12 (m, 7H, TegCH,/AproH(d)), 3.69-3.81
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(m, 11H, TegCH,/ProH(5)/AproH(d)), 3.57-3.67 (m, 18H,
TegCH,), 3.48-3.53 (m, 6H, TegCH,), 3.29 (s, 6H, TegCHj,),
3.28 (s, 3H, TegCH3), 2.85-2.94 (m, 1H, AproH(p)), 2.58-2.67
(m, 2H, ProH(p)), 2.16-2.23 (m, 1H, AproH(p)), 2.02-2.12 (m,
2H, ProH(f)), 1.83-1.99 (m, 4H, ProH(y)) ppm; *C NMR
(151 MHz, 25 °C, [D,]MeOD-D,0, 1:1 (v/v)): § = 172.5 + 173.1
+ 173.2 (Pro-CO/Apro-CO), 168.1 + 1682 + 168.3 + 168.4
(MapaC(4)/Mapa-CO), 158.2 (Z-CO), 153.4 + 154.0 + 154.1
(MapacC(2)), 151.6 (MapaC(6)), 137.3 (PhC(1)), 129.4 (PhC(3)),
129.0 (PhC(4)), 128.4 (PhC(2)), 109.0 (MapaC(5)), 103.1 + 103.4
(MapaC(3)), 68.8 + 69.7 + 70.7 + 70.8 + 71.2 + 72.3 (TegC), 67.6
(Z-CH,), 63.4 + 63.5 (ProC(a)), 62.1 (AproC(a)), 59.0 (TegCHs),
53.9 (AproC(8)), 50.0 (ProC(8)), 49.1 (AproC(y)), 38.6 (AproC(f)),
33.7 (ProC(p)), 23.4 (ProC(y)) ppm; MS (ESI/TOF positive mode)
mlz (%) 1287.4 (16%) [M + H]', 1309.5 (100%) [M + Na]’,
1325.4 (50%) [M + K]'; MS (ESI/TOF negative mode) m/z (%)
1285.8 (50%) [M — H]", 1321.9 (100%) [M + CI]7; elemental
analysis caled (%) for CgyHgoNy9O20-2H,0: C 56.27, H 6.55,
N 10.58; found C 56.52, H 6.47, N 10.63.

{cyclo[Apro-Mapa-(Pro-Mapa),]},Pda  2b. Cyclopeptide 6
(335 mg, 0.26 mmol) was deprotected at the aminoproline
residue by dissolving it in a mixture of dichloromethane-
methanol, 1:1 (v/v) (10 mL). After the addition of 1 N aqueous
HCl (1.2 equiv.,, 0.31 mL) and 10% palladium-charcoal
(25 mg) the mixture was stirred under a hydrogen atmosphere
at atmospheric pressure until full conversion, typically for
18 h. Afterwards, the catalyst was filtered off through a pad of
celite and washed thoroughly with methanol. The filtrate was
evaporated to dryness and the residue was used without
further purification.

The deprotected cyclopeptide was dissolved in degassed
DMF (20 mL). 2,2-(1,3-Phenylene)diacetic acid (25 mg,
0.13 mmol), TBTU (99 mg, 0.31 mmol), and DIEA (0.14 mL,
0.80 mmol) were added and the mixture was stirred at 25 °C for
2 h. After evaporation of the solvent in vacuo the residue was
purified by preparative HPLC. Yield 0.15 g (47%), colourless
solid; m.p. 100-105 °C; [a]f = —211.1 (c = 1.5, methanol); 'H
NMR (600 MHz, 25 °C, [D;]MeOD-D,0, 1:1 (v/v)): § = 7.09-7.19
(m, 9H, MapaH(5)/PdaH(4)/PdaH(5)/PdaH(6)), 6.89-7.01 (m, 7H,
MapaH(3)/PdaH(2)), 5.65-5.74 (m, 4H, ProH(«)), 5.56-5.62 (m,
2H, AproH(a)), 4.36-4.44 (m, 2H, AproH(y)), 4.00-4.14 (m,
12H, TegCH,), 3.88-3.95 (m, 2H, AproH(8)), 3.71-3.85 (m, 20H,
TegCH,/ProH(8)), 3.55-3.68 (m, 38H, TegCH,/AproH(3)),
3.39-3.53 (m, 16H, TegCH,/Pda-CH,), 3.22-3.30 (m, 18H,
TegCH3), 2.70-2.78 (m, 2H, AproH(f), 2.61-2.68 (m, 2H, ProH-
(B)), 2.51-2.59 (m, 2H, ProH(f)), 2.10-2.18 (m, 2H, AproH(f)),
2.00-2.09 (m, 4H, ProH(p)), 1.87-1.98 (m, 8H, ProH(y)) ppm;
C NMR (151 MHz, 25 °C, [D4]MeOD-D,0, 1:1 (v/v): § = 172.4
+173.0 + 174.7 (Pro-CO/Apro-CO), 168.1 + 168.2 + 168.5 + 168.6
(MapaC(4)/Mapa-CO), 153.0 + 154.0 (MapaC(2)), 151.5 + 151.7
(MapaC(6)), 136.5 (PdaC(1)/PdaC(3)), 129.9 (PdaC(2)), 128.6
(PdaC(5)), 128.5 (PdaC(4)/PdaC(6)), 108.8 + 108.9 + 109.0
(MapaC(5)), 102.9 + 103.2 + 103.3 + 103.4 + 103.5 (MapaC(3)),
68.8 + 69.7 + 70.7 + 70.8 + 71.2 + 72.3 (TegC), 63.4 + 63.5
(ProC(«)), 62.0 (AproC(a)), 59.0 (TegCH3), 53.7 (AproC(d)), 50.0
+ 50.1 (ProC(8)), 47.7 + 47.8 (AproC(y)), 43.2 (Pda-CH,), 37.9

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

Organic & Biomolecular Chemistry

(AproC(p)), 33.6 (ProC(p)), 23.5 (ProC(y)) ppm; MS (ESI/TOF
positive mode) m/z (%) 1244.0 (42%) [M + H + Na]*", 1255.0
(100%) [M + 2Na]**, 2464.9 (9%) [M + H]', 2486.9 (72%)
[M + Na]’, 2502.8 (7%) [M + K]'; elemental analysis caled (%)
for Cy15H;55N2003¢-5H,0: C 55.47, H 6.63, N 10.96; found C
55.47, H 6.55, N 10.91.

Qualitative NMR spectroscopic binding studies

For the measurements in 50% D,0-CD;0D, stock solutions of
2b in CD;0D (3.6 mM) and of Nal or Na,SO, in D,0O (7.2 mM)
were prepared. After adding 250 pL of a salt solution to 250 pL of
the receptor solution in an NMR tube, the tube was thoroughly
shaken, and the 'H NMR spectrum was recorded (25 °C,
16 scans). For the measurements in 90% D,0-CD;0OD, stock
solutions of 2b in 20% CD;0D-D,0 (2.0 mM) and of the salts in
D,O (4.0 mM) were used. Equal volumes (500 pL) of the receptor
solution and a salt solution were mixed in an NMR tube and the
"H NMR spectrum was recorded (25 °C, 128 scans). The spectra
of pure receptor were obtained by mixing the respective stock
solution of 2b with the appropriate volume of D,0.

ITC titrations

The ITC titrations were carried out in water-methanol mix-
tures of varying compositions. Solvent mixtures were not
degassed. The anionic substrates as their sodium salts
(Na,SO,4, Nal) and 2b were weighed using an analytical pre-
cision balance, dissolved in known volumes of the respective
solvent mixture, and loaded into the system for immediate
analysis. Solutions involved in the same titration experiment
were made up from the same batch of solvent mixture. For the
concentrations of 2b and the different salts used in the
measurements, see ESL{

A standard ITC experiment involved the titration of a solu-
tion of the salt into a solution of the receptor at 25 °C using 30
injections of 8 pL, separated by an interval of 180 s, with the
exception of the first injection, which was 2 pL. Binding con-
stants and enthalpies of binding were obtained by curve fitting
of the titration data using the one-site binding model. Data
processing involved initial optimisation of the raw thermo-
gram with NITPIC'* and subsequent non-linear regression of
the binding isotherm with Sedphat.'®” The peak produced by
the first injection was discarded prior to data processing.
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2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

2.3 Charakterisierung der Anionenaffinitat von BCP1 und BCP2

Wasser und verschiedenen Lésungsmitteff!

2.3.1 Aufgabenstellung

Da die mitBCP1 durchgefuhrten Bindungsstudien gezeigt haben, dieses BCP
nicht in fir Bindungsstudien ausreichendem Mal3@/asser loslich ist, bestand das Ziel in
der Synthese eines besser wasserloslichen Derivassentsprechend®CP2 (Abbildung 20)
sollte in dem Linker eine weitere Triethylenglydateeit enthalten.

O H OTEG TEGO
N— /X NHTEG 7N
N= =N

TEGO~( \
o
o HN
N
N
OTEG TEGO
BCP2

Abbildung 20 Struktur vonBCP2.

Der Substituent im Linker sollte ebenfalls keinesentlichen Einflisse auf die
Anionenaffinitat haben, da, wie in der berechne®¢ruktur in Abbildung 21 zu erkennen,

auch diese Position weg von der Kavitat weist.

Position der
solubilisierenden
Gruppe im Linker von
BCP2

Abbildung 21 Berechnete Struktur des lodidkomplexes 8bnin der die Position gekennzeichnet ist, in deh silie
solubilisierende Gruppe im Linker va@8CP2 befinden soll. Reproduced (adapted) from [&#] with permission from the
Centre National de la Recherche Scientifique (CN&8)The Royal Society of Chemistry.

45



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

AulRerdem zeigten die mBCP1 in Wasser/Methanol-Gemischen durchgefuhrten
Bindungsstudien einen relativ komplexen und noclkehtnivollstdndig verstandenen
Zusammenhang zwischen Ldsungsmittelzusammensetzund Thermodynamik der
Komplexbildung. Die Untersuchungen sollten dahdrandere Losungsmittelgemische, auf
reine Losungsmittel und auf andere Anionen erwewarden, um auf Basis eines grof3eren
Umfangs an Datenmaterial ein besseres VerstandeisPdrameter abzuleiten, die die

Anionenkomplexierung dieser BCPs beeinflussen.

2.3.2 Synthese von BCP2

Um die Wasserloslichkeit voBCP1 zu erhdhen, wurde eine Syntheseroute flr
BCP2 (Abbildung 22) ausgearbeitet.

O H OTEG TEGO, H O :—‘/\

% \ NHTEG NN

N= =N N o

TEGO{{/ p <\l\ N )-OTEG

et oy oy

OTEG TEGO
BCP2

Abbildung 22 Struktur vonBCP2.

Fur die Synthese des Linkers voBCP2 wurde die kommerzielle 1,3,5-
Benzoltriessigsaurg7 mit Pentafluorphenol und EDC als Kupplungsreagenzen Triester
28 uberfuihrt (Schema 7). Im nachsten Schritt wurdeeimer nucleophilen Substitution
selektiv eine Pentafluorphenolgruppe gegen 2-(RA€hoxyethoxy)ethoxy)-ethanami9
substituiert. Das gewlnschte Prod@Rtwurde erhalten, konnte aber nicht in analysenreine

Form isoliert werden.
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O
COOH
OPFP
E = EDC e HCI, DMAP,
+ CHzclz O O
HOOC COOH >
F 18 h, 25 °C PFPO OPFP
F
27 70 % 28
(@)
NHTEG HoN 0% 20,
o o Acetonitril
30 68%

Schema 7 Synthese des Linkerprecurs@s

CP1 wurde auf gleichem Wege wie fir die Synthese B@DP1l (Schema 6)
entschitzt und das so gebildete Monoamin untessdasn Bedingungen in DMF mit dem
Aktivester30 zum gewlinschteBCP2 mit einer Ausbeute von 41 % umgesetzt (Schema 8).
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OTEG

N 1) Hy, 10 % Pd/C,
1 N HCl, CH,Cl,/MeOH
TEGO ” N 18 h, 25 °C
2) DIEA, 0.5 Aqu. 30, DMF
o 6 h, 25 °C
© NH 41 %
N N 0
L
OTEG
CcP1

o H OTEG TEGQO =

N~ NHTEG a \ *”\ >
NS
o
TEGO~( '\ " <\N ' )-OTEG
W

H \\
HN o o
0O NH
Y\S b\rﬁ
OTEG TEGO \J
BCP2

{

Schema 8 Kupplung vorCP1 mit 30 zu demrBCP2.

Nach Gefriertrocknung des analysenreinen Materaigte sich, dass der Rezeptor
in Wasser bis zu einer Konzentration von 10 rfoslich ist. Dieser Rezeptor wurde
anschlie3end in den Bindungsstudien verwendet,hedlt Kapitel 2.3.3 beschrieben sind.

2.3.3 Bindungsstudien mit BCP2 in Wasser

Die Affinitat von BCP2 fur verschiedene Anionen in Wasser wurde mittdi€ |
untersucht. Als Anionen wurder, IBr, CI, SQ%, SeQ”, NO;, H,PQ;” und CIQ"
verwendet, welche ubliche Substrate fur Affinitéiggen mit Anionenrezeptoren darstellen.
In den ITC-Experimenten mit Se®, NOs;~, H,PO;” und CIQ~ wurden kaum messbare
Warmetbnungen beobachtet, weshalb keine Bindungs&oten fur Komplexe dieser
Anionen ermittelt werden konnten. Bei WOund CIQ handelt es sich um schwach
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koordinierende Anionen, die gemald der Ergebnissangegangener Untersuchungen nicht
oder nur schwach mit CPs und BCPs in Wasser/Mett@emischen wechselwirkéft:?*!
Daher ist anzunehmen, dass diese Anionen niclBGR2 in Wasser binden oder dass die
Wechselwirkung so schwach ist, dass keine Quamtiting mittels ITC maoglich ist.
Ebenfalls wird keine oder nur eine schwache Weeghdaing mit PO, erwartet, da dieses
Anion uber H-Brucken Donorstellen verfligt und siclder Kavitat vorBCP2 ausschliel3lich
ebenfalls H-Bricken Donoren befinden. Daher traben einer potentiellen Bindung von
H.PQ,” repulsive Wechselwirkungen auf, die den Komplestaleilisieren. Uberraschend war
eine ausbleibende Warmeténung bei der Titration B&#P2 mit SeQ?", da dieses Anion
beziiglich GréRe und Harte eng mit SOverwandt ist. In einer Titration voBCP2 mit
SeQ? in 70 Vol% Wasser/Methanol konnte eine Bindungskante logK, von 3.46 mit
einer schwach exothermen Warmetonuadd € —5.1 kJ/mol) beobachtet werden. Hieraus
wurde geschlossen, dass die Komplexbildung von,Segh BCP2 in Wasser vermutlich
nahezu athermisch verlauft, womit eine Auswertumgliesem LAdsungsmittel nicht moglich
ist. Die Ergebnisse der Titrationen mit Anionerg iut ITC in Wasser aBCP2 binden, sind

in Tabelle 4 zusammengefasst.

Tabelle 4 Bindungskonstanten log ,Kfreie KomplexierungsenthalpiedG, -enthalpiendH und -
entropien TS vonBCP2 mit verschiedenen Anionen in WasZer.

Anion log Ka AG AH TAS
I~ 3.62 +0.06 -20.6 0.4 -3.2+x04 17.4+0.8
Br- 3.23+0.03 -18.4+0.1 36+0.1 22.0+0.1
cr 2.15+0.11 -12.3+0.6 10.1+3.6 224 +3.0
SO~ 3.31+£0.03 -18.9+0.2 59+0.3 24.8+0.2

a) T=298 K, Energien in kJ/mol, die Werte siné diittelwerte aus mindestens drei unabhangigen
Messungen mit den Standardabweichungen als Feluhdonen als Natriumsalze.

Die Stabilitat der betreffenden Anionenkomplexenksi in der Reihenfolge
I~ > SQ? > Br >CI. In der Reihe der Halogenide wird die Komplexierwnghalpie beim
Ubergang von'liber Br zu CI' zunehmend unguinstiger, im Fall von @lird eine deutliche
endotherme ReaktionsenthalptsH von ca. 10 kJ/mol beobachtet. Der gleichzeitig in
derselben Richtung ginstiger werdende entropiscleel Kann diesen unglnstigen
enthalpischen Beitrag nicht komplett kompensievesraus eine bis zu einer Grol3enordnung
geringere Stabilitat des Chloridkomplexes im Vedylezum lodidkomplex resultiert. Die
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Komplexierung von Sg ist ebenfalls endotherm, jedoch fiihrt der hoheopigche Beitrag

dazu, dass der Sulfatkomplex nur wenig instabsieals der lodidkomplex.

Die beobachteten Trends der Anionenbindung BG#®2 in Wasser kdnnen mit der
Anionendesolvatisierung und der Starke der direkRazeptor-Anion-Wechselwirkungen
korreliert werden. Unter den Halogeniden koordinir intrinsisch starker als und CI am
starksten. In Wasser fuhrt dieser Trend allerdidgau, dass die Halogenide in der Reihe
I” < Br <CI zunehmend starker solvatisiert werden, was naahtdilr eine effektive
Komplexbildung ist. Des Weiteren ist fur eine star#tfirekte Wechselwirkung eine gute
PaRgenauigkeit des Anidl% in der Rezeptorkavitit von Vorteil. Darum ist die
Wechselwirkung zwischeBCP2 und I unter den Halogeniden am gréf3ten, darh besten
in die Kavitat passt und am schwachsten solvatisieird.*>?®! Das ebenfalls stark
koordinierende Sg3 ist noch schwieriger zu desolvatisieren als Elier sind allerdings die
Rezeptor-Anion-Wechselwirkungen starker aufgrund deppelten negativen Ladung des
Anions und dem grofReren Durchmesser. Daher isKamplexbildungsenthalpie voBCP2

mit SO um ca. 4 kJ/mol giinstiger als die von.Cl

Die hier fur BCP2 gefundenen Selektivitaten unterscheiden sich gémzdch von
denen anderer bisher beschriebener Rezeptoren, havekeine starken Coulomb-
wechselwirkungen oder Koordination durch Metallzentverwendef®*"*#*% S0 werden
von Bambusurilen und Biotinurilen vornehmlich wea¢chicht koordinierende Anionen, zum
Beispiel CIQ", mit hohen Affinitaten komplexiert, die aBCP2 nicht oder nur schwach
binden. Dafur besitzen diese Rezeptoren keine #dtiir Sulfatanionen in Wasser. Ursache
hierfur ist vermutlich, dass die Anionenbindung \Biotinurilen oder Bambusurilen auf eher
weichen CHA™-Wechselwirkungen kombiniert mit Solvenseffekten rubg, sodass
vorzugsweise weiche Anionen gebunden werden. Ime@ssgz dazu nutBCP2 starkere
NH A -Wechselwirkungen zur Anionenbindung, was die héhd&ffinitat fur starker

koordinierende Anionen, wie Sb, erklaren kdnnte.

2.3.4 Bindungsstudien mit BCP1 in den reinen Losurggnitteln

Die Bindung von 1 an BCP1 in den organischen Ldsungsmitteln Methanol,
Acetonitril und DMSO wurde ebenfalls verglichen. diesem Zeitpunkt der Untersuchungen
hatte sich herausgestellt, daBEP1 in Wasser in fur ITC-Studien ausreichend hohen
Konzentrationen (0.25m) geldst werden kann, wenn es am Ende der Synttasgh
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Gefriertrocknen isoliert wird. Darum wurde die Iddifinitdt von BCP1 auch in Wasser
ermittelt. Im Rahmen des Fehlers unterscheidesiste nicht von der voBCP2, was zeigt,
dass die Triethylenglycolgruppe im Linker dieses PBC keinen Einfluss auf die
Anionenaffinitat besitzt. D8CP1 etwas leichter synthetisch zuganglich istB&P2, wurde

es fur diese und fur die Untersuchungen in Losuntgsigemischen eingesetzt.

Fur die Messung in Wasser wurde Natriumiodid vewet und fiur die in den
organischen LOosungsmitteln Tetramethylammoniumio&dferenzmessungen zeigten, dass
das Kation des Salzes die Anionenaffinitat B2P1 nicht signifikant beeinflusst. Wegen der
geringen Loslichkeit von Natrium- und Tetramethytaamiumsulfat in organischen
Lésungsmitteln, konnte die Bindung v@CP1 an SQ* unter diesen Bedingungen nicht

untersucht werden. Die erhaltenen Ergebnisse sii@lbelle 5 zusammengefasst.

Tabelle 5 Bindungskonstanten log,Kfreie KomplexierungsenthalpiedG, -enthalpierdH und -entropien ZIS der
lodidkomplexierung voBCPL in verschiedenen Lésungsmitt@ln.

Lésungsmittel logK, AG AH TAS
Wasse? 3.80 £0.03 -21.7+0.2 -4.8+0.1 16.9+0.3
Methano? 6.38 +0.04 -36.4 +0.2 -34.2+04 22+05
Acetonitril® 6.24 £0.02 -35.6 +0.1 -48.0£0.2 -12.4+0.1
DMSQ? 3.21 £0.05 -18.3+0.3 7.1+£0.7 25.4+05

a) T =298 K, Energien in kJ/mol, die Werte sind Mittelwerte aus mindestens drei unabhéngigen Megn mit
den Standardabweichungen als Fehler; b) AnionemMalsiumsalze; c) Anionen als Tetramethylammonilzesa

Tabelle 5 zeigt die erwartete Affinitatssteigerungim Ubergang von Wasser zu
Methanol oder Acetonitril, was hauptsachlich aufeeienthalpisch signifikant gunstigere
Komplexierung zurtickzufiihren ist, wahrend die Epigam Sinne einer Enthalpie/Entropie-
Kompensation ungunstiger wird. Der instabilste dddimplex wird im Losungsmittel DMSO

gebildet, was zunachst nicht erwartet wurde.

Die einzelnen thermodynamischen Beitrdge zu je&eimritt der Komplexbildung
(bspw. die Desolvatisierung von Rezeptor/Anion) ém mittels ITC nicht aufgeschlisselt
werden. Dadurch geben die Daten nicht unmittelbafiséhluss dartber, ob der Einfluss des
Losungsmittels (zum Beispiel auf die Bindungsermiggl auf die Desolvatation des Anions
wéahrend der Komplexbildung oder die des Rezeptoer @uf andere thermodynamische
Beitrdge zur Komplexbildung zurtickzufihren ist. dgd kdnnen die Ergebnisse mit
I[6sungsmittelspezifischen Grol3en in Korrelationtgéswerden. Eine dieser Grol3en ist die

freie TransferenthalpiAGrranstes Welche beschreibt, wieviel Energie ndétig ist, @m Anion
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(hier T') von Wasser in ein organisches Ldsungsmittel zansferieren. Ein hoher
endergonischer Betrag bedeutet, dass die Solvatigje des Anions im organischen
Losungsmittel unvorteilhaft ist, woraus resultiesigss die Desolvatisierung des Anions in
dem organischen Losungsmittel energetisch gunstidgcine weitere Grol3e ist die H-Briicken
Donoraciditata, welche angibt, wie stark ein Lésungsmittel gelosBrezies oder anderen
Losungsmittelmolekilen H-Briicken anbieten kann. Bwoher Wert bedeutet, dass das
Losungsmittel als starker H-Bricken Donor fungiedeann. Dies ist zum Beispiel bei
Methanol @ = 1.00) oder Wassera(= 1.17) der Fall. Acetonitril ist dagegen ein diebt
schlechterer H-Briicken Donoo € 0.25) und DMSO besitzt eia von Null, das heil3t es
besitzt keine H-Bricken Donoraciditdt. Ein analogearameter ist die H-Briicken
Akzeptorbasizitaps, welche beschreibt, wie bereitwillig ein Losunggalivon einer geldsten
Spezies oder anderen Losungsmittelmolekilen H-Bmticknnimmt. Dieser Parameter ist
wichtig im Zusammenhang mit der Rezeptordesohextisig. Dieser liegt umso effektiver
solvatisiert vor, je hoher die H-Bricken Akzeptaiaaat des Losungsmittels ist, da die
Molekule solcher Losungsmittel starke H-Bricken mén BCP-Amidgruppen ausbilden

kénnen.

Mittels multiparametrischer Anpassung wurde einssdumenhang zwischen der
beobachteten KomplexstabilitdiG der lodidkomplexierung vorBCP1 mit der freien
Transferenthalpie AGrranster Und  der H-Briicken Donoraciditata des jeweiligen
Losungsmittels gefunden. In Tabelle 6 sind die geten literaturbekannten Werte der

verwendeten Losungsmittel aufgelistet.

Tabelle 6Freie TransferenthalpidGr anster SOWIE H-
Briicken Donoraciditata der verwendeten Lésungs-
mittel.

Losungsmittel  AGranster’ a”
Wasser 0.0 1.17
Methanol 7.3 1.00
Acetonitril 20.3 0.25
DMSO 14.1 0.00

a) Energien in kJ/mof”!

Gleichung (1) beschreibt den gefundenen ZusammmgnhawischenAG und

AGTransferSOWie a.
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AG = _1.52AGTransfer_21.61a (l)

Die Komplexstabilitat steigt mit steigende®®Grransies also mit zudem zunehmend
schwieriger werdenden Transfer von dus der wassrigen in die organische Phase. Eine
einfachere Anionendesolvatisierung fuhrt also zeehotheren Komplexstabilitat, was ein
plausibler Zusammenhang ist. Gleichsam folgt ausicBling (1), dass mit steigender H-
Briicken Donoraciditat des Losungsmittels ebenfaiks Komplexstabilitat steigt. Dies kann
man mit einer Reorganisation der Losungsmittelmdiekn der Kavitat bei Komplexbildung
von BCP1 mit I" erklaren. In Wasser ist die konkave Bindungsst&lleBCP1 sehr
wahrscheinlich mit Wassermolekilen besetzt, bevoe &omplexierung stattfindet. Aus
friheren kristallografischen Arbeiten ist bekanmss das CP als Trihydrat kristallisiert
(Abbildung 23)?Y Die drei Wassermolekiile befinden sich in der Katvites CPs, wobei ein
Wasserstoffatom jedes Wassermolekils Uber eine (ldk8r an das Sauerstoffatom eines
benachbarten Wassermolekiils bindet. Die drei Senffat®ome des cyclischen Wassertrimers
bilden aul3erdem H-Briicken mit den Peptid NH-Grupjgn Proton jedes Wassermolekils
ist nicht an der Bildung von H-Brucken beteiligt.

N H =
o o
\ /H\O\‘H
72 N
—N R H
N-H H—OL
{ -y /o
o) H N
N N
I \=
93 H,0

Abbildung 23 Schematische Darstellung der kristallografisch ¢reften Orientierung der drei Wassermolekile in der
Kavitéat des Trihydrats von C®

Insgesamt sind so die Wassermolekile in dem ssilsden Rezeptor in weniger H-
Bricken eingebunden als in reinem Wasser. Nimmt amndass die Solvatisierung von
BCP1 in Wasser analog ist, fuhrt die Komplexbildung whe dafiir nétige Desolvatisierung

der Bindungsstelle zu einem entropischen und vdichuauch enthalpischen Gewinn, da die
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in der Rezeptorkavitat gebundenen Wassermolekéigefsetzt werden und anschliel3end ihre
H-Bricken Donor- und Akzeptorstellen vollstandigsattigen konnen. Die beobachtete
Abhangigkeit vonAG von a kann somit mit der Starke korreliert werden, nat der HE in
dem jeweiligen Losungsmittel zur Komplexbildung thagt. In Losungsmitteln mit
wirksamen HEs (grof3eg) profitiert die Komplexstabilitat. In Losungsmiitemit geringem

a hat die Reorganisation von Solvensmolekilen dagdgenen grof3en Einfluss auf die

Komplexstabilitat. In DMSO mit einerr = O ist dieser Effekt am geringsten.

Auch wenn der HE in Methanol und Acetonitril wesigzur Komplexstabilisierung
beitragt, ist der lodidkomplex voBCP1 in diesen LOosungsmitteln aufgrund ihrer im
Vergleich zu Wasser geringeren Polafftatund dadurch starkeren Rezeptor-Anion-
Wechselwirkungen stabiler. Starke Rezeptor-Aniorelgelwirkungen in Acetonitril und
eine leichte Rezeptordesolvatisierung (geringerdrtiken Akzeptorbasizitai3® von
Acetonitril im Vergleich zu DMSO) erklaren die dtagxotherme und gleichzeitig entropisch
unginstige Komplexbildung vorBCP1 mit I° (Tabelle 5. In Methanol ist die
Desolvatisierung des Anions einfacher als in Acitibroder DMSO, jedoch liegt der
Rezeptor starker solvatisiert vor (hthey@€' von Methanol im Vergleich zu Acetonitril).
Dieses gegenlaufige Verhalten, sowie zu einem g@nisTeil vorhandene hydrophobe
Wechselwirkungen in Methanol fihren dazu, dasslddidkomplex in Acetonitril und in
Methanol &hnlich stabil ist.

2.3.5 Bindungsstudien mit BCP1 in Losungsmittelgerschen

Die Komplexbildung vorBCP1 wurde auf3erdem in drei verschiedenen wassrigen
Losungsmittelgemischen untersucht. Diese waren &ddsthanol, Wasser/Acetonitril und
Wasser/DMSO, wobei der Wasseranteil von 0 Vol% 1 Vol% variiert wurde. Die
Anionen wurden vorzugsweise in Form der Natriunesalrwendet. Nur in Gemischen mit
hoheren organischen Anteilen bedingte die Loslithkier Salze die Verwendung von
Tetramethylammoniumsalzen. In Kontrolltitrationemrge zuvor ein Einfluss der Kationen

auf die Anionenaffinitat ausgeschlossen.

Bei der Bestimmung der lodidaffinitdt in Wasser/B8-Gemischen wurde in fast
allen Titrationen eine sehr kleine Warmetdonung bebtet, weshalb die lodidaffinitat in
diesem Losungsmittelgemisch nur bei 70 Vol% Wasdeiia bestimmt werden konnte.
Natriumsulfat war lediglich in Gemischen zwische® 3ind 100 Vol% Wasseranteil
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(Wasser/Methanol, Wasser/Acetonitril) bzw. 40 uriD Yol% (Wasser/DMSO) in fur die

Messungen ausreichend hohen Konzentrationen l6sfickch durch Verwendung anderer
Sulfatsalze konnte der Bereich nicht auf Gemiscliegeringerem Wasseranteil ausgeweitet
werden, weshalb die Komplexierung von,$0wr im Bereich von 30 bis 100 Vol% (bzw. 40
bis 100 Vol%) untersucht wurde. Abbildung 24 zeggafisch die Abhangigkeit der freien

Komplexierungsenthalpie vom Wasseranteil des jegexl Losungsmittelgemisches. Dabei
ist der Wasseranteil in mol% angegeben, da Losuitigdparameter Ublicherweise in dieser

Skala angegeben werd@R?*%41 42

Abbildung 24a) zeigt die freien Komplexierungsepien AG der Bindung von
SO anBCP1 in den unterschiedlichen Lésungsmittelgemischenfafit auf, dass in den
Wasser/DMSO-Gemischen ein steilerer Anstieg der plerstabilitat mit Zunahme des
organischen Anteils beobachtet wird als in Wassettisinol oder Wasser/Acetonitril. Dies
kann darauf zurtuckgefuhrt werden, dass Wasser/D@g8@ische ein unvorteilhaftes
Medium fir das doppelt negativ geladene Sulfatarsiml (hoheAGransier VON Wasser zu
Wasser/DMSO§?. Bei Zunahme des DMSO-Gehaltes werden Sulfatanicaso leichter
desolvatisiert als in anderen Ldsungsmittelgemischwdurch ein steilerer Anstieg der
Komplexstabilitat resultiert. Die Transferenthatlp®Granster VON Sulfatanionen von Wasser
in Wasser/Methanol-Gemiscff& nehmen weniger stark zu als die des Transfers in
Wasser/DMSO, weshalb der Anstieg der Komplexstébithit Zunahme des Methanolanteils
im Losungsmittelgemisch weniger steil ausfallt. i&f@renergien von SO von Wasser in

Wasser/Acetonitri-Gemische sind nicht verfigbar.

- 40 - 40
35 a) S b)
= (= :
- 35+ - 354
- 4
(G] (G
= 30 T 30 4

25 25

)
20 - 20
o (<)
15 T T T T T 1 15 T T T T
40 50 60 70 80 90 10 0 20 40 60 80 100
mol% water mol% water

Abhildung 24 Abhéngigkeit der freien Komplexierungsenthalyd@ der Bindung von a) S& und b) I an BCP1 von der
Zusammensetzung des Losungsmittelgemi§€hegasser/Methanol schwarz; Wasser/Acetonitril rogs#er/DMSO blau.
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Die Abhangigkeit der Stabilitat des lodidkomplexegsn der Losungsmittel-
zusammensetzung ist in Abbildung 24b) gezeigt. Rigven fir Wasser/Methanol- und
Wasser/Acetonitril-Gemische verlaufen deutlich asdels die des Sulfatkomplexes. So
bewirkt eine geringe Menge des organischen Losuttgdsn in Wasser/Methanol- und
Wasser/Acetonitril-Gemischen zunachst eine Zunaloge Komplexstabilitat gefolgt von
einem eher moderaten Anstieg im Bereich von 10 ®&%Bmol% des organischen
Losungsmittels. Erst ab tber 60 mol% des organisch&sungsmittels steigt dann die

Komplexstabilitdt wieder starker an.

Diese Kurven deuten darauf hin, dass die Stabdés lodidkomplexes nicht alleine
von der Leichtigkeit der Anionendesolvatisierunghéahgig ist, da die Transferenergien
AGrransiervon I nahezu linear mit dem Wasseranteil im Losungsigétaisch korrelieref®!
Die beobachteten Plateauregionen, in denen die Kxsabilitat fast unabhangig von der

Losungsmittelzusammensetzung sind, sind dadurdt arklarbar.

Die zur Beschreibung der Abhangigkeit der Komptiebsitdt von der Art des
Losungsmittels verwendete multiparametrische Amalysvurde daher auf die
Losungsmittelgemische erweitert, um zu Uberprifem, ebenfalls eine Abhangigkeit der
Komplexstabilitat AG von AGrranster Und a festzustellen ist. Hierfur wurden die
experimentellen Daten voAG fir alle Lésungsmittelgemische an die Gleichung (2

angepasst, fur die Werte fiGransterund a verfugbar waren.

AG =9 * AGrransfert a* a (2)

In Tabelle 7 sind die jeweiligen Koeffizientgnund a sowie die Giite der Fitdy)
angegeben. Berlcksichtigt man, dass die Koeffigientfiir verschiedene Anionen,
Losungsmittel und Ldsungsmittelzusammensetzungemittett wurden, ist ihre
Ubereinstimmung uberraschend gut (Durchschnift: —1.26 + 0.44; a=-19.94 + 2.45).
Weiterhin erlauben die gemittelten Werte fgirund a gemafR Gleichung (2) eine gute
Vorhersage der experimentell bestimmten Stabilitiés lodidkomplexes in 70 Vol%
Wasser/DMSO.

Diese Analyse verdeutlicht, dass die AnionenatiinvonBCPL1 in verschiedenen
Losungsmitteln mal3geblich von energetischen Beattdgabhéngt, die mit der
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Anionendesolvatation in Zusammenhang stehen unddeord-Briicken Donoraciditat des

LAosungsmittels.

Tabelle 7 Gefundene Koeffizienten g und a sowidiR Gleichung (2) fiir die Bindung von wind/oder
SO anBCP1 in Wasser/Methanol-, Wasser/Acetonitril- und WeEESO-Gemischen.

Lésungsmittel Anion g a R?
Wasser/Acetonitril I~ -1.38 -18.19 0.9978
Wasser/Methanol I~ -1.75 -23.07 0.9949
Wasser/Methanol SO~ -1.04 -17.05 0.9999
Wasser/DMSO SO~ -0.62 -19.81 0.9899
Reine Losungsmitt@l I~ -1.52 -21.61 0.9882

a) Koeffizienten erhalten durch Korrelation der ideffinitat mit AGtansrer und a in Wasser, Methanol,
Acetonitril und DMSO.

Die enthalpischen sowie entropischen Beitrdge Bidung der lodid- und
Sulfatkomplexe von BCP1 zeigen eine relativ komplexe Abhangigkeit von der
Losungsmittelzusammensetzung (Abbildung 25). Wiei bden Messungen in
Wasser/Methanol zuvor schon beobachtet, ist authaaser/Acetonitril ein kurvenférmiger
Verlauf erkennbar, mit einem lokalen Minimum, inndedie Komplexbildungsenthalpie
gunstiger ist als in Lésungsmittelgemischen mitdv@m und niedrigerem Wasseranteil und
die Komplexbildungsentropie ungunstiger. Wahrengses Minimum bei Wasser/Methanol
bei ca. 70 mol% (bzw. 50 Vol%) Wasser liegt, betidey Wasseranteil in Wasser/Acetonitril
90 mol%.

In beiden Lo&sungsmittelgemischen beobachtet mass dkleine Mengen der
organischen Komponente die Komplexbildungsenthaipilestig beeinflussen. Die Erh6hung
des organischen Anteils bewirkt dann einen wiedeguuastiger werdenden Beitrag der
Enthalpie und ab mehr als 80 mol% organischen Lgsuittel wird die lodidkomplexierung
enthalpisch wieder gunstig (die Sulfatkomplexierukgnnte in diesen Ldsungsmittel-
gemischen nicht untersucht werden). Die Entropieggit diesen Trend im Wesentlichen
wider, wobei gunstig werdende Enthalpiebeitrdge $mne einer Enthalpie/Entropie-
Kompensation mit unginstiger werdenden Entropiedgdin verbunden sind und umgekehrt.
Eine Ausnahme stellt die Sulfatkomplexierung in $&aOMSO-Gemischen mit steigendem
DMSO-Gehalt dar, die sowohl enthalpisch als audioersch gunstiger wird. Die Ursache
flr dieses Verhalten ist unbekannt.
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Abbildung 25 Abhéngigkeit der Komplexbildungsenthalpie der Bimgluvon a) S@~ und b) I sowie der
Komplexbildungsentrogie der Bindung von c) ,/80und d) I an BCPl1 von der Zusammensetzung des
Lésungsmittelgemisch 4 Wasser/Methanol schwarz; Wasser/Acetonitril rogs@er/DMSO blau.

Eine Anpassung dieser Kurven an Parameter, die diégr Beschreibung der
Abhangigkeit der Komplexstabilitat von der LOsungsalzusammensetzung verwendet
wurde, gelang nicht. Qualitativ wurde aber einerkation mit Parametern gefunden, die die
bevorzugte Solvatisierung von lin diesen Lésungsmittelgemischen beschreiben. eDies
Parameter ergeben sich aus der inverse Kirkwooff-Botegral*® Methode fiir
Wasser/Methanol- sowie Wasser/Acetonitril-Gemisghd sind in Abbildung 26 zusammen
mit den Enthalpieabhangigkeiten der Komplexbildwog BCP1 mit I~ grafisch gezeigt”
Negativere Werte vomkx s bedeuten, dass bevorzugt von Wassermolekilen solvatisiert
wird und positivere Werte, dass bevorzugt orgamistbsungsmittelmolekiile das Anion

umgeben.
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Abbildung 26 Abhé&ngigkeit vondy s (schwarz) von der Ldsungsmittelzusammensetzung)fiivasser/Methanol und b)
Wasser/Acetonitril. Zum Vergleich ist die Enthaliangigkeit der lodidkomplexierung v&tCP1 im jeweiligen Gemisch
(rot) gezeigf®”

Es lasst sich erkennen, dass immer dann, w@&qg stark negativ ist (also |
bevorzugt durch Wasser solvatisiert vorliegt) digsprechende Komplexierungsenthalpie
unginstiger wird. Dies deutet an, dass eine begbezuSolvatisierung von | die
Komplexbildungsenthalpie ungiinstig beeinflusst.Lisungsmittelgemischen, in denen die
Anionendesolvatation weniger effektiv ist, ist diomplexierung dagegen enthalpisch

weniger nachteilig.

Es konnte hier qualitativ gezeigt werden, dassAdie® nenkomplexierung, wie in den
zuvor vorgestellten Arbeiten erwahnt (Kapitel 2.B)cht alleine von der Anionen- und
Rezeptordesolvatisierung und der Starke der dinekiezeptor-Anion-Wechselwirkung
abhangt, sondern auch in welcher Form ein Aniodeim jeweiligen Losungsmittelgemisch
bevorzugt solvatisiert vorliegt. Das Verhalten dernonen in den Losungsmittelgemischen
hat somit unmittelbare Auswirkungen auf die thergmaimische Signatur der Komplexierung

der Anionen.

Diese Ergebnisse sind im Detail in der in KapRe3.6 abgedruckten Publikation

beschrieben.
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2.3.6  Forschungsartikel: Effects of Solvent Properés on the Anion-Binding of
Neutral Water-Soluble Bis(cyclopeptides) in Water ad Aqueous Solvent

Mixtures

In diesem Artikel wird die Synthese voBCP2 beschrieben und die
Bindungseigenschaften vomBCP1 und BCP2 in diversen Ldsungsmitteln und
Losungsmittelgemischen. Als Anionen wurden neben?S0nd I auch BF, CI, SeQ”,
NOs, HoPO, und CIQ™ verwendet. Dieser Artikel beschreibt auch die Etation der in den
Bindungsstudien erhaltenen thermodynamischen Datehdsungsmittelparametern und die
Erstellung der linearen freien Enthalpiebeziehung.

Kapitel 6.2 enthélt die Supporting Information she Artikels mit den
Synthesevorschriften, den Spektren neuer Verbinglung den experimentellen
Vorgehensweisen bei den Bindungsstudien und eisardmenfassung der dabei erhaltenen
Ergebnisse. [F. Sommer, Y. Marcus, S. KubkCS Omega2017, 2, 3669-3680].
Urheberrecht béefhe American Chemical Society (ACSachdruck mit Genehmigung.

Im Rahmen dieser Publikation bestand meine Aufgaler Synthese, Aufreinigung
und Charakterisierung der bendtigten Verbindungsowie der Durchfiihrung der
Bindungsstudien und deren Auswertung. Herr Prof. DrMarcus unterstutzte uns bei der
Interpretation und Schlussfolgerung der erhaltebaten in den Bindungsstudien. Herr Prof.
Dr. S. Kubik war als Projektleiter mit der Koordiimam sowie der wissenschaftlichen
Betreuung betraut.

60



2 BIS(CYCLOPEPTIDE ZUR ANIONENERKENNUNG IN WASSRIGENVIEDIEN

This is an open access article published under an ACS AuthorChoice License, which permits
copying and redistribution of the article or any adaptations for non-commercial purposes.

ACS AuthorChoice

kﬁ W | 24| =l ¥V AN http://pubs.acs.org/journal/acsodf

Effects of Solvent Properties on the Anion Binding of Neutral Water-
Soluble Bis(cyclopeptides) in Water and Aqueous Solvent Mixtures
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ABSTRACT: In this study, the anion-binding bis(cyclopeptide) 2 is introduced,
which dissolves freely in water, affording up to 10 mM concentrations, thanks to
triethylene glycol-derived substituents in the cyclopeptide subunits and the linker
connecting them. Binding studies provided evidence that the anion affinity previously
demonstrated for less-soluble analogs of this compound is retained under highly
competitive aqueous conditions. The highest affinity in water was observed for
iodide, closely followed by sulfate anions, whereas binding of soft and weakly
coordinating anions could not be observed. The anion selectivity of 2 thus differs
from that of other recently described receptors, which also do not require
electrostatic or coordinative interactions for anion binding in water but typically fail
to bind strongly coordinating sulfate anions. The ability of 2 to overcome sulfate
hydration is attributed to the special mode of binding, combining direct N—H---A~
interactions with the release of water molecules from the receptor cavity. The
characterization of the anion binding of 2 and a related bis(cyclopeptide) in a variety
of different solvents and aqueous solvent mixtures furthermore allowed the correlation of the binding properties with solvent
parameters. These analyses provided qualitative and even quantitative insights into the solvent properties and solvation
phenomena that mainly affect anion complexation.

B INTRODUCTION the entropic gain resulting from the release of water molecules
from the solvation shells of the binding partners when they
come together.> Moreover, complex formation in water can also
have a strong enthalpic driving force if high-energy water
molecules are released from the receptor cavity upon guest
entry (nonclassical hydrophobic effect)."*! This effect has
partly been made responsible for the extremely high affinity of
cucurbiturils for organic guests.* It is most pronounced for
cucurbit[7]uril, where a particularly large number of hydrogen
bonds are gained when releasing the cavity-bound water upon
complex formation.® Other host—guest complexes, such as
those between y-cyclodextrin and anions like dodecaborate
clusters, feature a highly exothermic binding enthalpy that is
accompanied by a pronounced loss of entropy.® This
thermodynamic signature of complex formation was rational-
ized by the chaotropic nature of the anions, whose solvation
shell features a reduced number of hydrogen bonds per water
molecule. The complexation of the dodecaborate anions thus
leads to the structuring of water with a concomitant
strengthening of hydrogen bonds.

Water is therefore not necessarily a challenging medium that
requires strong interactions for effective host—guest inter-

Solute—solute interactions are profoundly affected by the
surrounding medium.' As a consequence, the affinity of two
binding partners in solution does not only reflect their intrinsic
structural complementarity but also the effects of the solvent on
the efficacy of the interactions.

In host—guest chemistry, the choice of the solvent for
binding studies is typically governed by the solubilities of the
receptor and the substrate. In addition, the solvent is chosen
such that effects complicating the quantification of affinity, such
as a too high or too low complex stability or unspecific
aggregation, are avoided. Only in rare cases can the solvent be
regarded as an unstructured medium, whose influence on the
binding strength solely depends on the relative permittivity,
however. Most solvent molecules are more or less acidic or
basic, and their interactions with hydrogen-bond donors or
acceptors of the binding partners therefore compete with the
actual binding event. In other words, the energy required to
desolvate parts of the receptor and the substrate reduces the
complex stability. The situation becomes particularly compli-
cated in solvent mixtures in which complex formation is
influenced by the effects of different solvent molecules and by
the interactions of the solvent molecules with themselves.”

If the solvent is highly structured, as in the case of water, Received: June 26, 2017
additional phenomena come into play. The most prominent Accepted: July 3, 2017
one is the hydrophobic effect, which is usually associated with Published: July 17, 2017
ACS Publications  © 2017 American Chemical Society 3669 DOI: 10.1021/acsomega.7b00867
A d ACS Omega 2017, 2, 3669-3680
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actions. If complex formation is accompanied by enthalpically
and/or entropically favorable changes of the water structure,
overall high complex stabilities can be achieved. Importantly,
also inorganic anions, which are generally considered rather
difficult substrates in water,” can be bound with appropriate
receptors even if the underlying binding modes are much
weaker than the Coulombic or coordinative interactions
typically employed for anion recv::gnition.R Examples are the
above-mentioned dodecaborate clusters, which strongly bind to
y-cyclodextrin.® lodide anions have been shown to form
complexes with a@-cyclodextrin,” whereas perchlorate binding
was demonstrated for not only a-cyclodextrin'® but also a
water-soluble octaanionic deep-cavity cavitand.'' The currently
most efficient anion receptors in water that do not employ
Coulombic or coordinative interactions are Sindelar’s bambu-
surils'"” and the structurally somewhat related biotinurils
developed in the Pittelkow group.'® The affinity of bambus[6]-
uril for iodide and perchlorate anions, for example, exceeds a
log K, of 6 in aqueous phosphate buffer,'*" whereas the affinity
of biotin[6]uril is highest for thiocyanate under comparable
conditions, amounting to a log K, of 4.5."

Impressive anion affinities in water have thus been achieved
with synthetic receptors. It is also evident, however, that the
respective receptors preferentially bind soft and weakly
coordinating anions. Anions that are classified as kosmotropes'*
are bound only weakly (chloride), and the most strongly
coordinating oxoanions, such as sulfate anions, are not bound at
all. The reason could be that the relatively hydrophobic cavities
of these receptors are unsuitable to host polar anions or do not
feature appropriate binding sites to interact with them. In
addition, the thermodynamics of complex formation (high
negative binding enthalpy and unfavorable entropy) suggests
that the intrinsic selectivity of these receptors for chaotropic
anions could be mediated to some extent by solvent effects
analogously as in the dodecaborate/y-cyclodextrin complexes.
In the case of the cavitand developed by Gibbs, the negative
binding entropy has also been associated with the incorporation
of partially hydrated anions into the receptor cavity."

The binding of strongly coordinating and therefore strongly
hydrated anions in water by means of noncovalent interactions
obviously requires different receptor architectures and possibly
other types of interactions. Indeed, existing sulfate receptors
active in aqueous media combine directed hydrogen-bond
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donors, which often completely surround the anion, and
Coulomb attraction.”'® Examples are the polyammonium cages
described by Delgado and Mateus,'” the coordination cages
developed by Custelcean and Hay, which feature 12 urea NH
groups converging toward the cavity,'® You’s tetrakis-
(imidazolium)-derived receptor, which forms a sandwich-type
2:1 complex with sulfate anions, in which the anion is bound by
eight C—H--O hydrogen bonds,"” and the pyrrole-based
triazoliumphane described by Hay and Sessler.”® Strong
Coulombic interactions are, however, not necessarily required
to complex sulfate or other anions in aqueous media, as
demonstrated by the bis(cyclopeptides) developed in our
group.”'*” These bis(cyclopeptides), an example being
compound 1 (Chart 1), feature two covalently linked cyclic
hexapeptide units composed of alternating L-proline and 6-
aminopicolinic acid subunits. Their interactions with anions
involve the incorporation of the anion into the cavity between
the two cyclopeptide rings, where it interacts with six NH
groups from the two receptor subunits. To illustrate this
arrangement, the calculated structure of the sulfate complex of a
derivative of 1 lacking the substituents on the aromatic rings is
shown in Figure 1. The 2,2’-(1,3-phenylene)diacetic acid-

Figure 1. Calculated structure of the sulfate complex of a derivative of
1 with R' = R* = H. The geometry optimization was performed at the
density functional theory (DFT) level using the B3LYP functional and
the 6-31G* basis set as implemented in the Gaussian 09 program
package. Nonacidic hydrogen atoms are omitted for clarity.

DOI: 10.1021/acsomega.7b00867
ACS Omega 2017, 2, 3669—-3680
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Scheme 1. Synthesis of 2
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derived linker in this bis(cyclopeptide) induces an arrangement
of the two cyclopeptide rings that allows their simultaneous
interaction with the anion. The sulfate anion is bound by
hydrogen-bonding interactions to the peptide NH groups of
the two cyclopeptide rings. In the crystal structure of the sulfate
complex of a structurally related bis(cyclopeptide),”'* nine
hydrogen bonds were found between the receptor and the
anion, with an overall similar arrangement of the cyclopeptide
rings, for example. Such 1:1 complexes are entropically favored
at millimolar concentrations of the binding partners over
complexes in which anions link several bis(cyclopeptide)
moieties, consistent with mass spectrometric results.”'*

We previously demonstrated that even a simple cyclic
hexapeptide containing hydroxyproline and 6-aminopicolinic
acid units forms a weakly stable 1:1 complex with sulfate in
water.”'! The three well-preorganized NH groups flanked by
the five-membered rings of the hydroxyproline units of this
cyclopeptide therefore seem to produce a suitable environment
for sulfate complexation even in highly competitive media.
Cyclopeptides with proline rings typically prefer the formation
of 2:1 complexes in aqueous solvents, structurally closely
related to the one shown in Figure 1.”'¢ The underlying 2:1
equilibria are, however, difficult to analyze, which is why we
mostly concentrate on the characterization of the bmdmg
properties of bis(cyclopeptides) that form 1:1 complexes.”'"~
Unfortunately, the derivatives investigated so far turned out to
be not sufficiently soluble to allow binding studies in water. The
compound with the so far highest water solubility is

bis(cyclopeptide) 1 (Chart 1), containing solubilizing groups
on the six aminopicolinic acid units. This bis(cyclopeptide)
binds sulfate anions in 95 vol % water/methanol with a log K,
of 3.7.2!¢

Here, we show that bis(cyclopeptide) 2 containing an
additional solubilizing triethylene glycol unit in the aromatic
linker possesses a significantly higher water solubility. Binding
studies provided evidence that anions are still bound under
these conditions with a selectivity that is distinctly different
from that of, for example, bambusuril. The notable sulfate
affinity of 2 highlights, in particular, the complementary
behavior of 2 with respect to other recently described anion
receptors. The characterization of the anion affinity of 1 and 2
in different solvents furthermore revealed a correlation between
the thermodynamics of the complex formation and the solvent
properties, thus providing a deep insight into the solvent
parameters that govern the anion affinity.

B RESULTS AND DISCUSSION

Synthesis and Qualitative Binding Studies. Bis-
(cyclopeptide) 2 was synthesized from the known cyclopeptide
monoamine 3°'¢ and the active ester § (Scheme 1). The latter
was obtained in a two-step sequence by first converting the
commercial 2,2,2"-(benzene-1,3,5-triyl)triacetic acid into the
respective tris(pentafluorophenol) ester 4, followed by
amidation of one ester group upon treatment with 1 equiv of
2-(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethanamine. Receptor 2 turned
out to be soluble in water at concentrations up to 10 mM,
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Table 1. Association Constants log K,, Enthalpies AH, and Entropies TAS of the Binding of Bis(cyclopeptide) 2 to Various

Anions in Water”

b

anion log K, AG

iodide 3.62 + 0.06 —20.6 + 0.4
bromide 3.23 + 0.03 —184 + 0.1
chloride 2.15 £ 0.11 -123 £ 0.6
sulfate 3.31 + 0.03 —189 £ 0.2
sulfate® 3.11 + 0.01 -17.8 £ 0.1

AH TAS n
-32 + 04 174 + 0.8 123 + 0.15
36 + 0.1 220 + 0.1 0.79 + 0.06
10.1 + 3.6 224 + 30 1.00°
59+ 03 248 + 0.2 0.73 + 0.01
68 + 0.4 246 + 03 0.81 + 0.02

“Recorded at 298 K; AG, AH, and TAS in kJ mol~!; the values are means of at least three independent measurements with the standard deviations
specified. PCounterion: sodium. “Measured in phosphate buffer (35 mM, pH 7.4); these measurements were performed only twice. “Parameter
correlating with the stoichiometry of the complexes, deviations from 1.00 result from fitting to the binding model and correct for deviations in the

assumed cell concentration. “n fixed to 1.00.

clearly demonstrating the positive effect of the linker side
chains on water solubility.

Qualitative 'H NMR spectroscopic binding studies were
initially performed to evaluate the mode of anion binding of 2.
These measurements revealed pronounced shifts of bis-
(cyclopeptide) signals in the '"H NMR spectrum upon the
addition of sodium iodide or sulfate to a solution of 2 in D,0,
all of which are characteristic of anion complexation (Figure
89).2'¢ Specifically, the signals corresponding to the proline
H(a) protons of 2 shift downfield by ca. 1 ppm, whereas those
of aromatic bis(cyclopeptide) protons shift upfield. Both effects
are consistent with the incorporation of an anion in the space
between the two receptor subunits, demonstrating that the
known mode of anion binding of these bis(cyclopeptides) is
not affected by the additional side chain in 2. Electrospray
ionization mass spectrometry (ESIMS) of solutions of 2
containing Na,SO, or Nal also demonstrated the presence of
the corresponding anion complexes in solution, furthermore
showing that 1:1 complexes are preferentially formed (Figures
S10 and S11).

Anion Affinity in Water. The affinity of 2 in water for a
series of anions was quantified by isothermal titration
calorimetry (ITC), a method that provides a full picture of
binding energetics in a single titration.”> The quantification of
binding strength in water turned out to be possible for the
halides chloride, bromide, and iodide, and for sulfate. All other
anions investigated, namely, selenate, nitrate, dihydrogen
phosphate, and perchlorate, did not produce measureable
heat changes when added to an aqueous solution of 2,
indicating that either these anions are not bound or that the
complex formation is enthalpically neutral. The obtained results
are summarized in Table 1.

Titrations yielding anion affinities log K, > 3 were evaluated
using the one-site binding model, which involves fitting the
binding isotherms simultaneously to K, (or AG), AH, and the
stoichiometry factor, n. This treatment proved to afford
significantly better fits than if only K, and AH were treated
as unknowns. The reason is that the fitted n corrects for
deviations in the assumed cell concentrations, thus improving
the overall consistency of the data when comparing a large
number of experiments (i.e.,, K, and AH of related experiments
end up to be similar even if the respective n values vary). The
average of the n values obtained in all our measurements
(Tables 1 and S3—S8) amounts to 0.94 + 0.1S, supporting the
assumption that 1 and 2 prefer to form 1:1 complexes and
confirming the result of ESIMS. Fitting the binding isotherms
using the one-site binding model became unreliable only for
weakly stable complexes, such as the one with chloride. In this
case, n was fixed to 1.00, and the thermodynamic parameters
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obtained for this complex are therefore associated with a larger
error.

Table 1 shows that 2 possesses appreciable affinity for certain
anions in water. Halide affinity decreases in the order iodide >
bromide > chloride, a trend that reflects the changes of binding
enthalpy in this sequence, being favorable for iodide binding
but becoming progressively unfavorable when going to
chloride. The concomitant increase of binding entropy cannot
fully compensate for the enthalpy loss, so that the chloride
complex of 2 ends up to be more than 1 order of magnitude
less stable in water than the iodide complex. Sulfate binding is
endothermic as well, but a large entropic term renders the
corresponding complex overall only slightly less stable than the
iodide complex. The anion selectivity of 2 thus mirrors the one
of bis(cyclopeptide) 1, which was shown to become more
selective for the weakly coordinating iodide anion once the
water content of the solvent increases beyond 90 vol %.”'* The
experimentally determined iodide affinity of 2 in water turned
out to be slightly lower than the one previously predicted on
the basis of an extrapolation analysis,”'® showing that the
removal of the last 5 vol % of the organic component in the
solvent mixture causes a more-than-expected drop of affinity.

The trends in the binding enthalpy evident in Table 1 can
reasonably be attributed to the combined effects of anion
desolvation and direct receptor interactions. In the case of the
halides, the coordination strength of the anions increases in the
order iodide < bromide < chloride, rendering chloride anions
typically the strongest bound substrates in this series. In water,
however, solvation effects counteract this intrinsic selectivity, as
the most strongly coordinating anion is also the one that is
most difficult to desolvate. Moreover, factors such as anion size
additionally influence the anion affinity. Our previous
investigations provided evidence, for example, that the binding
site of a bis(cyclopeptide) related to 2 is best suited to host
larger anions, such as iodide, whereas chloride is too small to
simultaneously interact with all six peptide NH groups.”'>"
Costlier anion desolvation and an increasing mismatch between
anion and cavity size therefore likely account for the
increasingly unfavorable enthalpy of halide binding from iodide
to chloride. In the case of the strongly coordinating sulfate
anion, anion desolvation is even more difficult than chloride
desolvation. Interactions with 2 can be expected to be stronger,
however, because of the size of the sulfate anion and its twofold
negative charge, rationalizing why the overall enthalpy of sulfate
binding is slightly less endothermic than that of chloride
binding.

The absence of heat effects in the titrations with selenate,
nitrate, dihydrogen phosphate, or perchlorate does not exclude
that these anions interact with 2. It could well be that the
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Table 2. Association Constants log K,, Gibbs Free Energies AG, Enthalpies AH, and Entropies TAS of the Binding of Iodide to

Bis(cyclopeptide) 1 in Different Solvents”

solvent log K, AG AH TAS
water” 3.80 + 0.03 —21.7 + 02 —-4.8 + 0.1 169 + 0.3
methanol* 6.38 + 0.04 364 + 0.2 —342 + 0.4 22405
acetonitrile” 6.24 + 0.02 —35.6 + 0.1 —48.0 + 0.2 —124 £+ 0.1
DMSO* 3.21 + 0.05 —183 +£ 03 7.1 £ 0.7 254 + 0.5

“Recorded at 298 K; AG, AH, and TAS in k] mol™'; the values are means of at least three independent measurements with the standard deviations

specified. “Counterion: sodium. “Counterion: tetramethylammonium.

enthalpic contributions of the anion desolvation and the
receptor—anion interaction coincidentally cancel out, leaving
binding only due to entropy. We assume that this is indeed the
case with selenate, an anion closely related in size and charge to
sulfate but slightly easier to desolvate.”® To test this
assumption, selenate binding was also studied in 70 vol %
water/methanol. In this solvent, a measurable exothermic heat
of complex formation could be detected, with the ITC titration
yielding a stability log K, for the corresponding complex of 3.46
(AH = =5.1 kJ mol™, TAS = 14.6 kJ mol™", n = 1.07). Thus,
selenate is bound by 2, albeit approximately 1 order of
magnitude weaker than sulfate under the same conditions (vide
infra), which could explain the lack of heat effects when
titrating 2 with selenate in water.

Phosphate anions, which are singly or doubly protonated in
water at neutral pH, could, on the other hand, be indeed unable
to interact with 2 because repulsive interactions between the
hydrogen-bond donors within the receptor cavity and those of
the anions should destabilize the complex. The same effect is
responsible for the low affinity of the sulfate-binding protein for
phosphate.”* We therefore quantified sulfate binding also in
phosphate buffer (pH 7.4). This measurement showed that the
presence of the buffer has almost no effect on the
thermodynamics of binding (Table 1). Thus, phosphate anions
do not interfere in sulfate complexation even when present in
excess, suggesting that they do not bind to the receptor. In
other words, bis(cyclopeptide) 2 recognizes sulfate selectively
over other tetrahedral albeit protonated anions in water,
rendering this receptor a good model for the sulfate-binding
protein.

The weakly coordinating nature of nitrate and perchlorate
renders it unlikely that the anions bind with a notable affinity to
2 in water. Nitrate affinity of a related bis(cyclopeptide) was
determined by NMR titration to amount to only 130 M™" in 50
vol% D,0/methanol-d,, for example.”'* Although we cannot
fully exclude that weakly stable complexes are formed with
these anions, it is important to note that the strong
exothermicity observed for the binding of perchlorate anions
to bambusuril is not observed in the case of 2."**

Selectivity of 2 thus substantially differs from that of other
previously described anion receptors that do not use strong
electrostatic or coordinative interactions for anion binding.
Beer’s anion-binding rotaxane, for example, binds iodide with
almost the same affinity as 2 but sulfate with a significantly
lower affinity.”® Noteworthy is also the profoundly different
anion selectivity of 2 compared to that of glycoluril-derived
anion receptors.'”"? Whereas the halide affinity of biotinuril
and 2 is similar, biotinuril also binds perchlorate and, in
particular, thiocyanate anions.'*® Bambusuril and 2 bind
chloride with similar affinity, but the affinity of bambusuril to
bromide and iodide anions is much higher than that of 2.
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Notable is the large affinity of bambusuril for perchlorate that
reaches a log K, in water of 7.7.'*

These differences in the binding properties of glycoluril-
based receptors and our bis(cyclopeptides) presumably relate
to the different natures of their binding sites. Whereas 2
features a cavity containing NH groups that can engage in
directed interactions with included anions, these groups are
absent in the cavities of bambusuril and biotinuril. Anion
binding of the latter two compounds is mainly governed by
multiple C—H--A” interactions, whose soft nature could
explain the preference for weakly coordinating ions. Besides
the actual binding sites, solvation effects could also be
responsible for the different binding properties of our
bis(cyclopeptides) and glycoluril-based receptors. An insight
into these effects was gained by investigating the solvent
dependence of the complex formation.

Anion Affinity in Organic Solvents. The good solubility
of bis(cyclopeptides) 1 and 2 in various solvents allowed us to
evaluate the extent to which their anion affinity is influenced by
the medium. We concentrated on polar competitive solvents,
namely, water, methanol, acetonitrile, and dimethyl sulfoxide
(DMSO), which are frequently used in anion-binding studies.’
All measurements could be performed using the synthetically
more easily accessible 1 because it turned out that sufficiently
high bis(cyclopeptide) concentrations for the ITC titrations
(0.25 mM) could be achieved in water if 1 was isolated after
chromatographic purification by freeze-drying. Measurements
in selected solvents were also performed using 2, which
revealed only minor differences in the thermodynamics of the
anion binding of 1 and 2 (Tables S3—S8). Binding studies were
restricted to iodide because of the low solubility of sulfate salts
in the organic solvents. Because of the better solubility,
tetramethylammonium iodide had to be used as the salt in the
organic solvents. Reference measurements indicated that the
cation has only a minor influence on the thermodynamics of
anion binding (vide infra), rendering a comparison of the
results with the ones obtained for 1 and sodium iodide in water
feasible. The thermodynamic parameters obtained in these
studies are summarized in Table 2.

Table 2 demonstrates the expected increase in the strength of
iodide binding when going from water to methanol or
acetonitrile. In both of these solvents, iodide binding is
enthalpically significantly more favorable than that in water.
Conversely, entropy becomes less favorable, which is the
hallmark of enthalpy/entropy compensation. Because of the
unfavorable binding entropy in acetonitrile, the overall stability
of the iodide complex in this solvent is slightly lower than that
in methanol. Surprisingly, the least-stable complex is formed in
DMSO (and not in water) mainly as a result of the
endothermicity of complex formation in this solvent.

Rationalizing the solvent dependence of iodide binding is not
straightforward because the overall process of complex
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Table 3. Relevant Descriptors of Solvent Properties

solvent u X 103 E(30)" 75
water 6.2 63.1 94.6
methanol 9.6 55.4 83.6
acetonitrile 13.0 45.6 71.3
DMSO 135 451 702

“Dipole moment y in C m.”* *Dimroth’s and Reichardt’s E;(30).2°¢ ©

AGH AH? 7+ a s
0.0 0.0 1.09 1.17 0.47
73 -0.1 0.60 0.98 0.66

203 -9.3 075 0.19 0.40
14.1 -10.9 1.00 0.00 0.76

Kosower’s Z.* “Gibbs free energy and enthalpy of transferring iodide from

water into the respective solvents; AG,, and AH,, in kJ mol ™' 2™ “Kamlet—Taft's 7*, @, and  values.”*

formation comprises several steps, whose individual thermody-
namic signatures cannot be experimentally determined by ITC.
An insight can be gained by correlating the possible
contributions of individual steps with parameters describing
characteristic solvent properties, a selection of which is
presented in Table 3.

The strength of the direct interactions between the anion and
the binding sites on the receptors could relate to the dipole
moment, p, of the solvent, for example, or Dimroth’s and
Reichardt’s E-(30)***" or Kosower's Z values”* which are
alternative measures of solvent polarity. Potential contributions
from hydrophobic and/or dispersive interactions between the
two bis(cyclopeptide) subunits in their anion complexes®'
could also be related to these parameters. Information about
solvation effects may alternatively be derived from the
descriptors that characterize the hydrogen-bond donor and
acceptor strengths of the solvents, for example, the Kamlet—
Taft parameters, 7%, describing polarity/polarizability; a,
describing the hydrogen-bond donation ability; and f,
describing the hydrogen-bond acceptance ability.”*? In
addition, energies of transfer of the anion from water to an
organic solvent could be correlated with anion solvation in the
respective medium.’®

Besides direct host—guest interactions and solvent reorgan-
ization during complex formation, also the extent of ion pairing
in the different solvents could affect the complex stability. This
effect should be small, however, on account of the relatively
small effects associated with changing the counterion in the
titrations from tetramethyl- to tetrabutylammonium ions
(Tables S3—S8). Experimental evidence that tetramethylam-
monium iodide is practically not ion-paired in DMSO or
methanol and only weakly in acetonitrile has recently been
published.”” Difficult to estimate are the effects of the solvent
on the conformation of the receptors before complex formation
and, hence, the energetic contributions associated with the
conformational reorganization of the receptor from the initial
to the complexed state.

Focusing first on the solvent dependence of iodide solvation,
one would intuitively expect that desolvating iodide is easier in
the organic solvents than in water. Indeed, transferring iodide
from water to any of the investigated organic solvents is
associated with positive Gibbs free energies of transfer AG,. A
more facile anion desolvation could thus explain the higher
stability of the iodide complex of 1 in acetonitrile and methanol
with respect to water. If iodide desolvation is the only factor
governing complex stability, the complex stability in DMSO
should also be high, however, which is not the case. This result
suggests that one or more competing factors exist that cause
complex stability to be unexpectedly low in this solvent.

To decide which additional parameter(s) could explain the
observed trends, we tried to establish a correlation by
multiparametric analysis in the form AG = gAG, + aA + -
that quantitatively describes the dependence of the exper-
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imental free binding energies AG on AG,, in combination with
one or more of the solvent parameters in Table 3 or related
ones available in the literature.”® The only tested parameter that
afforded a statistically reasonably relevant relationship (R* =
0.9882) was a, which describes the hydrogen-bond donation
ability of the medium. Combining & with further parameters
did not significantly improve the fit. The equation resulting
from the analysis, namely, AG = —1.52AG, — 21.6la, is
consistent with the expected dependence of AG on AG,: large
positive AG,, values that signify an easier anion desolvation
with respect to water cause the complex stability to increase.
The additional dependence of AG on a somewhat counter-
intuitively suggests that solvents, which are good hydrogen-
bond donors (higher ), also have a beneficial effect on the
complex stability. It is important to note that this correlation
extends to the solvent dependence of iodide and sulfate
complexation in water/acetonitrile and water/methanol
mixtures (vide infra).

We associate the dependence of AG on a to the solvent
reorganization at the binding site of 1 during complex
formation. In water, the concave binding sites of each
cyclopeptide moiety of 1 can be expected to be solvated by
water molecules before the complex formation. The arrange-
ment of these water molecules could resemble the one found in
the crystal structure of the trihydrate of the parent cyclopeptide
6 (Figure 2).” Each of the three water molecules in this crystal

Figure 2. Arrangement of the bound water molecules in the crystal
structure of the trihydrate of 6 shown as a space-filling model (left)
and in a schematic fashion (right).w

structure binds to an NH group of the peptide with its oxygen
atom and further engages with one proton in a hydrogen bond
to the oxygen atom of the neighboring water molecule. No
hydrogen bonds are formed to the ring nitrogen atoms of 6.
Thus, a cyclic array of three water molecules results, in which
three protons, oriented close to the alkyl chains of the proline
rings, remain vacant. In solution, the inability of water
molecules to saturate their hydrogen-bonding interactions in
the cavity between the cyclopeptide rings of 1 possibly extends
to other water molecules surrounding the apolar regions of the
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Figure 3. Dependence of the Gibbs free energies of formation of the sulfate (a) and iodide (b) complexes of bis(cyclopeptides) 1 on solvent
composition (water/methanol, black; water/acetonitrile, red; water/DMSO, blue).

proline rings remote from the actual binding site. Hydration of
the cyclopeptide thus likely creates a cluster of water molecules
within the receptor cavity, of which some cannot satisfy their
donor sites. The release of these water molecules upon complex
formation thus allows vacant hydrogen-bond donors to find
binding partners again, resulting in an entropic and presumably
enthalpic gain.

The dependence of AG on «a could thus be associated with
the extent to which the hydrophobic effect contributes to the
stability of the iodide complex of 1 in the different solvents: the
energetic situation created by receptor hydration is particularly
unfavorable in water, as hydrogen-bond donors remain vacant
on water molecules that tend to engage in interactions with
other water molecules. Receptor desolvation is therefore
thermodynamically beneficial. In solvents with smaller a values
than water, vacant hydrogen-bond donor sites created during
the receptor solvation pose less of a thermodynamic
disadvantage until this disadvantage fully disappears in
DMSO, whose a is zero. Favorable thermodynamic contribu-
tions of solvent reorganization during iodide complexation by 1
thus become smaller in the order water > methanol >
acetonitrile > DMSO. Conversely, DMSO is the strongest
hydrogen-bond acceptor of the four solvents studied (f =
0.76). DMSO molecules should therefore engage in pro-
nounced interactions with the NH groups of 1, rendering
receptor desolvation difficult. Considering that iodide desolva-
tion is also enthalpically more difficult in DMSO than in water
(Table 3), an effect usually explained by soft—soft inter-
actions,”™® the low iodide affinity of 1 (and the
endothermicity of complex formation) in DMSO could be
rationalized by the enthalpically unfavorable receptor and anion
desolvation combined with the lack of hydrophobic effects.

On the basis of the above considerations, the thermody-
namics of iodide binding in acetonitrile and methanol can also
be understood. Both solvents are less polar (lower 7*) than
water or DMSO, and the direct anion—receptor interactions
should therefore be intrinsically stronger. The desolvation of
iodide anions in acetonitrile is costly in enthalpy similarly to
that in DMSO. However, receptor desolvation should be
significantly more facile because acetonitrile is the weakest
hydrogen-bond acceptor (lowest f) among the solvents
studied. Strong interactions of iodide with 1 combined with a
facile receptor desolvation and the absence of pronounced
hydrophobic effects could therefore account for the high
negative binding enthalpy and unfavorable binding entropy
associated with iodide binding in acetonitrile. The enthalpic
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disadvantage of iodide desolvation in methanol is smaller than
that in acetonitrile, but the receptor should be more strongly
solvated (larger f3). These opposing effects in combination with
a certain extent of hydrophobic effects upon complex formation
are probably responsible for the similar iodide affinities of 1 in
methanol and acetonitrile.

Anion Affinity in Solvent Mixtures. Information about
the influence of the gradual change of solvent composition on
the complex formation was obtained by quantifying the anion
affinity of 1 in different solvent mixtures. We previously
investigated the iodide and sulfate affinity of 1 in water/
methanol with the water content ranging from 95 to 20 vol
9.”'° This range of solvent composition has now been
extended from 100% water to 100% methanol. In addition,
we also followed anion binding in water/acetonitrile and water/
DMSO. The anions were mostly used as their sodium salts, and
we only had to resort to other salts in solvents with a high
organic content due to solubility reasons.

In the case of sodium iodide, anion affinity could be
evaluated down to 10 vol % of water in water/methanol and 20
vol % of water in water/acetonitrile. For the measurements in
mixtures with respective lower water contents and in pure
organic solvents, tetramethylammonium iodide was used. The
comparison of iodide binding in the solvent mixtures at which
the transition from the sodium to the tetramethylammonium
ion was made indicated that the cation has no marked influence
on the thermodynamics of binding. This counterion effect on
anion binding was also checked in pure organic solvents using
tetramethylammonium and tetrabutylammonium iodide as
guest salts. A pronounced effect of the cation on anion affinity
could be detected in none of these measurements, rendering
the influence of ion pairing on anion binding unlikely. Iodide
binding turned out to be almost athermic in water/DMSO
mixtures, thus allowing a reliable determination of complex
stability only in the mixture with 70 vol % water and in DMSO.

Sodium sulfate was insufficiently soluble for the measure-
ments if the solvent mixtures contained less than 30% of water.
Because also the use of tetramethylammonium sulfate does not
significantly extend the accessible solvent range, we restricted
the evaluation of sulfate affinity to solvents containing between
100 and 30 vol % of water in methanol or acetonitrile. The
water content could be decreased to only 40 vol % with DMSO
as the cosolvent.

The results of the measurements are summarized in Tables
$3—S8 and Figure 3, showing the observed trends of sulfate and
iodide affinity in a graphical fashion. The water contents of the
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solvent mixtures in the respective graphs are specified in mole
percent to facilitate comparison of the observed trends with
solvent parameters, which are usually reported on the same
scale.

Figure 3a shows that sulfate affinity of 1 steeply increases
with decreasing water content of the solvent. The most
pronounced effect is observed with DMSO as a cosolvent,
presumably because water/DMSO is a particularly unfavorable
environment for doubly charged anions as reflected in the
substantial Gibbs free energies required for transferring sulfate
anions from water to water/DMSO (Figure S13a).’”’
Desolvating the sulfate anions in water/DMSO therefore
becomes progressively easier as the DMSO content rises, an
effect that causes the overall AG of binding to become more
negative in the same direction. The solvent dependence of the
Gibbs free energies of transferring sulfate anions from water to
methanol is less pronounced (Figure S13a),”® which could
explain why increasing the methanol content improves complex
stability to a smaller extent than increasing the DMSO content.
Transfer energies for sulfate anions to water/acetonitrile
mixtures are, unfortunately, not available.

The affinity of 1 for the weakly coordinating iodide anion is
mediated by solvent composition in a much subtler fashion
than sulfate affinity. Figure 3b shows that a small amount of
methanol or acetonitrile causes an initial noticeable improve-
ment of affinity, which subsequently only gradually increases
between 10 and ca. 60 mol % of the organic component. Only
further decreasing the water content causes a more pronounced
rise in complex stability. Thus, the almost linear dependence of
iodide affinity on solvent composition we observed in our
previous study in water/methanol between $ vol % (2.3 mol %)
and 80 vol % (64 mol %)*'® does not extend into the regions
with a higher or lower content of the organic solvent. The
observed trends of complex stability in water/methanol and
water/acetonitrile cannot be explained by only considering
anion desolvation because iodide transfer energies gradually
increase with decreasing water content in both solvent mixtures
without exhibiting a steeper increase in the high-water-content
region or the plateau in the midway region (Figure S13b). The
plateau region, in particular, again suggests the existence of a
compensating factor that counteracts the positive effect of
anion desolvation on complex stability.

The shape of the curve describing the hydrogen-bond
donation ability of water/acetonitrile mixtures, which resembles
the red curve in Figure 3b and was associated with
microheterogeneity in different regions of the mixtures (Figure
$14),* indicates that a could be responsible in this case, too.
We therefore performed multiparametric analyses to assess
whether the above-derived correlation also holds for the solvent
mixtures. To this end, the red curve in Figure 3b was first fitted
to a fourth degree polynomial (Figure S15). Subsequently, AG
values were calculated at the mole percent solvent composi-
tions, for which AG,, and « for water/acetonitrile mixtures are
available. These values were then used for the fitting analysis.
The same procedure was used to correlate the solvent
dependence of iodide affinity of 1 in water/methanol and
that of sulfate affinity in the solvent mixtures for which AG,
values are available. Table 4 summarizes coefficients g and a
obtained after fitting. The goodness of the correlations is
depicted graphically in Figure 4.

Table 4 illustrates that every analysis afforded characteristic
combinations of the coefficients a and g. Considering that the
analyses were performed for a wide range of solvent
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Table 4. Coeflicients g and a of the Equation AG = gAG,, +

a

aa.

solvents anion g a R?
water/acetonitrile iodide -1.38 —18.19 0.9978
water/methanol iodide -1.75 -23.07 0.9949
water/methanol sulfate —-1.04 -17.05 0.9999
water/DMSO sulfate —-0.62 —19.81 0.9899
pure solvents” iodide -1.52 —21.61 0.9882

“Correlation of the dependence of the Gibbs free energies of iodide
and sulfate binding to 1 with the transfer energies AG, of the
respective ion from water to a solvent mixture and the corresponding
hydrogen-bond donation ability @ of this mixture. “Coefficients
obtained when correlating iodide affinity to AG, and @ in water,
methanol, acetonitrile, and DMSO.
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Figure 4. Correlation of the experimental AG values with the ones
calculated on the basis of the regression analyses; iodide binding in
water/methanol (black), sulfate binding in water/methanol (red),
iodide binding in water/acetonitrile (blue), sulfate binding in water/
DMSO (green), and iodide binding in the pure solvents (orange).

compositions and different anions, the respective coefficients
are surprisingly similar, with g ranging between —0.62 and
—1.75 (average —1.26 + 0.44) and a between —17.05 and
—23.07 (average —19.94 + 245). Interestingly, using the
averages of a and g allowed predicting the solvent dependence
of iodide affinity in water/DMSO, and the curve thus obtained
well reproduces the anion affinity of 1 observed in 70 vol %
water/DMSO (Figure S16). Furthermore, Figure 4 indicates
that the AG values calculated on the basis of the individual
correlations reasonably well describe the experimental ones
although deviations are certainly evident. Altogether, these
results therefore support the assumption that AG,, which is
related to anion desolvation, and @, a solvent descriptor that we
expect to relate to the solvent reorganization at the binding site
of the receptor upon complex formation, are very likely the
major factors influencing the solvent dependence of the anion
binding of 1. Other factors likely play an additional but
presumably less decisive role.

We also tested whether this correlation extents to the
individual enthalpic and entropic contributions to binding
strength. Figure 5 summarizes how the enthalpies and entropies
of iodide and sulfate binding by 1 vary with solvent
composition.

The graphs in Figure S show that the enthalpies and
entropies of anion complexation vary with solvent composition
in a relatively complex fashion. Enthalpy typically becomes
more favorable when increasing the amount of the organic
component in the high-water-content region of the solvent
mixtures. The curves then go through a minimum, after which a
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bis(cyclopeptide) 1 on the solvent composition (water/methanol, black; water/acetonitrile, red; water/DMSO, blue).

further increase in the amount of the organic solvent causes the
favorable contribution of binding enthalpy to become smaller
again. This behavior, which has previously been observed for
water/methanol,”'® clearly extends to water/acetonitrile. The
difference is that the local minimum of binding enthalpy is
located at ca. 70 mol % of water in water/methanol,
independent of the anion, whereas it is located at 90 mol %
in water/acetonitrile. Binding is enthalpically less favorable in
mixtures in which the organic component predominates than in
mixtures with a higher water content. In water/acetonitrile, the
enthalpic contribution to iodide binding between 40 and 20
mol % of water is in fact almost zero, which renders a reliable
quantification of binding affinity difficult in this region. Once
the organic component exceeds 80 mol %, there is another
pronounced change in the thermodynamics of binding
associated with a strong improvement of binding enthalpy so
that iodide binding in methanol and acetonitrile eventually ends
up to be enthalpically strongly favored in the pure organic
solvents.

The solvent dependence of binding entropy mostly mirrors
that of binding enthalpy: favorable contributions of binding
enthalpy are usually associated with less favorable contributions
of binding entropy. Importantly, entropy is generally positive
with the only exception of iodide binding in water/acetonitrile
mixtures with a high acetonitrile content. The only system that
does not exhibit enthalpy/entropy compensation is the sulfate
complex of 1 in water/DMSO, where the increase of the
organic component in the solvent causes enthalpy and entropy
to become more favorable. The cause for this effect is currently
not clear.

Understanding the solvent dependence of the individual
thermodynamic contributions to anion binding of 1 turned out
to be more difficult than understanding the trends of the overall
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affinity in terms of AG. Correlating, for example, AH with AH,,
and a provided no satisfactory solution. A qualitative
comparison of the solvent dependence of the enthalpy of
iodide binding with the solvent dependence of several reported
solvent properties revealed, however, an interesting parallel,
namely, with the parameter describing the preferential solvation
of iodide anions in water/methanol and water/acetonitrile
mixtures. This parameter has been determined using the inverse
Kirkwood—Buff integral approach® and is reported in terms of
Oxys or Oxxyw, where negative dxyg or positive dxy,y values
indicate the preferential solvation of an anion X~ by water over
the solvation by the organic solvent. Values of Jxyg are
reported for the solvation of iodide anions in water/methanol
and water/acetonitrile.’® Their solvent dependences are
shown in Figure 6 along with the dependence of the enthalpy
of iodide binding of 1 in the respective solvent.

Although the match is certainly not perfect, the similarities of
the graphs describing the changes of dxy s and AH with solvent
composition are striking. The courses of the graphs indicate
that binding enthalpy is particularly unfavorable in regions of
solvent composition in which the iodide ion is mostly
surrounded by water molecules and enthalpy benefits from a
less pronounced water solvation. These trends can be
rationalized by assuming that changing a thermodynamically
favored state of ion solvation, for example, the preferential
solvation of an anion by water molecules, is enthalpically costly.
This explanation extends to entropy as a pronounced
preferential solvation by water is likely entropically unfavorable,
rendering the entropic contribution of anion desolvation upon
complex formation beneficial.

If the local environment of the anion indeed affects complex
formation to a significant extent, we wondered whether we
could also quantitatively correlate binding enthalpy and the
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(b) on solvent composition. More negative values indicate preferred
solvation by water. The graphs also show the solvent dependence of
the enthalpy of iodide binding by 1 for comparison.

preferential solvation parameter, dxy. Because the graphs in
Figure 6 indicate that dxxg cannot be the only parameter
responsible for the solvent dependence of AH, we attempted to
also consider the preferential solvation of the receptor in this
correlation. No quantitative information in this respect is
available, but the solvatochromic behaviors of Reichardt’s
dye”™ and other dyes** have been frequently associated with a
preferential solvation of organic molecules. We therefore used
the equation AH = d dxxs + eE1(30) for the multiparametric
analysis. No satisfactory solution could be found when trying to
correlate the course of AH in the full range of solvent
compositions, maybe because E1(30) fails to describe receptor
solvation under certain conditions. However, excluding the
enthalpies of binding in the pure solvents did afford a
reasonable fit, which showed that the preferential solvation of
the binding partners likely controls the enthalpy of binding to
some extent (Figure S17). We therefore conclude that the
characteristic distribution of different solvent molecules in the
solvation shells of solutes cannot be neglected when trying to
understand their behavior in mixtures of solvents.

B CONCLUSIONS

One important outcome of the work presented here is that
bis(cyclopeptides) 1 and 2 bind anions not only in aqueous
mixtures of organic solvents but also in water. In this highly
competitive environment, the weakly coordinating iodide anion
is slightly better bound than the strongly coordinating sulfate
anion, indicating that anion desolvation competes with complex
formation to a larger extent in water than in solvent mixtures.
However, sulfate affinity of the bis(cyclopeptides) in water is
still substantial and much higher than that of other recently
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described receptors, which do not rely on electrostatic or
coordinative interactions for anion binding.

The ability of the bis(cyclopeptides) to overcome sulfate
hydration is attributed to the special nature of their binding
sites, featuring a cavity lined by apolar regions of the proline
units and the NH groups of the peptide bonds. Anion
complexation thus combines contributions from the release of
water molecules from this concave space™ with N—H--A~
interactions. These hydrogen-bonding interactions are suffi-
ciently hard and strong to induce affinity for strongly
coordinating anions. The bis(cyclopeptides) therefore seem
to occupy a position with respect to anion affinity in water
between the glycoluril-derived receptors and charged or metal-
containing ones, the latter of which typically bind with a higher
affinity to strongly coordinating anions.

The second outcome of this work is that at the first sight
rather complex anion-binding properties of 1 and 2 in different
solvents and solvent mixtures, for example, the unexpected low
iodide affinity of 1 in DMSO, can be understood and even
quantitatively described by considering well-known solvent
parameters relating to, for example, anion and receptor
solvation. Correlating anion affinity with these parameters can
provide information at a molecular level about factors that
affect complex formation. The fact that the structural
complexity of solvent mixtures, which also include aspects
such as microheterogeneity or preferential solvation, has a
profound effect on the thermodynamics of interactions in a
host—guest system is not surprising but often not easy to
rationalize. Our results suggest that the understanding of these
effects, particularly in solvent mixtures frequently used in
binding studies, could benefit from the parameters that have
been introduced in the past to describe solvent effects or
solvation phenomena.
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2.4 Zusammenfassung

Die Synthesen deBCP1 wurden im Vergleich zu der in meiner Diplomarbeit
verwendeten Methode verbessert. Durch Verdnderendsdlation konntd8CP1 auf3erdem
in einer Form erhalten werden, die eine Charakéeusg der Anionenaffinitdt auch in
Wasser gestattet. Durch Einfihrung einer zusaeticBolubilisierenden Gruppe in die
aromatische Einheit des Linkers wurde aul3erd®@P2 erhalten, das in bis zu 1Qvm
Konzentrationen in Wasser l6slich ist.

Initiale Bindungsstudien konzentrierten sich zdnsicauf die Charakterisierung der
Anionenaffinitat vonBCP1 in Wasser/Methanol-Gemischen und auf die Anionemnd
SO”. Hierbei zeigte sich, dass in einem Bereich vonVaBs bis zu 90 Vol%
Wasser/Methanol die Stabilitaten des lodid- bzwifeéSkomplexes vorBCP1 fast linear von
der L6sungsmittelzusammensetzung abhéangt. Daba@eisfnstieg der Komplexstabilitat mit
sinkendem Wasseranteil beim Sulfatkomplex wesdngié3er als beim lodidkomplex. In ca.
90 Vol% Wasser/Methanol sind beide Komplexe glesitabil und in Gemischen mit hoherem
Wasseranteil wird der lodidkomplex stabiler als dgulfatkomplex. Die Inversion der
Anionenselektivitat vorBCP1 in Losungsmitteln mit hohem Wassergehalt zugunskes
weniger stark koordinierenden Anions wurde auf eélesseniger effiziente Solvatisierung in

Wasser zurtickgeflhrt.

Da die relativ komplexe Abhangigkeit der Komplddbngsenthalpie und -entropie
von der Ldsungsmittelzusammensetzung nicht im Detaistanden wurde, wurden die
Untersuchungen auf reine organische L&sungsmittal WwVasser/Acetonitril- und
Wasser/DMSO-Gemische ausgeweitet. Hierbei zeigth, slass die Komplexstabilitdt der
lodid- und Sulfatkomplexe voBCP1 in diesen Lésungsmitteln im Wesentlichen von der
Solvatation der Anionen kontrolliert wird (je leteln die Anionen desolvatisiert werden, desto
hoher ist die Komplexstabilitat) und der H-Brickeanoraciditata des Losungsmittels. Die
Abhangigkeit der Komplexstabilitdt vom wurde mit dem Beitrag, den der HE zur
Komplexbildung beisteuert, korreliert. Diese Ergseba unterstitzen daher die Resultate
vorangegangener Arbeiten, die auf die Bedeutungdmyebber Wechselwirkungen zwischen
den Prolinringen der BCPs bei der Bildung ihrerokinkomplexes hinwiesé!

Auch in Wasser/Acetonitril und Wasser/DMSO wurdeeerecht komplexe, nicht-
lineare  Abhangigkeit der Komplexbildungsenthalpie ndu -entropie von der

Losungsmittelzusammensetzung gefunden. Eine matisstma Korrelation dieser
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Abhangigkeit mit Losungsmittelparametern ist niddz#w. nur ansatzweise gelungen. Der
Vergleich des Kurvenverlaufs mit einem Parameter, dle bevorzugte Solvatisierung von
lodidanionen in Wasser/Methanol- bzw. Wasser/AcgtbGemischen beschreibt, lieferte
aber Hinweise darauf, dass die bevorzugte Soleatagines Anions durch eine der
Losungsmittelkomponenten die Thermodynamik seinedihg anBCP1 beeinflusst. Das
entscheidende Ergebnis ist, dass strukturelle Reaemmder LAsungen von Salzen in
Losungsmittelgemischen  Einfluisse auf Bindungsprezesausiuben kdnnen und
Losungsmittelgemische nicht als homogene Lésungetnathtet werden sollten, die nur
durch ihre Polaritat charakterisiert sind. Diesgéide werden bei Bindungsstudien, welche
oft in Losungsmittelgemischen durchgefiihrt werdeglfach vernachlassigt.

Schlie3lich konnte die Affinitat der BCPs bezugliwerschiedener Anionen in
Wasser charakterisiert werden. Hierfir wu8€P2 und die Anionen Br, CI, SQ~,
SeQ*, NO;, H,PO, und CIQ~ verwendet. Es zeigte sich, da@CP2 schwach
koordinierende Anionen mit Ausnahme vomicht bindet. Die Halogenidaffinitat vasiPC2
korreliert mit der GréRe des Anions und nimmt vadn @ber Bf zu I” zu. Auch SG* wird
von BCP2 trotz des fiir die Desolvatation von $O0bendtigten hohen Energiebetrags mit
substantieller Affinitdt gebunden. Dies wurde aufrlse N-H"A-Wechselwirkungen
zuruckgefuhrt, die fur die Komplexbildung mitverawttlich sind.BCP2 nimmt daher eine
Sonderstellung unter bekannten Anionenrezeptoréiasser ein. Wahrend positiv geladene
Rezeptoren oder solche mit Metallzentren bevorangitark koordinierende Anionen binden,
besitzen solche die weiche C-A -Wechselwirkungen ausnutzen, zum Beispiel Bamblgsuri
und Biotinurile, eine hdhere Affinitat fir schwakbordinierende chaotrope Anionen (GIO
SCN). Mit der Kombination aus hydrophoben Wechselwng@n und N-HA™-
Wechselwirkungen gelingt mit dem neutraB@P1 bzw. BCP2 nicht nur die Bindung des
schwach koordinierenden lodidanions, sondern au@h wbn SQ°. Dabei ist die
Anionenaffinitat auf die richtige Balance zwisché&drof3e des Anions (also dessen
Passgenauigkeit in dem zur Verfigung stehendenrélail), der Starke der Rezeptor-Anion-
Wechselwirkung sowie energetischen Beitragen vonornund Rezeptordesolvatation
abhangig. Die BCPs kommen daher sowohl in strukéurinsicht als auch in Bezug auf die
zugrundeliegenden Prinzipien der Anionenbindungitiahen Systemen, wie dem SBP, am

nachsten.
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3 Cyclopeptide zur Immobilisierung auf Gold

3.1 Kenntnisstand

3.1.1 Sensoren und Sonden

Wenn die in den vorigen Kapiteln beschriebeneropgptidbasierten Rezeptoren
nicht nur in der Grundlagenforschung, sondern anater Anwendung (wie beispielsweise
der Uberwachung der Trinkwasserqualitat, welchensten Auflagen unterliedtf zum
Einsatz kommen sollen, sind in erster Linie anagte Anwendungen sinnvoll, bei denen die
CPs, deren Synthese und Aufreinigung typischerwaisvandig sind, in nur geringen
Mengen bendtigt werden. Moégliche Anwendungen bdiahaalso den Einsatz von CPs als

Erkennungselemente in chemischen Sensoren und Bsonde

In diesem Zusammenhang ist es zunachst wichtigg Abgrenzung zu treffen, da
manchmal die Begriffe ,chemischer Sensor* und ,clsetme Sonde“ als Synonyme
angesehen werden, was jedoch nicht zutrifft. Semsemd per Definition ,miniaturisierte
analytische Gerate, die Informationen Uber spetifdonen und Verbindungen in komplexen
Proben in Echtzeit und online lieferi® Sie sind somit in der Lage, chemische Spezies zu
unterscheiden. Dies unterscheidet sie von Detektaie dies nicht konnen. Eine Vielzahl
chemischer Sensoren beruhen auf elektrochemischetiholllen, wie beispielsweise die
potentiometrischen Messungen. Chemische Sondergelagend meist optischer Natur und

reagieren auf bestimmte Bedingungen oder Spezigsran Umgebung.

Der Grundaufbau von Sensoren ist in Abbildung 2Zeigt*® Sie enthalten eine
Rezeptoreinheit, die mit einem in der Probe vorkaed passenden Analyten wechselwirken
kann. Dadurch wird ein Signal erzeugt, welches ign&wandler in ein elektrisches Signal
umgewandelt wird. Dieses elektrische Signal karschlre3end als Ausgabesignal in fur die
Auswertung zustandige Peripheriegerate (Computeggspeist werden.

Probe
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Abbildung 27 Schematischer Aufbau eines chemischen Sensors.
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Dagegen fihrt die Wechselwirkung von Sonden mmeriSpezies unmittelbar zu
einem auswertbaren Signal, wie etwa einem Farbuagsctier Losung und zusatzliche

Analysegerate, wie in Abbildung 27 gezeigt, konnegfallen.

3.1.2 Modifizierte Au-Oberflachen fir elektrochemishe Sensoren

Schon seit dem frihen 20igsten Jahrhundert simktrechemische Sensoren
bekannt. Besonders bewahrt haben sie sich bei devidklung von Biosensoren. Unter
einem Biosensor versteht man ein analytisches Geedthes eine biologische Antwort in ein
auswertbares elektrisches Signal umwandelt. Detle éesmmerziell vertriebene Vertreter
dieser Klasse von Sensoren war 1975 ein Glucosaseater von Yellow Springs Instruments
angeboten wurdé”

Von Interesse konnen solche Biosensoren auch leei Wntersuchung von
pathogenen Proben, wie der Detektion des Aviamémita Virus des Typs H5N1 (AlV, auch
als Vogelgrippe bekannt) sein. Dieser Erreger k&efligelbestande bedrohen und unter
Umstanden auch auf den Menschen ubertragen wenddei die Infektion haufig zum Tod
fihrt 854 Ubliche Methoden zur Detektion dieses Virus, wienzBeispiel die Verwendung
der Polymerasekettenreaktion (RT-PER)oder Enzymassays (AC-ELISAJ haben den
Nachteil, dass sie oft kostenintensiv und aufwandigler Durchfihrung sind und dadurch

speziell geschulte Personen notwendig sind.

Um diese Problematik zu umgehen, entwickelte dmip@e um Radecki und
Radecka einen elektrochemischen Genosensor au$ Bamr Au-Elektrode, der das H5N1
Virus detektieren kani”! Das zugrundeliegende Prinzip ist in Schema 9 gezBurch die
Immobilisierung von Einzelstrang-DNA mit der 20 Basbeinhaltenden Sequenz 5°-HS-
(CH.)6-CCT CAA GGA GAG GAG AGA AGA AG-3" auf der Au-Obdéiche, kann
Einzelstrang-DNA mit 20 komplementaren Basen, vigeisi H5N1-Virus vorkommen, mit
einem Detektionslimit bis zu 2.4 x 1M nachgewiesen werden. Der Nachweis erfolgt dabei

auf elektrochemischem Weg in Anwesenheit eines Reddkers in der Probenldsung.

Die ebenfalls auf der Au-Elektrode immobilisiertésMercaptohexan-1-oleinheiten
dienen als Abstandshalter zwischen den jeweiligerNAIEinzelstrangen. Die
Wechselwirkung der komplementaren DNA-Strange \@eéndie Oberflachenladung der
Elektrode und dadurch deren elektrostatische Wéwitkangen mit dem Redoxmarker, was
insgesamt den Elektronentransfer zwischen dem Markd der Au-Elektrode beeinflusst.
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Diese Veréanderung ist mit elektrochemischen Methadietektierbar. Bei DNA-Biosensoren

spricht man auch von Genosensoren.

© © © © © ©
© © © © © ©
HO HO HO HO HO HO HO HO
©
©
Ziel-DNA
S S S S S S S S S S S S
l l l l I l l l l l l I
Au-Elektrode | Au-Elektrode |

Schema 9 Von Radecki und Radecka dargestellter elektroclemaisGenosensor zur Detektion des H5N1-Virus.

Neben den genannten Vorteilen haben diese Senatieetings auch Nachteile. So
konnen auf der Oberflache der modifizierten Au-Eie#te defekte und kleine Locher
(Pinholes) wahrend der Modifikation entsteff8hDurch diese Defekte werden unerwiinschte
Faraday-Strome detektiert, wenn Redoxmarker-Mogkéih die Au-Elektrode gelangen,
wodurch der Gesamtstrom verfalscht wird. Eine Md&houm dieses Problem zu umgehen,
ist, das redoxaktive Zentrum in die Elektrodend&ete zu integrieren. Diese Strategie hat
den zusatzlichen Vorteil, dass kein externer Redoker mehr notwendig ist. Die
Eigenschaften solcher redoxaktiven Schichten hangender Distanz des Redoxzentrums
zur Au-Elektrode, der Struktur der verbriickendenhEit sowie der molekularen Umgebung
des Redoxzentrums &8

Unter diesen Gesichtspunkten haben Radecki undedRad 2008 einen
elektrochemischen Sensor zur Detektion des in lehBosen lebertoxischen Paracetatflol
(Abbildung 28a)) vorgestelft® Hierfur wurde ein Kupfer(ll)-Komplex mit zwei
Dipyrromethenliganden (Abbildung 28b)) in die Oliéche einer mit Dodecanthiolliganden
passivierten Au-Elektrode integriert. Dieser Digynethenligand bindet Paracetamol, was
durch das redoxaktive Kupferzentrum elektrochemidetektiert werden kann. Welche Art
der Wechselwirkung fir die Erkennung von Paracetamib diesem elektrochemischen
Sensor verantwortlich ist, wurde von den Autorechhindher erlautert. Mit diesem System
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war es moglich, ohne aufwandige Probenvorbereiaindgetektionslimit von Paracetamol in
Anwesenheit menschlichen Plasmas von ca. 1.3*wM@au erreichen. Dieses Detektionslimit

ist ausreichend niedrig, um den Wirkstoff zuvergisachweisen zu konnen.

OCqgH33

Abbildung 28 Struktur von a) Paracetamol und b) auf der Au-Etedke immobilisierter Bis(dipyrromethen)-Kupferll)
Komplex.

Kirzlich wurde ebenfalls von Radec&t al. ein auf einem Dipyrromethenderivat
basierender Biosensor fur die Detektion von Antigin des bereits erwadhnten H5N1-Virus
in Hihnerserum entwickef®! Durch entsprechende Modifikation der Au-Elektrdaanten
Antikdrper bis zu einer Verdiinnung des Hithnerserumsl:7 x 16 (in einem Puffersystem)

mit einem Limit von 2.4 pg/mL detektiert werden.

Die gleiche Gruppe konnte mit dem in Schema 1@igézn Aufbau auch das Protein
ABi-10, Wwelches neben anderen #roteinen eine fundamentale Rolle bei der
Alzheimerkrankheit spieff®** in Anwesenheit von menschlichem Plasma in mikremei
bis nanomolaren Mengen detektief¥hAls AB;-so-erkennendes Element dient bei diesem
Sensor eine HiSRAGE-Domane, welche uber einen Kupfer(ll)-Komplewit einem
thiolhaltigen Diethylentriaminpentaessigsauredérigaf der Au-Oberflache des Sensors

verbunden ist.
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Schema 10 Schematisches Prinzip der elektrochemischen Detekbn AG; 0.

Die hier gezeigten Beispiele zeigen, dass elekoische Sensoren hohe
Sensitivitaten und Selektivitaten erreichen konn@maloge elektrochemische Sensoren mit
immobilisierten CPs konnten zur Anionendetektionngesetzt werden, wenn die
Wechselwirkung des CPs mit den Analyten ein messbalektrochemisches Signal induziert.
Fur die Herstellung solcher Elektroden werden nanige Milligramm eines geeigneten CPs

bendtigt.

3.1.3 Modifizierte Au-Nanopartikel fur optische Sorden
Synthese von Au-Nanopartikeln

Seit den ersten Berichten von Fardtfayiiber die ungewdhnlichen Eigenschaften
von kolloidalem Gold vor 160 Jahren wurden diveMdethoden entwickelt, um stabile
Goldnanopartikel (Au-NPs) darzustellen. 1994 wurden Brust und Schiffrin eine
leistungsfahige Synthese kleinets(nm) Au-NPs mit einem durchschnittlichen Durchmeess
von ca. £3 nm etabliert® Hierbei wird in einem Zweiphasengemisch Tetraadddsaure
mit einem Phasentransferkatalysator in die orgaeidehase Uberfiihrt und in Anwesenheit
von Dodecanthiol mit Natriumborhydrid zu alkylthpaissivierten Au-NPs reduziert (Schema

11). Die Thiolliganden schiitzen die Au-NPs vor Aggeration unter anderem wegen der im
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Vergleich zu anderen moglichen passivierenden Idgan wie Aminefi” oder
Phosphané?f!, starken Wechselwirkung von Thiolen mit Goldokizferf®®"®!

N(CgH17)4"Br", NaBH, ﬁz‘s S s;r;
H,O/Toluol l%"‘s g‘"ﬁ
HAuUCl, + HS\/N/ ] > g Suanan
5 3
w78

Schema 11 Synthese von dodecanthiolgeschiitzten Au-NPs rrash 8chiffrin.

Je mehr Gold im Verhaltnis zum immobilisierenddmolliganden eingesetzt wird,
umso groRer werden die erhaltenen Au-NP<u diesem Ergebnis ist 2008 auch die Gruppe
um Scrimin gekommen, die die Methode von Brust-fahi modifizierten®”! Zunachst
werden hierbei im ersten Schritt Au-NPs mit verghsiveise schwach gebundenen
Aminliganden synthetisiert, welche im Anschluss atiureine Austauschreaktion gegen
Thiolliganden ersetzt werden (Schema 12). Der \owéeser Methode ist, dass die
Thiolliganden nach der bereits erfolgten Nanopals§nthese eingefiihrt werden. Dadurch
kénnen auch funktionalisierte Thiole verwendet veerddie in Gegenwart von NaBHhicht
stabil sind. Aul3erdem st leichter eine Synthesen VAu-NPs mit unterschiedlichen
oberflichengebundenen Thiolen mobglich. Scrimin kenrdurch die Variation der
zugegebenen Menge des Amins stabile Au-NPs mit lDonessern im Bereich von
1.9-8.9 nm darstellen und diese dann durch Ligandeaassh mit hydrophilen

Thiolliganden in wasserlosliche Au-NPs Uberfuihren.
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Schema 12 Vorgehensweise der Au-NPs nach Scrimin.

Um Au-NPs im Bereich von 320 nm zu erhalten, dient die 1951 von Turkevich
eingefuhrte Methode, bei der Citrat als reduzieesndeagens und als passivierender Ligand
fungiert!”? Diese Methode wurde 1973 von Frens weiter moeifiz{Schema 13¥¥ Er
zeigte, dass durch Verdnderung der anwesenden Meatyeimcitrat die Durchmesser der
erhaltenen Au-NPs im Bereich von-1I8l7 nm variiert werden kénnen. Dabei steigen die
Durchmesser bei Reduktion der Citratmenge an, wadhrgei groReren Mengen Citrat
kleinere Au-NPs erhalten werden.

9~ 0

% LAY @
HO, 8@ § @g OoH

Natriumcitrat, H,O o5 T
HAuCl, > o0
2.0 0050

Reflux g

HO o ° OH

& 9972 “

Kdte
Schema 13 Angepasste Turkevich-Methode nach Frens zur Ssenttigatgeschitzter Au-NPs.

Durch Wahl der Darstellungsmethode kdnnen alsdzhéage gezielt Au-NPs mit
Durchmessern zwischen 2 und ca. 150 nm hergestetitien. Dabei existieren neben den
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vorgestellten Methoden noch Varianten, zum Beisgiel Methode von Murph{# die in
Einzelfallen Vorteile bieten.

Eigenschaften von Au-Nanopartikeln

Aufgrund ihrer GroRe verhalten sich Au-NPs wedé ®inzelne Goldatome noch
wie metallisches Gold. Ein Beispiel dafur ist, dass (vorausgesetzt sie sind durch stabile
Liganden passiviert) ahnlich wie organische Molekéls einer Losung isoliert, getrocknet
und auch wieder geldst werden konnen. AulRerdenemefgi-NPs, die gréf3er als ca. 3 nm
sind, im UV/Vis-Spektrum eine charakteristische @@&ehenplasmonresonanzbande
(Surface Plasmon Resonance, SPR-Bande) im Bere@nohca. 530 nm. Diese ist auf die
kollektive Schwingung von Oberflachenelektronen de-NPs nach Anregung von Licht
geeigneter Wellenldnge zurickzufuhren. Diese Bamgld umso intensiver, je groéf3er die
Nanopartikel sind und somit je mehr Elektronen an@ingung versetzt werden kdnnen. In
Abbildung 29 sind als Beispiel die UV/Vis-Spektremerschieden grof3er Au-NPs mit
Alkylthiolliganden gezeigt’™ Es ist deutlich zu erkennen, dass die SPR-BanitParékeln
kleiner als 3 nm nahezu verschwindet, wéhrend s¢ droéferen Au-NPs deutlich

ausgepragter ist.
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Abbildung 29 UV/Vis-Spektren von dodecanthiolgeschiitzten Au-NRsverschiedenen Durchmessern des Goldkerns.
Reproduced (adapted) from G. L. Nealon, B. DorRRigGreget, J.-P. Kappler, E. Terazzi, J.-L. Galldsanoscale 2012, 4,
5244-5258 with permission from The Royal Socie@Ghaimistry.
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Charakteristisch fur Au-NPs ist auch die Farbueg ldbsung. Wéahrend kleine Au-
NPs &5 nm) tiefbraun bis schwarz sind, sind gro3ere Igaritkel &5 nm) in Loésung Uber
rot bis zu violett gefarbt, da auch die Lage dasRlonresonanzbande von der Au-NP-Grdl3e

abhangt.

Optische Sonden

Dadurch, dass die SPR-Bande bei grofReren Au-NPsifisant an Intensitat
zunimmt und durch Aggregation einzelner Au-NPsdgperweise zu hoheren Wellenzahlen
verschoben wird, stellen Au-NPs eine interessarasisBfiir die Entwicklung optischer
Sonden dar. Wird durch die Wechselwirkung einesNRs mit einem geeigneten Analyten
die Agglomeration von Au-NPs induziert, kann diewasenheit des Analyten UV/Vis-
spektroskopisch durch bathochrome VerschiebungSi#R-Bande oder sogar mit blof3em

Auge durch Blauverfarbung der Losung nachgewiesenalen.

Kirzlich beschrieb die Gruppe um Bruylants obetiEnmodifizierte Au-NPs, mit
welchen das in menschlichen leukamischen Z&flemermehrt vorkommende Onkoprotein
Mdm2 im nanomolaren Bereich nachgewiesen werden k&ohema 14[3.7] Hierbei werden
zwei verschieden modifizierte Au-NPs kombinierte deweils unterschiedliche Protein-
Aptamere auf der Au-NP-Oberflache tragen mit Birghstellen fir das Onkoprotein Mdm2.

Onkoprotein

=3

Schema 14 Multivalente Aggregation eines Onkoproteins mit-MRs, beschrieben von Bruylants et al. Blaue
Dreiecke = Aptamer p53; griine Halbkreise = Aptanpt4. Reprinted (adapted) with permission from MtoRe H.
Valkenier, T. Doneux, K. Bartik, G. Bruylants, AB&hs. 2016, 1, 929-933. Copyright 2016 Americamiz Society.

Das Zielmolekul fuhrt zu einer Aggregation diegerNPs, welche spektroskopisch

nachgewiesen werden kann (Abbildung 30).
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Abbildung 30 Zeitaufgeldste UV/Vis-Spektren der Mischung ausNBtp53 und Au-NP-p14 in Anwesenheit von Mdm2
(50 nv). Reprinted (adapted) with permission from M. Rgtél. Valkenier, T. Doneux, K. Bartik, G. BruylgnACS Sens.
2016, 1, 929-933. Copyright 2016 American ChenScgiiety.

Bereits 5 min nach der Zugabe von Mdmz2 ist eineakione der Intensitat der SPR-
Bande bei 520 nm zu erkennen, wahrend eine neuerptimnsbande bei 680 nm entsteht.
Diese bathochrome Verschiebung der SPR-Bande ummrb6@eigt die proteininduzierte
Agglomeration der Nanopartikel an. Diese Aggregakonnte auch mittels Transmissions-

elektronenmikroskopie (TEM) nachgewiesen werden.

Analoge optische Sonden auf Basis von Au-NPs wutlmschrieben. Beispiele sind

oberflachenmodifizierte Au-NPs zum Nachweis von Beatl’® Fluorid”™ oder Nitrit®"!

Diese Beispiele belegen, dass die analytinduziegkteNP-Aggregation eine
empfindliche, teils hochselektive und ohne grol3epasativen Aufwand anwendbare
Strategie zur Entwicklung optischer Sonden datstBiie Verwendung der in den vorigen
Kapiteln beschriebenen CPs als Erkennungseinheitanichen Sonden ist mdglich, da die
Anionenbindung dieser CPs mit der Zusammenlageewwejer Cyclopeptidringe verbunden
ist. Entsprechend kann die Wechselwirkung von @iessich auf unterschiedlichen Au-NPs

befinden, zur Nanopartikelaggregation fiihren.

84



3 CYCLOPEPTIDE ZURIMMOBILISIERUNG AUF GOLD

Teil A:Modifikation von Au-Oberflachen mit CPs zur Entwicklung eines

Sensors

3.2 Aufgabenstellung

Das Ziel dieses Teils der Arbeit war es, anionemédnde CPs darzustellen, die auf
einer Goldoberflache, zum Beispiel einer Goldett&r (Au-Elektrode), immobilisiert
werden kdnnen. Unsere Kooperationspartner Profnaldadecka und Prof. Jerzy Radecki
(Olsztyn, Polen) sollten diese Verbindungen miteateer in ihrer Gruppe etablierten Methode
auf Au-Elektroden immobilisiereéfi*® AnschlieBend sollte durch die Kooperationspartner
untersucht werden, ob diese Au-Elektroden einektrelehemischen Nachweis von Anionen

in Wasser erlauben.

Es soliten zwei Strategien verfolgt werden, diesCGRif den Au-Elektroden zu
immobilisieren, um zwei verschiedene elektrochehesdachweismethoden zu realisieren. In

Schema 15 sind beide Ansétze schematisch skizziert.

In der ersten Variante nach Schema 15a) soll énniit einer Alkylkette, die
endstandig eine Thiolfunktion enthalt, verwendetdea. Dieses CP soll als Disulfid auf der
Au-Oberflache immobilisiert werden. Bei Anionenzhgasollten die beiden Cyclopeptidringe
Anionenkomplexe auf der Au-Oberflaiche ausbildere Daraus resultierende Verdnderung
der Oberflaichenladung beeinflusst das Redoxpotenéimes extern zugegebenen

Redoxmarkers, wodurch die Anionenbindung detektientden kann.

Bei der zweiten Variante nach Schema 15b) werdgalopeptideinheiten Uber
Metallkomplexe mit von Dipyrromethen abgeleiteterigdnden auf der Oberflache
immobilisiert. Durch das Metallzentrum besitzt @iesSystem bereits einen redoxaktiven
Reporter, weshalb bei dieser Variante kein exteriRdoxmarker notig ist. Der
Bindungsmodus der Anionen sollte sich ebenfalls #dem in Variante a) unterscheiden, da
sich keine zwei Cyclopeptideinheiten in rAumlichithe befinden und dadurch nicht mit der

Bildung von Sandwichkomplexen zu rechnen ist.
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a)
e o =
+
Au-Elektrode Au-Elektrode
<
Au-Elektrode
b)

n+ n+

IRIPEEINN

Au-Elektrode Au-Elektrode

Schema 15 Schematische Darstellung und Anionenbindungsmeduasa) Immobilisierung eines CP-Disulfids und b)
Immobilisierung eines CPs (ber Koordination an @&ftetallzentrum. Schwarze Linie = Alkyl- bzw. Aryi&e roter
Kreis= Schwefel; griiner Kreis = CP; schwarzer Kreig\nion; blauer Kreis = Dipyrromethen.
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3.3 Ergebnisse und Diskussion

3.3.1 Syntheseplanungen

Als Zielverbindungen in diesem Projekt wurden @igclopeptideCP2 und CP3
(Abbildung 31) gewahlt. Sie sollten auf die in Sclae16 und Schema 17 gezeigte Weise

zuganglich sein.

NH
HN @)
@) N
N
N_-NHO
0]
?10
S
6 O
CP2 CP3

Abbildung 31 Strukturen vorCP2 und CP3.

Das gewlnschteCP2 (Schema 16) sollte durch Cyclisierung eines liagar
Hexapeptids dargestellt werden, das an einer amsrhah Untereinheit einew-
Thiobenzoylalkylkette enthalt. Die in dem Hexapeti verwendende Schutzgruppenchemie
ist hier von entscheidender Bedeutung. Es solltenNaterminalen Ende eine im Sauren
abspaltbare Boc- und an@-terminalen Ende eine durch Pd(0)-Katalyse abspadtb
Allylester-Schutzgruppe verwendet werden. In Komabon mit der endstandigen
Thiobenzoatgruppe in dem Substituenten an der damsrhan Untereinheit, die basisch
abgespaltet werden kann, wird eine orthogonale t3ghuppenchemie erreicht. Das lineare
Hexapeptid sollte durch Kupplung eines in der Adgruppe bekannten Tetrapeptids mit
einem in 4-Position entsprechend substituiertereptid erhalten werden. Durch Kupplung
des in 4-Position substituierten 6-Aminopicolingterivats und Boc-Prolin sollte das
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substituierte Dipeptid unter etablierten Methodeint @nschlieRender Substitution des
Bromids gegen Thiobenzoat dargestellt werden.

9*@
Pt

U
i /|_@ﬁl k©

O)L < COLAll
N" N
H

=N
\ 7/

L = e s Sl

HO.C H COzH AllO,C~ "N~ "COLAll AllO,C”™ "N~ “NHBoc

\

11

Schema 16 Geplante Route fiir die Synthese @i?.
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Das an der Aminfunktion Boc-geschitzte 6-Aminopns@urederivat sollte
ausgehend von dem entsprechenden Diallylestetenhakrden. Dieser Diallylester mit in 4-
Position eingefihrtem Bromdodecanrest sollte deiole Ethersynthese mit Dibromdodecan
und dem zugrundeliegenden Diester erhalten wer@enlLange von 12 Methylengruppen
wurde gewahlt, um nach Immobilisierung deRB2 einen ausreichenden Abstand des CPs zu
den ebenfalls auf der Au-Oberflache zur Passivgringefihrten Alkylthiolen zu erreichen,
damit diese ungehindert mit Anionen wechselwirkednien. Der Diallylester sollte
ausgehend von der kommerziell erhaltlichen Chelgtame dargestellt werden.

Fur die Synthese vo&P3 (Schema 17) kann im Wesentlichen auf eine in der
Gruppe etablierte Syntheserdfitezuriickgegriffen werden, um zu dem Cyclopeptidgrund
gerist zu gelangen. Das bekannte CP mit einer Zhgegen (& 25-Aminoprolineinheit
sollte entschitzt und mit dem von Prof. Wim Dehgkauven, Belgien) zur Verfligung
gestellten Dipyrromethenderivat ZP3 gekuppelt werden.

7\
_ N N

HN
0
O NH
I =

Schema 17 Geplante Synthese vaiP3.
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3.3.2 Synthese von CP2

Zunéchst sollte eine Syntheseroute fir den Pyralistein35 ausgearbeitet werden,
welcher eine Kombination von Boc- und Allylestes &chutzgruppen fur die Amino- bzw.
Carboxylatgruppe enthalt (Schema 18). Diese Schuppgnkombination hatte sich bei der
Synthese anderer Cyclopeptide mit Thiolgruppen iirere Seitenkette bereits bewalitt.
Hierfur wurde zunachst die kommerziell erhaltlicBBelidamsaurdl mit Allylalkohol im
Sauren zweifach verestéil AnschlieRend wurde31 im Sinne einer Williamson-
Ethersynthese unter basischen Bedingungen zu dénrPwsition ethersubstituierten Derivat
33in 80 % Ausbeute umgeset#.

O OH
p-Tos-OH, Br/\%Br 32,
| All-OH, Benzol‘ | = K,COg3, Aceton

—
HOOC™ "N” "COOH  19h,Reflux  All0,C” "N” "COAI 154 25°C

86 %
11 ° 31 80 %
O/\MigBr
1) Ethylchlorformiat, NMM,
DMF/THF, 50 min, 0 °C | N
2) NaN3, DMF/THF, AIOC” N COAl
2h,0°C 2 2
3) 'BuOH, Toluol, 33
17 h, Reflux
\/
O/\MIEBr N\ O/M;;Br
a) 1N NaOH,
| N | N 1,4-Dioxan
> ~—] — =
AllO,C~ "N~ “NHBoc AllO,C~ N~ "COOH 22 h,25°C
35 b) 34 59 %

'BuOH, DPPA, DIEA,
1,4-Dioxan, 2.5 h, 80 °C
nicht sauber

Schema 18 Syntheseroute fiir das Pyridinderiaa.

Die anschlieRende einseitige Verseifung4dwelang nur in moderater Ausbeute und
lieferte kein sauberes Produkt, weshalb mdglichemvdie folgende Umsetzung 3% nicht
zufriedenstellend realisiert werden konnte. Auf dgtandardweg (Weg &3% konnte das
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gewulnschte Produkt nicht isoliert werden. Einerafigve Methode, bei deB4 in einem
Eintopfverfahren mit Diphenylphosphorylazid (DPRAhgesetzt wurde, welches gleichzeitig
als Reagenz zur Generierung des gemischten Anlsydr@ht als auch als Azidquelle (Weg
b)), lieferte nur geringe Mengen verunreinigtes Produkt

Aufgrund dieser Schwierigkeiten wurde das Analo88rsynthetisiert, das anstelle
des Allylesters eine Ethylestergruppe enthélt. We&wendung des Ethylesters &ndert das
Prinzip der fur den Aufbau des CPs notwendigen &dnuppenchemie nicht, da Ethylester
und Boc-Schutzgruppen ebenfalls unabhangig vonderaabgespaltet werden kdnnen. Es
muss aber darauf geachtet werden, dass die s@epialtung eines Ethylesters im Basischen
in Gegenwart einer im selben Molekull vorhandenew@dnzoatgruppe nicht maglich ist, die
Spaltung eines Allylesters unter Pd(0)-Katalyser atherchaus. Daher kann bei diesem
Verfahren die Thiobenzoatgruppe erst ganz am Ead&yhthese eingefuhrt werden.

Bei der neuen Synthese wurde mit dem bereits ipit&la2.2.2 beschriebenen
Diethylester der Chelidamsautg begonnen (Schema 19). Dieser wurde in einer \Wiian-
Ethersynthese miB2 zu 36 in 80 % Ausbeute umgesetzt. Die anschlieRendeeitges
Verseifung mit KOH in Ethanol verlief in hohen Awslien und lieferte87 als sauberes
Produkt®™ Die anschlieRende Umsetzung mit Ethylchlorformiddatriumazid und
nachfolgender Curtius-Umlagerung in Anwesenheitsefeiedener Alkohole lieferte die
gewtnschten Produkt&8 und 39, welche beide als Pyridinbausteine fir die Syrghess
CP2 in Frage kommen. Bei Verwendung vdart-Butanol wurde der Boc-geschitzte
Pyridinbausteir88 in 31 % Ausbeute und bei Verwendung von Benzylathavurde das Z-
geschutzte DerivaB9 in 62 % Ausbeute erhalten. Da die Ausbeute $8moppelt so hoch
ausfiel wie die von38, wurde in den folgenden Schritten das Z-geschibxevat 39

weiterverwendet.
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OH Br/\%Br 32,

ﬁ K,CO3, Aceton
_

O/\M/\Br 1) 1 Aqu. KOH,
10 EtOH
N 3h,25°C

=

N COEt  2)H,0/HCI

36 84 %
EtO,C

1) Ethylchlorformiat, NMM,
DMF/THF, 35 min, 0 °C
2) NaN3, DMF/THF, 3 h, 0 °C

EtO,C N CO,Et 14 d, 25 °C EtO,C
12 80 %
RN
10
0
_ <
EtO,C N NHBoc

N

3) 'BUOH, Toluol, 3.5 h,
Reflux
31 %

1) Ethylchlorformiat, NMM,
DMF/THF, 45 min, 0 °C
2) NaN3z, DMF/THF, 1.5 h, 0 °C

10
N
® <

EtO,C N NHZ
39

Schema 19 Synthese des PyrdinbausteB&bzw.39.

Verbindung39 wurde unter Standardbedingungenlsgifierminus entschitzt und mit
Boc.-Prolin 16 sowie PyCloP als Kupplungsreagenz zu dem Dipefftigekuppelt (Schema

20).

o N e

3) BnOH, Toluol, 15 h,
Reflux
62 %

10 Br 1) Hz, 10 % Pd/C, 1 N HCI, Q

CH,CI,/EtOH, 18 h, 25 °C

® 8 0,
— NS
E0,c~ “N” “NHz 2 PYCloP, DIEA, CHyCl,, O)LH N
N\
16 QCOOH Boc
39 Boc 40
7d,25°C
82 %

Schema 20 Darstellung des Dipeptid40.
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Um zu CP2 zu gelangen, musste zusatzlich der unsubstituiesteapeptidbaustein
46 dargestellt werden. Daflr war das in Schema 2Z%igez Dipeptid43 nétig, welches
ausgehend von kommerziell erhaltlicher 6-Aminopisdure41 erhalten wurde. Hierzu
wurde der Methylested2 synthetisiert und dieser anschlieBend unter Stdkdpplungs-
bedingungen miL6 in quantitativer Ausbeute zum Dipept8 gekuppelf®"

PyCloP, DIEA,
CH,Cl,,

16 <_>‘COOH

N

N H,S0,, MeOH B Boc
- - _

HOOC N NH, 75 h, Reflux MeO,C™ N NH, 8d, 25 °C

0 0
a1 65 % 42 99 %

Schema 21 Synthese des Dipeptid3.

Ein Aquivalent von43 wurde unter Ublichen Bedingungen zu dédterminal
entschitzten Dipeptid4 und ein weiteres Aquivalent zu dem Dipeptlentschiitzt (Schema
22). Die teilgeschutzten Dipeptidet und 45 wurden dann in sehr guter Ausbeute zu dem
Tetrapeptidt6 gekuppelt®™ Dieses wurde daraufhin aaTerminus zud7 entschiitzt und mit
dem amC-Terminus entschitzten Dipept#B mit TBTU als Kupplungsreagenz in 81 %

Ausbeute zu dem linearen Hexapept@kettenverlangerf™!
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e 2HCI

1 N NaOH, 1,4-Dioxan

2h,0-5°C

o) =
o
» H N CO,Me —
NH
44

o) =
= | ]
N N CO,Me
\N H
Boc
43

2h,25°C

o) =
. X |
N N COOH
H
N\
Boc
45

o/\%Br i
. P _ PyCloP, DIEA,
| o) | OMe CH,Cl,
O)LN SN o,k [N -
2 1d,25°C
N H N H 0
Boc Boc -2 97 %
40 46 (tiber alle Stufen)
1 N NaOH, 4 N HCIl/
1,4-Dioxan 1,4-Dioxan
2h,25°C 2h,0-5°C
O/\%Br e 3HCI
0 = l O = | OMe
< =
N~ N” >COoH N NN
N, H TR A ' (@) i
Boc H 2
48 47
TBTU,
DIEA, DMF 81 % (uber alle Stufen)
3.5h,25°C
Y
Br/M/\O
10 'e) =
0O = | (j)\ X OMe
~ N N N
N, o~ "2
Boc
49

Schema 22 Synthese des Tetrapeptifsund linearen Hexapeptidt.
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Nun wurde das lineare Hexapep#il amN- und C-Terminus zu50 entschitzt und
unter tblichen Bedingungen mit TBTU cyclisiert (8ofa 23).

1) 1 N NaOH,
Br/\%o o = 1,4-Dioxan
0 A @L - _oMe 2h, 25°C
N N NN 2) 4 N HC
H (@] 1,4-Dioxan
N, o- -2 2h, 0-5°C
Boc
49
B ™o
c4HCI O (# @L « | -OH
LN N” N
NH o~ =2
50
TBTU, DIEA, DMF ‘
i 3 h, 80 °C
o) 0
O, N O N
NH
-~ | = | ’
N N N |
HN + HN 0
o) o) N
N N A
N_—N N.__NH O
o [ o [
0 0
g:lo 10
Br Q
N
N.
N
CP4 CP5
14 % 13 %

Schema 23 Cyclisierung vor#9.
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Wahrend der Aufarbeitung der Reaktionsmischungemipraparativer HPLC stellte
sich heraus, dass neben dem gewtnsc@th noch ein Nebenprodukt in gleicher Menge
entsteht (Abbildung 32). Dieses konnte nach Ismtatind massenspektrometrischer sowie
'H-NMR-spektroskpischer Charakterisierung @IB5 identifiziert werden. Die Entstehung
dieses Produkts ist auf die Substitution des Breniid der Seitenkette vo@P4 durch
Benzotriazol zurtickzufuhren, welches wahrend detli€lgrung als Abbauprodukt aus dem
Kupplungsreagenz TBTU entsteht.

700

mAU WVL:254 nm
600;
500
400;
300
| CP5 CP4
200; t, =22.0 min
| t, = 25.5 min
10&_
o
i Flow: 1,000 miI/min
'100""\""\""I""I""I"“\“‘min
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 34,0
No. | Ret.Time Peak Name Height Area Rel.Area Amount Type
min mAU mAU*min %
1 22,01 145,223 194,111 55,20
2 25,46 114,153 157,550 44,80
Total: 259,375 351,660 100,00

Abbildung 32 HPLC-Chromatogramm (analytisch) der bei der Cyeliahg vorb0 erhaltenen Reaktionsmischung.

Bei Durchfiihrung der Cyclisierung bei 25 °C arlstefon 80 °C wurde nach 11d
Reaktionszeit ebenfalls eine Mischung v@i4 und CP5 isoliert, allerdings in einem
Verhaltnis von 2:1 zugunsten des gewilnschten Bramldie Gesamtausbeute dieser
Cyclisierung betrug jedoch nur 9 %, wahrscheinliail das Edukt bei 25 °C in geringerem
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Umfang Konformationen annimmt, die zum Makrocydiieren und sich dadurch vermehrt
langerkettige Oligomere und Polymere bilden. Danstellt die Reduktion der
Reaktionstemperatur kein praktisches VerfahrerSymthese voicP4 dar.

Es wurde daraufhin versucl@P4 und CP5 durch Reaktion mit Kaliumthioacetat in
das gewtunschte ProdukP6 zu uberfihren (Schema 24).

NH
-~ | = l =~ ) ’z
> N Nas N Na l
HN (@) HN (@)
o) N o) N
N N /\/O
_N NH O N NH O
S o I
0 0
10 10
Br Q
N
N.
N
CP4 CP5
Kaliumthioacetat, DMF
6d,80°C \/
/\
_ (0]
N
/,
)\ N 0
HN
o NH o
N, O/\M;O\SJ\
N
(@]
0]
—N N
H O
CP6

Schema 24 Testreaktionen zur Substitution V6R4 und CP5 zu CP6.
97



3 CYCLOPEPTIDE ZURIMMOBILISIERUNG AUF GOLD

Hierbei wurde gefunden, dass aG$4 das gewlnschte Produkt wie erwartet
entsteht, eine Uberfiihrung v@P5 in CP6 unter diesen Bedingungen aber nicht mdglich ist.
Um die unerwiinschte Bildung vo@P5 zu umgehen, wurde darum die Reihenfolge der
Schritte von dem Hexapept#b zum ProduktCP2 geédndert. Gemall Schema 25 wud8e
zunédchst unter Standardbedingungen &xrlrerminus verseift. Das Produkt wurde
anschlieBend mit Kaliumthiobenzoat unter Bildungn &2 umgesetzt. Dieses wurde im
Sauren amN-Terminus entschitzt und das so gebildete Hexapé&diunter etablierten
Bedingungen cyclisiert. Auf diese Weise war es nobigldas gewinscht€P2 analysenrein
in 5% Ausbeute Uber alle Stufen ausgehend 4®rzu erhalten. Die Ausbeute ist nicht
zufriedenstellend, es muss jedoch bedacht werdass der Substitutionsschritt ebenfalls

einen Einfluss auf die Gesamtausbeute hat.
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| _OMe 1 N NaOH, 1,4-Dioxan

=z
NS o
H 2h,25°C
cqn o
N o~ -2

Boc
49 ~ _
Br/\M;;O
Kaliumthiobenzoat, O = | OH
1,4-Dioxan o) = | ~ ps
~ N N° N
21 h, 25 °C N~ N H o
N o~ -2
Boc
51
O _ —_
s ™o
10 0] = :
o & | @N S OH 4 N HCI/1,4-Dioxan
NS N o
H 2h, 0-5°C
e :
N, o~ 2
Boc
52
O _ —
s ™0
10 0] =
TBTU, DIEA, DMF o | @k < | | -OH
~ N N° N
6h,80°C * 4HCI NN H o
50 NH o~ 2
(Uber alle Stufen) 53
Y
__ 0
N
/,
HN
NH
O o)
N, / OMS
10
o)
—N N
H O
CP2
Schema 25 Synthese vo@P2.
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CP2 wurde im letzten Schritt unter wasserfreien, dme Bedingungen gemali
Schema 26 unter Argonatmosphére zu dem freien Témkchitzt, welches bei der
Aufarbeitung an der Luft direkt zu dem Dim{&@P7), oxidierte (Abbildung 33).

9*@
P

=N
\
CP2
DIEA, MeOH’
Ar,9d, 25°C
73 %
_ O
N
/,
\ N O
HN
0 NH
N, O/MSSH
N
O
O N N
H O
CP7

Schema 26 Entschiitzung vo&P2 zu dem freien ThidCP7.

Auf diese Weise wurdéCP7), in Mengen erhalten, die flir die von unserem
Kooperationspartner geplanten Untersuchungen ahseel Das Material wurde nach Polen
geschickt. Ergebnisse zur Immobilisierung v@@P7), auf Au-Elektroden und deren
Eigenschaften stehen noch aus.
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7 \

N
o NH N

N 0

o N NH

=N o N

\_ /N N _

H O (@]
(CP7),

Abbildung 33 Disulfid (CP7), nach Oxidation voiCP?7.

3.3.3 Synthese von CP3

Um das Ausgangsmaterial fir die Synthese @8 zu erhalten, konnte auf eine
etablierte Syntheseroute zuriickgegriffen werdfemierzu wurde zunachd (Kapitel 3.3.2)
mit dem Prolinderivatl7 und PyCloP als Kupplungsreagenz zu dem Dipepdidn guter
Ausbeute umgesetzt (Schema 27). Das Produkt wumde-&erminus entschitzt und mit am
N-Terminus entschitzte#7 (Kapitel 3.3.2) zum linearen Hexapep&6 in 79 % Ausbeute
umgesetzt.
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PyCloP, DIEA, CH,Cl,,

ZHN
17 Z >‘(:OOH =
A N ) |
| Boc ~
—
MeO,C~ “N” “NH, 11d, 25 °C ZHN ! N N COMe
42 85 % Boe 54
=
Q | OMe
NS
O)LN N
N H
T — O 1 N NaOH,
Boc ) 1,4-Dioxan
46
2 h, 25°C
4 N HCl/
1,4-Dioxan
2 h, 0-5°C
Y
e 3HCI
o) =
0 ~ | OMe Q
O)L S ZHN N~ N” >COOH
N~ °N N H
N ,H o) "Boc
H ) 55
47
TBTU,
DIEA, DMF| 79 % (iiber alle Stufen)
3h,25°C
/
e) =
S O[S A
= | N H N
ZHN ” N o)
N_ o~ -2
Boc
56

Schema 27 Synthese des linearen Hexapep8€s

102



3 CYCLOPEPTIDE ZURIMMOBILISIERUNG AUF GOLD

Anschlie3end wurd&6 nach Standardbedingungen zuerst@&iferminus und dann
am N-Terminus entschitzt und unter Ublichen Bedingunigeeiner vergleichsweise hohen
Ausbeute von 53 % z0P8 cyclisiert (Schema 28).

1) 1 N NaOH,
0 = 1,4-Dioxan
o F @L | OMe  2'h 25°C
N | N N N
HN N~ °N H 0 2) 4 N HCl/
N M o- -5 1,4-Dioxan
“Boc 2h,0-5°C
56
* 4 HCI
o) 2
TBTU, DIEA, DMF o Z | m - | _OH
5h, 80 °C S N H N
ZHN NN o]
53 % NH o~ -2

(uber alle Stufen)

57

7\
N\

NHZ

@]
NH
-

CP8

Schema 28 Cyclisierung vorb6 zuCP8.

Nun wurde die Schutzgruppe am Aminoprolinbaustein CP8 entfernt (Schema
29). Hierbei erwies es sich als vorteilhaft, awf donst tbliche Zugabe vomiSalzsaure zu
verzichten, um das CP als Amin und nicht als Hydlmad zu erhalten, wodurch es ohne
Basenzugabe mit dem AktivestB8 weiter umgesetzt werden konnte. Diese Kupplung zu
CP3wurde unter inerten Bedingungen in guter Ausbeegdésiert.
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/ \
H,, 10 % Pd/C,
CH,Cl,/MeOH

27 h, 25°C
(@]
O NH
N
N 2\
o) — Y
BEE
N
cPs N 7\
(@] N=
O
728\
N N
NH,»
HN
@]
O NH
N N \
o —
H [
QAN AP CP9
N
N
S o)
o 1
/ N NH 74 % (uber alle Stufen)
—
N
HN L ’
N CH,Cl,/MeOH
o o) B 47 h, 25 °C

CP3

Schema 29 Synthese vo@P3.
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Das isolierte Material wurde zu den Kooperationgpan in Polen gesendet. Auch
bei diesem Projekt stehen die Ergebnisse bezldéclEigenschaften der modifizierten Au-

Elektroden noch aus.

Diskussion

Die Synthese des aromatischen Grundbaus8&rmir Darstellung vorCP2 gelang
nicht, da die CarbonsauB nicht erfolgreich in das geschitzte Andb tUberfuhrt werden
konnte. Zwei Ubliche Methoden fur diese Transforomat lieferten kein oder nur
verunreinigtes Produkt. Dies lag moglicherweise dar Umsetzung vor83 zur freien
Carbonsaure34, welche kein sauberes Produkt lieferte. Der Austhuder Allyl- gegen
Ethylestergruppen fiihrte nicht nur zu einer debdic Ausbeuteerhohung im Schritt zur
Carbonsaure37, auch die darauffolgende Curtius-Umlagerung38ubzw. 39 verlief nun
unproblematisch. Verbindur@® konnte problemlos im weiteren Verlauf zu dem Dijmeg0
und weiter zum linearen Hexapepd® verlangert werden. Unter ublichen Bedingungen
wurde wahrend der Cyclisierung v&® das NebenprodukCP5 erhalten, dessen Bildung
auch durch Variation der Reaktionsbedingungen rikomplett unterdriickt werden konnte.
Dieses Nebenprodukt konnte nicht weiterverwendetiare Daher wurde die Reihenfolge der
Schritte angepasst und der Thiobenzoatrest bexaitder Cyclisierung eingefuhrt. Auf diese
Weise war es moglich,CP2 in ausreichender Menge darzustellen und den
Kooperationspartnern nach standardmafgiger Entaahgidas DisulfidCP7), zur Verfligung

zu stellen.

Die Kupplung desCP8 mit dem Dipyrromethenderivdi8 gestaltete sich zunachst
schwierig. Bei Verwendung des Hydrochlorids sta#s dfreien Amins CP9 konnte
massenspektrometrisch die Bildung VOR3 zwar nachgewiesen werden, jedoch gelang eine
Isolation des Produkts nicht. Durch Verwendung féésn AminsCP9 konnte die Bildung
von CP3 ebenfalls massenspektrometrisch beobachtet weedlendings konnte in diesem
Fall mittels Gblicher Aufreinigungsmethoden keirulsares Produkt isoliert werden. Eine
Aufreinigung mittels HPLC gelingt beispielsweisechit, mdglicherweise wegen des
wassrigen Losungsmittelgemischs, das fir die Tregmotwendig ist aber zur Zersetzung
von CP3 fuhrt. Versuche das Produkt aus einem Losungdrattigzuféllen, lieferte ebenfalls
kein sauberes Produkt. Erst durch die Verwendumgnaymaler Sdulenchromatographie auf
Kieselgel mit einem Gemisch organischer Losungsimatis Elutionsmittel unter Zusatz einer
Base konnt€P3 in zufriedenstellender Reinheit erhalten werden.
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3.4 Zusammenfassung

In diesem Teil der Arbeit sollten die beiden CydptidderivateCP2 und CP3
dargestellt werden und Kooperationspartnern fur atwicklung anionenselektiver
Elektroden zur Verfigung gestellt werden.

Die fur die Synthese vo@P2 benétigte aromatische Aminosaure konnte erfolgyreic
dargestellt werden wenn als Schutzgruppe fir digb®@glatfunktion ein Ethylester
verwendet wurde. Ausgehend von diesem Bausteintkatas bendtigte Dipeptid problemlos
erhalten werden und auch die Kettenverlangerung lmeaaren Hexapeptid verlief gemaf in
der Gruppe Ublichen Protokollen in tblichen Ausbeutir die Cyclisierung zum Produkt
erwies es sich als vorteilhaft, wenn die Thiobemgagpe vor der Cyclisierung eingefuhrt
wird. Ausgehend vonCP2 wurde das entschutzte Thi@lP7 bzw. das Disulfid(CP7)
erhalten und unseren Kooperationspartnern fur diteven Untersuchungen zur Verfiigung

gestellt.

Fur die Synthese vo@8P3 wurde das bekannt€P8 nach Entschitzen mit dem von
Wim Dehaen zur Verfiigung gesteliten Aktivess&in guter Ausbeute zu dem gewiinschten
CP3 umgesetzt. Eine Probe wurde zu den Kooperatiotrgrargesendet. Die Ergebnisse zur
Immobilisierung der beiden CPs auf den Au-Elektrodend zur Charakterisierung ihrer

Eigenschaften stehen noch aus.
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Teil B: Modifikation von Au-NPs mit CPs zur Entwicklung optischer

Sonden

3.5 Aufgabenstellung

Im Rahmen dieses Vorhabens sollten Vorarbeitennam von der DFG geforderten
Projekt geleistet werden. Ziel des Projekts istegse optische Sonde zu entwickeln, mit der
Anionen in wassrigen Medien detektiert werden kdnnenvobei als Grundlage
oberflachenmodifizierte Au-NPs dienen sollen, dies@ls anionenerkennende Komponenten
enthalten. Das Konzept basiert auf der EigenscHaft Au-NPs, je nach Grol3e eine
charakteristische Farbe zu besitzen. Oberflachemgkame CPs, die mit Anionen Sandwich-
artige 2:1-Komplexe bilden, sollen eine anionenmelie Aggregation der Au-NPs bewirken.
Dieses Prinzip ist in Schema 30 gezeigt. Werdemfldlsbenmodifizierte Au-NPs geeigneter
Grol3e verwendet, kann auf diese Weise ein Farbuagseimer Losung von rétlich nach blau
erwartet werden. Die Anionenaffinitat dieses Systgmofitiert dabei von der Eigenschaft der
CPs, Anionen in wassriger Losung erkennen zu konmsw von multivalenten

Effekten(2L2477:88.89]

Neben den cyclopeptidhaltigen Liganden sollen teénekiganden auf der Au-
Oberflache immobilisiert werden, welche die Wassdithkeit der Au-NP gewabhrleisten und
als Abstandshalter zwischen den CPs dienen sdlladurch wird sichergestelit, dass die auf

einem einzigen Au-NP immobilisierten CPs nicht mitender wechselwirken kénnen.

Anionen @

Aggregation

Schema 30 Schematische Darstellung der Wirkungsweise der Ribakierten Anionensonden. Schwarze Linie =
solubilisierender Ligand; schwarzer Punkt = Aniamiine Schale = CP.
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In meinem Beitrag zu diesem Projekt sollten Methodum Aufbau der benétigten
CPs erarbeitet werden, wobei die Synthesen moglimbsiular sein sollten, um strukturelle
Variationen einfach durchfihren zu konnen. Diesel@peptidderivate bestehen aus dem
eigentlichen Cyclopeptidring als erkennendes Elemaner Alkylkette variabler Lange und
einer in dieser Kette endstandig angeordneten ghippe, die fur die Immobilisierung der
CPs auf der Nanopartikeloberflache dient. Die beidelverbindungei©P12 undCP13sind
in Abbildung 34 gezeigt. Sie unterscheiden sichder Position, in der der thiolhaltige
Substituent mit dem CP verbunden ist. @#12 befindet sich der Substituent an einer
aromatischen Einheit des Rings unddR13 an einer ProlineinheilCP12 und CP13 sollen
durch Kupplung von & (Acetyl)-thiooctansdure mit einem geeignet funkébsierten
Cyclopeptidderivat dargestellt werden. Entsprect&adden die Synthesen der jeweiligen Z-
geschutzten Cyclopeptidderivai®10undCP11 zunachst im Fokus der Arbeit.

o —

Abbildung 34 Strukturen der Verbindunge&tP10, CP11, CP12 und CP13.
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Neben der Darstellung dieser CPs soliten auch e erSynthesen der
oberflichenmodifizierten Au-NPs durchgefiihrt werdBiese Partikel sollten idealerweise
Durchmesser im Bereich von 420 nm besitzen, da diese typischerweise eine intens
rétliche Farbung aufweisen. Dadurch sollte die ammonduzierte Au-NP-Aggregation einen

Farbumschlag von rot nach blau verursachen, dehtlenit bloRem Auge erkennbar sein
sollte.
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3.6 Ergebnisse und Diskussion

3.6.1 Syntheseplanungen

Die retrosynthetische Analyse v@P12 ist in Schema 31 gezeigt. Das Zielprodukt
CP12 solite durch Kupplung der Aminofunktion va@P10 mit 8-S-(Acetyl)-thiooctansaure
erhalten werden. Dieses CP sollte durch Cyclisgrdas zugrundeliegenden Hexapeptids
dargestellt werden, welches aus dem bereits betanen Tetrapeptib (Kapitel 3.3.2) und
einem in 4-Position der aromatischen Einheit mi-8minohexanol substituierten Dipeptid
aufgebaut ist. Das Dipeptid sollte durch Kupplummmn \Boct-Prolin und dem in 4-Position
substituierten 6-Aminopicolinsdurederivat unter ichen Methoden erhalten werden. An
dieser Stelle ist die Kombination von Ethylestddgc- und Z-Schutzgruppen im Molekul
wichtig, da diese Gruppen jeweils selektiv untersekRiedenen Bedingungen gespalten
werden konnen. Der Pyridinbaustein solite durch elgale Uberfiihrung einer
Ethylestergruppe des zugrundeliegenden Diestedas Amin erhalten werden. Der in 4-
Position substituierte aromatische Diester solitecd Einfuhrung von 6-Z-Aminohexanol in
den bereits in verschiedenen Synthesen verwendehbtylester der Chelidamsaurk2
(Kapitel 2.2.2, Kapitel 3.3.2) dargestellt werden.

Um CP11 darzustellen, sollte auf das bereits beschriel@z@ (Kapitel 3.3.3) als
Grundgerist zurtickgegriffen werden. Dieses solltggzhst mit einem Z-geschitzten Amin
und anschlieRend mit der Thioleinheit gekuppeltdgar um zu dem gewiinscht€#®13 zu
gelangen (Schema 32).
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Schema 31 Geplante Darstellung voBP12.
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Schema 32 Geplante Darstellung vo8P13.

3.6.2

Synthese von CP10

Fur die Synthese vorCP10 wurde zunachst der geeignet funktionalisierte

Pyridinbausteirt3 dargestellt (Schema 33).
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OH
Benzylchlorformiat,

N
K,CO3, H,0

4 20 h, 25 °C 4 EtO,C N CO,Et
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59 95 % 60 12

DIAD, PPhs,
THF, 20 h, Reflux

86 %

O/\M;\ NHZ O/\M;\ NHZ

NaOH,
| o EtOH/1,4-Dioxan | o
~ -€ 7
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4.5 h, Reflux
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X
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Schema 33 Darstellung des substituierten Pyridinbaustefi3s

Hierfir wurde 6-Aminoalkohol 59 mit Benzylchlorformiat Z-geschiitZf’
Anschliel3end wurdé0 mit dem bereits beschriebenen Diethyledt2(Kapitel 2.2.2) mittels
einer Mitsunobu-Reaktion in 86 % Ausbeute verkn{ffft Die anschlieRende einseitige
Verseifung von6l zu 62 gelang in 75 % Ausbeut®! Der gewiinschte Pyridinbaustes
konnte nach Umsetzung vo82 mit Ethylchlorformiat, Uberfiihrung in das Azid mit
Natriumazid und Erhitzen in Anwesenheit véart-Butanol mit 29 % Ausbeute erhalten

werden0:8]
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Im Folgenden wurde das Dipeptiéd synthetisiert, indem63 zunachst unter
etablierten Bedingungen von der Boc-Schutzgruppeibevurde und anschlie3end mi6 in
Gegenwart von PyCloP gekuppelt wurde (Schema 3#).ni2drige erhaltene Ausbeute von
48 % ist unublich fur Kupplungsreaktionen dieset, Atie meist in guten bis sehr guten
Ausbeuten verlaufen. Mdglicherweise héngt sie et Bntschitzungsreaktion zusammen,
welche mit 42 h eine ungewohnlich lange Reaktiobhszeifweist, wahrend der es
moglicherweise zu einer teilweisen Zersetzung dedukis kommt Der weitere
Reaktionsverlauf entspricht weitestgehend dem tsebeischriebenen Schema. Das Dipeptid
64 wurde amC-Terminus verseift und das Produgb mit dem N-terminal entschitzten
Tetrapeptidd7 mit TBTU zu dem linearen Hexapep®@6 in guter Ausbeute gekuppelt.
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Schema 34 Synthese des linearen Hexapep6és
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AnschlieRend wurdé6 entsprechend Schema 35 nach beidseitiger Entscigiin
insgesamt 27 % Ausbeute zu dé&R10 cyclisiert.

1) 1 N NaOH,
zin ™ N0 4-Di

4 1,4-Dioxan
o ~ 2h, 25°C
o Y KA A o
O)L “ | N N~ °N 2) 4 N HCl/
N H i
N

o 1,4-Dioxan
o- ) 2h,0-5°C

TBTU.DIEA DMF &4 O (2 @LN N | | oH
6h, 80 °C O)LN Sy N H !
27 % N, o~ 2
(uber alle Stufen) H

?\/“\

OW NHZ

O

CP10

Schema 35 Cyclisierung vor66 zuCP10.

3.6.3 Synthese von CP11

Die Synthese vo&P11 ging von dem bereits dargestelt€R8 aus (Kapitel 3.3.3).
Dieses wurde zunédchst entschitzt und das Produktkammerziell erhéaltlicher 6-Z-

Aminohexansaure68 in Gegenwart von TBTU in 83 % Ausbeute @P11 gekuppelt
(Schema 36).
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Schema 36 Synthese vo@P11.

3.6.4 Synthese der Liganden

Die Synthese der bendétigten Liganden erfolgte elusgd von 8-Bromoctansaus.
Nach der Umsetzung mit Thioessigsdure unter bamis&@edingungen wurd@0 in 96 %

117



3 CYCLOPEPTIDE ZURIMMOBILISIERUNG AUF GOLD

Ausbeute erhalten (Schema $7).Ausgehend hiervon wurden die drei Ligandefa®,

Lrec”® undCP13(im Folgenden alk cp™® bezeichnet) dargestellt.
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i 'MeOH i
Br\/\/\/\)J\OH € > \[(S\/\/\/\)J\OH
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HCI | ¢!
. re
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0 6 PyCloP, DIEA, DMF
|
N T Y
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o] > H
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“HCl 1) H,, 10 % Pd/C,
Q HNE O 7 c1:|—N| (|_3|IC/|i\/IeOH
SM ~_O). TBTU, DIEA, DMF 272
\fg 5 N 3 N 2h. 80 °C 18 h, 25°C
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2) TBTU, DIEA,
DMF
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‘5
2T
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S |

Schema 37 Synthese vobya™S, Lt undLce™.
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c

Um Ltua”® zu erhalten, wurde (2-Aminoethyl)trimethylammonitiorid
Hydrochlorid 71 mit 70 und PyCloP als Kupplungsreagenz in 72 % Ausbeutgesetzt
(Schema 37). Ltec™ wurde durch Kupplung von zuvor hergestelltem Z7z2-
Methoxyethoxy)ethoxy]ethylamin Hydrochlorid2 mit 70 in Gegenwart von TBTU als
Kupplungsreagenz in guter Aubeute dargestélizur Darstellung vorLcp™® wurde CP11
zunachst unter etablierten Bedingungen an der Afonihtion entschitzt und das Produkt in
Gegenwart von TBTU zlcp™ in 64 % Ausbeute iiber beide Stufen umgesetzt.

Die Darstellung vor€P12 (Abbildung 34) ausgehend v@&@P10 wurde im Rahmen
dieser Arbeit nicht durchgefihrt. Die Synthese wirhuf analogen Wegen problemlos

maoglich sein.

3.6.5 Synthese der Au-NPs

Um Au-NPs im Bereich von 220 nm darzustellen, wurde zunachst eine angepasste
Turkevich-Methode verwendet (Schema B8). Zu einer siedenden Losung von
Kaliumtetrachloraurat in Wasser wurde Natriumcitrgégeben, welches zugleich als
Reduktionsmittel und Stabilisator fur die entstalen Au-NPs dient. Bei diesen Synthesen

wird ein vollstandiger Umsatz des Goldsalzes angenen.

9" 8~
2 " LE o
. . Ho. % g 68 OH
Natriumcitrat, H,O okoB I
KAUCI, - .
5 min, Reflux &E{; ?
® o
Hl o o o) OH
® 99 <«
o
Au_NPcitrat
Schema 38 Synthese der citratgeschiitzten Nanoparté#eNPc;y 4.

Die entstehenden Losungen hatten eine charakiehst weinrote bis lila Farbung,
was die erfolgreiche Bildung der Au-NPs anzeigheEAbschéatzung der Grof3e der gebildeten
Partikel erfolgte mittels UV/Vis-Spektroskopie (Alslung 35). Es wurde eine stark
ausgepragte SPR-Bande bei 534 nm beobachtet, ldreliads lediglich qualitativ anzeigt,

dass die Partikel einen Durchmess&mm besitzen.
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Abbildung 35 UV/Vis-Spektrumu-NPg; 4. 25 °C; 0.1 nw Natriumcitratlésung.

Eine quantitative Aussage uber die GroRe der As-NBnnte mittels TEM-
Aufnahmen getroffen werden. Die Aufnahmen der éehain Au-NPs zeigen, dass sie eine
durchschnittliche GréRe von ca. 34 nm besitzen {{dbbhg 36). Sie sind damit fir das
geplante Vorhaben zu grof3. Ein weiterer Nachteil, wlass die erhaltenen Au-NPs neben
spharischen auch andere Geometrien aufwiesen. Kiieate die Aggregation aufgrund

sterischer Inkompatibilitdt moglicherweise negdt@einflussen.

Abbildung 36 TEM-Aufnahme voAuU-NPgj 4.
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Es wurde daher im Folgenden zusétzlich auf eirger@nbewahrte Methode zur
Synthese von Au-NPs zurickgegriffen. Mit Hilfe eimangepassten Brust-Schiffrin Synthese
sollten Din-octylamin-geschiitzte Au-NPs mit einer GroRe vonl€anm zuganglich seffy”

In einem Zweiphasengemisch wurde Tetrachlorgoldséur einem Phasentransferkatalysator
aus der wassrigen in die organische Phase ubertinortdort mit 1.5 Aquivalenten Di-
octylamin mit einem Reduktionsmittel zu den amirdegzten NanopartikelAu-NP amin
reduziert (Schema 39).

H,O/Toluol

o~
HAUCl; + 1.5 HN(CgH17)s - " )
4h, 25°C el AN

NH

AR

AU-NP i

N(CgH17)4"Br™, NaBH, L\ikb ; inﬂ
%

Schema 39 Synthese der amingeschiitzten NanoparfikeNPamn.

Eine Charakterisierung dieser in Toluol gelosteslativ schwach stabilisierten
Nanopartikel erwies sich als schwierig, da diesé Wentakt mit Luftsauerstoff rasch
agglomerisieren und darum keine verlasslichdAiNMR- bzw. UV/Vis-Spektren erhalten
werden konnten. Daher wurde die erhaltene Toluafigsbei niedrigen Temperaturen unter
einer Schutzgasatmosphare gelagert und ohne Chasaktung fur die in Kapitel 3.6.6

beschriebenen Austauschreaktionen verwendet.

3.6.6  Versuche zur Immobilisierung von Liganden auAu-NPs

Zur Immobilisierung der in 3.6.4 dargesteliten liganLrec”®, Ltma”® undLcp™
wurde zunachst die jeweiligen Thioacetat-Schutzgeap unter etablierten Bedingungen
gemall Schema 40 entfernt. Es wurde unter einer natgmsphare mit entgasten
Losungsmitteln gearbeitet, um die Oxidation deriefie Thiole zu den entsprechenden
Disulfiden zu verhindern. Die auf diese Weise emitzten Liganden wurden anschlie3end in

den entsprechenden Austauschreaktionen verwendet.
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6 N HCI/1,4-Dioxan,
MeOH
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R > R-SH
E/ Ar,4h, 25°C

R =Ltec, Ltmas Lep

Schema 40 Allgemeine Vorgehensweise zur Entschiitzung dendiga

3.6.6.1 Austauschreaktionen mit Au-NRjyat

Die nach 3.6.5 dargestelltétu-NPgiyot Wwurden unter den in Tabelle 8 angegebenen
Bedingungen mit dem entschitzteReg gemals Schema 41a) umgesetzt. In den Ansatzen
1-6 wurde die Menge ahtgc variiert und die Reaktion typischerweise 2 d (Ansa zu
Kontrollzwecken 4 d) geruhrt, um moglichst eineristdndigen Austausch zu erreichen. Bei
allen Reaktionen wurden die Nanopartikel nach Stedmethoden durch Zentrifugation
mittels einer Molecular Weight Cut-Off (MWCO) Menamwr gereinigt, wobei die
Zentrifugation bei 5 °C durchgefuhrt wurde, da dei hdheren Temperaturen mit

Ausbeuteverlusten verbunden war.

Tabelle 8 Fur die Immobilisierung vonLtgg auf Au-NPgy, verwendete Reaktions-
bedingunger?

Ansatz NP(\Z{'[rf{:A)\L;-mL V/(Ir_nTlfG) C/(';“E/IG) Reak';itr)]nszeit
1 3.0 0.5 50 24
2 10 0.2 50 94
3 10 3.0 2.0 42
4 10 3.0 5.0 42
5 10 3.0 10 42
6 10 3.0 10 48

a) T = 25 °C, Wasser, Argonatmosphére.
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Schema 41 Immobilisierung von al) tgg auf Au-NPgiyar, b) Lrva @uf Au-NPgiyar, €) Leg undLep auf Au-NPgiga.

In Abbildung 37a) ist stellvertretend fiir die secturchgefiihrten Reaktionen das

NMR-Spektrum von Ansatz 5 und zum Vergleich daskBpen des geschitzten Liganden

Ltec™ gezeigt (Abbildung 37b)). Die Variation der Menges Liganden hatte keinen

signifikanten Einfluss auf die erhaltenen NMR-Spekt Die Signale bei ca. 2.6 ppm in

Abbildung 37a) deuten auf die Alkylkette deg=c hin und das charakteristische Singulett fur

die endstandige Methylgruppe des Triethylenglystéebei 3.35 ppm wurde ebenfalls

beobachtet. Allerdings fehlen zwei Tripletts be8£2ppm und 2.15 ppm, welche zu den

Methylengruppen in Nachbarschaft zum Schwefelatoech der Amidgruppe gehéren. Eine
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Aussage, ob die Immobilisierung erfolgreich warnikie darum nicht getroffen werden.

Jedoch gelang es, die erhaltenen Nanopartikel atknen und erneut zu lésen, was mit
citratgeschutzten Nanopartikeln nicht gelingt, #arech Entfernen des wassrigen Mediums
instabil werden und als schwarzer Feststoff beimsifeh eines erneuten Lésens in Wasser

ausfallen.
a) 0
@ %-SW HN o
b) 0
° DA

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
4.0 39 3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 33 3.2 3.1 3.0 29 2.8 2.7 2.?1 %.5 %.4 2322 21 20 19 1.8 1.7 16 1.5 1.4 13 1.2 1.1 1.0
ppm

Abbildung 37 Ausschnitt der'H-NMR-Spektren von a) nach der Umsetzung ¥eaNPgyy mit Lteg erhaltenen
Nanopartikel (400 MHz, 25 °C, Methanqgjydind b) des freien Ligandérigs (400 MHz, 25 °C, CDG)).

Analoge Untersuchungen wurden mit dem Ligantlena durchgefihrt (Schema
41Db)). Hierbei ergab sich, dass die Nanopartikehreidd der Austauschreaktionen stets
agglomerieren (fir eine Zusammenstellung aller lolgeéihrten Experimente siehe Kapitel
4.4.10). Der Austausch des Citratliganden gegam gelang in keinem der durchgefuhrten

Ansatze.

Schlie3lich wurde versucht, die beiden Ligantlegs undLcp gemeinsam auf der
Oberflache vormAu-NPcirar zu immobilisieren (Schema 41c)). Bei diesen Realein wurde
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keine Agglomerisierung beobachtet. Allerdings kenntn den'H-NMR-Spektren keine
charakteristischen Signale fur das CP gefundenewendohl aber Signale, die dem Liganden
Ltec zuzuordnen sind (fur eine Zusammenstellung alleclihefihrten Experimente siehe
Kapitel 4.4.10). Es konnte also nur der Ligangc auf der Oberflache deAu-NPciiat

immobilisiert werden.

Diskussion

Der Austausch vonAu-NPcirar mMit Ltgg lieferte erste Hinweise auf einen
erfolgreichen Austausch von Citrat. Die Beobachiudgss die erhaltenen Nanopartikel
getrocknet und wieder erneut geldst werden kénmemiesdie erhaltenen Signale ifhi-
NMR-Spektrum sind typische Eigenschaften von Au-NiRd geben qualitative Hinweise,
dass zumindest ein Teil des oberflachengebundeneatCdurchlL rgg ausgetauscht wurde.

In allen Versuchen, Citrat gegdmuva auszutauschen wurde eine Aggregation
beobachtet, was sich durch langsame Verfarbund.@sung bis hin zu einem Ausfallen des
Agglomerats bemerkbar machte. S. Otto beobachtetafals eine solche Verfarbung bei
dem Austausch von Citrat gegen kationische Ligafdebiese Aggregation wurde durch die
Kompensation der negativen Ladung auf den Nandgeémtdurch den Austausch mit positiv
geladenen Liganden erklart, die zu einem insgesageladenen Nanopartikel fihrt, der nicht
mehr durch repulsive Coulomb-Wechselwirkungen mideaen gleichsinnig geladenen
Nanopartikeln stabilisiert wirl¥! S. Otto konnte diesen Vorgang durch Zugabe vors3ate
wahrend dem Aggregationsprozess stoppen. Einecélenburchfiihrung wurde ebenfalls von
Mirkin berichtet®®® In dieser Arbeit wurde eine solche Vorgehenswaisht versucht. Dies

kénnte das Problem der beschriebenen Aggregatsmmlo

Ein gleichzeitiger Austausch von Citrat gedec undLcp gelang nicht, es konnte
nur der Austausch gegdnrec im *H-NMR-Spektrum bestétigt werden. Mdglicherweise
wurde in den Untersuchungen eine zu geringe MergelLdpr im Vergleich zuLtec
verwendet. Es ist denkbar, dass der sterische Aospdes cp die Immobilisierung negativ
beeinflusst und daher der kompaktdreecs schneller ausgetauscht wird. Ein grof3eres
Verhaltnis von Lcp zu Ltgg kdnnte moglicherweise eine Immobiliserung vdarp

ermoglichen.
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3.6.6.2 Austauschreaktionen mit Au-NRmin

Gemal} Schema 42a)-d) solllef:c und Ltua jeweils alleine oder in Kombination
mit Lcp auf Au-NPamin immobilisiert werden. Die Bedingungen der durckigetfen
Experimente sind in Tabelle 9 zusammengefasst #iile Zusammenstellung aller
durchgefuhrten Experimente siehe Kapitel 4.4.10).

Bei allen Ansatzen wurde festgestellt, dass naalgaBe der entschitzten
methanolischen Ligandenldsungen zu der ToluolldsdagAu-NPamin jeweils rasch ein
schwarzer Feststoff ausfiel, der nach der Reaktmhsvon 96 h in Wasser bzw.
Wasser/Methanol aufgenommen werden konnte. Nach defreinigung mittels
Zentrifugation wurden die erhaltenen Produkte U¥/8pektroskopisch untersucht. In
Abbildung 38 ist beispielhaft das entsprechendek®p@& von Ansatz 1 gezeigt. Fur alle
Ansatze wurden analoge Spektren mit SPR-Banden aneiéh zwischen 520 und 530 nm
beobachtet. Dies zeigt, dass als Produkte Nankehntit einer Gré3e von ca. 10 nm erhalten

wurden.

Tabelle 9 Fur die Immobilisierung vohtgg, Lma UndL cp auf Au-NPamin VErwendete Reaktionsbedingun@en.

e N = e
1 Lrec 2.0 200 - - -
2 Lrec 1.6 100 - - -
3 L tma 2.0 200 - - -
4 L tma 1.6 100 - - -
5 Lrec 15 200 0.5 20 30/1
6 L tma 15 200 0.5 20 30/1

a) T = 25 °C, Toluol/Methanol, Argonatmosphéare 106
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cES

Au-NP

Amin

A

a)
o entschitzter L,
Toluol/Methanol
@9 sty
5 H Ar, 96h, 25 °C

Au-NP, ..
b)
o Clo entschutzter L,
| ~ Toluol/Methanol
SMN/\/(%\ -
5 H Ar, 96 h, 25 °C
Au-NP,,,

9 o,

3
c) N\IS\/ entschiitzter L.,
entschitzter L,
S 5 Toluol/Methanol

Ar, 96 h, 25 °C

%
o
A

@)
AU-NP ;o
@\ /
d) o) N— entschiitzter L,,,,,

N/\/ Clo entschitzter L,
S H Toluol/Methanol
5
@ Ar, 96 h, 25 °C
S O ~

A

5 N
H
@]
AU'NPTMA/CP NH
N S

Schema 42 Schematische Vorgehensweise der Immobilisierun@ybs:g, b) Ltma und Gemischen von E}ge/Lcp bzw. d)
Lrma/Lcp auf Au-NPapin.
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Abbildung 38 UV/Vis-Spektrum der Nanopartikel, die bei Ansatz Tabelle 9 erhalten wurden. 25 °C, Wasser.

Von allen aufgereinigten Nanopartikeln wurden zude'H-NMR-Spektren
aufgenommen. In den Spektren der durch die Ansktdeerhaltenen Nanopartikel wurden
Signale der Liganden beobachtet. In Abbildung 39a) c) sind exemplarisch diel-NMR-
Spektren der in Ansatz 1 und 3 erhaltenen Nandgargezeigt. Die Spektren weisen die
typischen Signalverbreiterungen auf, die durchichmobilisierung der organischen Liganden
auf den Metallclustern hervorgerufen werdei® Nach lodabbdtf % der Nanopartikel,
bei dem die organischen Liganden von der Oberflatdsorbiert und in Disulfide Uberfuhrt
werden, wahrend die Goldcluster aus der Losunga#esf zeigen die Liganden scharfe
Signale. Die zu den in Ansatz 1 und 3 erhaltenenodartikel zugehdrigen Spektren nach
lodabbau sind in Abbildung 39b) und d) gezeigt.

In dem in Abbildung 39b) gezeigten Spektrum simel charakteristischen Signale
der endstandigen Methylgruppe vbrgec bei 0= 3.23 ppm sowie ein Triplett bei 2.04 ppm
zu erkennen, das der Methylengruppe in Nachbanschef Amidgruppe zuzuordnen ist.
Desweiteren konnen im BereichkZ ppm Multipletts der Alkylreste identifiziert weed. Das
Spektrum in Abbildung 39d) zeigt ebenfalls flirya charakteristische Signale. Bei
0=3.00 ppm ist das Singulett der Protonen der dttrylaminogruppe erkennbar.
Desweiteren werden die Tripletts der MethylengrupmeNachbarschaft zum Schwefelatom
und der Amidgruppe bei 2.66 bzw. 2.10 ppm beobéaclidee Protonen der Alkylreste

befinden sich wiederum im Bereich vorn2lppm beobachtet.
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Abbildung 39 Ausschnitt derH-NMR-Spektren der bei Immobilisierung vbfeg bzw. Lya auf Au-NPamin erhaltenen
Nanopartikel jeweils vor (a), ¢)) und nach (b), Wjlabbau. 400 MHz, 25 °C,DMSQ-d
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Bei der 'H-NMR-spektroskopischen Untersuchung der Nanopsrilon Ansatz 6
wurden keine fir das CP typischen Signale nachgenieLediglichL tma konnte auf dem

Nanopartikel gefunden werden.

Im Gegensatz dazu wurden if-NMR-Spektrum der in Ansatz 5 erhaltenen
Nanopartikel sowohlLtgc als auchLcp identifiziert. Das *H-NMR-Spektrum dieses
Nanopartikels vor und nach dem lodabbau ist in Moinig 40a) und b) gezeigt. Im nach dem
lodabbau erhaltenen Spektrum wurden im Bereich Mbppm Signale beobachtet, die den
Amidprotonen zugeordnet wurden. Weiter werden ionatischen Bereich Signale erhalten,
welche zu den Aminopicolinsdureprotonen gehorere Bignale im Bereich von 6 ppm
werden den Prolin-EProtonen zugeordnet. Zu héherem Feld sind bep@m3 Signale der
endstandigen Methylgruppe desec Liganden und im Bereich von-2 ppm der Alkylreste
von Lteg und Lcp erkennbar. Das Singulett bei 3.9 ppm ist dem mater Standard
Trimethoxytriazin zuzuordnen, dessen Zusatz dienfliierung der oberflachengebundenen
Liganden erlaubt. Da die Signale fitd-NMR-Spektrum allerdings schwer integrierbar sind,

ist diese Quantifizierung nicht gelungen.
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Abbildung 40 *H-NMR-Spektrum der bei Immobilisierung Viofg undLce auf Au-NPamin erhaltenen Nanopartikel a) vor
und b) nach dem lodabbau. 400 MHz, 25 °C,DM%0O-d

Diskussion

Bei der Verwendung ded&u-NPamin wurde bei allen Austauschreaktionen ein
Ausfallen eines schwarzen Feststoffes beobachtets Bt ein typisches Indiz fur den
erfolgreichen Ligandenaustausch und die Bildungseddslicher Nanopartikel.

Die spektroskopischen Daten weisen darauf hirg das Austausch von Amin gegen
L rec erfolgreich war und die wasserloslichea-NPreg erhalten wurden.

Die Darstellung des wasserloslichAn-NPtya durch Austausch mittya konnte
ebenfalls spektroskopisch bestétigt werden.
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Ein Austausch von Amin gegénrec undLcp war erfolgreich, was zu dem ebenfalls
wasserloslicherAu-NPregicp filhrte. Aufgrund der geringen Intensitat der Signah *H-
NMR-Spektrum konnte keine quantitative Aussage X(erhaltnis der beiden Liganden auf
der Oberflache getroffen werden.

Im Gegensatz dazu fuhrte die Kombination deg in Kombination mitLtya nicht
zu einer erfolgreichen Immobilisierung von CPs daim Nanopartikel. Die Ursache hierfur
ist unbekannt. Es scheint, daksua eine deutlich hdohere Triebkraft besitzt auf der
Nanopartikeloberflache gebunden zu werden alsp. Durch Variation der
Reaktionsbedingungen, insbesondere des Verhaknigsks Liganden, muss genauer
untersucht werden, unter welchen Voraussetzungsn ggmeinsame Immobilisierung von

Ltma und Lcp gelingt.

Momentan liegen noch wenig strukturelle Informaéino Uber die dargestellten
modifizierten Nanopartikel vor (zum Beispiel TEM-#hahmen, Quantifizierung der
Oberflachenbelegung). Die hier durchgefuhrten Adrei besonders im Bereich der
Nanopartikelsynthese und -modifikation stellen ddidh Vorarbeiten dar, worauf weitere
systematische Arbeiten basieren mussen.

3.6.7 Qualitative Untersuchung von Au-NReg/cp bezuglich der Anionenaffinitat

Mit dem NanopartikeAu-NPrecicp Wurde anschlieend qualitativ getestet, ob die
Anwesenheit von Anionen (in diesem Fall QP in Lésung zu einer Agglomerisierung und
damit dem angestrebten Farbumschlag bzw. einerotlatbmen Verschiebung der SPR-
Bande fiihrt. Hierfir wurde zu der wassrigen Loswam Au-NPregicp ein Uberschuss
Natriumsulfat gegeben und nach 3 d Stehen der Ighden 25 °C ein UV/Vis-Spektrum
aufgenommen (Abbildung 41b)). Zum Vergleich istibbildung 41a) das UV/Vis-Spektrum
der Nanopartikel vor der Zugabe von. $Qyezeigt.
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Abbildung 41 UV/Vis-Spektren vomu-NPregicp @) vor der Zugabe von Natriumsulfat und b) nach aheg von
Natriumsulfat nach 3 d. 25 °C, Wasser.

Wie zu erkennen ist, unterscheiden sich die MaximaSPR-Banden lediglich um
4 nm. Eine anioneninduzierte Aggregation der Nartdq@d konnte mit Au-NPtgg/icp also
wahrscheinlich nicht erreicht werden, was moglialease auf eine zu geringe Konzentration

vonLcp auf dem Nanopartikel zurtickzufiihren ist.
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3.7 Zusammenfassung und Ausblick

In diesem Teil der Arbeit wurden erstmals zwei @EB10undCP11) synthetisiert,
die als Ausgangsverbindungen fir die Darstellungpraanerkennender Einheiten fir die
Immobilisierung auf Au-NPs verwendet werden kénoed daher als Ausgangspunkt fur die
Entwicklung optischer Sonden fur Anionen dienen né€m deren Wirkungsweise auf der
anioneninduzierten Aggregation von Au-NPs beruhit. @11 wurden Vorarbeiten fur die
Darstellung solcher Sonden durchgefuihrt. HierfurdeCP11 in den geschitzten Liganden
CP13(bzw. L") tiberfiihrt und die Ligandenres”® undLua” dargestellt.

Die mittels der Turkevich-Methode dargestelltembizartikel erwiesen sich als im
Durchschnitt zu grof3 fur dieses Projekt, weshatte @ingepasste Au-NP-Synthese nach der
Brust-Schiffrin Methode fur die Synthese eines aasthitzten Nanopartikels verwendet
wurde. Diese Nanopartikel dienten als Vorstufe BRarstellung der mit den Liganden
oberflachenmodifizierten Nanopartikel. Die Ligandefs undLva konnten jeweils einzeln
auf diesen Nanopartikeln immobilisiert werden. Awd&en gelang die Synthese eines
Nanopartikels, der die beiden Liganddoreg und Lcp enthielt. Erste qualitative
Untersuchungen zeigten, dass eine L6sung diese®pddikels in Wasser nicht zur
gewulnschten Farbveranderung fiihrt.

Im weiteren Verlauf dieses Projektes wird es ndsgin, die Synthese der
Nanopartikel und deren Modifizierung auf systendditéss Weise zu etablieren.
Hauptaugenmerk solite auf der Entwicklung einer ustbn Methode liegen, die
Nanopartikelvorstufen reproduzierbar und mit eigegebenen GréfRenverteilung zuganglich
macht. Daneben muss ein Verfahren entwickelt werdegrschiedene Liganden in
unterschiedlichen Verhaltnissen auf den Nanopdrtize immobilisieren. Erst wenn diese
Methoden etabliert sind, sollten weitere Studienlmmobilisierung der cyclopeptidbasierten
Liganden durchgefihrt werden, wobei in diesem Zusanhang auclCP10 bericksichtigt
werden kann. Schlie3lich missen die erhaltenen Mdéen bezlglich Anionenaffinitat und
anioneninduzierter Aggregation untersucht werdaarftd missen ebenfalls noch Methoden
etabliert werden, die Struktur und die Eigenscimadfter Nanopartikel zu charakterisieren.
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4 Experimenteller Teil

4.1 Verwendete Chemikalien, Analytik und Apparatives

Die Ausgangsverbindungen sowie die verwendetenmiidadien sind kommerziell
erhaltlich und wurden, soweit nicht anders angegebbne weitere Aufreinigung eingesetzt.
Trockene LOsungsmittel wurden nach gangigen Methagt@alten. Das Kupplungsreagenz
PyCloP wurde entsprechend der Liter8fr synthetisiert wahrend andere Kupplungs-

reagenzien kommerziell erhaltlich sind.

CHNS-Elementaranalysen:Fir die Elementaranalysen wurde der Elementarsatdy vario

Micro der Firma Analysensysteme GmbH in Hanau vede¢.

DC: Reaktionskontrollen wurden mit Aluminiumfolien ndem Material Kieselgel 6025
durchgefuhrt und fur RP DCs Glasplatten mit demNRRerial RP-8 bs4 der Firma Merck

verwendet.

Drehwert: Drehwerte wurden mit dem Gerat JASCO P-2000 Ro&tar bestimmt und zur
Auswertung das Programm SpectraManager verwendet.

ESI-MS: Die Spektren wurden an dem Gerat Esquire 6000 (ede&Zon SL) der Firma
Bruker Daltonics aufgenommen. Zur Aufnahme wurde Eleogramm Esquire Control (bzw.

Trapcontrol) und zur Auswertung der Daten Compaas [Bnalysis verwendet.

HPLC (analytisch): Es wurde ein System der Firma Dionex aus folgeridemponenten

verwendet:

ASI-100 Automated Sample Injector, P680 HPLC Pumphermostatted Column
Compartiment TCC-100, UVD170U; Saule: Supelco™ C18, 25cm x 4.6 mm,
5 um. Zur Auswertung der Chromatogramme wurde dagrBmm Chromeleon Version 6.7

verwendet.
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HPLC (semipraparativ): Es wurde ein System der Firma Dionex aus folgenden

Komponenten verwendet:

Ultimate 3000 Pump, Ultimate 3000 Autosampler, tdite 3000 Variable Wavelength
Detector, Ultimate 3000 Fraction Collector Sé&ule:up&co™ Ascent8 C18,
25cm x 21.2 mm, 5 um, Flow: 10 mL/min. Ausgewestetrden die Chromatogramme mit
dem Programm Chromeleon Version 6.8. Die verwemd&eadienten (wassriger Anteil
~Wasser HPLC-Grade“, organischer Anteil ,AcetonitriHPLC-Grade®) sind an
entsprechender Stelle angegeben.

IR: Die IR-Spektren wurden an einem Perkin Elmer FISiiektrometer (gegebenenfalls mit
der Universal ATR Sampling Accessory Einheit) gese@s Zur Auswertung wurden die
Programme Spectrum BX oder Spectrum v6.3.5 verwiende

ITC: Bindungsstudien wurden mit dem Gerat MicroCal M®&ldurchgefiihrt, die Roh-
Thermogramme mit dem Programm NITBf& bearbeitet und mit dem Programm
Sedphdt®™ ausgewertet.

Kernresonanzspektren {H-NMR, '*C-NMR): Die NMR-Spektren wurden an den FT-
NMR-Geraten AVANCE IlI 400 und 600 der Firma Brukéei 25 °C bzw. 100 °C
aufgenommen. Die chemische Verschiebung ist inEdieneit dero-Skala (ppm) angegeben.
Die Multiplizitat der Signale wird wie folgt angelgen: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett,
g = Quartett, m = Mulitplett, dd = Dublett vom Detil dt = Dublett vom Triplett, br = breites
Signal. Als interner Standard wurden die Resongnase der Restprotonen der deuterierten
Losungsmittel gesetzt (CDELloy = 7.26 ppm,dc = 77.16 ppm, DMSO-« o4 = 2.50 ppm,

5c = 39.52 ppm, MeOD-d &y = 3.31 ppm, dc = 49.00 ppm). Fiir **F-Spektren wurde
Trifluoressigsaure  mit g =-76.55 ppm als interner Standard verwendet. Die

Kopplungskonstantehsind in Hertz (Hz) angegeben.
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Signal-Zuordnung:Den Zuordnungen in den NMR-Spektren liegt folge#nennung zu
Grunde.

ZHN OTEG
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N~ ~CO,Me ol 2

I EtO,C N NHZ
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Weitere, hier nicht gezeigte Zuordnungen von Premooder Kohlenstoffatomen sind in den
Spektren entsprechend gekennzeichnet. Es werderfolljenden Abkirzungen fur die

einzelnen Aminosaureeinheiten verwendet.
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TAPA TBAPA
MALDI-Spektren (MALDI/TOF): Die Massenspektren wurden mit dem Gerat Bruker
Daltonics Ultraflex aufgenommen und dem ProgramnukBr Daltonics flex Analysis

ausgewertet.

Molecular Weight Cut-Off Membranen (MWCO): Zur Aufreinigung der Au-NP mittels
Zentrifugation wurden die Membranen Vivaspin 15ROGMWCO der Firma Sartorius

verwendet.

Saulenchromatographie: Sdulenchromatographische Aufreinigungen wurdenkigselgel
60 von Fluka (nass gepackt) bzw. RP-Saulenchromabge mit dem Saulenmaterial
Lichropref® RP-8 (40- 63 um) der Firma Merck durchgefiihrt.

Schmelzpunktbestimmung: Die entsprechenden Schmelzpunkte wurden mit demétGe
SPM-X 300 der Firma Muller bestimmt.

UV/Vis: Absorptionsspektren im UV/Vis-Bereich wurden mind Zweistrahl-Fotometer

Gerat Cary 100 der Firma Varian aufgenommen und lesgramm Scan ausgewertet.

Zentrifugation: Zur Aufreinigung der Au-NP mittels Zentrifugationuvde das Gerat
Centrifuge 5702 R der Firma Eppendorf verwendeit3b60 rpm).
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4.2 Allgemeine Vorschriften

4.2.1 Spaltung von Acetylgruppen unter sauren Bedgungen

Der geschiitzte Ligand_{gc™® bzw. Ltma”® 100 pmol,Lcp"® 10 pmol) wurde in
entgastem Methanol (1 mL) geldst und unter einegoAatmosphare mit ©6 HCI in
trockenem 1,4-Dioxan (1 mL) versetzt. Anschlie3andgde 4 h bei 25 °C gerthrt und dann
das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produlstde 30 min im Vakuum getrocknet.
Das freie Thiol wurde schnellstmdglich (innerhalb)lweiter umgesetzt.

4.2.2 Spaltung von Boc-Gruppen in 4 HCI in 1,4-Dioxan

Das zu entschiutzende Amin wurde in trockenem Ig&dh (20 mL/mmol) gelost
und unter Eisbadkihlung langsam mit einey Bosung von HCI in trockenem 1,4-Dioxan
(40 mL/mmol) versetzt. Es wurde in der Kélte bisnzuollstdndigen Umsatz weitergerthrt
(Gblicherweise 2 h; im Fall vo&3 42 h), anschlie3end das Losungsmittel unter vetentem
Druck entfernt und das Produkt im Vakuum getrocknet

4.2.3 Spaltung von Estergruppen mit NaOH

Der zu entschutzende Ester wurde in 1,4-DioxanniRimmol) gelost und mit
1.2-2 eq IN Natronlauge versetzt. Es wurde solange bei 25 eé@hgt, bis laut DC kein
Edukt mehr vorhanden war (Ublicherweise 2h, gegebRlls 1IN Natronlauge
nachdosieren). Zu der Losung wurde Wasser gegetmbdas organische Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt. Die zurlickbleibendessvige Phase wurde mit 3 %iger
Kaliumhydrogensulfat-Losung auf einen pH-Wert van 2 eingestellt (bei der Synthese von
CP4 und CP2 fallt ein Feststoff aus, der abfiltriert und imllFeon CP4 vor der weiteren
Umsetzung noch getrocknet wurde; I@R2 wurde das feuchte Produkt weiterverwendet).
Die wassrige Phase wurde dreimal mit Ethylacetatabiert, die vereinigten organischen
Phasen uber Magnesiumsulfat getrocknet und dasg8suittel zur Trockne eingeengt.

4.2.4  Spaltung von Z-Gruppen mit HB/Pd

Das Z-geschitzte Amin wurde in einem Losungsngiételisch aus Dichlormethan
und Methanol (im Falle von Ethylestern Ethanol) (0/mmol, 1:1 ¢/v)) geldst, mit einer

Spatelspitze 10 %igem Palladium/Kohle-Katalysatrspendiert in wenig Dichlormethan)
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und 1.2 eq N Salzsaure versetzt (bei der Synthese@BB wurde keine Salzséure zugesetzt)
und unter einer Wasserstoffatmosphare bei Normelldhis zur kompletten Entschitzung
gerihrt (Ublicherweise 18 h; bei der Synthese @3 2 d). Anschlielend wurde der
Katalysator Uber Celite abfiltriert, der Filterkgech mit Methanol (bzw. Ethanol)

nachgewaschen und das Filtrat zur Trockne eingeddgs$ Produkt wurde ohne weitere

Aufreinigung weiterverwendet.

4.2.5 lodabbau von Au-NpP$8100

Um gut auswertbar®H-NMR-Spektren zu erhalten, wurden, wenn angegebien,
Nanopartikel einem lodabbau unterworfen. Hierflrraeu eine Losung der Au-NPs in
DMSO-ds mit einem Uberschuss lod (200 pL, 100 im DMSO-ds) versetzt und die Losung
bis zur vollstandigen Agglomeration des Golds intréfichallbad behandelt. Die erhaltene
klare Losung tber dem ausgefallenen Gold wurde hiie€end*H-NMR-spektroskopisch

untersucht.
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4.3 Synthesen zu ,Bis(cyclopeptide) zur Anionenerk#ung in

wassrigen Medien®

4.3.1 Synthese von Boc-(& 4S)-4Z-Aminoprolin (17)

Boc-((ZS, 4R)-4-Hydroxyprolin)-methylester (73)2* (25 4R)-4-Hydroxyprolin-
methylester Hydrochlorid (5.1 g, 27.9 mmol) wurdeedinem 1,4-Dioxan/Wasser-Gemisch
(75 mL, 2:1 ¢/v)) suspendiert und bei 0 °C mit Bart-butyldicarbonat (6.8 g, 30.9 mmol)
und Triethylamin (5.8 mL, 41.8 mmol) versetzt. NaBih Rihren bei 25 °C wurde 1,4-
Dioxan unter vermindertem Druck entfernt, der Ritmkd in Ethylacetat (150 mL)
aufgenommen, mit Wasser (25 mL) gewaschen und dissnge Phase mit Ethylacetat
(2 x 25 mL) extrahiert. Die vereinigten organiscli#masen wurden nacheinander mit ¥0.5
Salzsaure (12 mL), Wasser (12 mL), 10 %iger wassridatriumcarbonat-L6sung (12 mL),
Wasser (12 mL) und gesattigter wassriger NaCl-Lgs{ir?2 mL) gewaschen. Anschliel3end
wurde die organische Phase Uber Magnesiumsulfabdetet und das Losungsmittel zur
Trockne eingeengt. Das erhaltene farblose Ol wurie einem Impfkristall angeimpft,
wonach das Produkt als Feststoff auskristallisierte

Ausbeute: 6.2 g (25.3 mmol, 91 %), farbloser Refits

HO

“

<:B‘COZMe

|
Boc

73

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): d= 4.48-4.36 (m, 2 H, Pro(@H + PrdC)H), 3.71 (s,
3 H, -O-QH3), 3.62-3.42 (m, 2 H, Pro(§JH), 2.32-2.22 (m, 1 H, Pro(gJH), 2.08-2.01 (m,
1 H, Pro(@)H), 1.44 + 1.39 (2 s, 9 H, Bad) ppm.

Boc-((2S, 4R)-4-Tosyloxyprolin)-methylester (74)2° 73 (8.7 g, 35.3 mmol) ung-
Toluolsulfonséurechlorid (27.4 g, 0.14 mol) wurden Pyridin (35.0 mL, 0.43 mol) und
trockenem Dichlormethan (35 mL) gelost und 19.%h2%b °C gerthrt. AnschlieRend wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfedat Rickstand in Ethylacetat (140 mL)
aufgenommen und die organische Phase nacheinandér 1h%iger wassriger
Natriumcarbonat-Losung (3 x 75 mL) sowie Wassex {® mL) gewaschen. Sie wurde uber
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Magnesiumsulfat getrocknet und das LosungsmittelTzackne eingeengt. Das Rohprodukt
wurde saulenchromatographisch [&iOEthylacetat/Hexan = 1:1v/{)] aufgereinigt. Es

kristallisierte bei leichtem Erwarmen im Vakuum aus

Ausbeute: 13.3 g (33.2 mmol, 94 %), farbloser Fefits

TosO,

|
Boc

74
'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): J = 7.79-7.77 (m, 2 H, Tosyl(C3 + Tosyl(C6H),
7.38-7.35 (m, 2 H, Tosyl(C3) + Tosyl(C5H), 5.06-5.01 (m, 1 H, Pro(H), 4.43+4.33 (m,
1 H, Pro(Q)H), 3.71 (s, 3 H, -O-83), 3.643.53 (m, 2 H, Pro(§H), 2.57#2.38 (m, 1 H,

Pro(G)H), 2.46 (s, 3 H, Tosyl-Bs), 2.19-2.04 (m, 1 H, Pro(gH), 1.42 +1.39 (2 s, 9 H,
Boc-H) ppm.

Boc-((2S, 49)-4-Azidoprolin)-methylester (75)% Zu einer Losung aus4 (13.3 g,

33.2 mmol) in DMF (85 mL) wurde Natriumazid (4.3 6.4 mmol) zugegeben und das
Gemisch fur 3.5h auf 100 °C erhitzt. Nach Abkihlemrde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt, der Ruckstand in Wiag340 mL) aufgenommen und mit
Ethylacetat (3 x 60 mL) extrahiert. Die vereinigteganischen Phasen wurden anschliel3end
nacheinander mit Wasser (70 mL), 10 %iger wassrigatriumcarbonat-Lésung (70 mL)
sowie gesattigter wassriger NaCl-Losung (70 mL) amsken. Die organische Phase wurde
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsiaiir Trockne eingeengt.

Ausbeute: 7.8 g (28.7 mmol, 86 %), farbloses Ol.
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H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): d= 4.44-4.31 (m, 1 H, Pro(QH), 4.174.13 (m, 1 H,
Pro(C)H), 3.76 (s, 3H, -O-83), 3.76-3.68 (m, 1H, Pro(@H), 3.5:3.44 (m, 1H,
Pro(G)H), 2.5+2.42 (m, 1 H, Pro(gH), 2.26-2.15 (m, 1 H, Pro(gH), 1.47 + 1.42 (2 s,
9 H, BocH) ppm.

Boc-((ZS, 45)-4-Aminoprolin)-methylester Hydrochlorid (76).2% Zu einer Lésung
aus75 (7.8 g, 28.7 mmol) in Methanol (190 mL) wurde iemg Dichlormethan suspendierter
10 %iger Palladium/Kohle-Katalysator (60 mg) sowWie Salzsaure (31.5 mL, 31.5 mmol)
zugegeben und die Mischung unter einer Wasserstai&phare bei Normaldruck 6 d
gerihrt. AnschlieRend wurde der Katalysator tbditeCabfiltriert und der Filterkuchen mit
Methanol nachgewaschen. Das Losungsmittel wurder wetrmindertem Druck entfernt und
der erhaltene Feststoff im Vakuum getrocknet. Daslikt wurde ohne weitere Aufreinigung
im nachsten Schritt eingesetzt.

Ausbeute: Quantitativ, farbloser Feststoff.

H,N e HCI
N~ COMe
|
Boc
76

Boc-((2S, 49)-4Z-Aminoprolin)-methylester (77)2° Eine Lésung vori76 (8.1 g,
28.7 mmol) in trockenem Dichlormethan (290 mL) warth einem Eisbad gekuhlt. Dazu
wurde in der Kalte DIEA (13.0 mL, 74.4 mmol) undr&glchlorformiat (8.2 mL, 57.4 mmol)
gegeben und das Gemisch 15 h gerthrt, wobei esdangeine Temperatur von 25 °C
erreichte. Es wurde anschlieRend mit 3 %iger Kdliyanogensulfat-Losung (2 x 200 mL)
gewaschen, die organische Phase uUber Magnesiumgetfacknet, und das Losungsmittel
zur Trockne eingeengt. Der Ruckstand wurde sautenadtographisch [Si§)
Ethylacetat/Hexan = 1: V)] aufgereinigt.

Ausbeute: 8.2 g (21.7 mmol, 76 %), farbloses Ol.
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ZHN

Z:>‘c:02|\/|e
|

Boc
77

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): d = 7.38-7.30 (m, 5 H, Z-Pi), 5.845.73 (m, 1 H,
Apro(Cy)H), 5.09 (s, 2 H, Z-6,), 4.42-4.23 (m, 2 H, Apro(QH + NHZ), 3.76 + 3.74 (2 s,
3 H, -O-(Hs), 3.66-3.44 (m, 2 H, Apro(§H), 2.56-2.40 (m, 1 H, Apro(gH), 1.99-1.92

(m, 1 H, Apro(G)H), 1.45+ 1.41 (2 s, 9 H, Bdd) ppm.

Boc-((&S, 45)-4Z-Aminoprolin (17). Verbindung77 (5.7 g, 15 mmol) wurde geman
der allgemeinen Vorschrift 4.2.3 a@Terminus entschitzt und das Produkt im Vakuum

getrocknet. Das Produkt wurde ohne weitere Aufgeing im nachsten Schritt eingesetzt.

Ausbeute: 4.9 g (13.4 mmol, 90 %), farbloser Fefitst

ZHN

N
[

Boc
17

4.3.2 Benzyl-6-ethoxycarbonyl-4-[2-[2-(2-methoxyetiky)ethoxy]ethoxy]-pyridin-
2-ylcarbamat (15)

Diethyl-4-hydroxypyridin-2,6-dicarboxylat (12).2®! Chelidamsaure1l (20.1 g,
0.10 mol) wurde in Ethanol (360 mL) suspendiert wmier starkem Ruhren bei 25 °C mit
H2SOukonz. (12.0 mL) versetzt. Das Gemisch wurde anschlie@ehdzum Ruckfluss erhitzt,
wahrenddessen sich der Feststoff komplett l6stechNabkihlen auf 25 °C wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck auf ca. l0eingeengt und mit Wasser (250 mL)
verdunnt. Nun wurde mit Dichlormethan (5 x 100 méxtrahiert und die vereinigten
organischen Phasen mit Wasser (100 mL) gewaschen,Miagnesiumsulfat getrocknet, und

das Losungsmittel zur Trockne eingeengt.
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Ausbeute: 20.5 g (85.7 mmol, 86 %), farbloser Fefts

OH
X

~
EtO,C~ N~ “CO,Et
12

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSQ¥): d = 7.57 (s, 2 H, Pyridin(C3+CH), 4.34 (q,
3J=7.1Hz, 4 H, -CQCH,-CHjs), 1.32 (t,°J = 7.1 Hz, 6 H, -C@CH,-CH3)ppm.

Diethyl-4-[2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]ethoxy]-pyidin-2,6-dicarboxylat
(13)*® Das Dicarboxylat12 (24.2 g, 0.10 mol) wurde mit Triphenylphosphin (58,
0.20 mol) in THF (650 mL) vorgelegt und mit 2-[2d2thoxyethoxy)-ethoxy]-ethanol
(32.0 mL, 0.20 mol) versetzt. Zu dieser Mischungdeulangsam DIAD (40.0 mL, 0.20 mol)
gegeben und dann wurde sie 20 h zum RuckflusszerNiach Abkuhlen auf 25 °C wurde das
Losungsmittel vollstandig entfernt, der gelbe Riiakd zu einer 0.0d Natronlauge (1 L)
gegeben und fur 1 h gerthrt. Der ausgefallenedaebFeststoff wurde abfiltriert, mit Wasser
gewaschen und das Filtrat mit Dichlormethan (48 i) extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfabajetet und das Losungsmittel zur
Trockne eingeengt. Der Rickstand wurde saulenchiagraphisch [SiQ Ethylacetat]
aufgereinigt. Das Produkt wurde mit 2-[2-(2-Methettyoxy)-ethoxy]-ethanol als
Verunreinigung isoliert und so in der nachsten &rihgesetzt.

Ausbeute:  47.9 g, leicht gelbes Ol.

OTEG
X

~
EtO,C~ N~ “CO,Et
13

'H-NMR (400 MHz, 25°C, CDG): J = 7.81 (s, 2H, Pyridin(C3+CH), 4.47 (q,
3J=7.1Hz, 4 H, O-El,-CHs), 4.31-4.29 + 3.92-3.90 + 3.75-3.73 + 3.69-3.8256—3.53
(m, 12 H, EthylenglycoH), 3.37 (s, 3 H, -O-85), 1.45 (t,*J= 7.1 Hz, 6 H, -O-CpCHs)
ppm.
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6-Ethoxycarbonyl-4-[2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]dtoxy]-pyridin-2-carbon-

saure (14)[.33] Verbindungl3 (6.5 g, 16.9 mmol) wurde in ein Gemisch von Matronlauge
(6.8 mL, 6.8 mmol) in Wasser (855 mL) gegeben ufch dei 25 °C geruhrt. Die Losung
wurde anschlieBend mit Dichlormethan (2 x 200 mtraiert und die vereinigten
organischen Phasen tUber Magnesiumsulfat getrockneth Entfernen des Ldsungsmittels
konnte nicht umgesetztes Edukt zurickgewonnen werDee wassrige Phase wurde mit
0.1N Salzsaure auf einen pH-Wert von 2 angesauert uhdimhlormethan (2 x 200 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen amuiiber Magnesiumsulfat getrocknet und

anschlie3end zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 2.1 g (5.9 mmol, 87 %), farbloses Ol.

OTEG
5| AN 3

~
EtO,C N 'COCH
14

'H-NMR (600 MHz, 25 °C, CDG): J = 7.88 (d,*J = 2.5 Hz, 1 H, Pyridin(C#), 7.85 (d,
%J=2.5Hz, 1H, Pyridin(CH), 4.46 (q,3J=7.1Hz, 2 H, -C@CH,-CHy), 4.34-4.32 +
3.92-3.91 + 3.74-3.73 + 3.68-3.67 + 3.65-3.63 6-8%3 (m, 12 H, Ethylenglycd¥),

3.37 (s, 3 H, -0-83), 1.44 (t3 = 7.1 Hz, 3 H, -C@CH,-CHs) ppm.

Benzyl-6-ethoxycarbonyl-4-[2-[2-(2-methoxyethoxy)é&ioxy]ethoxy]-pyridin-2-
ylcarbamat (15)3°#% zu einer Lésung voti4 (8.3 g, 23.2 mmol) in DMF/THF (120 mL, 2:3
(v/v)) wurde bei 0°C Ethylchlorformiat (2.7 mL, 27.8mal) und N-Methylmorpholin
(3.1 mL, 28.2 mmol) gegeben. Das erhaltene Gemiaglde 25 min unter Kihlung geruhrt.
Anschlieend wurde eine Losung von Natriumazid ¢2.34.8 mmol) in wenig Wasser unter
Kihlung zugegeben. Nach 2.5 h Rihren bei dieserp&etur wurde das THF unter
vermindertem Druck entfernt (bei 30 °C Wasserbagtzatur), der leicht gelbe Rickstand in
Dichlormethan (200 mL) aufgenommen und mit Wassgx 200 mL) gewaschen. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uuber Magnssitat getrocknet und das
Losungsmittel zur Trockne eingeengt (bei 30 °C Wessdtemperatur). Der Ruckstand
wurde in trockenem Toluol (185 mL) aufgenommen, Bahzylalkohol (2.7 mL, 25.6 mmol)
versetzt und 15.5 h zum Ruckfluss erhitzt. Nach ukidn auf 25 °C wurde das Toluol unter
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vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in Doctethan (200 mL) aufgenommen und
mit Wasser (2 x 200 mL) gewaschen. Die organischas® wurde Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und das LOsungsmittel zur Trockne eingeeDas Rohprodukt wurde mittels
Saulenchromatographie [SiCEthylacetat/Pentan = 3/%/Y)] aufgereinigt.

Ausbeute: 6.2 g (13.5 mmol, 58 %), farbloses Harz.

OTEG
X

Pz
EtO,C° N NHzZ
15

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): d = 7.74 (d,"J = 2.0 Hz, 1 H, Pyridin(C®), 7.72 (s,

1 H, NH), 7.39 (d,*J = 2.2 Hz, 1 H, Pyridin(CH), 7.37—7.31 (m, 5 H, Z-PH), 5.21 (s, 2 H,
Z-CH,), 4.42 (q,%J=7.1Hz, 2 H, -C@CH,-CHs), 4.25-4.23 + 3.89-3.86 + 3.74-3.72 +
3.69-3.64 + 3.56-3.54 (5m, 12 H, Ethylenglyed)- 3.37 (s, 3 H, -0-83), 1.40 (t,
3)=7.1Hz, 3 H, -C@CH,-CHs) ppm.
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4.4 Synthesen zu ,,Cyclopeptide zur Immobilisierunguf Gold*

4.4.1 6-Allyloxycarbonyl-4-(12-bromdodecyloxy)-picbnsaure (34)

Diallyl-4-hydroxypyridin-2,6-dicarboxylat  (31).%% Chelidamsaure 11 (2.1 g,
10.2 mmol) und p-Toluolsulfonsédure (4.6 g, 24.1 mmol) wurden in B&n (60 mL)
suspendiert. Unter Ruhren wurde die Suspension Altylalkohol (13.8 mL, 0.20 mol)
versetzt und die Reaktionsmischung mit aufgesetZWasserabscheider zum RuUckfluss
erhitzt, wobei sich das Edukt nach 2 h vollstindgost hatte. Nach 19 h wurde die
Reaktionsmischung auf 25 °C abkihlen gelassen asd_dsungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Der Ruckstand wurde zunachst Ubee &ieselgelsdule mit Aceton als
Eluens vorgereinigt und anschlie3end séaulenchraymapbisch [SiQ,
Ethylacetat/Hexan = 3:2vA)] aufgereinigt. Das erhaltene farblose Ol krigsat nach
lAngerem Stehen bei 25°C.

Ausbeute: 2.3 g (8.7 mmol, 86 %), farbloser Fefitst

OH
X

—
AllO,C~ "N~ "COLAll
31

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSQt): 6= 11.62 (s, 1 H, -8), 7.61 (s, 2 H, Pyridin(C8) +

Pyridin(C5H), 6.09-6.00 (m, 2 H, AllyH.ic), 5.44-5.39 (m, 2 H, AllylHyand, 5.315.27 (m,
2 H, Allyl-Hgg), 4.84-4.82 (m, 4 H, Allyl-CH,) ppm.

13c.NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQl): &= 166.0 (Pyridi4), 163.9 (CO,-Allyl), 149.4

(PyridinC2 + PyridirC6), 132.4 (-C@CH,-CH=CH,), 118.5 (-CG-CH,-CH=CH)), 115.4
(PyridinC3 + PyridirC5), 65.8 (-CQ-CH,-CH=CH,) ppm.

IR (ATR): 3087 (w), 2931 (w), 2701 (w), 2591 (W& (w), 1737 (s), 1725 (s), 1608 (m),
1572 (m), 1372 (m) 1344 (s), 1244 (s), 1159 (sP8LaN), 986 (s), 924 (s), 889 (m), 788(m),

743 (W) cm .
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C,H,N,S-Elementaranalyse;4E13NOs

Berechnet: C=5931% H=498% N=5.32%
Gefunden: C=5921% H=514% N=5.23%
Schmelzpunkt: 6264 °C

MS MALDI/TOF (m/2): 264 [M+H] (100 %), 286 [M+Na] (26 %), 302 [M+K] (14 %).

Diallyl-4-(12-bromdodecyloxy)-pyridin-2,6-dicarboxylat (33) 184 Das
Dicarboxylat 31 (0.88 g, 3.3 mmol), 1,12-Dibromdodeca@? (11.0 g, 33.4 mmol) und
getrocknetes Kaliumcarbonat (0.92 g, 6.7 mmol) wardn trockenem Aceton (25 mL)
suspendiert. Nach 5 d Riuhren bei 25 °C wurde dekftesmischung mit & Salzsaure auf
pH 2 eingestellt und das Losungsmittel unter vedmitem Druck entfernt. Der Rickstand
wurde saulenchromatographisch [SiCEthylacetat/Hexan = 1:2v/{j)] aufgereinigt. Nicht
abreagiertes32 wurde hierbei wieder zurickgewonnen. Nach Animpfent einem
Impfkristall wurde das Produkt als Feststoff erdalt

Ausbeute: 1.1 g (2.2 mmol, 67 %), farbloser Fefitst

o ™ e

10
X
P

AllO,.C” "N~ S COLAll
33

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSQk): 6 = 7.72 (s, 2 H, Pyridin(C8) + Pyridin(C5H),
6.10-6.00 (m, 2 H, AllylHy), 5.455.40 (m, 2 H, AllylHyand, 5.355.28 (m, 2 H, Allyl-
Heis), 4.86-4.84 (m, 4 H, Allyl-GH,), 4.20 (t,3) = 6.4 Hz, 2 H, -O-6l,-), 3.50 (t,°J = 6.7 Hz,
2 H, Br-CH,-), 1.806-1.70 (m, 4 H, AlkylH), 1.44-1.24 (m, 16 H, AlkylH) ppm.

13c.NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQl): &= 166.5 (Pyridi4), 163.8 (CO,-Allyl), 149.4

(PyridinC2 + PyridirC6), 132.3 (-C@-CH,-CH=CH,), 118.6 (-CQ-CH,-CH=CH,), 114.2
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(PyridinC3 + PyridirC5), 68.8 (-O€H3-), 65.9 (-CQ-CH,-CH=CH,), 35.2 (BrCH-), 32.2 +
28.9 + 28.6 + 28.2 + 28.1 + 27.5 + 25.3 (AllG)ppm.

IR (ATR): 3096 (w), 2944 (w), 2919 (m), 2851 (MY1T (s), 1595 (m), 1567 (w), 1444 (w),
1373 (s), 1337 (s), 1269 (m), 1235 (s), 1150 (rnp41(s), 1036 (s), 984 (m), 941 (m), 931
(m), 782 (w) cnit.

C,H,N,S-Elementaranalyse»4Ei3sBrNOs

Berechnet: C=5882% H=711% N=2.74%
Gefunden: C=5896% H=725% N=2.74%
Schmelzpunkt.: 32-33 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 470 + 472 [MAllyl+H] * (18 %), 510+ 512 [M+H] (100 %),
532 + 534 [M+Na] (7 %), 548 + 550 [M+K](2 %).

6-Allyloxycarbonyl-4-(12-bromdodecyloxy)-picolinséure (34). Verbindung 33
(1.7 g, 3.3 mmol) wurde in 1,4-Dioxan (70 mL) geldsd unter Rihren mit & Natronlauge
(1.7 mL, 1.7 mmol) versetzt. Die Losung wurde 22eh 25 °C geriihrt, anschlieRend mi 1
Salzsaure auf einen pH-Wert von ca. 2 eingestelt mit Wasser (15 mL) versetzt. Das
organische Lésungsmittel wurde unter vermindertemnck entfernt und die wassrige Phase
mit Ethylacetat (3 x 15 mL) extrahiert. Die vergi@n organischen Phasen wurden Uber
Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel uméemindertem Durck entfernt, und der
Ruckstand séulenchromatographisch [SiBthylacetat/Hexan = 1:1v/{), 0.4 Vol% TFA|]
aufgereinigt. Nicht umgesetzt88 wurde hierbei wieder zuriickgewonnen.

Ausbeute:  0.46 g (0.98 mmol, 59 %), gelbes Ol.
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AN

10
X

7

AllO,C® 'N° 'COOH
34

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSQ): 6 = 7.70 + 7.69 (2 ¢ = 2.5 Hz,"J = 2.6 Hz, 2 H,
Pyridin(C3H + Pyridin(C5H), 6.16-6.00 (m, 1 H, AllylH), 5.455.39 (m, 1 H, Allyl-
Hiand, 5.315.28 (m, 1 H, AllylHqy), 4.86-4.84 (m, 2 H, Allyl-CGH,), 4.19 (t,°J = 6.4 Hz,
2 H, -O-tH,-), 3.51 (,*J=6.7 Hz, 2 H, Br-€l,-), 1.80-1.70 (m, 4 H, AlkylH), 1.44-1.25
(m, 16 H, Alkyl-H) ppm.

MS MALDITOF (m/2: 430 +432 [MAllyl+H]* (10 %), 470 + 472 [M+H] (100 %),
494 + 496 [M+Na] (11 %).

4.4.2 tert-Butyl-6-(ethyloxycarbonyl)-4-(12-bromdodecyloxy)-yridin-2-
ylcarbamat (38) und Benzyl-6-ethyloxycarbonyl-4-(bomdodecyloxy)-
pyridin-2-carbamat (39)

Diethyl-4-(12-bromdodecyloxy)-pyridin-2,6-dicarboxylat  (36)#* Unter einer
Stickstoffatmosphare wurd&2 (4.8 g, 20.0 mmol) und 1,12-Dibromdodecad8 (66.2 g,
0.20 mol) in trockenem Aceton (500 mL) suspendigrd mit getrocknetem Kaliumcarbonat
(5.59, 40.0 mmol) versetzt. Die Suspension wurded 1bei 25 °C geruhrt, dann das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt died Ruckstand in Ethylacetat (200 mL)
aufgenommen. AnschlieRend wurde nacheinander misalzsdure (200 mL) und gesattigter
wassriger NaCl-Losung (2 x 200 mL) gewaschen. Drganische Phase wurde uber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittegruvermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch {SiOEthylacetat/Hexan = 1:3 v/{)]
aufgereinigt.

Ausbeute: 7.8 g (16.0 mmol, 80 %), farbloser Refits
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o N e

10
X

7

Et0,C~ "N~ “CO,Et
36

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): = 7.75 (s, 2 H, Pyridin(C8) + Pyridin(C5H), 4.46 (q,
3J=7.1Hz, 4H, -C@CH,-CHs), 4.11 (t,3J=6.5Hz, 2 H, -O-B), 3.39 (t,%)=6.9 Hz,
2 H, Br-CHy-), 1.88-1.79 (m, 4 H, AlkylH), 1.49-1.24 (m, 22 H, 16 AlkyH + 6 -CQ-CHy-
CH3s) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, CDG): ¢ = 167.2 (Pyridi4), 165.0 (€O,-CH,-CHs), 150.2
(PyridinC2 + PyridirC6), 114.5 (Pyridi€3 + PyridirC5), 69.1 (-OC€H,-), 62.5 (-CQ-CHy-
CHs), 34.2 (BrCH-), 32.9 +29.6 + 29.5 + 29.4 + 28.9 + 28.3 + 2@\Byl- C), 14.3 (-CG-
CH,-CH3z) ppm.

IR (ATR): 3111 (w), 2976 (w), 2920 (m), 2852 (m)4r7(m), 1712 (s), 1592 (m), 1466 (m),
1445 (m), 1366 (m), 1340 (s), 1246 (s), 1229 (4)/6L(m), 1159 (m), 1100 (s), 1032 (s),
1019 (s), 785 (w), 722 (w) crh

C,H,N,S-Elementaranalyse»4Ei3sBrNOs

Berechnet: C=56.79% H=746% N=2.88%
Gefunden: C=5683% H=756% N=2.99%
Schmelzpunki: 31-33 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 486 + 488 [M+H] (100 %), 508 + 510 [M+N&](8 %), 524 + 526

[M+K]* (4 %).

4-(12-Bromdodecyloxy)-6-(ethoxycarbonyl)-picolinsate  (37)%" 36 (3.9 ¢,
8.0 mmol) wurde in Ethanol (50 mL) gel6st und zuneei Losung von Kaliumhydroxid
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(0.45 g, 8.0 mmol) in Ethanol (30 mL) gegeben. Disung wurde kurz geschwenkt und
anschlieend 3 h bei 25 °C stehen gelassen, watesseh ein farbloser Feststoff ausfiel.
Das Gemisch wurde fur 15 min auf —21 °C temperbet, Feststoff abfiltriert und mit kaltem
Ethanol (25 mL) nachgewaschen. Der Feststoff wundeeillem Wasser (30 mL) geldst und
die Losung mit N Salzsaure auf einen pH-Wert von ca. 2 angesabertwassrige Phase
wurde mit Ethylacetat (2 x 60 mL) extrahiert. Dereinigten organischen Phasen wurden mit
gesattigter wassriger NaCl-Losung (2 x 50 mL) gelas, Uber Magnesiumsulfat getrocknet
und das Lésungsmittel zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 3.1 g (6.8 mmol, 84 %), farbloser Fefftst

N

10
~N
L
EtO,C° N COOH
37

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSQ): 6 = 7.69 + 7.67 (2 dJ = 2.5 Hz,"J = 2.5 Hz, 2 H,
Pyridin(C3H + Pyridin(C5H), 4.36 (q, 3J=7.1Hz, 2H, -C@CH,-CHs), 4.19 (t,
3)=6.4Hz, 2 H, -O-8-), 3.51 (t,°J = 6.7 Hz, 2 H, Br-El»-), 1.81-1.70 (m, 4 H, AlkylH),

1.44-1.25 (m, 19 H, 16 AlkyH + 3 -CQ-CH,-CH3) ppm.

tert-Butyl-6-(ethyloxycarbonyl)-4-(12-bromdodecyloxy)-yridin-2-ylcarbamat

(38) 13981 37 (0.66 g, 1.4 mmol) wurde in einem DMF/THF-Gemis@® mL, 2:3 (/v))

gelost, in einem Eisbad auf ca. 0°C gekuhlt und MMethylmorpholin (0.19 mL,

1.7 mmol) gefolgt von Ethylchlorformiat (0.17 mL,7Immol) versetzt. Nach 35 min Ruhren
bei 0 °C wurde die Reaktionsmischung mit Natriurdg®.14 g, 2.2 mmol) in wenig Wasser
versetzt und fur weitere 3 h bei 0 °C gertuhrt. D& wurde unter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand in Dichlormethan (20 mljgenommen. Die Losung wurde mit
Wasser (20 mL) und gesattigter wassriger NaCl-Lgs(@x 20 mL) gewaschen und die
organische Phase Uuber Magnesiumsulfat getrocknels Dosungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Azid lGber Phogpentoxid getrocknet. Unter einer
Stickstoffatmosphére wurde das erhaltene Ol irkénem Toluol (14 mL) aufgenommen und
mit tert-Butanol (0.16 mL, 1.6 mmol) versetzt. Die Reaksiomschung wurde 3.5 h zum
Sieden erhitzt. Nach Abkuhlen auf 25 °C wurde dadudl unter vermindertem Druck
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entfernt, der Ruckstand in Dichlormethan (20 mLjganommen und mit Wasser (20 mL)
und gesattigter wassriger NaCl-Losung (20 mL) gewes. Die organische Phase wurde Uber
Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeenDer Rickstand wurde
saulenchromatographisch [SiEthylacetat/Hexan = 1:¥/)] aufgereinigt.

Ausbeute: 0.24 g (0.45 mmol, 31 %), schwach getzez.

o ™ g

10
X
P

Et0,C° N NHBoc
38

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSQ): 6 = 10.10 (s, 1 H, N), 7.59 (d,J = 2.2 Hz, 1 H,
Pyridin(C3H), 7.20 (d,*J = 2.1 Hz, 1 H, Pyridin(C%)), 4.30 (q.2J = 7.1 Hz, 2 H, -C@CH,-
CHs), 4.07 (t,3)=6.4 Hz, 2 H, -O-B-), 3.50 (t,°J = 6.7 Hz, 2 H, Br-Gl»-), 1.80-1.68 (m,
4 H, Akyl-H), 1.45 (s, 9 H, Bo¢d), 1.44-1.24 (m, 19 H, 16 AlkyH + 3 -CQ-CH,-CHs)
ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@k): 6§ = 166.7 (Pyridi€4), 164.4 (€O,-CH,-CHs),
154.2 + 152.9 (Pyridi@2 + BocCO), 147.5 (Pyridi€6), 107.3 (Pyridi€5), 100.7
(PyridinC3), 79.7 (BocC), 68.1 (-OCH,-), 61.2 (-CQ-CH,-CHs), 35.2 (BrCHy-), 32.3 +
28.9 + 28.7 + 28.2 + 28.1 + 28.0 + 27.5 + 25.3 yAK + BocC), 14.2 (-CQ-CH,-CH5)
ppm.

IR (ATR): 3206 (w), 2979 (W), 2926 (m), 2854 (W)2D (m), 1603 (m), 1576 (m), 1531 (m),
1435 (m), 1367 (m), 1344 (m), 1231 (s), 1153 @%1L(m), 992 (w), 862 (W), 786 (w) ém

C,H,N,S-Elementaranalyse»4E41BrN,Os

Berechnet: C=56.71% H=780% N=5.29%

Gefunden: C=5721% H=778% N=5.35%
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MS MALDI/TOF (m/2: 429 + 431 [M-Boc+H] (57 %), 473 + 475 [Miso-Buten+H]
(100 %), 529 + 531 [M+H](24 %), 551 + 553 [M+N&](17 %), 567 + 569 [M+K] (8 %).

Benzyl-6-(ethyloxycarbonyl)-4-(bromdodecyloxy)-pyriin-2-carbamat (39)2%8!

Verbindung 37 (6.2 g, 13.6 mmol) wurde in DMF/THF (140 mL, 2:8/M)) gelost, Die
Losung im Eisbad auf 0 °C abgekuhlt, mtMethylmorpholin (1.8 mL, 16.4 mmol) und
anschlieBend mit Ethylchlorformiat (1.6 mL, 16.3 aimversetzt und 45 min bei 0 °C
geruhrt. AnschlielRend wurde Natriumazid (1.3 g52@mol) in wenig Wasser dazugegeben
und weitere 1.5 h bei 0 °C gerthrt. Nun wurde ThiEeu vermindertem Druck entfernt (bei
30 °C Wasserbadtemperatur), der Ruckstand in Etétda (130 mL) aufgenommen und mit
Wasser (130 mL) gewaschen. Die wassrige Phase wmmtleEthylacetat (2 x 70 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phas#&ngesattigter wassriger NaCl-Losung
(130 mL) gewaschen. Die organische Phase wurdeNagnesiumsulfat getrocknet und das
Losungsmittel zur Trockne eingeengt (bei 30 °C Wedsadtemperatur). Das erhaltene Harz
wurde 1.5 h Uber Phosphorpentoxid im Vakuum getretkind danach in trockenem Toluol
(135 mL) gel6st, mit Benzylalkohol (1.6 mL, 15.0 winversetzt und 15 h zum Ruckfluss
erhitzt. Nach Abkuhlen auf 25 °C wurde das Losunigemunter vermindertem Druck
entfernt und der Ruckstand saulenchromatograpHSiedy, Ethylacetat/Hexan = 1:2/()]
aufgereinigt

Ausbeute: 4.8 g (8.5 mmol, 62 %), farbloser Fefitsto

AN

10
~N
P

EtO,C N NHZ
39
'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+): d= 10.57 (s, 1 H, N), 7.62 (d,"J=2.2 Hz, 1 H,
Pyridin(C3H), 7.49-7.29 (m, 5 H, Z-Pi), 7.22 (d,"J = 2.2 Hz, 1 H, Pyridin(C%)), 5.16 (s,
2 H, Z-tH,), 4.30 (9,) = 7.1 Hz, 2 H, -C@CH,-CHs), 4.06 (t,>J=6.4 Hz, 2 H, -O-B),
3.48 (t,%)=6.7Hz, 2H, Br-@®y), 1.78-1.67 (m, 4 H, AlkyH), 1.30-1.22 (m, 19 H,
16 Alkyl-H + 3 -CQ-CH,-CH3) ppm.
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13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@i6): J = 166.8 (Pyridit4), 164.4 (€O,-CH,-CHs),
153.9 + 153.7 (Pyridi@2 + Z-CO), 147.6 (Pyridi€6), 136.6 (Z€1), 128.5 + 128.0 + 127.6
(Z-C2-C6), 107.6 (Pyridi€5), 100.9 (Pyridi€3), 68.2 (-OCH,-), 65.8 (ZCH-), 61.3 (-
CO,-CH2-CHs), 35.2 (BrCHy-), 32.3 + 28.9 + 28.7 + 28.2 + 28.1 + 27.5 + 28\kyl- C),
14.2 (-CQ-CH,-CHs) ppm.

IR (ATR): 3354 (w), 3208 (W), 3123 (w), 2922 (mB52 (m), 1725 (m), 1711 (m), 1604 (m),
1575 (m), 1537 (m), 1440 (m), 1367 (m), 1347 (md4@ (m), 1219 (s), 1145(m), 1132 (m)
1084 (m), 1071 (m), 1039 (m), 1023 (m), 996 (M) {B) cm™.

C,H,N,S-Elementaranalyse4Ei30BrN,Os

Berechnet: C=5968% H=698% N=497%
Gefunden: C=5989% H=724% N=495%
Schmelzpunki: 64 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 473 + 475 [M-Benzyl+2H] (13 %), 563 + 565 [M+H] (100 %),
585 + 587 [M+Na] (24 %).

4.4.3 tert-Butyl-6-(ethoxycarbonyl)-4-(benzylhexylcarbamat-1yloxy)-pyridin-2-
yl-carbamat (63)

Benzyloxycarbonyl-6-aminohexan-1-ol  (60Y® Zu einer Loésung von 6-
Aminohexan-1-0l59 (10.4 g, 88.7 mmol) und Kaliumcarbonat (24.5 ¢,80mol) in Wasser
(150 mL) wurde langsam Benzylchlorformiat (19.0 mlQ.13 mol) gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde 20 h bei 25 °C geruhrt. &dmgefallene Feststoff wurde abfiltriert
und nacheinander mit Wasser (2 x 100 mL) und He@ar 100 mL) gewaschen und im
Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 21.1 g (83.8 mmol, 95 %), farbloser Fefts

156



4 EXPERIMENTELLER TEIL

S NHZ
HO

60

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): J= 7.36-7.29 (m, 5 H, Z-Pid), 5.09 (s, 2 H, Z-6),
4.76 (brs, 1H, N), 3.63 (,°J=6.5 Hz, 2 H, HO-B), 3.22-3.17 (m, 2 H, -NH-El2-),
1.59-1.48 + 1.421.30 (2 m, 8 H, AlkylH) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, CD@G): o= 156.6 (ZCO), 136.7 (ZE€1), 128.2 + 128.6 (L2-
C6), 66.7 (ZCH2-), 62.8 (HOCH,-), 41.0 (-NHCH,-), 25.4 + 26.5 + 30.0 + 32.6 (Alky)
ppm.

C,H,N,S-Elementaranalyse; ,:NOs
Berechnet: C=6691% H=842% N=557%

Gefunden: C=6682% H=844% N=553%

MS MALDI/TOF (m/2): 252 [M+H]" (62 %), 274 [M+Nal] (100 %), 290 [M+K] (50 %).

Benzyl-6-(2,6-di(ethoxycarbonyl)pyridin-4-yloxy)-hexylcarbamat ~ (61)2% 60
(9.99, 39.2 mmol),12 (7.8 g, 32.7 mmol) und Triphenylphosphan (17.26§,3 mmol)
wurden in THF (300 mL) gelost. DIAD (12.9 mL, 658nol) wurde tropfenweise
hinzugefigt und anschlieRend das Gemisch fir 20n Rickfluss erhitzt. Nach Abkthlen
auf 25 °C wurde das Lésungsmittel unter verminaerBruck entfernt und der Rickstand in
Dichlormethan (200 mL) aufgenommen. Die Lo6sung wurdacheinander mit O
Natronlauge (200 mL) und gesattigter wassriger Naisung (2 x 200 mL) gewaschen, tber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Lésungsmittegruvermindertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde zweimal séulenchromatographisc®,[Jtthylacetat/Hexan = 2:1v/{)]
aufgereinigt.

Ausbeute: 13.2 g (28.0 mmol, 86 %), leicht gelbeszH
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O/\M;\ NHZ

X

P

Et0,C~ "N~ “CO,Et
61

'H-NMR (400 MHz, 25°C, CDG): J = 7.76 (s, 2 H, Pyridin(CB) + Pyridin(C5H),
7.36-7.26 (m, 5 H, Z-PH), 5.09 (s, 2 H, Z-6l,), 4.75 (br s, 1 H, -N), 4.47 (q3) = 7.1 Hz,
4 H, -CQ-CH-CHg), 4.12 (1,3 = 6.1 Hz, 2 H, -O-6-), 3.24-3.19 (m, 2 H, -NH-El»),
1.87-1.80 (m, 2 H, AlkylH), 1.66-1.38 (m, 12 H, 6 AlkyH + 6 -CQ-CH,-CHs) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, CDG): J= 167.1 (Pyridit4), 165.0 (€O,-CH,-CHs), 156.5
(Z-CO), 150.3 (Pyridi€2 + PyridirC6), 136.7 (Z€1), 128.7 + 128.3 (L2-C6), 114.5
(PyridinC3 + PyridirC5), 68.9 (-OCH-), 66.8 (ZCHy-), 62.6 (-CQ-CHx-CHs), 41.1 (-NH-
CHy-), 30.1 + 28.8 + 26.5 + 25.7 (Alky), 14.3 (-CQ-CH,-CHgz) ppm.

IR (ATR): 3348 (W), 2981 (w), 2938 (W), 2869 (W)714 (s), 1594 (m), 1527 (m), 1446 (m),
1372 (m), 1341 (s), 1237 (s), 1155 (m), 1103 @27L(s), 787 (M), 734 (m), 699 (m) &m

C,H,N,S-Elementaranalyse4Ei3,N,0O; x 0.25 HO
Berechnet: C=6295% H=6.87% N=587%

Gefunden: C=6289% H=6.87% N=5.94%
MS MALDI/TOF (m/2): 473 [M+H]" (100 %), 495 [M+Na] (11 %).

Benzyl-6-(2-ethoxycarbonyl-6-carboxylpyridin-4-ylocy)-hexylcarbamat  (62)1°!
Es wurde61 (4.7 g, 10.0 mmol) und gemdrserte NaOH (0.44 g0 fimol) in Ethanol/1,4-
Dioxan (90 mL, 1:2\{v)) gelost und die Lésung 1 h bei 25 °C gerihrt. chatis3end wurde
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfemd der Rickstand in Wasser (20 mL)
aufgenommen. Die wassrige Phase wurde mit Dietigte3 x 15 mL) gewaschen und die
vereinigten organischen Phasen Uber Magnesiumsgk#aiocknet. Durch Entfernen des

Losungsmittels konnte nicht umgesetztes Edikizuriickgewonnen werden. Die wassrige
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Phase wurde mit 3 %iger KH@Osung auf einen pH-Wert von ca. 2 eingestellt amt
Ethylacetat (3 x 15 mL) extrahiert. Die vereinigtarganischen Phasen wurden mit
gesattigter wassriger NaCl-L6ésung (30 mL) gewasclidgrer Magnesiumsulfat getrocknet

und das Losungsmittel zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 3.3 g (7.5 mmol, 75 %), gelbes Harz.

O/\M;\ NHZ
X
»

EtO,C N COOH
62

'H-NMR (600 MHz, 25 °C, CDG): 0= 7.87 (s, 1 H, -C0Of), 7.82 + 7.78 (2 dJ; = 2.3 Hz,
3, = 2.3 Hz, 2 H, Pyridin(C3 + Pyridin(C5H), 7.347.28 (m, 5 H, Z-Pi), 5.08 (s, 2 H,
Z-CHy), 4.85 (br s, 1 H, -N), 4.46 (q,2J = 7.1 Hz, 2 H, -CQCH,-CHs), 4.14-4.12 (m, 2 H,
-O-CHy-), 3.23-3.19 (m, 2 H, -NH-El,-), 1.85-1.81 (m, 2 H, AlkylH), 1.571.37 (m, 9 H,
6 Alkyl-H + 3 -CQ-CHy-CHs) ppm.

tert-Butyl-6-(ethoxycarbonyl)-4-(benzylhexylcarbamat-1yloxy)pyridin-2-yl-

carbamat (63)2°%) Es wurde62 (3.8 g, 8.5 mmol) in DMF/THF (85 mL, 2/3/()) gelost,
die Losung auf 0 °C im Eisbad abgekihlt, mitMethylmorpholin (1.1 mL, 10.2 mmol)
gefolgt von Ethylchlorformiat (1.0 mL, 10.2 mmol)ergetzt und 2 h bei 0 °C geruhrt.
Anschlieend wurde Natriumazid (0.83 g, 12.8 mmolwenig Wasser dazugegeben und
weitere 3.5 h bei 0 °C gerthrt. Nun wurde THF uremindertem Druck entfernt (bei 30 °C
Wasserbadtemperatur), der Ruckstand in Ethyla¢gfamlL) aufgenommen und mit Wasser
(2 x 100 mL) gewaschen. Die vereinigten wassrigegsPn wurden mit Ethylacetat (100 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen PhasénWasser (100 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde tUber Magnesiumsulfat getebckd das Lésungsmittel zur Trockne
eingeengt (bei 30 °C Wasserbadtemperatur). Das ltemka Harz wurde 1.5h Uber
Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet und danadiockenem Toluol (100 mL) geldst,
mit tert-Butanol (0.90 mL, 9.4 mmol) versetzt und 4.5 h ziRiickfluss erhitzt. Nach
Abkuhlen auf 25 °C wurde das Losungsmittel untermiedertem Druck entfernt und der
Ruckstand saulenchromatographisch [SiGthylacetat/Hexan = 1:2v/{)] aufgereinigt.

Analysenreines Material wurde mittels praparatiVéiPLC erhalten (HPLC-Gradient zur
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Aufreinigung: G-5 min, 60 % organisch;-35 min, linearer Anstieg auf 80 % organisch;
15-30 min, linearer Anstieg auf 95 % organisch-88 min, 95 % organisch; 486 min,
linearer Abstieg auf 60 % organisch; 54 min, 60 % organisch). Aufgrund der hohen
Viskositat des Produktes konnten nicht alle Losumtislreste aus dem Produkt entfernt
werden (in*H-, **C-NMR sowie C,H,N,S-Elementaranalyse beriicksichtigt

Ausbeute: 1.3 g (2.5 mmol, 29 %), leicht gelbeszHar

O/M;\NHZ
X
»

EtO,C N~ "NHBoc
63

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): d= 7.68 (br s, 1 H, Pyridin(CBl), 7.36-7.29 (m, 6 H,
5 Z-PhH+ Pyridin(C5H), 5.09 (s, 2 H, Z-6,), 4.76 (br s, 1 H, -N-Z), 4.43 (q,2J = 7.1 Hz,
2 H, -CQ-CH,-CHs), 4.07 (t,°J=5.7 Hz, 2 H, -O-6,-), 3.23-3.18 (m, 2 H, -NH-El,-),
2.10 (s, ACN), 1.831.76 (m, 2 H, AlkylH), 1.57-1.34 (m, 18 H, 9 Bott + 6 Alkyl-H + 3 -
CO,-CH,-CHs) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, CDG): J= 167.8 (Pyridit4), 165.0 (€O,-CH,-CHs), 156.5
(Z-CO), 153.6 (Pyridi€2), 152.5 (BooccO), 147.3 (Pyridi6), 136.7 (Z€1), 128.6 + 128.2
(Z-C2-C6), 109.1 (Pyridi€5), 100.3 (Pyridi€3), 81.3 (BocC), 68.5 (-OCH,-), 66.7 (Z-
CHy-), 62.0 (-CQ-CH2-CHs), 41.1 (NHCH>-), 30.0 + 28.8 (AlkyIC), 28.3 (BocC), 26.5 +
25.7 (Alkyl-C), 14.4 (-CQ-CH,-CHs), 1.1 (ACN) ppm.

IR (ATR): 3328 (w), 3204 (w), 3126 (w), 2979 (WR3b (w), 2863 (w), 2330 (w), 1715 (s),
1603 (m), 1575 (m), 1526 (m), 1450 (m), 1436 (n®64 (m), 1344 (m), 1231 (s), 1146 (s),
1077 (m), 1034 (s), 1027 (s), 991 (m), 865 (m), AR 751 (m), 734 (m), 696 (m) c¢hm

C,H,N,S-Elementaranalyse;#l37;N30; x 0.15 HO x 0.001 ACN
Berechnet: C=6262% H=7.25% N=8.14%

Gefunden: C=6238% H=6.76% N=7.99%
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MS MALDI/TOF (m/2:; 416 [M-Boc+H]" (100 %), 460 [Miso-Buten+H] (92 %), 516
[M+H]* (83 %), 538 [M+Na] (93 %), 554 [M+K] (32 %).

4.4.4  Methyl-6-aminopyridin-2-carboxylat (42)

Es wurde 6-Aminopicolinsduredl (6.9 g, 50.0 mmol) in Methanol (70 mL)
suspendiert und mit #$Oukonz (5 ML) versetzt, wobei das Edukt in Losung gingnNvurde
75 h zum RuUckfluss erhitzt, das Gemisch nach Alkalduf 25 °C mit 10 %iger wassriger
Natriumhydrogencarbonat-Lésung (150 mL) versetal amt Dichlormethan (4 x 150 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen amuiiber Magnesiumsulfat getrocknet und
die L6sung anschlielRend zur Trockne eingeengt.

Ausbeute: 5.0 g (32.6 mmol, 65 %), leicht gelbestEioff.

it

MeO,C~ "N~ “NH,
42

'H-NMR (400 MHz, 25°C, DMSO+4: J = 7.51 (dd,3J=8.3Hz, 3J=7.3Hz, 1H,
Pyridin(C4H), 7.18 (dd,*J=7.3 Hz,"J = 0.8 Hz, 1 H, Pyridin(C%)), 6.65 (dd,’J = 8.3 Hz,
3= 0.8 Hz, 1 H, Pyridin(C#), 6.30 (s, 2 H, -M), 3.79 (s, 3 H, -C®CHs) ppm.

4.4.5 Synthese der Dipeptide

Boc-[Pro-BAPA]-OEt 40. Verbindung39 (0.36 g, 0.76 mmol) wurde entsprechend
der allgemeinen Vorschrift 4.2.4 amTerminus entschitzt und das erhaltene Produkt mit
Boc4-Pro-OH 16 (0.20 g, 0.91 mmol) und PyCloP (0.38 g, 0.91 mminl) trockenem
Dichlormethan (12 mL) geldst. Nun wurde mit DIEA4Q mL, 2.4 mmol) ein pH-Wert von
ca. 10 eingestellt und die LOosung 7 d bei 25 °Cllger AnschlieBend wurde das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck  entfernt undder  Ruckstand

saulenchromatographisch [SiCEthylacetat/Hexan = 1:1/§)] aufgereinigt.

Ausbeute: 0.36 g (0.58 mmol, 76 %), farbloser Fefts
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@) 10 Br
) 7
o
C,)LN N~ ~CO,Et
N
Boc
40

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+): = 10.90 + 10.86 (2s, 1 H, HY, 7.94 + 7.89 (2 s,
1 H, Pyridin(C3H), 7.28 (s, 1 H, Pyridin(CH)), 4.48-4.40 (m, 1 H, Pro(@H), 4.32 (q,
3J=7.1Hz, 2 H, -C@CH,-CHs), 4.08 (t,%J=6.3 Hz, 2 H, -O-B), 3.50 (t,3)=6.7 Hz,
2 H, Br-CHy-), 3.42-3.29 (m, 2 H, Pro(§H), 2.2+2.12 (m, 1 H, Pro(g)H), 1.89-1.69 (m,
7H, 2 Pro(QH + 1 Pro(G)H + 4 Alkyl-H), 1.38-1.24 (m, 28 H, 9 Bad-+ 3 -CQ-CH,-
CHs + 16 Alkyl-H) ppm.

3C-NMR (101 MHz, 25°C, DMSQk): & = 173.1 + 172.5 (-NHEO-Pro), 166.8
(PyridinC4), 164.3 (€0,-CH,-CHs), 153.6 + 153.5 (Bo€O), 153.1 (Pyridig2), 147.5 +
147.4 (Pyridif©6), 108.1 + 108.0 (Pyrid®6), 101.9 + 101.8 (Pyrid®8), 78.7 + 78.5 (Boc-
'C), 68.2 (-OCHy-), 61.3 (-CQ-CH2-CHs), 59.9 + 59.6 (P1G,), 46.8 + 46.6 (P1G;s), 35.2
(Br-CHy-), 32.3 (Alkyl-C), 30.9 + 30.2 (P1Gp), 28.9 + 28.7 + 28.2 + 28.1 (Alk@), 27.9
(BocC), 27.5 + 25.3 (AlkylIC), 23.9 + 23.3 (P1G,), 14.2 (-CQ-CHx-CH3) ppm.

IR (ATR): 3119 (W), 3055 (w), 2972 (w), 2922 (mB=2L (w), 1739 (m), 1711 (m), 1655 (m),
1577 (m), 1547 (m), 1475 (w), 1427 (s), 1362 (N342 (m), 1204 (s), 1163 (m), 1132 (s),
1112 (m), 1026 (m), 859 (m) cm

C,H,N,S-Elementaranalyse 3¢ 4sBrNsOg

Berechnet: C=5750% H=7.72% N=6.71%
Gefunden: C=5742% H=7.72% N=6.71%
Schmelzpunki: 8681 °C
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MS MALDI/TOF (m/2: 570 + 572 [Miso-Buten+H] (14 %), 627 + 629 [M+H] (100 %),
649 + 651 [M+Na] (15 %), 665 + 667 [M+K] (2 %).

Drehwert (c = 1, Chloroform)of % = -50.6

Boc-[Pro-APA]-OMe 434 Verbindung42 (3.1 g, 20.2 mmol), Boc-Pro-OH 16
(5.4 g, 25.1 mmol) und PyCloP (10.6 g, 25.1 mmolraden in trockenem Dichlormethan
(400 mL) gelost und die Lésung mit DIEA (9.2 mL,.52nmol) auf einen pH-Wert von ca.
10 eingestellt. Die Reaktionsldsung wurde 8 d EefQ@ geriihrt. AnschlieRend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt under Rickstand saulen-

chromatographisch [SiOQEthylacetat] aufgereinigt.

Ausbeute: 7.0 g (20.1 mmol, 99 %), farbloser Fefitst

'H-NMR (600 MHz, 100 °C, DMSO4}: = 10.45 (s, 1 H, -N), 8.27 (d,°J=8.3 Hz, 1 H,
Pyridin(C3H), 7.95 (t, 23J=7.9Hz, 1H, Pyridin(C4), 7.74 (d, 3J=7.5Hz, 1H,
Pyridin(C5H), 4.49-4.47 (m, 1 H, Pro(gQH), 3.89 (s, 3 H, -C®CH3), 3.48-3.37 (m, 2 H,
Pro(G)H), 2.25-2.19 (m, 1 H, Pro(g}H), 1.96-1.88 (m, 2 H, 1 Pro(§H + 1 Pro(G)H),
1.85-1.79 (m, 1 H, Pro(3), 1.35 (s, 9 H, Bo¢d) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@k): o= 172.6 (-NHCO-Pro), 164.8 E0,-CHs), 153.3
(Boc-CO), 152.7 (Pyridig2), 145.7 (Pyridi®6), 139.6 (Pyridi€4), 120.3 (Pyridig€5),
117.2 (Pyridit©3), 78.5 (BocC), 59.7 (Pr€&,), 52.3(-CQ-CHa), 46.6 (Pr€;), 30.5 (Pr&p),
28.0 (Boc€), 23.6 (Pr&y) ppm.
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IR (ATR): 3208 (w), 3053 (W), 2980 (w), 2879 (W)745 (w), 1729 (m), 1713 (m), 1658 (m),
1577 (m), 1542 (m), 1457 (m), 1425 (s), 1367 (n302L(s), 1244 (m), 1184 (m), 1152 (s),
1132 (s), 1077 (m), 771 (s) chn

C,H,N,S-Elementaranalyse; £1,3N30s5

Berechnet: C=58.44% H=6.64% N=12.03 %
Gefunden: C=5814% H=6.72% N=11.75%
Schmelzpunkt: 115 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 350 [M+H]" (100 %), 372 [M+Na] (21 %), 388 [M+K] (1 %).

Drehwert (c = 2, Chloroform)o] % = -177.5

Boc-[((4S)-Z-Apro)-APA]-OMe 54.8Y verbindung17 (4.9 g, 13.4 mmol) wurde
mit 42 (2.0 g, 13.4 mmol) in trockenem Dichlormethan (2710 gel6st. Zu dieser Lésung
wurde PyCloP (6.8 g, 16.1 mmol) gegeben und dasisgénmit DIEA (6.1 mL, 34.9 mmol)
auf einen pH-Wert von ca. 10 eingestellt. Es wufded bei 25 °C gerihrt und das
Losungsmittel anschlieBend unter vermindertem Drecifernt. Der Ruckstand wurde
saulen-chromatographisch [SiGthylacetat] aufgereinigt.

Ausbeute: 6.3 g (12.7 mmol, 85 %), farbloser Fe#itst

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+J: d= 11.03 + 10.97 (2's, 1 H, H, 8.36-8.29 (m,
1H, Pyridin(C3H), 8.03-7.96 (m, 1H, Pyridin(C4), 7.79 (d, 3J=7.5Hz, 1H,
Pyridin(C5H), 7.5%7.33 (m, 5H, Z-Pi), 5.01 (s, 2 H, Z-8) 4.454.41 (m, 1H,
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Pro(G)H), 4.0~3.99 (m, 1 H, Aro(QH), 3.87 (s, 3H, -C&CH3), 3.74-3.63 (m, 1H,
Apro(Gs)H), 3.15-3.10 (m, 1 H, Pro(§H), 2.53-2.46 (m, 1 H, Apro(g)H), 1.82-1.74 (m,
1 H, 1Pro(G)H), 1.38 + 1.23 (2 s, 9 H, Bdd) ppm.

Boc-[Pro-CAPA]-OEt 64. Verbindung63 (0.52 g, 1.0 mmol) wurde entsprechend
4.2.2 amN-Terminus entschitzt und das Produkt mit Belero-OH16 (0.28 g, 1.3 mmol) in
trockenem Dichlormethan (20 mL) geldst. Zu der laiswurde PyCloP (0.55 g, 1.3 mmol)
gegeben und das Gemisch mit DIEA (0.58 mL, 1.3 mmaf einen pH-Wert von ca. 10
eingestellt. Es wurde 10d bei 25 °C gerthrt und déasungsmittel anschlielend unter
vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurdailesichromatographisch [SiO

Ethylacetat/Hexan = 2: )] aufgereinigt.

Ausbeute: 0.30 g (0.49 mmol, 48 %), farbloses Harz.

O/M;\ NHZ
e =
O)\ N |
N~ N7 co,Et
N

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO-d6)d= 10.88 + 10.84 (2's, 1 H,H, 7.94 + 7.88 (2 s,
1 H, Pyridin(C3H), 7.36-7.22 (m, 6 H, 5 Z-Pld + 1 Pyridin(C5H), 5.09 + 4.99 (2 s, 2 H,
Z-CHy-), 4.47F4.40 (m, 1 H, Pro(gQH), 4.32 (q,3J =7.1Hz, 2H, -CQCH,-CHs), 4.07 (t,
3J=6.0 Hz, 2 H, -O-6y), 3.41+3.28 (m, 2 H, Pro(§H), 3.0:2.96 (m, 2 H, -NH-El,-),
2.20-2.12 (m, 1 H, Pro(g)H), 1.88-1.65 (m, 5 H, 2 Pro(@H + 2 Alkyl-H + 1 Pro(G)H),
1.43-1.25 (m, 18 H, 9 Bok++ 6 Alkyl-H + 3 -CQ,-CH»-CH3z) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@6): o= 173.2 + 172.6 (NHEO-Pro), 166.9 (Pyridig4),
164.4 (CO,-CHx-CHs), 156.2 (ZCO), 153.6 (Pyridi€2), 153.2 (BoocO), 147.6
(PyridinC6), 137.4 (ZC€1), 128.4 + 127.8 (X2-C6), 108.1 (Pyridi€5), 101.9 (Pyridi€3),
78.8 + 78.6 (BocE), 68.2 (-OCH,-), 65.2 (ZCHz-), 61.4 (-CQ-CHx-CHs), 60.0 + 59.7
(ProCy,), 46.6 (Pr@s), 40.2 (-NHCH,-), 31.0 + 30.3 (PiGp), 29.4 (Alkyl-C), 28.3 + 28.0
(BocC + Alkyl-C), 26.0 + 25.1 (AlkyIC), 24.0 + 23.4 (P1G,), 14.2 (-CQ-CH,-CH3) ppm.
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IR (ATR): 3311 (w), 2937 (w), 2873 (W), 1691 (sAB (m), 1573 (m), 1531 (m), 1435 (m),
1395 (s), 1368 (s), 1342 (s), 1242 (s), 1199 (6521(s), 1121 (s), 1034 (m), 863 (w), 788
(w), 773 (w), 754 (W), 697 (m) cth

C,H,N,S-Elementaranalyse3f144N4Os x 0.5 HO
Berechnet: C=6182% H=730% N=9.01%

Gefunden: C=6179% H=723% N=874%

MS MALDI/TOF (m/2: 613 [M+H]" (100 %), 635 [M+Na] (41 %), 651 [M+K] (15 %).

Drehwert (c = 1, Methanol)o] % = -47.8

4.4.6 Synthese des Tetrapeptids und der linearen Wapeptide

Boc-[Pro-APA].-OMe 46 Es wurde ein Aquivalent3 (0.70 g, 2.0 mmol) ari-
Terminus entsprechend 4.2.2 entschiitzt und eireresitAquivalent3 (0.70 g, 2.0 mmol)
amC-Terminus entsprechend 4.2.3 entschitzt. Die enmatft Produkte wurden in trockenem
Dichlormethan (40 mL) gel6st, mit PyCloP (1.0 g4 thmol) versetzt und die Losung mit
DIEA (1.2 mL, 6.8 mmol) auf einen pH-Wert von caefgestellt. Sie wurde 1 d bei 25 °C
geruhrt und das LOsungsmittel anschlieRend untemimwelertem Druck entfernt. Der
Ruckstand wurde saulenchromatographisch {Siichlormethan/Methanol = 30:1v/{)]
aufgereinigt. Der erhaltene Feststoff wurde im Maku getrocknet und ohne weitere

Aufreinigung weiterverwendet.

Ausbeute: 1.1 g (1.9 mmol, 97 %), farbloser Fefitsto

Z
Q | OMe
NS
(VLN N
|_,>|_| H O
Boc )
46
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MS MALDI/TOF (m/2: 552 [M-CHs]" (2 %), 568 [M+H] (100 %), 590 [M+Nd] (51 %),
606 [M+K]" (16 %).

Boc-[Pro-BAPA]-[Pro-APA] ,-OMe 49. Es wurde 40 (0.31g, 0.50 mmol)
entsprechend 4.2.3 a@GiTerminus sowiet6 (0.28 g, 0.50 mmol) entsprechend 4.2.2 dm
Terminus entschuitzt. Die erhaltenen Produkte wumd@mtgastem DMF (15 mL) geldst, mit
TBTU (0.17 g, 0.53 mmol) versetzt und die Losung IEA (0.27 mL, 1.6 mmol) auf einen
pH-Wert von ca. 10 eingestellt. Das Gemisch wur&eh3pei 25 °C gerthrt und anschliel3end
auf Wasser (75 mL) gegossen. Der pH-Wert der Ssspemurde mit IN Salzsaure auf ca. 4
eingestellt und es wurde 10 min gerthrt. Der awdlgeie, oben schwimmende Feststoff
wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Dasalexhe Produkt wurde im Vakuum

getrocknet.

Ausbeute: 0.43 g (0.41 mmol, 81 %), farbloser Fefts

o) =
UG o
| GRY N" N

MS MALDI/TOF (m/2: 947 + 949 [M-Boc+H]' (9 %), 1047 + 1049 [M+H](33 %), 1069 +
1071 [M+Na] (100 %), 1085 + 1087 [M+K](61 %).

Boc-[((4S)-Z-Apro)-APA]-[Pro-APA] »-OMe 56®Y  Verbindung 54 (3.0g,

6.0 mmol) wurde entsprechend 4.2.3 @aterminus und46 (3.8 g, 6.7 mmol) entsprechend
4.2.2 amN-Terminus entschitzt und die Produkte in entgasddmfr (120 mL) geldst. Nach
Zugabe von TBTU (2.1 g, 6.6 mmol) wurde die Lésumity DIEA (5.8 mL, 33.2 mmol) auf
einen pH-Wert von ca. 10 eingestellt. Nun wurdet®h25 °C gerthrt und anschlieRend das
Gemisch unter Ruhren auf Wasser (900 mL) gegofdenpH-Wert der Suspension wurde
mit 1N Salzsaure auf ca. 2 eingestellt und der ausge&lleben schwimmende, farblose
Feststoff abfiltriert. Der Feststoff wurde mit Wasgewaschen und im Vakuum getrocknet.
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Ausbeute: 4.4 g (4.7 mmol, 79 %), farbloser Fefitsto

o & (ﬂ | OMe
| AN NN

56

MS MALDI/TOF (m/2: 933 [M+H]' (28 %), 955 [M+Na] (100 %), 971 [M+K] (41 %).

Boc-[Pro-CAPA]-[Pro-APA] .-OMe 66. Verbindung64 (0.31 g, 0.50 mmol) wurde
entsprechend 4.2.3 a@G+Terminus sowie46 (0.34 g, 0.60 mmol) entsprechend 4.2.2 [s&im
Terminus entschuitzt. Die erhaltenen Produkte wumd@mtgastem DMF (10 mL) geldst, mit
TBTU (0.16 g, 0.50 mmol) versetzt und die Losung IMEA (0.40 mL, 2.3 mmol) auf einen
pH-Wert von ca. 10 eingestellt. Das Gemisch wurdeb@i 25 °C geruhrt und anschliel3end
auf Wasser (100 mL) gegossen. Der pH-Wert wurdelmitSalzsaure auf ca. 4 eingestellt
und 2.5 h gerihrt. Der ausgefallene, oben schwirdmdteststoff wurde abfiltriert und mit

Wasser gewaschen. Das erhaltene Produkt wurde kmwiagetrocknet.

Ausbeute: 0.41 g (0.39 mmol, 78 %), farbloser Fefts

(0]
o Ay (LI M pome
| N N N

MS MALDI/TOF (m/2: 933 [M-Boc+H]" (6 %), 1033 [M+H] (22 %), 1055 [M+Na]
(100 %), 1071 [M+K] (9 %).

4.4.7 Synthese und Derivatisierung der Cyclopeptide

cyclo-{[Pro-BAPA]-[Pro-APA] 2} CP4. Verbindung49 (0.22 g, 0.21 mmol) wurde
zunachst amC-Terminus gemald 4.2.3 und anschlielend EAerminus nach 4.2.2
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entschitzt. Das erhaltene Produkt (0.15 g, 0.14linmade unter einer Stickstoffatmosphare
in entgastem DMF (6.5 mL) gelost und mit DIEA (Orbh, 0.86 mmol) versetzt. Diese
Losung wurde bei 80 °C unter einer Stickstoffatni@sp mittels eines Perfusors innerhalb
von 40 min zu einer Lésung von TBTU (0.24 g, 0.74%at) und DIEA (60 pL, 0.34 mmol) in
entgastem DMF (30 mL) zugegeben. Nach beendetealbéug/urde weitere 2.5 h bei 80 °C
geruhrt. Nach Abkuhlen auf 25 °C wurde das Ldsunigshmunter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand Uber eine KieselgelséutlAceton als Eluens vorgereinigt. Das
Rohprodukt wurde anschlieRend mittels RP-Chromajdge [RP-8, Gradient J@/1,4-
Dioxan = 10:1— 5:1— 1:1 — 1:5— 1:10 {/v)] und schlie3lich mittels praparativer HPLC
aufgereinigt (HPLC-Gradient zur Aufreinigung: 0 miBO % organisch; €B min, linearer
Anstieg auf 50 % organisch;-35 min, linearer Anstieg auf 70 % organisch;—-26 min,
70 % organisch; 4812 min, linearer Anstieg auf 100 % organisch;—42 min, 100 %

organisch; 4749 min, linearer Abstieg auf 30 % organisch:-384 min, 30 % organisch).

Ausbeute: 18 mg (20 pmol, 14 %), farbloser FedtsRrbduktCP4.

18 mg (19 pmol, 13 %), farbloser Feststoff; NgveduktCP5.

CP4

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+J: J = 9.83 (brs, 3H, -N), 7.76-7.70 (m, 2 H,
APA(C4H), 7.46-7.42 (m, 2 H, APA(CH), 7.37 + 7.26 (2 d3J,=8.0 Hz,%J, = 7.9 Hz,
2 H, APA(C5H), 6.98 + 6.87 (d + $\J= 2.0 Hz, BAPA(C3 + CH), 5.73-5.63 (m, 3 H,
Pro(G)H), 3.92 (t,°J= 6.3 Hz, 2 H, -O-@l,-), 3.72-3.54 (M, 8 H, 6 Pro(gH + 2 Br-CH.-),

2.60-2.54 (m, 3 H, Pro(g}JH), 2.07 (s, ACN), 2.061.95 (m, 3 H, Pro(g)H), 1.88-1.60 (m,

10 H, 6 Pro(QH + 4 Alkyl-H), 1.371.25 (m, 16 H, AlkylH) ppm.
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C,H,N,S-Elementaranalyse4Ei5sBrNoO; x 0.25 HO x 0.02 ACN
Berechnet: C=5936% H=6.20% N=14.13%

Gefunden: C=5969% H=6.69% N=13.80%

0
N
W o) 22
HN 1
NH 1

— //N
N, ot o
N
o)
o)
N N
H O
CP5

'H-NMR (400 MHz, 25°C, DMSO+): J = 9.73 (brs, 3H, -N), 8.06 + 7.81 (2d,
33, = 8.4 Hz,%3, = 8.3 Hz, 2 H, Benzotriazol(CHl), 7.76-7.69 (m, 2 H, APA(C4Y), 7.60 (t,
3)=75Hz, 1H, Benzotriazol(CR), 7.487.42 (m, 3H, 2APA(CH +
1 Benzotriazol(C2), 7.37 + 7.26 (2 d®Jy= 7.9 Hz,3), = 8.2 Hz, 2 H, APA(CH), 6.99 +
6.88 (d + s,J=1.7 Hz, BAPA(C3 + CH3)), 5.78-5.63 (m, 3 H, Pro(H), 4.54 (t,
%)= 6.5 Hz, 2 H, Benzotriazol-O-GH, 3.92 (t,3J=6.3 Hz, 2 H, -O-@,-), 3.7:3.52 (m,
6 H, Pro(G)H), 2.07 (s, ACN), 2.051.94 (m, 3 H, Pro(g}JH), 1.87#1.72 (m, 6 H, Pro(¢H,
1.60-1.45 (m, 4 H, AlkylH), 1.371.19 (m, 16 H, AlkylH) ppm.

@)

MS MALDI/TOF (m/2: 837 [M-O-Benzotriazol+H] (18 %), 852 [M-Benzotriazol+H]
(75 %), 874 [M-Benzotriazol+Na] (77 %), 890 [M-Benzotriazol+K] (31 %), 969 [M+H]
(92 %), 991 [M+Na] (100 %), 1007 [M+K] (43 %).

cyclo-{[Pro-TAAPA]-[Pro-APA] 2} CP6. Verbindung CP4 (6.0 mg, 6.5 umol) wurde in
DMF (1 mL) gelost, mit Kaliumthioacetat (2.4 mg,.@umol) versetzt und die Loésung 6 d
bei 80 °C geruhrt. Aufgrund des kleinen Ansatzesdekeine Aufarbeitung durchgefthrt.
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Ausbeute: Produkt qualitativim Massenspektrum gaahesen.

MS MALDI/TOF (m/2: 911 [M+H]" (99 %), 933 [M+Nal] (100 %), 949 [M+K] (44 %).

cyclo-{[Pro-TAAPA]-[Pro-APA] 2} CP6. Verbindung CP5 (8.2 mg, 8.5 umol) wurde in
DMF (1 mL) gelost, die Losung mit Kaliumthioacet{@9 mg, 25.4 pmol) versetzt und 6 d
bei 80 °C geruhrt. Aufgrund des kleinen Ansatzesdekeine Aufarbeitung durchgefthrt.

Ausbeute: Verfolgung mittels Massenspektrometrid HPLC zeigte, dass kein Umsatz

stattfand.

cyclo-{[Pro-TBAPA]-[Pro-APA] ,} CP2. Verbindung49 (0.62 g, 0.59 mmol) wurde
gemal 4.2.3 ar@-Terminus entschutzt und das noch feuchte ProdukKatiumthiobenzoat
(0.12 g, 0.65 mmol) in 1,4-Dioxan (20 mL) geléstadDGemisch wurde 21 h bei 25 °C
gerihrt, danach mit 40 (20 mL) versetzt und das 1,4-Dioxan unter vermiteim Druck
entfernt. Die wassrige Suspension wurde mit Etletltc (4 x 30 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Magnesitat getrocknet und das
Loésungsmittel zur Trockne eingeengt. Das erhaltgiee Harz wurde entsprechend 4.2.2 am
N-Terminus entschitzt und das erhaltene Produkt9(@.70.59 mmol) unter einer
Stickstoffatmosphare in entgastem DMF (26 mL) dgeliégl mit DIEA (0.63 mL, 3.6 mmol)
versetzt. Diese Losung wurde bei 80 °C unter effgckstoffatmosphare mittels eines
Perfusors innerhalb von 5h zu einer Lésung von UB(L.0 g, 3.1 mmol) und DIEA
(0.25 mL, 1.4 mmol) in entgastem DMF (120 mL) zugjagn. Nach beendeter Zugabe wurde
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noch 1 h bei 80 °C geruhrt. Nach Abkuhlen auf 25W0rde das Losungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Rickstand (diae Kieselgelsaule mit Aceton als
Eluens vorgereinigt. Das Rohprodukt wurde anschhe3mittels RP-Chromatographie [RP-
8, Gradient HO/1,4-Dioxan = 10:}» 5:1— 2:1— 1:1— 1:1.5— 1:2 (/v)] und schlieR3lich
mittels praparativer HPLC aufgereinigt (HPLC-Gradiezur Aufreinigung: 0 min, 30 %
organisch; 610 min, linearer Anstieg auf 73 % organisch-2®min, linearer Anstieg auf
75 % organisch; 255 min, 75 % organisch; 385 min, linearer Anstieg auf 95 %
organisch; 4555 min, 95 % organisch; 557 min, linearer Abstieg auf 30 % organisch;
57-62 min, 30 % organisch).

Ausbeute: 28 mg (28 umol, 5 %), farbloser Feststoff

e
B
o |

CP2

H-NMR (400 MHz, 25°C, DMSO+): d = 9.66 + 9.58 (2brs, 3H, Hj, 7.91 (d,
3)=7.7Hz, 2H, Thiobenzoat((2), 7.757.65 (m, 3H, 2APAC4 + 1
Thiobenzoat(C4)l), 7.56-7.52 (m, 2 H, Thiobenzoat(Q3), 7.45-7.42 (m, 2 H, APA(C3)),
7.36 + 7.25 (2 d®J, = 8.0 Hz,%3, = 8.1 Hz, 2 H, APA(CH), 6.98 (s, 1 H TBAPA(CH),
6.86 (s, 1 H, TBAPA(C3)), 5.66-5.58 (m, 3 H, Prog@H), 3.93-3.88 (m, 2 H, -O-El,-),
3.73-3.56 (m, 6 H, Pro(§H), 3.04 (t,*J=7.1 Hz, 2 H, Thiobenzoat+s-), 2.60-2.54 (m,
3 H, Pro(G)H), 2.04-1.99 (m, 3 H, Pro(g}JH), 1.89-1.76 (m, 6 H, Pro(gH), 1.65-1.56 (m,
4 H, Alkyl-H), 1.36-1.23 (m, 16 H, AlkylH) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@k): 0= 191.2 (-S€O-), 171.2 -(NHEO-Pro), 166.3 +
165.9 + 165.6 (APACO- + TBAPA-CO- + TBAPA-C4), 153.4 (TBAPAC2), 152.0 (APA-
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C2), 150.4 (TBAPACS6), 148.7 + 148.6 (APAG6), 139.0 (APAC4), 136.5 (Thiobenzoat-
C1), 133.9 (Thiobenzodt4), 129.1 (Thiobenzodat3), 126.8 (Thiobenzoat2) 119.8 (APA-
C5), 115.8 (APAC3), 106.4 (TBAPAC5), 101.5 (TBAPAC3), 68.0 (-O-Gi,-), 61.6
(ProCy), 48.23+ 48.2 (PiGs), 32.6 (Pr€p), 29.1 + 29.0 + 28.7 + 28.5 + 28.4 + 28.3 + 25.2
(Alkyl- C + ThiobenzoaH,-), 22.4 + 22.3 (P1G,) ppm.

IR (ATR): 3259 (w), 3066 (W), 2927 (m), 2856 (MFQ% (m), 1629 (m), 1596 (s), 1571 (s),
1530 (s), 1460 (s), 1425 (s), 1396 (s), 1298 (12D41(s), 1173 (s), 1154 (s), 1084 (m), 1044
(m), 993 (m), 912 (m), 821 (w), 759 (m), 689 (M) &m

C,H,N,S-Elementaranalysesfs1NgOsS % 1.4 HO

Berechnet: C=62.62% H=6.45% N=12.64% S303%0
Gefunden: C=6292% H=645% N=12.29% S243%
Schmelzpunki: 104105 °C

MS MALDI/TOF (m/2): 973 [M+H]" (100 %), 995 [M+Na] (92 %), 1010 [M+K] (26 %).

Drehwert (c = 1, Methanol)o]2* = -255.8

{cyclo-{[Pro-TAPA]-[Pro-APA] »}}-Disulfid (CP7),. Verbindung CP2 (10 mg,
10.3 umol) wurde unter einer Argonatmosphare irgastem, trockenem Methanol (5 mL)
gelost und die Lésung wurde nach Zugabe von DIE& L, 0.10 mmol) 9d bei 25 °C
gerihrt bis durch MALDI-MS und HPLC kein Edukt matachgewiesen werden konnte. Das

Losungsmittel wurde zur Trockne eingeengt und dasdlkt im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 6.5 mg (7.5 umol, 73 %), leicht gelbestBtoff.
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H O o)
(CP7),

MS MALDI/TOF (m/2: 869 [Monomer+H] (49 %), 891 [Monomer+N&] (100 %), 907
[Monomer+K] (22 %), 1734 [Disulfid+H] (7 %), 1756 [Disulfid+Na] (99 %), 1772
[Disulfid+K] * (23 %).

cyclo-{[((4S)-Z-Apro)-APA]-[Pro-APA] ;3 CP81BY  Verbindung 56 (1.9 g,
2.0 mmol) wurde zun&chst a@Terminus gemal 4.2.3 und anschlielRendNaefrerminus
nach der Standardvorschrift 4.2.2 entschitzt. Daaltene Produkt (2.1 g, 2.0 mmol) wurde
unter einer Stickstoffatmosphéare in entgastem DBOFL) geldst und die Losung mit DIEA
(2.1 mL, 12.0 mmol) versetzt. Diese Losung wurdei b8 °C unter einer
Stickstoffatmosphéare mittels eines Perfusors immbrkion 4.5 h zu einer Losung von TBTU
(3.3 g, 10.4 mmol) und DIEA (0.84 mL, 4.8 mmol)antgastem DMF (400 mL) zugegeben.
Nach beendeter Zugabe wurde weitere 30 min beC8@etuhrt. Nach Abkuhlen auf 25 °C
wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druceent und der Ruckstand Uber eine
Kieselgelsaule mit Aceton als Eluens vorgereinizgs Rohprodukt wurde anschliel3end tber
RP-Chromatographie [RP-8, GradientQ41,4-Dioxan = 10:1— 5:1 —» 2:1 — 1:1 /)]
aufgereinigt. Der erhaltene Rickstand wurde in é&eetufgenommen und das Produkt mit
Diethylether ausgefallt und getrocknet.

Ausbeute: 0.86 g (1.1 mmol, 53 %), farbloser Fefitst
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'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+): = 9.71 + 9.65 + 9.61 (3 br s, 3 H,H)| 7.76-7.70
(m, 3 H, APA(C4H), 7.56-7.54 (m, 1 H, -M-Z), 7.44-7.40 (m, 3 H, APA(CH), 7.22 +
7.16 (dd + d3J4= 8.3 Hz,3J4= 8.2 Hz,*Jyq = 2.0 Hz, 3 H, APA(CH), 5.61-5.50 (m, 3 H,
Pro(G)H + Apro(G)H), 5.044.97 (m, 2 H, Z-Gly-), 4.21+4.12 (m, 1 H, Apro(QH),
3.92-3.87 (m, 1 H, Apro(§H), 3.73-3.65 + 3.663.55 (2 m, 4 H, Pro(§H), 3.40-3.36 (m,
1 H, Apro(G)H), 2.912.84 (m, 1 H, Apro(gH), 2.61-2.54 (m, 2 H, Pro(g)H), 2.06-1.99
(m, 2 H, 1 Apro(@)H + 1 Pro(G)H), 1.95-1.76 (m, 5 H, 4 Pro(gH + 1 Pro(G)H) ppm.

C,H,N-Analyse: G1H40N100s x 3 HO
Berechnet: C=5760% H=542% N=16.38%

Gefunden: C=5744% H=531% N=16.36%

MS MALDI/TOF (m/2): 801 [M+H] (51 %), 823 [M+Na] (100 %), 840 [M+K] (49 %).

Drehwert (c = 1, Chloroform)o] % = -395.9

cyclo-{[((4S)-DApro)-APA]-[Pro-APA] ;} CP3. Verbindung CP8 (0.16 g,
0.20 mmol) wurde entsprechend 4.2.4 zum freien Aemitschitzt und das erhaltene Produkt
(0.12 g, 0.18 mmol) unter einer Stickstoffatmosphausammen mit Dipyrrometheh8
(69 mg, 0.19 mmol) in einem Gemisch aus trockenemhl®rmethan und trockenem
Methanol (11 mL, 10:1\{v)) gel6st. Das Reaktionsgemisch wurde 47 h beiQgérthrt.
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AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter vermbede Druck entfernt und der
Ruckstand saulenchromatographisch [SiGradient Dichlormethan/Methanol = 10:0.25
10:0.5— 10:0.75 ¢/v), 0.1 Vol.-% 7N Ammoniak in Methanol] aufgereinigt.

Ausbeute: 0.12 g (0.124 mmol, 74 %), braun-orangstdtoff.

P
N/

o N N=
(@)
/\\N N
HN
(@]
o) NH
N N \
I\
CP3

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+): J = 12.60 (br s, 1 H, DipyrromethenHy, 9.85 +
9.75 + 9.74 (3brs, 3H, #), 8.61 (d,%J=6.2 Hz, 1 H, M-Dipyrromethen), 7.87 (d,
3J=8.0Hz, 2H, Dipyrromethen(0d), 7.79-7.69 (m, 5H, 3APACH +
2 Dipyrromethen(CHl), 7.5%7.39 (m, 5 H, 3 APA(C3J + 2 Dipyrromethen(C3y), 7.31 +
7.22 (2 d33, = 8.3 Hz,3), = 8.3 Hz, 3 H, APA(CH)), 6.45 (br s, 2 H, Dipyrromethen(G#),
6.39 (br s, 2 H, Dipyrromethen(G9), 5.7#5.73 (m, 1 H, DApro(gH + Dichlormethan),
5.645.58 (m, 2H, Pro(@H), 4.644.56 (m, 1H, DApro(QH), 4.00-3.95 (m, 1H,
DApro(Gs)H), 3.76-3.65 (m, 3H, 2Pro(§H + 1 DApro(G)H), 3.623.54 (m, 2H,
Pro(G)H), 2.98-2.92 (m, 1 H, DApro(@H), 2.63-2.54 (m, 2 H, Pro(g)H), 2.32-2.25 (m,
1 H, DApro(G)H), 2.09-1.99 (m, 2 H, Pro(g)H), 1.9%1.75 (m, 4 H, Pro(¢gH) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@): o= 171.1 + 170.9 (-NHZO-Pro + -NHCO-DApro),
166.1 + 166.0 (APACO- + -NH-CO-Dipyrromethen), 152.0 + 151.6 (AP®2), 148.7 +
148.6 (APACG6), 144.9 (Dipyrromether7), 139.7 + 139.5 + 139.4 + 139.2 + 139.0
(Dipyrromethenc1/C4/C6 + APA-C4), 134.6 (Dipyrrometheb), 130.5 (Dipyrromethen-
C3), 128.5 (Dipyrromethe®9), 126.8 (Dipyrromethe®?2), 119.8 + 119.7 + 118.2
(Dipyrromethenc8 + APA-C3), 115.8 + 1155 (APA), 61.6 + 61.5 (P@,), 60.6
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(DAproC,), 55.0 (Dichlormethan), 51.9 (DAp@g), 48.2 (Pr&s), 47.0 (DAprc,), 37.3
(DAproCg), 32.6 (Pr&), 22.4 (Pre,) ppm.

IR (ATR): 3251 (m), 2955 (w), 2881 (w), 2348 (WHIB (m), 1625 (s), 1571 (s), 1523 (s),
1461 (s), 1414 (s), 1386 (s), 1294 (s), 1153 (K251(m), 1095 (m), 1044 (m), 1004 (m), 989
(m), 937 (w), 815 (m), 756 (s) ¢

C,H,N,S-ElementaranalysedEi44N1,07; x 2.25 HO x 0.01 Dichlormethan

Berechnet: C=6184% H=513% N=17.62%
Gefunden: C=6190% H=501% N=17.35%
Schmelzpunki: 24243 °C (Zersetzung)

MS MALDI/TOF (m/2: 913 [M+H]" (19 %), 935 [M+Na] (100 %), 951 [M+K] (14 %).

Drehwert (c = 0.25, DMSO)u] %’ = -515.8

cyclo-{[Pro-CAPA]-[Pro-APA] ,} CP10. Verbindung66 (0.41 g, 0.39 mmol) wurde
zundchst amC-Terminus gemal 4.2.3 und anschlieRend BrATerminus nach der
Standardvorschrift 4.2.2 entschuitzt. Das erhalferoelukt (0.48 g, 0.39 mmol) wurde unter
einer Stickstoffatmosphéare in entgastem DMF (16 rge)ost und mit DIEA (0.41 mL,
2.4 mmol) versetzt. Diese Losung wurde bei 80 °@iuueiner Stickstoffatmosphare mittels
eines Perfusors innerhalb von 4 h zu einer Losworg MBTU (0.62 g, 1.9 mmol) und DIEA
(0.17 mL, 0.97 mmol) in entgastem DMF (80 mL) zugjagn. Nach beendeter Zugabe wurde
weitere 2 h bei 80 °C gerthrt. Nach Abkuhlen auf°’@5wurde das Ldsungsmittel unter
vermindertem Druck entfernt und der Ruckstand UlkEne Kieselgelsdule mit
Dichlormethan/Methanol = 10:1v/{) als Eluens vorgereinigt. Das Rohprodukt wurde
anschlielend mittels RP-Chromatographie [RP-8, ©nad+0/1,4-Dioxan = 20:1— 10:1
—- 51 —» 21 — 1.1 W v)] wund schlieBlich Uber Kieselgel [Gradient

Dichlormethan/Aceton = 10:4 5:1 —» 2:1 — 1:1 (/v)] aufgereinigt. Das erhaltene Produkt
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wurde in einem Dichlormethan/Ethylacetat-Gemisc@ ., 1:1 ¢/v)) aufgenommen, mit
gesattigter wassriger NaCl-Losung (3 x 20 mL) gehaa und die organische Phase uber
Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Entfernen des hgsmittels unter vermindertem Druck
wurde das Produkt mit Diethylether ausgefallt uettacknet. Kleine Reste von Diethylether
konnten aus dem Feststoff durch Trocknung nicheettt werden und wurden in déhi-,
13C-NMR-Spektren und der CHNS-Analyse beriicksichtigt.

Ausbeute: 95 mg (0.11 mmol, 27 %), farbloser Feftst

g\/“\

Oy A2

\ / N
H

CP10

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+): = 9.69 + 9.67 + 9.60 (3 br s, 3 H,H) 7.777.70
(m, 2 H, APA(C4H), 7.45 (t,°J = 6.7 Hz, 2 H, APA(CH), 7.377.23(m, 7 H 5Z-PhH +
2 APA(C5H), 6.99 (s, 1 H, CAPA(C5H), ),6.88 (brs, 1 H, CAPA(C3), 5.70-5.63 (m,
3 H, Pro(Q)H), 5.00 (s, 2 H, Z-6,-), 3.94-3.88 (m, 2 H, -O-@-), 3.72-3.63 + 3.613.54
(2 m, 4 H, Pro(®H), 3.36-3.29 (m, Diethylether), 3.62.96 (m, 2 H, -NH-El,-), 2.61-2.52
(m, 3 H, Pro(@H), 2.0~1.97 (m, 3 H, Pro(gJH), 1.89-1.74 (m, 6 H, Pro(¢gH), 1.66-1.58
+1.44-1.23 (2 m, 8 H, AlkylH), 1.08 (t, Diethylether) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@k): = 171.2 + 171.1 (-NHEO-Pro), 166.4 + 165.9 +
165.5 (APACO- + CAPAC4), 156.1 (Z€O-), 153.3 (CAPAC2), 151.9 (APAC2), 150.4
(CAPA-C6) 148.67+ 148.6 (APAG6), 139.0 (APAC4), 137.4 (Z€1), 128.4 + 127.8 (X2-
C6), 119.8 (APAC3), 115.9 + 115.7 (APAS5), 106.4 (CAPAC5), 101.5 (CAPA-C3), 68.0
(O-CHy-), 65.1 (ZCH.-), 65.0 (Diethylether), 61.6 (P@), 48.3 + 48.2 (P1Gs), 40.2 (NH-
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CH»-), 32.6 (Pr&), 29.3 + 28.2 + 25.9 + 25.0 (Alk@), 22.4 + 22.3 + 22.2 (P@), 15.2
(Diethylether) ppm.

IR (ATR): 3275 (w), 3035 (w), 2939 (m), 2882 (w)70D (s), 1628 (s), 1597 (s), 1571 (s),
1522 (s), 1458 (s), 1425 (s), 1397 (s), 1296 (i411(m), 1200 (m), 1173 (s), 1155 (s), 1086
(w), 1043 (w), 992 (w), 821 (w), 759 (m), 698 (Wh<c.

C,H,N,S-Elementaranalysey#is:N1009 X 2 HO x 0.02 Diethylether

Berechnet: C=6138% H=6.12% N=14.92%
Gefunden: C=6140% H=6.12% N=14.75%
Schmelzpunk: 126130 °C

MS MALDI/TOF (m/2): 901 [M+H] (62 %), 923 [M+Na] (100 %), 939 [M+K] (58 %).

Drehwert (c = 1, Methanol)o 3> = -366.4

cyclo-{[((4S)-CApro)-APA]-[Pro-APA] ,} CP11. Verbindung CP8 (0.80 g,
1.0 mmol) wurde entsprechend 4.2.4 an der Amindfankentschitzt und das Produkt
(0.70 g, 1.0 mmol), zusammen mit 6-Z-Aminohexans®® (0.32 g, 1.2 mmol) und TBTU
(0.39 g, 1.2 mmol) in entgastem DMF (40 mL) geldéBas Gemisch wurde mit DIEA
(0.52 mL, 3.0 mmol) versetzt und 45 min bei 25 °€rigprt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt under Rickstand saulen-
chromatographisch [SiDQDichlormethan/Methanol = 5:1/{)] aufgereinigt. Das Rohprodukt
wurde in Dichlormethan (30 mL) aufgenommen, mit ‘¥éas (30 mL) und gesattigter
wassriger NaCl-Lésung (30 mL) gewaschen, die osgdnei Phase lUber Magnesiumsulfat
getrocknet und das LOsungsmittel zur Trockne eingeeAnalysenreines Material wurde
durch anschlie3ende praparative HPLC erhalten (HBLa&tlient zur Aufreinigung:-€b min,

30 % organisch;-50 min, linearer Anstieg auf 60 % organisch:-38 min, 60 % organisch;
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35-36 min, linearer Anstieg auf 95 % organisch-86 min, 95 % organisch; 442 min,

linearer Abstieg auf 30 % organisch;4Z min, 30 % organisch).

Ausbeute: 0.76 g (0.83 mmol, 83 %), farbloser Fefts
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H-NMR (400 MHz, 25°C, DMSO+): d = 9.85 + 9.79 (2brs, 3H, Hj, 7.93 (d,
3J=6.0Hz, 1H, CApro-N), 7.767.70 (m, 3 H, APA(C4), 7.46-7.41 (m, 3H,
APA(C3)H), 7.377.18 (m, 8 H 5 Z-PhH + 3 APA(C5H), 5.69-5.59 (m, 3 H, 2 Pro(@H +

1 CApro(G)H), 4.99 (s, 2 H, Z-6,-), 4.314.25 (m, 1 H, CApro(@H), 3.89-3.85 (m, 1 H,
CApro(G)H), 3.723.65 + 3.6¥3.55 (2m, 4H, Pro@§H), 3.423.38 (m, 1H,
CApro(G)H), 2.93-2.87 (m, 2 H, AlkylH), 2.86-2.80 (m, 1 H, CApro(g)H), 2.59-2.53 (m,
2 H, Pro(@)H), 2.04-1.92 (m, 5 H, 2 Pro(§H + 2 Alkyl-H + 1 CApro(G)H), 1.9+1.76 (m,
4 H, Pro(G)H), 1.38-1.25 + 1.151.08 (2 m, 6 H, AlkylH) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@): d= 172.5 (CApro€O-), 171.2 + 171.1 + 170.7 (-
NH-CO-Pro + -NHCO-CApro), 166.0 + 165.9 (AP&O-), 156.1 (Z€O-), 152.0 + 151.6
(APA-C2), 148.7 + 148.6 (APA6), 139.2 + 139.1 (APAS4), 137.4 (Z€1), 128.4 + 127.8
(Z-C2-C6), 119.7 (APAEC3), 115.9 + 115.6 (APASS5), 65.1 (ZCH,-), 61.5 (Pr&,), 60.5
(CAproCy), 52.0 (CApr&s), 48.2 (Pr&s), 46.2 (CApre,), 37.5 (CAprc&g), 35.3 (Alkyl-C)
32.6 (Pr&C), 29.2 + 25.9 + 24.9 + 22.4 (Alkyd-+ PrcC,) ppm.
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IR (ATR): 3421 (W), 3276 (w), 3051 (w), 2948 (W)BED (W), 1701 (m), 1626 (m), 1573 (s),
1528 (s), 1465 (s), 1424 (s), 1399 (s), 1298 (A551(m), 1181 (m), 1172 (m), 1157 (m),
1083 (W), 992 (W), 823 (w), 758 (m)

C,H,N,S-Elementaranalysefi5:N1:09 x 3 HO

Berechnet: C=58.32% H=5.94% N =15.92 %
Gefunden: C=5835% H=563% N=15.75%
Schmelzpunkt: 159164 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 915 [M+H] (6 %), 937 [M+Na] (100 %), 953 [M+K] (7 %).

Drehwert (c = 1, Chloroform)of % = -366.0

4.4.8 Synthese der Liganden zur Modifikation von AuNanopartikeln

8-S-(Acetylthio)-octansaure (70)°? Natriummethanolat (2.2 g, 41.5 mmol) wurde
in Methanol (100 mL) vorgelegt. Diese Mischung wauranit einer LOsung von 8-
Bromoctansaure69 (4.5g, 20.0 mmol) in Methanol (100 mL) und ansghbénd mit
Thioessigsaure (2.9 mL, 40.0 mmol) versetzt. DasniSeh wurde 25 h zum RuUckfluss
erhitzt. Nach Abkuhlen wurde die ReaktionslosunbVeasser (40 mL) gegossen und miti 1
Salzsaure auf einen pH-Wert von ca-32gebracht. Nun wurde mit Dichlormethan
(3 x 150 mL) extrahiert, die vereinigten organisthBhasen mit Wasser (2 x 200 mL)
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. LBasingsmittel wurde zur Trockne
eingeengt und das erhaltene gelbe Ol im Kiihlschgalgert, wobei es zu einem gelben

Feststoff auskristallisierte.

Ausbeute: 4.2 g (19.1 mmol, 96 %), gelber Feststoff
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'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): d= 2.85 (t,*J = 7.3 Hz, 2 H, -S-8-), 2.36-2.32 (m,
5 H, 3 -SCO-El; + 2 HOOC-G,-), 1.66-1.52 + 1.391.28 (2 m, 10 H, AlkyH) ppm.

Ligand Ltma”°. Unter einer Stickstoffatmosphére wurdé&h(0.22 g, 1.0 mmol) und
PyCloP (0.47 g, 1.1 mmol) in entgastem DMF (5 miglogt und mit DIEA (0.26 mL,
1.5 mmol) versetzt. Zu dieser Mischung wurde einesp@&nsion von gemorsertem (2-
Aminoethyl)trimethylammoniumchlorid Hydrochlori@l (0.23 g, 1.3 mmol) in entgastem
DMF (5 mL) und DIEA (0.61 mL, 3.5 mmol) gegeben udds Gemisch 2 h bei 25 °C
gerihrt. Anschlielend wurde das Losungsmittel unermindertem Druck entfernt, der
Ruckstand in wenig Wasser/Aceton (1ulv)) aufgenommen und das Produkt mittels RP-
Chromatographie [RP-8, Gradient,®{1,4-Dioxan = 30:1— 20:1 — 10:1 — 5:1 —» 2:1
(v/v)] isoliert.

Ausbeute: 0.32 g (0.72 mmol, 72 %), farbloser Fefts

Ac
Ltma

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+): = 6.66 (t,°J=6.0 Hz, 1 H, -M), 3.72-3.67 (m,
2 H, -NH-CHy-), 3.49 (t,°J=6.1 Hz, 2 H, NMgCHy-), 3.18 (s, 9 H, -N-(B)3), 2.84 (t,
3)=7.3Hz, 2 H, -S-8), 2.32 (s, 3 H, -SCO4dz), 2.20 (t,3J= 7.6 Hz, 2 H, -NH-CO-8-
), 1.63-1.49 + 1.361.25 (2 m, 10 H, AlkkyH) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@lk): = 196.1 (-£0), 174.5 (-NHCO), 65.1 (NMe-
CHy-), 53.5 (-N-CHs)3), 35.9 (-NH-COCH,-), 33.8 (-NHCH,-), 30.6 (-SCOCH3), 29.3
(Alkyl- C), 28.9 (-SEH,-), 28.7 + 28.4 + 25.2 (AlkyE) ppm.
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F-NMR (377 MHz, 25 °C, CDG): 0= —68.99 +-70.88 (2 s, 6 F, RP) ppm.

IR (ATR): 3379 (W), 2926 (W), 2856 (w), 1665 (S536 (m), 1493 (m), 1484 (m), 1469 (W),
1423 (W), 1355 (w), 1254 (w), 1149 (w), 1118 (m§5qw), 821 (s) ci.

C,H,N,S-Elementaranalyse4Ei3;FsN2O.PS

Berechnet: C=40.17% H=6.97% N=6.25% SI15P0
Gefunden: C=40.18% H=7.04% N=6.28% SI5P0
Schmelzpunkt: 112 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 303 [M-PR " (100 %), [M-PFs +K]" (4 %).

2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]-1-ethylp-toluolsulfonat  (78)1°? Unter einer
Stickstoffatmosphare wurde Triethylenglycolmonomédther (6.0g, 36.5 mmol) in
Triethylamin (10.1 mL, 72.9 mmol) vorgelegt undénhalb von 15 min mit einer LOsung von
p-Toluolsulfonsaurechlorid (7.3 g, 38.3 mmol) indkenem Dichlormethan (11 mL) versetzt.
Das zahe Reaktionsgemisch wurde 20 h bei 25 °C hgerund anschlielRend mit
Dichlormethan (15 mL) verdinnt. Nun wurde nachetteanmit 6N Salzsdure (2 x 50 mL),
10 %iger wassriger Natriumhydrogencarbonat-Losur njL) und Wasser (50 mL)
gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magmadiat getrocknet, das Losungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstaadilenchromatographisch [SiO
Ethylacetat/Hexan = 2: )] aufgereinigt.

Ausbeute: 8.6 g (27.0 mmol, 74 %), farbloses Ol.

2

l
o)
2 g

1 O// \O/\/OV\O/\/O\

78
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'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): J = 7.79 (d,3J=8.3 Hz, 2 H, Tosyl(CH), 7.33 (d,
3J=8.0Hz, 2 H, Tosyl(CH), 4.15 (t,*J=4.8 Hz, 2 H, Tosyl-8,-), 3.68 (t,%J=4.9 Hz,
2 H, -O-(Hy), 3.613.58 + 3.533.51 (m, 8 H, -O-El»-), 3.36 (s, 3 H, -O-83), 2.44 (s, 3 H,
Tosyl-CHs) ppm.

2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxylethylazid ~ (79)°?  Verbindung 78 (8.6 g,
27.0 mmol) und Natriumazid (2.5 g, 37.8 mmol) wurde DMF (300 mL) gel6st und die
Losung 3 h auf 80 °C erhitzt. Nach Abkihlen wurdes dosungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt, der Ruckstand mit Wasser/Dichlotraet(200 mL, 1:1Wv)) versetzt und die
organische Phase abgetrennt. Die wassrige Phasgewnit Dichlormethan (2 x 100 mL)
extrahiert und die vereinigten organischen Phasarheinander mit 10 %iger wassriger
Natriumhydrogencarbonat-Losung (100 mL), gesattigtéssriger NaCl-Losung (100 mL)
und Wasser (2 x 100 mL) gewaschen. AnschlieBenddevudas LAsungsmittel Uber

Magnesiumsulfat getrocknet und zur Trockne eingeeng

Ausbeute: 3.6 g (19.0 mmol, 70 %), farbloses Ol.

N /\/O\/\O/\/O\
3

79

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): J= 3.68-3.64 + 3.563.54 (2 m, 10 H, -O-B,-), 3.40-
3.37 (m, 5 H, 3-0O-83+ 2 -0O-CHy-) ppm.

2-[2-(2-Methoxyethoxy)ethoxy]ethylamin Hydrochlorid (72)*°* Verbindung79

(3.60 g, 19.0 mmol) wurde in Methanol (120 mL) g¢ldaind mit IN Salzsaure (21.0 mL,
21.0 mmol) versetzt. Anschlielend wurde eine Suspamus 10 %igem Palladium/Kohle-
Katalysator (60 mg) in wenig Dichlormethan zugegelb@d das Gemisch 2 d unter einer
Wasserstoffatmosphare bei Normaldruck gerihrt. Mumde der Katalysator tber Celite
abfiltriert, der Filterkuchen mit Methanol gewaschend das Filtrat unter vermindertem
Druck zur Trockne eingeengt. Der Rickstand wurdeiainlormethan (50 mL) aufgenommen
und mit 0.5N Salzsdure (2 x 50 mL) extrahiert. Die vereinigigrssrigen Phasen wurden zur
Trockne eingeengt.
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Ausbeute: 3.6 g (17.9 mmol, 94 %), schwarzes Harz.

HCI® H,N /\/Ov\o/\/o\
72

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): = 3.86-3.84 + 3.70-3.64 + 3.58.55 (3 m, 10 H, -O-
CH-), 3.41 (s, 3 H, -O-83), 3.25-3.20 (m, 2 H, NH-CH2-) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, CDG): 0= 71.7 + 70.2 + 66.8 (-@H,-), 59.1 (-OCH3), 39.9
(NH2-CH2-) ppm.

Ligand Ltec"°.®? Unter einer Stickstoffatmosphére wurded (1.1 g, 5.0 mmol),
72 (1.2 g, 6.1 mmol) und TBTU (1.9 g, 6.0 mmol) intgastem DMF (100 mL) gel6st und
mit DIEA (2.6 mL, 15.0 mmol) versetzt. Die Losungumde 2 h auf 80 °C erhitzt. Nach
Abkuhlen auf 25 °C wurde das Losungsmittel untermiedertem Druck entfernt und der
Ruckstand in Dichlormethan (150 mL) aufgenomment fnN Salzsdure (3 x 150 mL)
gewaschen und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. [Eatfernen des Losungsmittels unter
vermindertem Druck wurde der Ruckstand saulenchitognaphisch [SiQ Gradient
Ethylacetat/Petrolether = 2:%/{) — Aceton] aufgereinigt.

Ausbeute: 1.5 g (4.0 mmol, 80 %), gelbes Ol.

(@]
\[(S\/\/\/\)J\ N/\/O\/\O/\/O\
o H
Lrec™®

'H-NMR (400 MHz, 25 °C, CDG): 5= 6.10 (s, 1 H, -M-) 3.65-3.61 + 3.563.53 (2 m,
10 H, -O-CH,-), 3.44 (q,%3=5.2Hz, 2 H, -NH-EBl2-), 3.37 (s, 3H, -0-8,), 2.84 (t,
3)=7.3Hz, 2 H, -S-85), 2.31 (s, 3 H; -SCO4@z), 2.15 (t,*J= 7.6 Hz, 2 H, -E»-CO-),
1.64-1.51 + 1.371.26 (2 m, 10 H, AlkyH) ppm.
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13C-NMR (101 MHz, 25 °C, CDG): J= 196.2 (-£0-), 173.3 (€EO-NH-), 72.1 + 70.6 +
70.3 +70.1 (-OCH,-), 59.2 (-OCH3), 39.2 (-NHCH,-), 36.7 (-SCOCHs3), 30.8 + 29.6 + 29.2
+ 29.0 + 28.7 (AIyIE), 25.7 (-S€H2-) ppm.

Ligand Lcp™. CP11 (87 mg, 95 pmol) wurde gemaR 4.2.4 an der Aminktfan
entschitzt und das Produkt (73 mg, 89 umol) zusanmmeDIEA (50 pL, 0.29 mmol) unter
einer Stickstoffatmosphare in entgastem DMF (3 ngelost. AnschlieRend wurde eine
Losung von TBTU (35 mg, 0.11 mmol) urdD (25 mg, 0.11 mmol) in entgastem DMF
(2 mL) zugegeben. Nach 1 h Ruhren bei 25 °C wuaseldsungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der Ruckstand saulenchromatdgelp [SIQ,
Dichlormethan/Methanol = 5:1v/{)] aufgereinigt. Das erhaltene Rohprodukt wurde mit
Hexan ausgefallt, zentrifugiert und die Uberstekehésung abdekantiert. Anschlie3end
wurde der Feststoff erneut in Hexan aufgeschlanmdtnach Zentrifugieren die tberstehende
Losung abdekantiert. Der erhaltene Feststoff wumdd/akuum getrocknet. Analysenreines
Material wurde durch erneute Saulenchromatografi®,, Dichlormethan/Aceton = 10:1
(v/v)] erhalten.

Ausbeute: 60 mg (61 umol, 64 %), farbloser Fedtstof

Sir
N 7\

N
(@) N=
o}
/
N Ay
N g
HN >
o 3 H 0
o
o NH
N ,N \
S <
LCPAC

'"H-NMR (400 MHz, 25 °C, DMSO+J: = 10.1 (br s, 3 H, -N), 7.93 (d,>J=6.0 Hz, 1 H,
Apro-NH), 7.76-7.70 (m, 4H, 3 APA(C4 + -NH-CO-CH-), 7.46-7.41 (m, 3H,
APA(C3H), 7.36-7.25(m, 3H APA(C5H), 581-569(m, 3H, 2Pro(@H +
1 Apro(G)H), 4.31+4.22 (m, 1 H, Apro(QH), 3.90-3.86 (m, 1 H, Apro(gH), 3.713.55

(m, 4 H, Pro(GH), 3.44-3.35 (m, 1 H, Apro(§H), 2.952.90 (m, 2 H, -El,-NH-CO-),
186



4 EXPERIMENTELLER TEIL

2.84-2.78 (m, 3 H, 2-E,-SCO- + 1 Apro(g)H), 2.58-2.50 (m, 2 H, Pro(gH), 2.29 (s,
3 H, -SCO-Gi3), 2.021.91 (m, 7H, 4-6,-CO-NH- + 2 Pro(gH + 1 Apro(G)H),
1.89-1.75 (m, 4 H, Pro(¢gH), 1.471.06 (m, 16 H, AlkylH) ppm.

13C-NMR (101 MHz, 25 °C, DMSQ@k): 6= 195.5 (-€£0-), 172.6 + 172.1 + 171.4 + 171.0
(Apro-NH-CO- + -NH-CO-CH,- + -NH-CO-Pro- + -NHCO-Apro-) 166.0 (APACO-), 152.0

+ 151.5 (APAC2), 148.8 + 148.7 (APAG6), 139.3 + 139.1 (APAS4), 119.7 (APAC3),
115.8 + 115.6 (APAG5), 61.6 + 61.5 (P1@y), 60.5 (AprcC,), 52.1 (AprcCs), 48.3 (Pres),
46.3 (AprdC,), 38.3 (CHx-NH-CO-), 37.6 (Apr€p), 35.5 + 35.4 EH,-CO-NH-), 32.7
(PraCg), 30.7 (-SCOEHs3), 29.2 + 28.9 + 28.6 + 28.4 (Alkg), 28.3 (CH-SCO-), 28.1 +
26.1 + 25.3 + 25.0.4 (AlkyG), 22.4 (Pr&,) ppm.

IR (ATR): 3332 (w), 3063 (W), 2935 (w), 2862 (W)7AL (m), 1626 (m), 1573 (s), 1529 (s),
1463 (s), 1417 (s), 1397 (s), 1298 (m), 1258 (rhY41(m), 1153 (m), 1081 (m), 991 (m), 821
(m), 760 (m) cr.

C,H,N,S-ElementaranalysedElsiN110sS % 2.5 HO

Berechnet: C=5741% H=6.49% N=15.03% S13%6
Gefunden: C=5749% H=6.35% N=1491% S982
Schmelzpunkt: 168172 °C

MS MALDI/TOF (m/2: 965 [M—CHs]* (20 %), 981 [M+H] (77 %), 1003 [M+Na] (100 %),
1019 [M+K]' (2 %).

Drehwert (c = 1, Chloroform)o] %’ = -278.6
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4.4.9 Synthese der Au-NPs

(Turkevich-Methode)  Citratgeschiitzte Nanopartikel ~ Au-NPgiyar.””
KAuCl, x HO (59 mg, 0.15 mmol) wurde in,B (50 mL) vorgelegt und der pH Wert mit
1 N Salzsaure bzw. & Natronlauge auf 7 eingestellt. Die LOsung wurdeZsieden erhitzt
und eine 0.1% wassrige Losung Natriumcitrat in,8 (1.4 mL) zugegeben. Das Gemisch
wurde weitere 5 min zum Ruckfluss erhitzt und daui 25 °C abkihlen gelassen. Das
Reaktionsgemisch wurde in einen Dialyseschlauclrfiilwe und 48 h gegen eine 0.lvm

wassrige Natriumcitrat-Losung (2.5 L) dialysiert.
Ausbeute: Nicht bestimmt. Produkt wurde als weiaiais lila gefarbte Losung erhalten.

0
O
o
OH
O%
(o]
o

AU - N P Citrat

1,50

534.00
1,25+

1,00

0,75
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0,00 4——7—-+—7—"-7-—-1-—-—"-"1"""""""FT"—"F"7"
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Abbildung 42 UV/Vis-Spektrum voAu-NPg;;a. 25 °C, 0.1 mm Natriumcitratlosung.

(Brust-Schiffrin-Methode)  Di-n-octylamin-geschitzte  Nanopartikel  Au-
NPamin.%”) Unter einer Stickstoffatmosphare wurde eine Loswogm HAUCL (80 mg,
0.24 mmol) in entgastem,B (30 mL) zu einer Losung von Tetnaectylammoniumbromid
(1.6 g, 2.9 mmol) in entgastem Toluol (200 mL) dege Das Gemisch wurde bei 25 °C
gerihrt bis sich die wassrige Phase entfarbt ha&techlielend wurde Di-octylamin
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(0.11 mL, 0.36 mmol) zum Reaktionsgemisch gegelmehfiar 1 h bei 25 °C geruhrt. Danach
wurde innerhalb von 20 s eine Losung von NaBBil mg, 2.4 mmol) in entgastem®

(6 mL) zugegeben und die Reaktionsmischung furesei8 h bei 25 °C gerihrt. Die wassrige
Phase wurde entfernt und die organische Phase t@iunter einer Stickstoffatmosphéare
gelagert.

Ausbeute: Nicht bestimmt. Produkt wird als brauange Losung in Toluol erhalten.

HN/\/\/\/\
\/\/\/\/

Au-NP

Amin

4.4.10 Immobilisierung der Liganden auf den Au-NPs

Die Liganden wurden nach der Entschitzung gem&Ml 4Zunachst in Losung
gebracht und anschlieRend zur LOosung der syntbedgsi Au-NPamin bzw. Au-NPciyat
gegeben. Es wurde in allen Arbeitsschritten mitgasten LOosungsmitteln und unter
Argonatmosphare gearbeitet. In den Austauschreaianter Verwendung volu-NPcigrat
wurden sowohl das Losungsmittel, die Konzentratider Ligandenlésung und die
Reaktionszeit variiert. Die jeweils verwendeten iBgdngen sind in Tabelle 10, 11 und 12
angegeben.

Austausch von Citrat gegen keg

Au-NPrec. Die nach 4.4.9 synthetisierte wassrij@-NPciiai-LOSUNG wurde mit
einer Losung des entschitzten Ligantleps versetzt. In Tabelle 10 sind die verschiedenen
Anséatze aufgelistet.
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Tabelle 10 Durchgefiihrte Reaktionsansatze fir die Immobilisigrvonl rz¢ auf Au-NPgjy 4.

Ansatz V (Au- V (Ltec) ¢ (Ltec) Losungsmittel Reaktionszeit

NPcitrat) / mL / mL /[ mm von L+eg /h

1 3.0 0.5 50 KD 24

2 10 0.2 50 KD 94

3 10 3.0 2.0 KD 42

4 10 3.0 5.0 KD 42

5 10 3.0 10 KD 42

6 10 3.0 10 0] 48

7 10 3.0 10 MeOH 48

Die Reaktionsldsung wurde nach der Reaktion mi#Zentrifugation bei 5 °C durch
eine Molecular Weight Cut-Off (MWCQO) Membran aufgiigt. Die Nanopartikel wurden
anschlieBend in ¥ (10 mL) geldst und erneut abzentrifugiert. DieS&rgang wurde
zweimal wiederholt. Das auf diese Weise gereinigdgerial wurde im Vakuum getrocknet.

Ausbeute (Ansatze 2-7): 4.6-5.2 mg, goldener Feststoff.

W“ )

Au-NP .
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Abbildung 43 BeispielhaftesH-NMR-Spektrum voAu-NPg;y, nach Austausch mitreg (Ansatz 5 in Tabelle 10300 MHz,
25 °C, MeOD-d
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Abbildung 44 Beispielhaftes UV/Vis-Spektrum vémn-NPgiyo Nach Austausch mltrgg (Ansatz 5 in Tabelle 10). 25 °C,
H,0.
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Austausch von Citrat gegen kwa

Au-NPrua. Die nach 4.4.9 synthetisierte wassriye-NPcira-LOSUNg wurde mit
einer Losung des entschitzten Ligantlena versetzt. In Tabelle 11 sind die verschiedenen
Anséatze aufgelistet.

Tabelle 11 Durchgefiihrte Reaktionsansatze fir die ImmobilisigrvonL s auf Au-NPgjj 4.

Ansatz V (Au- V (L1ma) ¢ (Ltva) Losungsmittel Reaktionszeit

NPcitrat) / mL / mL /[ mm von Ltva /h

1 3.0 0.5 50 KO 24

2 15 1.15 50 KD 47

3 8.5 3.0 5.0 KD + DIEA 116

4 8.5 3.0 5.0 KD 116

5 10 3.0 10 MeOH 48

6 10 3.0 10 KO 48

Die Reaktionsldsung wurde nach der Reaktion mi#Zentrifugation bei 5 °C durch
eine MWCO-Membran aufgereinigt. Die Nanopartikelrden anschlieRend in,B (10 mL)
gelost und erneut abzentrifugiert. Dieser Vorgangrde zweimal wiederholt. Beim
Resuspendieren fiel sukzessive Gold als schwargg®ferat aus.

Ausbeute (Ansatze 1-6): Es konnte wegen Agglonetusg kein Produkt erhalten

werden.

o s
SM N
5 K

AU-NP .,

Austausch von Citrat gegen ke und Lcp

Au-NP1eg/cp. Die nach 4.4.9 synthetisierte wassrie-NPciya:-LOSUNg wurde mit
einer wassrigen Losung des entschitdteps und einer Lésung des entschitztlegy in
Methanol versetzt (Tabelle 12). Dabei wurden dienz@mntrationen der Losungen sowie das
Stoffmengenverhéltnis der Liganden variiert. Ben dasatzen 4-7 wurden die Cyclopeptid-

Lésungen mit DIEA versetzt (ca. 20 umol), um einigghche Protonierung des CP wahrend
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der Entschitzung ruckgangig zu machen. In Tabellesihd die verschiedenen Ansatze

aufgelistet.

Tabelle 12 Durchgefiihrte Reaktionsansatze fir die ImmobilisigrvonL rg¢ undL cp auf Au-NPgjyra.
Ansatz V (AU- \/ (L TEG) \/ (L Cp) C (LTEG) C (ch) n (L TEG) Reaktions-

NPcia) [ HL / uL / mm ImMm /n(Lep) zeit/h

/ mL
1 10 100 980 50 51 1:1 94
2 10 133 655 50 51 2:1 94
3 3.0 100 200 50 51 2:1 70
4 10 200 1000 25 5.0 1:1 70
5 10 267 667 25 5.0 2:1 70
6 5 100 1000 16 1.6 1:1 94
7 5 100 1000 16 1.6 1:1 94

Die Reaktionslésung wurde nach der Reaktion mittééntrifugation bei 5 °C
(Ansatz 7 bei 25 °C) durch eine MWCO-Membran awggegt. Die Nanopartikel wurden
anschlieBend in ¥ (10 mL) geldst und erneut abzentrifugiert. DieS&rgang wurde

zweimal wiederholt. Das auf diese Weise gereiniggterial wurde im Vakuum getrocknet.

Ausbeute (Ansatze 1-6): 2.8-3.0 mg, goldener Feststoff.

AU-NP 16 e o NH
3 .
7
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Abbildung 45 BeispielhaftesH-NMR-Spektrum voAu-NPgy, nach Austausch miteg und Lep (Ansatz 3 in Tabelle 12).
400 MHz, 25 °C, DMSOgd
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Abbildung 46 Beispielhaftes UV/Vis-Spektrum vAn-NPgo nach Austausch mitrgg undLcp (Ansatz 3 in Tabelle 12).
25 °C, HO.
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Austausch von Din-octylamin gegen lyec

Au-NP1es. Die nach 4.4.9 synthetisiert&u-NPamin-LOsung (40 mL) wurde mit
einer 0.2v Lo6sung des entschitzténes in Methanol (2.0 mL) versetzt und fir 96 h bei
25 °C geruhrt. AnschlieBend wurde die organischas@labdekantiert und der ausgefallene
Feststoff im Vakuum getrocknet. Der zurlckgebliebdteststoff wurde in #D (15 mL)
gelést und die Losung mittels Zentrifugation bePCs durch eine MWCO-Membran
aufgereinigt. Die Nanopartikel wurden anschliel3emdH,O (10 mL) geldst und erneut
abzentrifugiert. Dieser Vorgang wurde zweimal wignbdt. Das auf diese Weise gereinigte
Material wurde im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 7.6 mg, goldener Feststoff.

H 3

Au-NP .
—HOOMO T MNOOLIN OO ONO O N MANO ML M
OTLLCOMNYP—A = WONRONN SO0  ©ONNYMN
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m

Abbildung 47 *H-NMR-Spektrum voAu-NPrgs. 400 MHz, 25 °C, DMSOgd
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Abbildung 48 *H-NMR-Spektrum voAu-NPreg nach lodabbau gemaR 4.2.5. 400 MHz, 25 °C, DM§O-d
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Abbildung 49 UV/Vis-Spektrum voAu-NPtgg. 25 °C, HO.

Austausch von Din-octylamin gegen Lyva

Au-NPtya. Die nach 4.4.9 synthetisiert®u-NP amin-LOSung (40 mL) wurde mit
einer 0.2v LOosung des entschitztérya in Methanol (2.0 mL) versetzt und fur 96 h bei
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25 °C geruhrt. AnschlieBend wurde die organischas@labdekantiert und der ausgefallene
Feststoff im Vakuum getrocknet. Der zuriickbleibeRdststoff wurde in BO (15 mL) gelost
und die Losung mittels Zentrifugation bei 5 °C duine MWCO-Membran aufgereinigt.
Die Nanopartikel wurden anschlieRend inCH(10 mL) gelést und erneut abzentrifugiert.
Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Das aeflsdiWeise gereinigte Material wurde
im Vakuum getrocknet.

Ausbeute: 9.2 mg, goldener Feststoff.

5

Au-NP .
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Abbildung 50 *H-NMR-Spektrum voAu-NPrya. 400 MHz, 25 °C, DMSOgd
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Abbildung 51 *H-NMR-Spektrum voAu-NPry, nach lodabbau geméaR 4.2.5. 400 MHz, 25 °C, DMSO-d
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Abbildung 52 UV/Vis-Spektrum voAu-NPrya. 25 °C, HO.

Austausch von Din-octylamin gegen Lygg und Lcp

Au-NP1egicp. Die nach 4.4.9 synthetisier&u-NPamin-L6sung (40 mL) wurde mit
einer 0.2v LOsung des entschiitzteregs in Methanol (1.5 mL) und einer 20MrL6sung des
entschitztem cp in Methanol (0.5 mL) versetzt und fir 96 h bei°®5geruhrt. Anschlie3end
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wurde die organische Phase abdekantiert und degefaliene Feststoff im Vakuum
getrocknet. Der zuriickbleibende Feststoff wurdeHp® (15 mL) gelést und die Lésung
mittels Zentrifugation bei 5 °C durch eine MWCO-Menain aufgereinigt. Die Nanopartikel
wurden anschlielBend in.8 (10 mL) gelost und erneut abzentrifugiert. DieStargang
wurde zweimal wiederholt. Das auf diese Weise geys Material wurde im Vakuum
getrocknet.

Ausbeute: 2.3 mg, goldener Feststoff.
0
o N,
D
S 5
S O /(\X\
W w NN N ?

Au N P TEG/CP
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Abbildung 54 *H-NMR-Spektrum vomu-NPregce Nach lodabbau gemaR 4.2.5. 400 MHz, 25 °C, DMgQOrtierner
Standard Trimethoxytriazin bei 3.92 ppm.
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Abbildung 55 UV/Vis-Spektrum voAu-NPtgg/cp. 25 °C, HO.

Austausch von Din-octylamin gegen Lyya und Lcp

Au-NPtyacp. Die nach 4.4.9 synthetisierfeu-NP amin-LOsung (40 mL) wurde mit
einer 0.2v Losung des entschitzterya in Methanol (1.5 mL) und einer 20MyL6sung des
entschitztem cp in Methanol (0.5 mL) versetzt und fir 96 h bei’®5geruhrt. Anschlie3end
wurde die organische Phase abdekantiert und degefaliene Feststoff im Vakuum
getrocknet. Der zuriickbleibende Feststoff wurdeHp® (15 mL) geldst und die Lésung
mittels Zentrifugation bei 5 °C durch eine MWCO-Menain aufgereinigt. Die Nanopartikel
wurden anschlielBend in.8 (10 mL) gelost und erneut abzentrifugiert. DieStargang
wurde zweimal wiederholt. Das auf diese Weise geys Material wurde im Vakuum

getrocknet.

Ausbeute: 8.4 mg, goldener Feststoff.
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25 °C, DO; interner Standard Trimethoxytriazin bei 4.04 ppm

1,50

1,25+ 527.00

1,00

0,75

Absorption

0,50

0,25

0,00 4¥——"7"-—-+—7—"-7+--—"""r-"—""""""""T""FT""7"
300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800

Wellenlange (nm)

Abbildung 58 UV/Vis-Spektrum voAu-NPm, nach Austausch miitrya undLcp. 25 °C, HO.

203



5 LITERATURVERZEICHNIS

5 Literaturverzeichnis

[1] L. G. Lange, J. F. Riordan, B. L. Vallddiochemistryl974 13, 4361-4370.

[2] H. Luecke, F. A. Quiochd\ature199Q 347, 402—-406.

[3] N. Yao, P. S. Ledvina, A. Choudhary, F. A. Qzho, Biochemistryl996 35, 2079—
2085.

[4] J. W. Pflugrath, F. A. Quiochdature1985 314, 257-260.

[5] J.J. He, F. A. Quiochd&ciencel99] 251, 1479-1481.

[6] J. W. Pflugrath, F. A. Quiochd, Mol. Biol.1988 200, 163—-180.

[7] B.L.Jacobson, F. A. Quiochd, Mol. Biol.1988 204, 783—787.

[8] K. A. Sharp, J. M. Vanderkoolcc. Chem. Reg01Q 43, 231-239.

[9] Y. Marcus,J. Chem. Soc. Perkin Trans1994 1751-1758.

[10] M. B. Hillyer, B. C. GibbAnnu. Rev. Phys. Che&016 67, 307-329.

[11] F. Biedermann, W. M. Nau, H. J. Schneidengew. Chem. Int. E@014 53, 11158
11171.

[12] L. Cao, M. Sekutor, P. Y. Zavalij, K. Mlindrilajerski, R. Glaser, L. Isaac8ngew.
Chem. Int. Ed2014 53, 988—993.

[13] Y. Marcus,lon Properties Marcel Dekker, New Yorkl1 997

[14] W. Kunz, J. Henle, B. W. NinharGurr. Opin. Colloid Interface ScR004 9, 19-37.

[15] C.L.D. Gibb, B. C. Gibh). Am. Chem. So2011, 133 7344-7347.

[16] M. Lisbjerg, B. M. Jessen, B. Rasmussen, BNElsen, A. @. Madsen, M. Pittelkow,
Chem. Sci2014 5, 2647-2650.

[17] M. Lisbjerg, B. E. Nielsen, B. O. Milhgj, S. RA. Sauer, M. PittelkowQrg. Biomol.
Chem.2015 13, 369-373.

[18] J. Svec, M. Necas, V. Sindeldmgew. Chem. Int. E@01Q 49, 2378-2381.

[19] V. Havel, J. Svec, M. Wimmerova, M. Dusek, Mojarova, V. SindelarQrg. Lett.
2011, 13 4000-4003.

[20] R. B. P. Elmes, K. A. JolliffeChem. Commur2015 51, 4951-4968.

[21] S. Kubik, R. Goddard, R. Kirchner, D. Noltind;, SeidelAngew. Chem. Int. E@001
40, 2648-2651.

[22] S. Kubik, R. Goddardzhem. Commur200Q 2, 633-634.

[23] S. Kubik, R. Goddard]. Org. Chem1999 64, 9475-9486.

[24] S. Kubik, R. Goddard?roc. Natl. Acad. Sci. U.S.2002 99, 5127-5132.

204



5 LITERATURVERZEICHNIS

[25] S. Kubik, R. Kirchner, D. Nolting, J. Seidel, Am. Chem. SoQ002 124 12752-
12760.

[26] C. Reyheller, B. P. Hay, S. Kubikiew J. Chen2007, 31, 2095-2102.

[27] S. Otto, S. KubikJ. Am. Chem. So2003 125, 7804—7805.

[28] Z. Rodriguez-Docampo, S. |. Pascu, S. KubikO80,J. Am. Chem. So006 128
11206-11210.

[29] G. Hefter, Y. Marcus, W. E. Waghorréhem. Rev2002 102, 2773-2836.

[30] F. SommerDiplomarbeit TU Kaiserslauter@013

[31] F. Sommer, S. Kubik)rg. Biomol. Chem2014 12, 8851-8860.

[32] F. P. Schmidtchen, iAnalytical Methods in Supramolecular Chemis(Bd.: C. A.
Schalley), Wiley-VCH, Weinhein2007, pp. 55-78.

[33] A.-S. Chauvin, S. Comby, B. Song, C. D. B. ¥Wawyver, J.-C. G. BunzlChem. Eur.
J. 2008 14, 1726-1739.

[34] M. Tamaki, G. Han, V. J. Hruby, Org. Chem2001, 3593-3596.

[35] B. P. Gangamani, V. A. Kumar, K. N. Gane$htrahedronl996 52, 15017-15030.

[36] Y. Marcus,Chem. Rev2007, 107, 3880—-3897.

[37] F. Sommer, Y. Marcus, S. KubikRCS Omeg2017, 2, 3669-3680.

[38] M. A. Yawer, V. Havel, V. SindelaAngew. Chem. Int. EQ015 54, 276-279.

[39] V. Havel, M. A. Yawer, V. SindelaChem. Commur2015 51, 4666—4669.

[40] M. J. Langton, S. W. Robinson, I. Marques,Félix, P. D. BeerNat. Chem2014 6,
1039-1043.

[41] Y. Marcus,J. Chem. Thermody2007 39, 1338-1345.

[42] Y. Marcus,Z. Naturforsch1995 50a 51-58.

[43] Y. Marcus,J. Chem. Soc., Faraday Trans1989 85, 3019-3032.

[44] http://bundesrecht.juris.de/bundesrecht/trinkwv_P@g@samt.pdf Zugriff am
12.09.2017.

[45] O. S. WolfbeisAngew. Chem. Int. E@Q013 52, 9864—-9865.

[46] |. Grabowska, K. Malecka, U. Jarocka, J. R&ded. RadeckaActa Biochim. Pol.
2014 61, 471-478.

[47] E.-H. Yoo, S.-Y. LeeSensor201Q 10, 4558-4576.

[48] M. L. Perdue, D. E. SwaynAyian Dis.2005 49, 317-327.

[49] C.-C. Chou, Y.-H. Huandgsensor012 12, 16660—-16672.

[50] J. H. Beigel, J. Farrar, A. M. Han, F. G. Haywd R. Hyer, M. D. de Jong, S.
Lochindarat, T. K. T. Nguyen, T. H. Tran, A. Nicadit al.,N. Engl. J. Med2005 353

205



5

[51]
[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

[60]
[61]

[62]

[63]
[64]

[65]
[66]

[67]
[68]

[69]

LITERATURVERZEICHNIS

1374-1385.

www.who.int Zugriff am 12.09.2017.

E. K. O. Ng, P. K. C. Cheng, A. Y. Y. Ng, T. Hoang, W. W. L. LimEmerg. Infect.
Dis. 2005 11, 1303-1305.

H. T. Ho, H. L. Qian, F. He, T. Meng, M. Szypa, N. Prabhu, M. Prabakaran, K. P.
Chan, J. KwangClin. Vaccine ImmunoR009 16, 726—732.

K. Malecka, |. Grabowska, J. Radecki, A. Staah A. Gora-Sochacka, A. Sirko, H.
RadeckaElectroanalysi2012 24, 439-446.

B. Saraswathyamma, |. Grzybowska, C. OrlewskaRadecki, W. Dehaen, K. G.
Kumar, H. Radecké&lectroanalysi2008 20, 2317-2323.

A. L. Eckermann, D. J. Feld, J. A. Shaw, TMkade,Coord. Chem. Rex201Q 254,
1769-1802.

M. E. Bosch, A. J. R. Sanchez, F. S. RojaB ®jedaJ. Pharm. Biomed. Ana200§
42, 291-321.

U. Jarocka, R. Sawicka, A. Stachyra, A. Gooattacka, A. Sirko, W. Zagoérski-Ostoja,
V. Saczynska, A. Pogbska, W. Dehaen, J. Radecki, et Ahal. Bioanal. Chenm2015
407, 7807-7814.

M. Kioniecki, A. Jablonowska, J. Pozski, J. Langridge, C. Hughes, I. Campuzano,
K. Giles, M. Dadlez,). Mol. Biol.2011, 407, 110-124.

J. SchnabeNature2011, 475 S12-S14.

M. W. Weiner, D. P. Veitch, P. S. Aisen, L. Beckett, N. J. Cairns, R. C. Green, D.
Harvey, C. R. Jack, W. Jagust, E. Liu, etAlzheimer's Demen012 8, S1-S68.

V. Voiciuk, G. Valincius, R. Budvytyte, A. MgansSka, |. Matulaitiene, G. Niaura,
Spectrochim. Acta - Part A Mol. Biomol. Spectr@@l2 95, 526-532.

J. Milojevic, G. MelaciniBiophys. J2011, 100, 183-192.

E. Mikula, M. Sulima, I. Marszalek, A. WysloCieszyiska, P. Verwilst, W. Dehaen,
J. Radecki, H. Radeck&gensor2013 13, 11586-11602.

P. P. Edwards, J. M. Thomasgew. Chem. Int. E@007, 46, 5480-5486.

M. Brust, M. Walker, D. Bethell, D. J. Schififr R. Whyman,J. Chem. Soc., Chem.
Communl1994 801-802.

F. Manea, C. Bindoli, S. Polizzi, L. Lay, Pcr#nin, Langmuir2008 24, 4120-4124.

W. W. Weare, S. M. Reed, M. G. Warner, J. Etdtison,J. Am. Chem. So200Q
122 12890-12891.

R. G. Nuzzo, D. L. Allara). Am. Chem. So&983 105 4481-4483.

206



5

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]
[88]

[89]

[90]

LITERATURVERZEICHNIS

J. C. Love, L. A. Estroff, J. K. Kriebel, R..®luzzo, G. M. WhitesidesChem. Rev.
2005 105 1103-1169.

M. J. Hostetler, J. E. Wingate, C.-J. ZhongiJHarris, R. W. Vachet, M. R. Clark, J.
D. Londono, S. J. Green, J. J. Stokes, G. D. Wigetal.,Langmuir1998 14, 17-30.

J. Turkevich, P. C. Stevenson, J. HilliBiscuss. Faraday So&951, 55, 55-75.

G. FrensNature-Phys. Scil973 241, 20-22.

N. R. Jana, L. Gearheart, C. J. Murpbgngmuir2001, 17, 6782—-6786.

G. L. Nealon, B. Donnio, R. Greget, J.-P. KigppE. Terazzi, J.-L. GallanNanoscale
2012 4, 5244-5258.

M. Zhou, L. Gu, T. C. Abshire, A. Homans, A. Billett, A. M. Yeager, H. W.
Findley,Leukemia200Q 14, 61-67.

M. Retout, H. Valkenier, T. Doneux, K. Barti@. Bruylants ACS Sen2016 1, 929—
933.

K. S. Youk, K. M. Kim, A. Chatterjee, K. H. A Tetrahedron Lett2008 49, 3652—
3655.

S. Watanabe, H. Seguchi, K. Yoshida, K. Kifuiie Tadaki, H. Shiozakiletrahedron
Lett. 2005 46, 8827-8829.

W. L. Daniel, M. S. Han, J. S. Lee, C. A. MinkJ. Am. Chem. So2009 131, 6362—
6363.

M. ZengerleDiplomarbeit TU Kaiserslautera009Q

A. Schaly,Dissertation TU Kaiserslauter2013

H. Kunz, H. Waldmann,iebigs Ann. Cheml983 1712-1725.

E. Soto, J. C. MacDonald, C. G. F. Cooper, ®.McGimpsey,J. Am. Chem. Soc.
2003 125 2838-2839.

W. Q. Ong, H. Zhao, Z. Du, J. Z. Y. Yeh, C.Ré&. Z. W. Tan, K. Zhang, H. Zeng,
Chem. Commur2011 47, 6416—6418.

M. Kameda, M. Ando, C. Nakama, K. Kobayashi,Kkdwamoto, S. Ito, T. Suzuki, T.
Tani, S. Ozaki, S. Tokita, et aBjoorg. Med. Chem. Let2009 19, 5124-5127.

H. Takalo, I. Hemmil&, T. Sutela, M. Latydelv. Chim. Actd 996 79, 789-802.

J. D. Badj, A. Nelson, S. J. Cantrill, W. B. Turnbull, J. $toddart, Acc. Chem. Res.
2005 38, 723-732.

C. Fasting, C. A. Schalley, M. Weber, O. Se#z Hecht, B. Koksch, J. Dernedde, C.
Graf, E. W. Knapp, R. Haagngew. Chem. Int. E@Q012 51, 10472—-10498.

M. Heyde, M. Moens, L. Van Vaeck, K. M. Shake#, M. C. Davies, E. H. Schacht,

207



5

[91]
[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

LITERATURVERZEICHNIS

Biomacromolecule2007, 8, 1436—-1445.

X. Li, C. Zhan, Y. Wang, J. Yad@ghem. Commur2008 2444—-2446.

P. Pengo, S. Polizzi, M. Battagliarin, L. Paatp, P. Scrimin,J. Mater. Chem2003
13, 2471-2478.

P. Nowak, V. Saggiomo, F. Salehian, M. Colobdlsuc, Y. Han, S. OttoAngew.
Chem. Int. EJ2015 54, 4192-4197.

C. Pfeiffer, C. Rehbock, D. Huhn, C. Carriltarrion, D. J. de Aberasturi, V. Merk, S.
Barcikowski, W. J. Parall. R. Soc. Interfac2014 11, 20130931.

B. Zhang, B. YanAnal. Bioanal. Chen201Q 396 973-982.

R. H. Terrill, T. A. Postlethwaite, C.-H. Chef. Poon, A. Terzis, A. Chen, J. E.
Hutchison, M. R. Clark, G. Wignall, J. D. Londoret, al.,J. Am. Chem. S0d.995
117, 12537-12548.

O. Uzun, Y. Hu, A. Verma, S. Chen, A. Centrpke StellacciChem. Commur2008§
196-198.

A. C. Templeton, M. J. Hostetler, C. T. KraR, W. Murray,J. Am. Chem. So&998
120, 1906-1911.

M. P. Rowe, K. E. Plass, K. Kim, C. Kurdak, E. Zellers, A. J. MatzgerChem.
Mater. 2004 16, 3513-3517.

[100] H. Tan, T. Zhan, W. Y. Fad, Phys. Chem. B0O0G 110 21690-21693.
[101] J. Costa, E. Frbrot, P. Jouin,Org. Chem1994 59, 2437-2446.
[102] S. Keller, C. Vargas, H. Zhao, G. Piszczek ACBrautigam, P. Schucldnal. Chem.

2012 5066-5073.

[103] http://www.analyticalultracentrifugation.com/sedpltlownload.htm  Zugriff —am

12.09.2017.

[104] L. Gilberg,Diplomarbeit TU Kaiserslauter@008

208



6 ANHANG

6 Anhang

6.1 Supporting Information zu Kapitel 2.2.4

209



ANHANG

Org. Biomol. Chem.

Anion binding of a neutral bis(cyclopeptide) in water/methanol mixtures containing up to

95% of water

Fabian Sommer and Stefan Kubik"

Fachbereich Chemie - Organische Chemie, Technische Universitdt Kaiserslautern, Erwin-

Schrodinger-Strafe, D-67663 Kaiserslautern, Germany, Fax: +49-631-205-3921, Email:

kubik(@chemie.uni-kl.de

CONTENT
Chain Elongation: of: Dipeptides A At 5..oou s s s s s is s S2
'H NMR, °C NMR, and MS Spectra of 4,5, 6, and 2D................coooorvmeirvernreirsionsecnesssesssssnons S4
HPLC ANALYSiS OF 2D S12
Qualitative NMR Spectroscopic Evaluation of lodide Binding ...........................oocoooii S13
Results of Selected ITC TItrations. ...........ccoooviiiiiiiiiieeiie e S14
RETEIENCES ... e S19
-8l -

210



6

ANHANG

Chain Elongation of Dipeptides 4 and 5:

Synthetic Strategy. Synthesis of the linear precursor of cyclopeptide 6 involved initial preparation
of a tetrapeptide containing two subunits of dipeptide 4. This tetrapeptide was deprotected at the N-
terminus and coupled to C-deprotected dipeptide 5. The resulting hexapeptide was finally deprotected

at both ends.

H
a) HQ(N N COEt
— | *2HCl —,
o
R
o
- H
BOC’Q'(N N, _CO,Et 8 Boc(’Q“/N N o
o) U - ‘ o K 2
R R

4R= —O(CH20H20)3CH3

H
N N__N._ _COOH
b -~
o N\
R
o) o)
H H
Boc(’QKN N - a) h(,gln/N N -
| 2 — | 277 -3HCI —
o R (o] _n
R R

d)

NHZ NHZ

H H
N N
BOC’Q(N / | CO,Et b) BOC’Q(N / | COOH n
e} X o XD
R R

5

R R
H o o n " " H o o ﬁ
Bock™ NN N—._)I\N SN NCoEt — > — N NN N—.,)LN SN NcooH 4 HCI
o I > H o Ao | > H
R RiHz R fiHz

a) 4 N HCI, 1,4-dioxane, 2 h, 0-5 °C, b) 1.2 equiv 1 N NaOH, 1,4-dioxane, 2 h, 25°C, c¢) PyCloP,
DIEA, CH,Cl,, 25 °C, 18 h, d) TBTU, DIEA, DMF, 18 h, 25 °C.

General procedure for the cleavage of ethyl esters. The ester was dissolved in 1,4-dioxane (20

mL/mmol). Addition of aqueous 1 N NaOH (1.2 equiv) was followed by stirring for 2 h at room
-S2-
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temperature. Afterward, water (20 mL/mmol) was added and the 1,4-dioxane was removed in vacuo.
The aqueous solution was washed with diethyl ether twice (in the case of the linear hexapeptide this
step was omitted) and the organic layers discarded. After acidification of the mixture to pH 2 by
addition of 3% aqueous KHSOy, it was extracted with ethyl acetate three times. The combined organic
layers were washed three times with water, dried, and evaporated to dryness in vacuo. The residue
was used for the next step without further purification.

General procedure for the cleavage of N-tert-butoxycarbonyl groups. The carbamate was
suspended in 1,4-dioxane (20 mL). This suspension was cooled in an ice bath and a 6 N solution of
HCl in 1,4-dioxane (40 mL) was added dropwise. The reaction mixture was stirred for 2 h at 0-5 °C
and then concentrated to dryness in vacuo.

Boc-(Pro-Mapa),-OEt. Dipeptide 4 (0.82 g, 1.55 mmol) was deprotected at the C-terminus and
another portion of 4 (0.74 g, 1.40 mmol) at the N-terminus according to the general procedures. The
products were dissolved in dry dichloromethane (30 mL) and PyCloP (0.75 g, 1.86 mmol) and DIEA
(1.1 mL, 6.52 mmol) were added. After stirring at 25 °C for 20 h the solvent was removed in vacuo,
and the residue purified by column chromatography (SiO,, dichloromethane/methanol, 10:1 (v/v)).
The product was afforded as an oil, which was used without further purification. Yield 1.18 g (93 %),
yellow-orange sticky oil. MS (MALDI-TOF) m/z (%) 906 (100 %) [M+H]", 928 (31 %) [M+Na]’,
944 (9 %) [M+K]".

Boc-(4Z-Apro)-Mapa-(Pro-Mapa),-OEt. Tetrapeptide Boc-(Pro-Mapa),-OEt (1.11 g, 1.23 mmol)
was deprotected at the N-terminus and dipeptide S (0.82 g, 1.22 mmol) at the C-terminus according
to the general procedures. These products were dissolved in DMF (40 mL) and TBTU (0.47 g, 1.46
mmol) and DIEA (1.1 mL, 6.58 mmol) were added. After stirring at 25 °C for 18 h, the solvent was
removed in vacuo and the residue purified by column chromatography (SiO,,
dichloromethane/methanol, 10:1 (v/v)). The resulting oil was used without further purification. Yield
1.48 g (84 %), yellow sticky oil. MS (MALDI-TOF) n/z (%) 1434 (100 %) [M+H]", 1456 (89 %)
[M+Na]’, 1472 (41 %) [M+K]".
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'H NMR Spectrum: Boc-Pro-Mapa-OEt 4 (600 MHz, [Ds]DMSO, 100 °C).
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“C NMR Spectrum: Boc-Pro-Mapa-OEt 4 (151 MHz, [Ds]DMSO, 100 °C).
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MALDI-TOF MS Spectrum: Boc-Pro-Mapa-OEt 4 (positive mode).

526.3

548.3

[s2]
<N @ ®
< N~ o <
< < N~ O
< < 0
o ) l A ll |1 A " L l_L_J l L L 1
I X T T T T T T T T T T T 1
400 500 600 700
m/z
m/z calcd. m/z exp.
[M—iso-butene-C,H,+H]"  CysH39N309 — C4Hg — CoH, + H' 4442 4443
[1\/I—BOC+N21]+ C25H39N309 — C5H902 £ 5 Na+ 4472 44772
[M—iso-butene+H]" C2sH390N309 — C4Hg + H' 470.2 4703
[M+H]" CsH3oN;00 + H' 526.3 526.3
[M+Na]" C2sH39N309 + Na* 548.3 548.3
[M+K]" C5H30N;09 + K* 564.2 564.3
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'H NMR Spectrum: Boc-(4Z-Apro)-Mapa-OEt 5 (600 MHz, [Ds]DMSO, 100 °C).
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“C NMR Spectrum: Boc-(4Z-Apro)-Mapa-OEt 5 (151 MHz, [Dg]DMSO, 100 °C).
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MALDI-TOF MS Spectrum: Boc-(4Z-Apro)-Mapa-OEt S (positive mode).
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[M—iso—butene+H]+ C33H4(,N4011 — C4Hx + I‘I+ 6193 6194
[M+H]" C33HyeN4O1 + H' 675.3 675.5
[M+Na]" C33Hy6N4Oy; + Na* 697.3 697.5
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'H NMR Spectrum: cyclo[(4Z-Apro)-Mapa-(Pro-Mapa)] 6 (600 MHz, D,O/[D4s]MeOD, 1:1 (v/v),

25°C).
R
ZNH, H,O/HDO
[
o:/
HN
N
R N
R = O(CH,CH,0)3CH3
[D4]MeOD
8 7 6 5 4 3 2

ppm

BC NMR Spectrum: cyclo[(4Z-Apro)-Mapa-(Pro-Mapa);] 6 (151 MHz, D,0O/[D4]MeOD, 1:1 (v/v),

25 °C).
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ESI-TOF MS Spectrum: cyclo[(4Z-Apro)-Mapa-(Pro-Mapa),] 6 (positive mode).
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[M+2Na]** Ce2Hg:N 1900 + 2Na* 666.3 666.2
[M+Na+K]** Ce2HgoN19Og + Na" + K* 6743 674.2
[M—Teg—Z+Na]+ C62H82N10020 = C7H1503 &= C8H702 a5 Na+ 1027.4 1027.3
[M-Teg-Z+K]"  CsHgaNgOz — C7H 505 — CsH,0, + K 1043 .4 1043.3
[M+H]" Co2HgaN 1900 + H' 1287.6 1287.4
[M+Na]" Ce2Hg;NOp + Na* 1309.6 1309.5
[M+K]" Co2HgoN 19020 + K* 1325.5 1325.4
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'H NMR Spectrum: {cyclo[Apro-Mapa-(Pro-Mapa),] },Pda 2b (600 MHz, D,0/[D4]MeOD, 1:1 (v/v),

25°C).
R

CP= ""'I/\ )/fNj\ CPNH\n/\@/\’_ L NHCP

- \\ d

o R = O(CH,CH,0)sGHs

HN

<
RS NA
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PC NMR Spectrum: {cyclo[Apro-Mapa-(Pro-Mapa),]},Pda 2b (151 MHz, D,0/[Ds]MeOD, 1:1

(vv), 25 °C).
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ESI-TOF MS Spectrum: {cyclo[Apro-Mapa-(Pro-Mapa),]},Pda 2b (positive mode).

1255.0
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1000 1200 1400 1600 1800 2000 2200 2400 2600 2800

m/z
m/z calcd. m/z exp.
[M+H+Na]*" C11sH15sN2O35 + H + Na” 1243.6 1244.0
[M+2Na]** C11sH)58N20Os5 + 2 Na* 2554.5 1255.0
[M+H]" C1isH1ssN2Oss + H 2464.1 2464.9
[M+Na]" C11sH158N20035 + Na* 2486.1 2486.9
[M+K] CuisHissN20055 + K 2502.1 2502.8
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HPLC: 2b (Dionex P680 HPLC Pump, ASI-100 Autosampler, TCC-100 Column Oven, UVD 170U

UV/Vis Detector, Chromeleon V6.70 Software, Supelco Ascentis® C18 Column, 4.6 x 250 mm, 5

um)

142 FS-BCP
Sample Name: FS-BCP Injection Volume [ul]: 20,0
Vial Number: GB3 Channel: Uv_Vis_3
Sample Type: unknown Wavelength [nm]: 230
Control Program: AS_Supelco_langsamer AnstiegBCP Bandwidth: 1
Quantif. Method: default Dilution Factor: 1,0000
Recording Time: 21.1.2014 21:29 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 36,00 Sample Amount: 1,0000
2 500 CP BCP TEG #142 FS-BCP UV_VIS_3
] mAU WVL:230 nm
40,0
] 2.28114--""" '
2.000 o - '
1.500- __,_—"'/— \
1 Acstonitn 25,0 % 25,01
T Acetonitril 0,1% TFA: 0,0 %
1.000 Wasser: 75,0 % 75,0
500+ \““\\‘_ !
TTee~o  1J26801 3-30561 |
| T T
] TTre-l800
< Flow: 1,000 ml/min )
B L S S S JR L B R I R S I R B S S B R B B B A L :nin
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 36,0
Ret.Time Height Area Rel.Area
No. min Peak Name mAU mAU*min % Amount Type
1 26,90 na. 18,105 8,419 0,67 na. BM
2 28,11 na. 2096,508  1243,817 98,38 na. M
3 30,55 na. 13,470 12,031 0,95 na. vMB
Total: 2128,083  1264,267 100,00 0,000
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Qualitative NMR Spectroscopic Evaluation of Todide Binding: '"H NMR spectra of bis(cyclopeptide)

2b (1.8 mM) prior (a) and after (b) the addition of 2 equiv of Nal in in 50% D,0O/CD;0D and of 2b
(1.0 mM) prior (c¢) and after (d) the addition of 2 equiv of Nal in in 90% D,0O/CD;0D. The dots

indicate the signals of the H(o) protons on the proline residues of 2b.
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Results of Selected ITC Titrations

Table S1. Concentrations of 2b and the salts used in the ITC titrations.
vol% of water in the c(Receptor) /

. t salt Guest) / mM
water/methanol mixture Sl mM ¢(Guest) / m
Nal 0.25 25
025 95
Nal
“l + 15-crown-5 + 25 mM +2.5mM
15-crown-5 15-crown-5
(CH;)sNI 0.25 25
Nal 0.25 5.0
30%
' NaSO4 025 25
Nal 0.25 25
0,
e Na,SO;4 0.25 25
Nal 0.25 5.0
0
o Na,S04 0.25 05
90% Nal 0.25 50
Nal 0.25 5.0
9 0
Rl Na,SOy 0.25 25

All of the following thermograms were generated by using NITPIC' and the binding isotherms by
using Sedphat.> The circles in the isotherms denote the experimental data and the lines represent the

isotherms fitted by using the one-site model.

Titration of receptor 2b with sodium iodide in 20% water/methanol

0.0 g 0.0
R -
| [

J | . —0.54
-0.5 | 5
2 L 2

3 ’ c -1.04
2 ] 5
s -1.0 { %

§ | ‘ | g -1.54
g

-1.5 } -2.04

N N . -2.5 T T T T T T T
1500 3000 4500 0.0 0.5 1.0 1.5 2.0
time (s) molar ratio
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Titration of receptor 2b with sodium iodide in 20% water/methanol in the presence of 15-crown-5
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Titration of receptor 2b with tetramethylammonium iodide in 20% water/methanol
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Titration of receptor 2b with sodium iodide in 50% water/methanol

ANHANG
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Titration of receptor 2b with sodium iodide in 95% water/methanol
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Titration of receptor 2b with sodium sulfate in 70% water/methanol
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Power (pcalls)

Titration of receptor 2b with sodium sulfate in 95% water/methanol
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Synthesis of Bis(cyclopeptide) 2:

General details. Analyses were carried out as follows: melting points, Miiller SPM-X 300; NMR,
Bruker AVANCE III 400 and 600 (peak assignments were confirmed by using HH-COSY and
HMQC spectra, 'H and "C NMR spectra were referenced to the residual solvent signals (CDCl3: &y
=7.26 ppm, &¢ = 77.2 ppm; DMSO-ds: 6u = 2.50 ppm, ¢ = 39.5 ppm MeOH-dy: 6y = 3.31 ppm, 6¢
= 49.0 ppm;), trifluoroacetic acid was used as an internal standard for the '’F NMR spectra with
SOr(TFA) = —76.55 ppm; MALDI-TOF-MS, Bruker Ultraflex TOF/TOF; ESI-MS, Bruker amaZon
SL; elemental analysis, Elementar vario Micro cube; optical rotation, JASCO P-2000 (d = 10 cm);
preparative HPLC, Dionex Ultimate 3000 (column, Supelco Ascentis®, 250 x 21.2 mm, 5 um particle
size; flow, 10 mL min"; eluent, aqueous: water, organic: acetonitrile; the following gradient was
used for the isolation of 2: 0 min, 25% organic; 0-35 min, linear increase to 40% organic; 35-40 min,
40% organic; 40-41 min, linear increase to 95% organic; 41-46 min, 95% organic; 46-47 min, linear
decrease to 25% organic; 47-55 min, 25% organic); ITC, Microcal VP-ITC; precision balance, Kemn
ABT 100-5M.

The following abbreviations are used: BCP, bis(cyclopeptide) Bta, 2,2'2"-(benzene-1,3,5-
triyl)triacetic acid; DIEA, N-ethyldiisopropylamine; Pfp, pentafluorophenol; TBTU, O-(1H-
benzotriazol-1-yl)-N,N,N' N’ -tetramethyluronium tetrafluoroborate; Pro, L-proline; Apro, (4S)-4-
amino-L-proline; Mapa, 4-[2-[2-(2-methoxyethoxy)ethoxy]ethoxy]-2-aminopyridine-6-carboxylic
acid; Teg, triethylene glycol.

Materials. All solvents were dried according to standard procedures prior to use. DMF p.a. was

purchased and used without further purification.
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Tris(pentafluorophenyl) 2,2',2'"'-(benzene-1,3,5-triyl)triacetate (4).

F o & F
COH - r & &
2 OH EDC-HCI, DMAP, . F
F F CH,CL,, 18 h,25°C 1%
" > F o
HO,C F F 70%
CO,H F 4 . Y 2

Scheme S1: Synthesis of 4.

2,2' 2"-(Benzene-1,3,5-triyl)triacetic acid (466 mg, 1.85 mmol) and pentafluorophenol (1.19 g, 6.47
mmol) were dissolved in dichloromethane (15 mL) and treated with a solution of 1-ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (1.17 g, 6.12 mmol) and 4-dimethylaminopyridine
(34 mg, 278 umol) in dichloromethane (15 mL). A dark precipitate immediately formed, which
slowly disappeared upon stirring at room temperature. The mixture was stirred for 18 h. The solvent
was removed in vacuo and the residue was purified by column chromatography (SiO,,
ethylacetate/hexane, 1:3 (v/v)). The crude product was then precipitated from hexane to yield a
colorless solid. Yield: 973 mg (70 %); m.p. 120 °C; "H NMR (400 MHz, 25 °C, CDCls): 8 =7.35 (s,
3H, BtaH), 4.01 (s, 6H, BtaCH,) ppm; “C NMR (101 MHz, 25 °C, CDCl;): & = 167.2 (CO), 141.0
(dm, '"J(C,F) = 253 Hz, FsPhC(3)), 139.6 (dm, 'J(C,F) = 254 Hz, FsPhC(2)), 137.8 (dm, 'J(C,F) =
254 Hz, F5PhC(4)), 133.7 (BtaC(1,3,5)), 129.9 (BtaC(2,4,6)), 125.1 (m, FsPhC(1)), 40.0 (CH,) ppm;
F NMR (376 MHz, 25 °C, CDCls): 8 =-151.6 (d, °J = 18.2 Hz, 6F, PfpF(2,6)), —156.4 (t, *J=21.6
Hz, 3F, PfpF(4)), —161.1 (t, >J = 19.9 Hz, 6F, PfpF(3,5)) ppm; MS (MALDI-TOF) m/z (%) 772.9
(100) [M+Na]", 788.9 (6) [M+K]"; elemental analysis calcd (%) for C3HyF;506: C 48.02, H 1.21

found C 48.08, H 1.30.
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Bis(pentafluorophenyl) 2,2'-(5-(12-0x0-2,5,8-trioxa-11-azatridecan-13-yl)-1,3-phenylene)diace-

tate (5).
F o
F
E o. o R 3 N NSO NAON
HZN/\/ NN H
= acetonitrile F o
L 23 h, reflux . E o 5
68% a 0
F. F
F F
F

Scheme S2: Synthesis of 5.

A solution of 4 (374 mg, 0.5 mmol) in acetonitrile (20 mL) was heated to reflux and a solution of 2-
(2-(2-methoxyethoxy)ethoxy)ethanamine (82 mg, 0.5 mmol) in acetonitrile (30 mL) was added over
aperiod of 3 h. After the addition was completed, the mixture was heated for further 20 h. The solvent
was removed in vacuo and the residue was purified by column chromatography (SiO,
dichloromethane, then dichloromethane/methanol, 10:1 (v/v)) to afford a colorless oil. The product
could not be obtained in analytically pure form. Yield: 249 mg (68 %); 'H NMR (400 MHz, 25 °C,
CDCls): 8 = 7.27 (s, 3H, BtaH), 6.37 (br s, 1H, NH), 3.98 (s, 4H, BtaCH,), 3.52-3.63 (m, 12H, 10
TegCH, + 2 BtaCHy), 3.43-3.48 (m, 2H, TegCH,), 3.37 (s, 3H, TegCH3) ppm.

Bis(cyclopeptide) 2.
7N
-

5, DMF, 6 h, 25 °C

R— N > 2

@w’
=-fo™2S

3

45%

Scheme S3: Synthesis of 2.
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The Z-protected form of cyclopeptide 3 was deprotected as described previously.' The thus obtained
deprotected cyclopeptide 3 (92 mg, 77 umol) was dissolved in degassed DMF (3 mL). A solution of
5(28 mg, 38 umol) and DIEA (50 pL, 286 umol) in degassed DMF (3 mL) was added and the mixture
was stirred at 25 °C for 6 h. After evaporation of the solvent the residue was purified by preparative
HPLC and dried by lyophilization to yield a colorless solid. Yield: 46 mg (45%); m.p. 87-92 °C;
[a]*p =—=225 (¢ =1, methanol); "H NMR (600 MHz, 25 °C, MeOD-d,/D,0, 4:1 (v¥)): 8 = 7.00-7.24
(m, 15H, MapaH(3)/MapaH(5)/BtaH), 5.81-5.85 (m, 2H, AproH()), 5.65-5.69 (m, 4H, Pro(a)), 4.45-
4.51 (m, 2H, AproH(y)), 4.04-4.12 (m, 14H, TegCH;), 3.96-4.04 (m, 2H, AproH(d)), 3.74-3.83 (m,
22H, 14xTegCH,/8%ProH(d)), 3.57-3.67 (m, 44H, 42xTegCH,/2xAproH(d)), 3.39-3.54 (m, 20H,
14xTegCH,/6xBtaCHy), 3.27-3.32 (m, 21H, OCH3), 2.73-2.82 (m, 2H, AproH(p)), 2.56-2.69 (m, 4H,
ProH(B)), 2.11-2.21 (m, 2H, AproH(B)), 1.89-2.15 (m, 12H, 8xProH(y)/4xProH(pB)) ppm; 3C NMR
(151 MHz, 25 °C, MeOD-dy/D,0, 4:1 (v»)): 8 = 1745 + 1742 + 173.0 + 1729 + 172.4 (Pro-
CO/Apro-CO/BtaCO), 168.6 + 168.5 + 168.3 + 168.2 + 168.0 (MapaC(4)/Mapa-CO), 154.3 + 154.1
+153.2 (MapaC(6)), 152.0 + 151.8 + 151.7 (MapaC(2)), 137.4 + 137.1 (BtaC(1)/BtaC(3)/BtaC(5)),
129.8 + 129.5 (BtaC(2)/BtaC(4)/BtaC(6)), 109.1 + 108.9 + 108.8 (MapaC(5)), 103.4 + 103.0 + 102.8
MapaC(3)), 72.6 + 725 +71.5+71.1 +71.0 + 709 + 70.8 + 70.2 + 69.9 + 69.8 + 69.0 (TegCH.),
63.6 + 63.5 (ProC(a)), 62.3 (AproC(a)), 59.1 (O-CHj3), 53.7 (AproC(5)), 50.1 + 50.0 (ProC(d)), 47.8
(AproC(y)), 43.3 + 43.2 + 40.4 (BtaCH,), 37.9 (AproC(B)), 33.8 (ProC(B)), 23.6 + 23.5 (ProC(y))
ppm; MALDI-MS m/z (%) 2667.2 (100) [M+H]", 2689.3 (95) [M+Na]"; elemental analysis calcd (%)
for C127H;75N31042-5H,0: C 55.31, H 6.76, N 10.67 found C 55.19, H 6.62, N 10.68.
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ITC titrations. Solvents and solvent mixtures used in the ITC titrations were not degassed. The salts
used as substrates were weighed using an analytical precision balance, dissolved in known volumes
of the respective solvent or solvent mixture, and loaded into the system for immediate analysis.
Solutions involved in the same titration experiment were made up from the same batch of solvent
mixture. For the concentrations of 1 and 2 and the different salts used in the measurements, see Table
S1 and Table S2.

A standard ITC experiment involved the titration of a solution of the salt into a solution of the receptor
at 25 °C by using 30 injections of 8 uL, separated by an interval of 180 s or 240 s, with the exception
of the first injection, which was 2 pL.. For the measurements in water/DMSO the following conditions
were used: DMSO: first injection 2 pL followed by 29 times 8 pL or first injection 2 pL followed by
9times 4 uL and then 24 times 8 uL; 50 vol% water/DMSO: first injection 2 puL followed by 29 times
6 uL.

Binding constants and enthalpies of binding were obtained by curve fitting of the titration data using
the one-site binding model except for iodide binding in DMSO and complexes with a log K, < 3. In
these cases, » was fixed to 1. Data processing involved initial optimization of the raw thermogram
with NITPIC? and subsequent non-linear regression of the binding isotherm with Sedphat.** The peak

produced by the first injection was discarded prior to data processing.

= 86 =
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Table S1:  Concentrations of bis(cyclopeptides) 1 and 2 and the salts used in the ITC titrations in

water, phosphate buffer, and organic solvents.

solvent BCP guest salt ¢(BCP)/mM c(salt) / mM
water 1 Nal 0.5 10
2 Nal 0.5 10
2 NaBr 0.5 15
2 NaCl 0.5 15
1 Na,SO, 0.5 10
2 Na,S04 0.5 10

aqueous phosphate buffer
1 s TTIIJM, ;’H e 2 Na,SOs 0.5 10
methanol 1 NMeyl 0.25 5
1 NMeyl 0.25 5)
acetonitrile 1 NMeyl 0.25 5
1 NBuyl 0.25 5
DMSO 1 NMe,l 0.25 and 0.5 5and 10
= Q7=
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Table S2:  Concentrations of bis(cyclopeptides) 1 and 2 and the salts used in the ITC titrations in

the aqueous solvent mixtures.

vol%
co-solvent BCP guest salt  ¢(BCP)/ mM c(salt) / mM
water

5 1 NMeyl 0.25 5

10 1 NMeyl 0.25 5

10 1 Nal 0.25 5

20 1 Nal 0.25 2.5

30 1 Nal 0.25 5

30 1 Na,SO, 0.25 2.5

50 1 Nal 0.25 2.5

—— 50 1 Na,S04 0.25 2.5
70 1 Nal 0.25 5

70 1 Na,S04 0.25 2.5

70 2 Na,SO, 0.25 2:5

90 1 Nal 0.25 )

95 1 Nal 0.25 5

95 2 Nal 0.5 10

95 1 Na,SO, 0.25 2.5

95 2 Na,SO4 0.5 10

5 1 NMeyl 0.125 and 0.5 5

20 1 NMeyl 0.25 5

20 1 Nal 0.25 )

30 1 Nal 0.25 5

30 1 Na,SO, 0.25 5

50 1 Nal 0.25 5

50 1 Na,SO, 0.25 5

acetonitrile 10 : - o ;
70 1 Na,SO, 0.25 5

70 2 Na,SO, 0.25 2.5

80 1 Nal 0.25 5

80 1 Na,;SO, 0.25 5

95 1 Nal 0.25 5

95 2 Nal 0.5 10

95 1 Na,S04 0.25 5

95 2 Na,SO, 0.5 10

40 1 Na,SO, 0.2 and 0.25 2and 2.5

50 1 Na,S04 0.2 and 0.25 5

DMSO 70 1 Nal 0.25 5
70 1 Na,SO, 0.25 5

90 1 Na,S0, 0.25 and 0.5 5and 10
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Figure S1: 'H NMR spectrum of 4 (400 MHz, CDCl3, 25 °C).
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Figure S2: °C NMR spectrum of 4 (101 MHz, CDCl;, 25 °C).
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Figure S3: "’F NMR spectrum of 4 (376 MHz, CDCls, 25 °C).
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Figure S4: MALDI-TOF MS spectrum of 4 (positive mode).
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m/z caled.  m/z exp.
[M+Na]+ C30HoF 506 + Na* 773.0 772.9
[M+K]" C3oHoF 1506 + K 789.0 788.9
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Figure S5: "H NMR spectrum of 2 (600 MHz
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Figure S7: MALDI-TOF MS spectrum of 2 (positive mode).

2667.3
2689.3

| S 2652.1

A
25I00 S .26I00 o '27I00 . '28l00 o '29I00 ' SOIOO
m/z
m/z caled.  m/z exp.
[M—CH3+H]+ Ci26H172N2104; + H' 2652.2 2652.1
[NH‘H]+ C127H175N2104; + H 2667.2 2667.3
[M+Na]+ C127H175N21040 + Na* 2689.1 2689.3
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Figure S8: HPLC chromatogram of 2 (Dionex P680 HPLC Pump, ASI-100 Autosampler, TCC-100
Column Oven, UVD 170U UV/Vis Detector, Chromeleon V6.70 Software, Supelco Ascentis® C18

Column, 4.6 x 250 mm, 5 um)

257 FS-107d-T3+4
Sample Name: FS-107d-T3+4 Injection Volume [ul]: 20,0
Vial Number: RC1 Channel: UV_VIS_2
Sample Type: unknown Wavelength [nm]: 275
Control Program: FS_Supelco_BCP2Aufreinigung Bandwidth: 1
Quantif. Method: default Dilution Factor: 1,0000
Recording Time: 10.4.2017 13:02 Sample Weight: 1,0000
Run Time (min): 42,00 Sample Amount: 1,0000
2.000-CP BCP TEG #257 [modified by HPLC1] FS-107d-T3+4 UV_VIS 2
) “mAU WVL:275 nm
] 95,0
_: 2-29,154
17501
1500
] 400
1.250+
3 Acetonitril: 25,0 % 25,0
1 Acetonitril 0,1% TFA: 0,0 %
1.0007 \asser: 75,0 % 75,0
750 : 60,0
5001
250
p 5,0
] Flow: 1,000 ml/min
‘200-""l'"'1"''|""|"'~|""l""|""|r'nin
0,0 5,0 10,0 15,0 20,0 25,0 30,0 35,0 42,0
Ret.Time Height Area Rel.Area T
No. i Peak Name mAU mAU*min % Amount ype
1 26,88 n.a. 101,943 57,952 3,19 n.a. BMB*
2 29,15 n.a. 1902,881 1757,353 96,81 n.a. BMB*
Total: 2004,824 1815,305 100,00 0,000
-S14 -
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Results of the Qualitative Binding Studies:

'H NMR spectroscopy:
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Figure S9: 'H NMR spectrum (400MHz, 25°C) of 2 in D,0 (5 mM) (a) and spectra of 2 in D,O
(5 mM) in the presence of 2 equiv of Nal (b) and 2 equiv of Na,SO; (¢). The signals of

the H(a) protons of the proline rings are marked with black dots.

ESI mass spectrometry:

ESI MS spectra were recorded on a Bruker amaZon SL machine by using a flow rate of 100-175
uL/h. Spectra acquisition was performed with the program Trapcontrol and for data processing the
program Data Analysis was used. The samples were prepared as follows: an aqueous solution of 2 (1
mM) and the respective sodium salt (ca. 10 equiv) was prepared. This solution was diluted with

methanol to afford a 1 uM concentration of the bis(cyclopeptide) prior to the measurement.
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Figure S10: ESI mass spectrum (negative mode) of a solution of 2 in H,O (1 mM) containing 10
equiv of Na,SOy after dilution with methanol to reach a final solution of the

bis(cyclopeptide) of 1 uM.

m/z caled.  m/z exp.

fragment of the sulfate complex of 2

. . . _ H,ssN +80,5  1279.5 1279.5
lacking the side chain in the linker Cr18Hi5eN20042 + 504
[M+S0,]* Ci7H17sN2104 + SO 1381.0 1381.0
-S16 -
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Figure S11: ESI mass spectrum (negative mode) of a solution of 2 in H,O (1 mM) containing 10
equiv of Nal after dilution with methanol to reach a final solution of the

bis(cyclopeptide) of 1 uM.

m/z caled.  m/z exp.

[M+H] C11sHi5sN2O04 + T 2793.1 2792.0

[M+Nal+I] Cir1gH158N20O42 + Nal + I 2943.0 2941.0

[M+(Nal),+1]" Ci118H158N2004, + (Nal); + I 3092.9 3090.0
-S17 -
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Selected ITC Titrations:

The following graphs show the results of selected ITC titrations. The diagrams on the left hand side
are optimized raw thermograms resulting from NITPIC® while the ones on the right hand side are

binding isotherms obtained with Sedphat.**

Figure S12: Thermograms and binding isotherms of selected ITC titrations.

Titration of 1 with tetramethylammonium iodide in methanol:
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Titration of 1 with tetramethylammonium iodide in acetonitrile:
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Titration of 1 with tetramethylammonium iodide in 5 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium iodide in 20 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium iodide in 50 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium iodide in 80 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium iodide in 95 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium iodide in water:
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Titration of 2 with sodium iodide in water:
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Titration of 2 with sodium bromide in water:
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Titration of 1 with sodium sulfate in 50 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium sulfate in 80 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium sulfate in 95 vol% water/acetonitrile:
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Titration of 1 with sodium sulfate in water:
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Titration of 2 with sodium sulfate in water:
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Titration of 1 with tetramethylammonium iodide in DMSO:
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Titration of 1 with sodium iodide in 70 vol% water/DMSO:
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Solvent Dependence of Iodide Affinity of 1:

Table S3:  Gibbs free energies AG, enthalpies AH, and entropies 7AS of the binding of iodide to
bis(cyclopeptide) 1 and 2 in different water/methanol mixtures including the

corresponding association constants log K, and stoichiometry factors n.*

vol% mol%

! . BCp? AG AH TAS log K, n
water water
0¢ 0 1 -351%01 -355+£02 -05+03 6.14+£0.01 0.84+0.01
o 0 1 -364+02 -342+04 22+05 638+0.04 0.93+0.01
5 10.6 1 -334+03 -173+£02 161+0.1 585+0.05 0.89+0.04
100 200 1 -31.6+0.1 -13.0£02 186+02 5.53+0.01 0.89%0.02
10° 200 1  -308+05 -11.1£03 197+04 540+008 1.05+0.03
20° 360 1 -283+0.1 -98+03 185+03 4.96+0.02 1.010.04
30°  49.1 1 —269+01 -119+02 150+02 4.72+0.01 0.99+0.09
50°  69.2 1 —262+01 -162+08 10.0+0.7 4.59+0.01 1.03+0.04
70°  84.0 1 253401 -148+02 105+03 4.43+0.02 1.03+0.06
90° 953 1 234401 -80+04 154+05 4.10+0.02 1.08+0.06
95° 977 1 —226+02 -66+03 160+05 3.96+003 1.18+0.05
95° 977 2 213+02 —46+0.1 167+03 3.73+£0.03 127+0.02
100° 100 1 21.7+02 -48+01 169+03 3.80+0.03 1.11+0.11
100° 100 2 206+04 -32+04 174+08 3.62+0.06 123+0.15

?Recorded at 298 K; AG, AH, and TAS in kJ mol™": the values are means of at least three independent
measurements with the standard deviations specified, ® vol% of water in the water/methanol mixture,
C

mol% of water in the water/methanol mixture,” ¢ bis(cyclopeptide), ¢ counterion: sodium,

counterion: tetramethylammonium, & counterion: tetrabutylammonium.

Sample preparation involved mixing of precise volumes of the individual solvents so that excess volumes were not considered in
the calculation of the water content.
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Table S4:

Gibbs free energies AG, enthalpies AH, and entropies 7AS of the binding of iodide to

bis(cyclopeptides) 1 and 2 in different water/acetonitrile mixtures including the

corresponding association constants log K, and stoichiometry factors n.”

1% 1%

e AG AH TAS log K, n

water water
08 0 1  —357+08 —493+05 -13.6+05 625+014 0.81%0.01
of 0 1 -356+01 -480+02 -124+0.1 624+002 0.87+0.01
55 132 1 -317+09 -71+08 246+05 555+015 0.89+0.06
200 420 1 271402 -34+03 237405 474+003 0.940.04
2000 420 1  -269+02 -26+01 243+03 4724003 1.07+0.05
30° 554 1  -248+0.1 -67+01 181+03 435+002 097+0.05
50° 743 1 —240+01 -103+03 137+03 420+001 1.050.01
70° 871 1 —241+01 -128+0.1 113+01 423+001 1.01%0.03
80°  92.1 1 —241+01 -134+01 10702 422+001 1.020.02
95¢ 982 1  -225+0.1 -78+02 147403 3.94+001 1.15+0.10
95¢ 982 2 -215+03 -61+02 154+04 3.77+004 1.17+0.03

aRecorded at 298 K; AG, AH, and TAS in kJ mol™"; the values are means of at least three independent
measurements with the standard deviations specified, ® vol% of water in the water/acetonitrile
mixture, ° mol% of water in the water/acetonitrile mixture,” ¢ bis(cyclopeptide), ¢ counterion: sodium,

f ? ) o v
counterion: tetramethylammonium, ® counterion: tetrabutylammonium.

Table S5:  Gibbs free energies AG, enthalpies AH, and entropies 7AS of the binding of iodide to
bis(cyclopeptide) 1 in different water/DMSO mixtures including the corresponding
association constants log K, and stoichiometry factors n.*
1% 1%
voe  mOTh pepd AG AH TAS log K, n
water’  water
of 0 1 -183+03 7.1+0.7 254+05 3.21+0.05 fixed to
70° 90.2 1 -183+0.6 22+05 205+0.1 3.20+0.10 1.00

ARecorded at 298 K; AG, AH, and TAS in kJ mol™"; the values are means of at least three independent
measurements with the standard deviations specified, ® yol% of water in the water/DMSO mixture, ©
mol% of water in the water/DMSO mixture, ¢ bis(cyclopeptide), ¢ counterion: sodium, " counterion:

tetramethylammonium.
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Solvent Dependence of Sulfate Affinity of 1:

Table S6:  Gibbs free energies AG, enthalpies AH, and entropies 7AS of the binding of sulfate to
bis(cyclopeptides) 1 and 2 in different water/methanol mixtures including the
corresponding association constants log K, and stoichiometry factors n.*

1% 1%
yove ROV pepd AG AH TAS log Ka "
water’  water
30° 49.1 1 -38.6+03 -11.7+06 269+07 6.76+0.05 0.93+0.13
50° 69.2 1 -335+02 -147+08 188+08 587+0.02 0.93+0.03
70° 84.0 1 -288+0.1 -85+03 203+04 504+0.02 0.93+0.04
70" 84.0 2 -276+01 -88+01 188+0.1 482+001 0.82+0.02
95°¢ 97.7 1 -21.1+£03 41+0.8 252+05 3.69+0.05 0.80+0.05
95¢ 97.7 2 -20.7+0.2 5.1+0.1 25702 3.62+005 0.75+0.03
100° 100 1 -19.9+0.1 49+0.2 248+02 3.49+0.01 0.81+0.07
100° 100 2 -189+0.2 59+0.3 248+02 331+0.03 0.73+0.01

*Recorded at 298 K; AG, AH, and 7AS in kJ mol™"; the values are means of at least three independent
measurements with the standard deviations specified, ® vol% of water in the water/methanol mixture,

¢ mol% of water in the water/methanol mixture,” ¢ bis(cyclopeptide), ¢ counterion: sodium, " only

measured twice.
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Table S7:  Gibbs free energies AG, enthalpies AH, and entropies 7AS of the binding of sulfate to
bis(cyclopeptides) 1 and 2 in different water/acetonitrile mixtures including the
corresponding association constants log K, and stoichiometry factors n.”

1% 1%
VO MOS - pepd AG AH TAS log K, n
water’  water
30° 55.4 1 -357+£03 45+0.5 402+08 625+0.05 090+0.14
50° 74.3 1 -299+0.1 -64+02 235+03 524+0.02 092+0.03
70° 87.1 1 -273+0.1 -114+£02 159+£02 478+0.02 0.90+0.03
70%f 87.1 2 -26.6+0.1 -13.0+0.1 13.6+0.1 4.66+0.01 0.86+0.01
80° 92.1 1 -256+0.1 -104+04 152+05 448+0.02 091+0.03
95° 98.2 1 -226+02 15+0.1 241+01 3.97+0.02 0.69+0.03
95¢ 98.2 2 —227+£03 17+0.2 245+01 3.98+0.04 0.66+0.01

A Recorded at 298 K; AG, AH, and TAS in kJ mol™"; the values are means of at least three independent
measurements with the standard deviations specified, ® vol% of water in the water/acetonitrile
mixture, © mol% of water in the water/acetonitrile mixture,” ¢ bis(cyclopeptide), ¢ counterion: sodium

f .
only measured twice.

Table S8:  Gibbs free energies AG, enthalpies AH, and entropies 7AS of the binding of sulfate to
bis(cyclopeptide) 1 in different water/DMSO mixtures including the corresponding
association constants log K, and stoichiometry factors »."

19 1
VOIS WO oy AG AH TAS log K, n
water’  water
40° 72.4 1 -383+06 -63+04 320+06 6.72+0.10 0.88+0.04
50° 79.8 1 -33.6+06 -28+01 308+05 589+0.10 0.87+0.04
70° 90.2 1 -27.7+02 3202 309+£0.1 4.85+0.03 0.77+0.06
90° 973 1 -22.0+0.1 6.1+02 28.1+03 386001 0.80+0.01l

A Recorded at 298 K; AG, AH, and TAS in kJ mol™"; the values are means of at least three independent

measurements with the standard deviations specified, ® yol% of water in the water/DMSO mixture, ©

mol% of water in the water/DMSO mixture, ¢ bis(cyclopeptide), ¢ counterion: sodium.
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Solvent Dependence of Solvent Properties:
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Figure S13: Dependence of the Gibbs free energies 4G of transferring sulfate (a) iodide (b) ions

from water to water/methanol (black), water/acetonitrile (red), and water/DMSO

(blue) on the solvent composition.™®
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Figure S14: Dependence of the hydrogen bond donation ability « on the solvent composition

(water/methanol, black; water/acetonitrile, red; and water/DMSO, blue).7
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Figure S15: Dependence of the stabilities in 4G of the sulfate (a) and iodide (b) complexes of
bis(cyclopeptides) 1 on the solvent composition SC (water/methanol, black;
water/acetonitrile, red; water/DMSO, blue). The circles denote the experimental
results and the lines the regression curves describing the experimental results fitted to

appropriate polynomials. The corresponding equations are summarized below.

Table S9:  Coefficients of the regression equations resulting after fitting the dependence of the
stabilities in 4G of the sulfate and iodide complexes of bis(cyclopeptides) 1 on the

solvent composition to polynomials (SC = solvent composition in mol%).

AG eaicd = 3 SC* + ¢35 SC* + ¢, SC? + ¢, SC + const

solvent anion
Cy Cc3 () Cl const
water/methanol  sulfate 0 0 -3430E+1 -3.063E-1 4.500E-3
water/DMSO sulfate 0 0 -4 863E+1 -2.261E-1 5.128E-3

water/methanol  iodide  4.548E-7 —-5.462E-5 —-6.560E-4  3.028E-1 —3.640E+1
water/acetonitrile iodide —3.546E+1 2.495E-1 1.613E-3 —7.646E-5 4.875E-7

Based on the above regression equations (Table S9), the 4Gccq values in the different solvent
mixtures were calculated at the mol% solvent compositions for which the Gibbs free energies of
transferring iodide or sulfate anions into the respective solvent mixture 4G and the hydrogen donator
ability a of the mixture are available. These values were then used for the fitting analysis, which was
performed by using StatPlus:mac 6.0.3 (AnalystSoft Inc.). Table S10 and Table S11 summarize the

starting values. The results are collected in Table 4 of the main text.
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Table S10: Extrapolated Gibbs free energies of iodide binding 4G by bis(cyclopeptide) 1 in
water/methanol and water/acetonitrile along with the respective 4G and « values at

the respective solvent compositions.

mol% water/methanol water/acetonitrile
water  AGeacd®  AG4® o AGeacd”  AGE o
0.0 -36.40 7.30 1.00 -3546  20.30 0.25

10.0 —33.49 6.10 1.01 -32.87 16.90 0.55
20.0 -30.97 4.90 1.01 -30.36  14.00 0.70
30.0 -29.01 3.70 1.00 -28.19 11.10 0.78
40.0 —27.67 2.60 0.99 —26.54 9.20 0.83
50.0 —26.89 1.70 0.98 -25.46 7.70 0.86
60.0 —26.50 0.90 0.98 —24.88 6.40 0.89
70.0 —26.23 0.30 1.01 —24.61 5.50 0.92
80.0 -2571  -0.10 1.04 —24.36 4.20 0.96
90.0 -2444 -0.30 111 —23.70 230 1.05
100.0 -21.82 0.00 1.17 —22.09 0.00 1.17

3 in kJ mol ™.

Table S11: Extrapolated Gibbs free energies of sulfate binding 4G by bis(cyclopeptide) 1 in
water/methanol and water/DMSO along with the respective 4Gy and o values at the

respective solvent compositions.

mol% water/methanol water/DMSO
water  AGead”  AGE" o AGeaed” 4Gy o
70.0 -33.69  16.00 1.01 -3934 5270 0.46
80.0 -30.00 11.70 1.04 -3390 32.70 0.59
90.0 -2541 6.30 1.11 -27.45 11.40 0.81
100.0 -19.93 0.00 1.17 -19.97 0.00 1.17

¥in kJ mol ™.
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Figure S16: Solvent dependence of the Gibbs free energy of binding of iodide to bis(cyclopeptide)
1 in water/DMSO predicted by using 4Geaca = —1.26 4G— 19.92 a for solvent
compositions for which 4Gy and a are available (black line). The blue circles

represent the experimental results.

- S30 -
259



6

ANHANG

Correlation of the Enthalpy of Iodide Binding to 1 With Preferential Solvation:

To assess whether the enthalpy of iodide binding in water/methanol or water/acetonitrile could be
correlated with preferential solvation parameters, the binding enthalpies in Table S3 and Table S4

were first fitted to a 4th and 5th degree polynomial, respectively.

Table S12: Coefficients of the regression equations resulting after fitting the dependence of the
enthalpies of iodide binding of bis(cyclopeptides) 1 on the solvent composition to a

4th and 5th degree polynomial (SC = solvent composition in mol%).

AH q10a = ¢5 SC° + ¢4 SC* + ¢3 SC* + ¢; SC* + ¢, SC + const
Cs Cy Cc3 C) ¢ const
methanol 0 ~1283E-6 4.872E4  -5333E-2 2.036E+0  —3.400E+1
acetonitrile  1.448E-7  -4.036E-5  4.344E-3  —2255E-1 5419E+0 -4.804E+1

co-solvent

As preferential solvation parameters, dxx s, describing the preferential solvation of iodide anions by
water over solvation by methanol or acetonitrile in the respective solvent mixtures was used® and
Reichartdt's £1(30)’ value as a measure for preferential receptor solvation. In addition, also a related
parameter Fr(dye) recently introduced for 4-[4-(dimethylamino)styryl]-1-methylpyridinium iodide
as dye was tested.'” It should be noted that the authors of the latter paper showed that
solvatochromism of the dye is not influenced by the presence of iodide anions as counterions.

Based on the above regression equations (Table S12), the 4H values in the different solvent mixtures
were calculated at the mol% solvent compositions for which dxx s, £1(30), and Et(dye) are available.
These values were then used for the fitting analysis, which was performed by using StatPlus:mac
6.0.3 (AnalystSoft Inc.). Table S13 summarizes the starting values and Table S14 the coefficients d
and e obtained after fitting this data to 4H = d oxxs + e E1(30) or 4H = d oxxs + e Et(dye). The
values in the pure solvent mixtures were not considered in the analysis. The goodness of the

correlations is depicted graphically in Figure S17.
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Table S13: Extrapolated enthalpies of iodide binding 4H by bis(cyclopeptide) 1 in water/methanol
and water/acetonitrile along with the respective dxx s, £1(30), and Er(dye) at the

respective solvent compositions.

mol% water/methanol water/acetonitrile

water AH® 0xxs E1(30)  Er(dye)  AH" 0xxs E1(30)  Er(dye)
0.0 -34.00 0.000 55.70 60.1 -48.04 0.00 46.00 60.8
10.0 -18.49 -0.019 55.80 60.1 -12.44  -0.09 50.80 61.0

20.0 -1091 -0.032  56.10 60.2 -1.10 -0.21 53.60 61.1
30.0 -8.79  -0.041 56.50 60.3 -0.30 —0.27 54.90 61.1
40.0 997 -0.043  56.80 60.3 -2.54 -0.25 55.40 61.1

50.0 -12.62 -0.036 57.30 60.5 —4.81 -0.20 55.60 61.2
60.0 -15.18 -0.023  57.80 60.7 —6.81 -0.15 55.80 613
70.0 -16.44 -0.008  58.50 61.0 -9.26 -0.12 56.50 613
80.0 -15.47  0.002 59.50 61.5 -12.12  -0.09 57.60 61.5
90.0 -11.66  0.005 61.00 62.5 -1290  -0.05 59.80 61.9
100.0 —4.70 0.000 63.10 63.8 —4.86 0.00 63.10 63.9

4in kJ mol ™.

Table S14: Coefficients d and e of the equation 4H =d dxx s + e E1(30) or A4H = d oxxs + e
Er(dye), which describes the dependence of the enthalpy of iodide binding to 1 in
water/methanol and water/acetonitrile with preferential solvation parameters Jxx s,

Er(30), and Et(dye).

solvents Er d e R
water/methanol E+(30) -7524  -0.26 0.9587
water/methanol Er(dye) -87.50 -0.25 0.9614

water/acetonitrile Er(30) 5996 -029 09727
water/acetonitrile Fr(dye) 6330 -0.28 0.9810
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Figure S17: Correlation of the experimental 4H values with the ones calculated on the basis of the
regression analyses by using £1(30) (a) or Er(dye) (b) for the preferential solvation of
the receptor; iodide binding in water/methanol (black), iodide binding in

water/acetonitrile (red).

Table S14 shows that the correlation is not yet satisfactory but that the dependence of the
experimental enthalpy of iodide to 1 in water/methanol and in water/acetonitrile can be reasonably
well described by using the preferential solvation parameters for the anion in the respective solvents,
oxx s, and the ones assumed for the receptor, £1(30), and Er(dye). The individual coefficients d end
e for the two solvent systems are in acceptable agreement, considering the assumptions made. They
show that the anion has the more pronounced effect on the solvent-dependence of binding enthalpy,
which is expected. Figure S17 illustrates that the correlation is better in water/acetonitrile. The largest
deviations are observed in mixtures in which one component of the solvent strongly dominates,
indicating that other solvent properties contribute to binding in these mixtures more strongly than in

the medium region of solvent composition.

- S33 -
262



6

ANHANG

References

1 Sommer, F.; Kubik, S. Org. Biomol. Chem. 2014, 12, 8851-8860.

2. Keller, S.; Vargas, C.; Zhao, H.; Piszczek, G.; Brautigam, C. A.; Schuck, P. Anal. Chem.
2012, 84, 5066-5073.

3. Houtman, J. C. D.; Brown, P. H.; Bowden, B.; Yamaguchi, H.; Appella, E.; Samelson, L. E;

Schuck, P. Protein Sci. 2007, 16, 30-42.

http://www.analyticalultracentrifugation.com/sedphat/download.htm.

Marcus, Y. Z. Naturforsch., A 1995, 50, 51-58.

Marcus, Y. Chem. Rev. 2007, 107, 3880-3897.

Marcus, Y. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 2 1994, 1751-1758.

Marcus, Y. J. Chem. Thermodynamics 2007, 39, 1338-1345.

Reichardt, C. Chem. Rev. 1994, 94, 2319-2358.

oS = G

10. Bevilaqua, T.; Gongalves, T. S.; Venturini, C. D. G.; Machado, V. G. Spectrochim. Acta, Part
A 2006, 65, 535-542.

-S34 -
263



6 ANHANG

05.2013-03.2017

07.2012-04.2013

10.2005-04.2013

08.1996-03.2005

10.2011-11.2011

02.2011-04.2011

12.2009-02.2010

Lebenslauf

Fabian Sommer

Bildungsweg

Promotion
Technische Universitat Kaiserslautern, Betreussf.®r. S. Kubik
Thema: ,Cyclopeptid-basierte Rezeptoren zur Erkegn und
Detektion von Anionen in Wasser"

Diplomarbeit

Technische Universitat Kaiserslautern, Betreussf.®r. S. Kubik
Thema: ,Strategien zur Synthese wasserloslichemjonan-
bindender Bis(cyclopeptide) und Cyclopseudopeptide*

Studium Diplom-Chemie
Technische Universitat Kaiserslautern

Gymnasium Kusel
Abschluss: Allgemeine Hochschulreife

Studienbegleitende Praktika

Forschungspraktikum

Technische Universitat Kaiserslautern, Arbeitskrerof. Dr. Dr.
med. D. Schrenk

Thema: ,Versuche zur geeigneten Darstellung vonZ-Z,
Muconaldehyd*

Forschungspraktikum

Technische Universitat Kaiserslautern, Arbeitskr@rof. Dr. S.
Kubik

Thema: ,Untersuchungen von Ligandenaustauschorakti mit
Thymin- & Pyrenfunktionalisierten Alkylthiolen an dfadecan-
thiol-geschutzten Goldnanopartikeln®

Forschungspraktikum
Technische Universitat Kaiserslautern, Arbeitskrerof. Dr.-Ing.
J. Hartung
Thema: ,Polare Substituenteneffekte in intermoleten
Alkoxyradikalreaktionen®

264



