Abstract

Im Rahmen dieser Doktorarbeit ist die Synthese der Monophosphatpinzette 26 erstmals
gelungen. Diese zeigt in Wasser nur eine geringe Dimerisierung von K, =80M" auf.
Dadurch ist sie auch fiir die Verwendung als Rezeptor fiir Arginin und Lysin geeignet. Die
Bindung an N/C-terminal geschiitzten Arginin- und Lysinderivaten ist mit Ausnahme fiir C-
terminal geschiitzte Arginine bzw. Lysine, deren N-Terminus frei liegt, ca. acht bis zehnmal
schwicher als die Bindung der gleichen Substrate durch die Bisphosphatpinzette 21. Diese
tiberraschend schwichere Bindung ist hierbei vermutlich auf einen Entropieeffekt
zuriickzufithren, d.h. das Substrat muss erst die richtige Orientierung einnehmen, um zur
Ausbildung des attraktiven Ionenpaares mit der Phosphatgruppe des Rezeptors zu kommen.
Im Hauptprojekt dieser Arbeit ist es gelungen, erstmals iiber einen Linker verbundende
ditopische RGD-Rezeptormolekiile (Abb. 4.1), bestehend aus der molekularen Pinzette und

dem Guanidiniocarbonylpyrrol, darzustellen.
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Abb. 4.1: Die in dieser Arbeit synthetisierten RGD-Rezeptormolekiile 102 und 103.

Die fiir die Verkniipfung geeignetsten Linker wurden zuvor in intensiven Modellingstudien
ermittelt. Dabei wurden bevorzugt Rezeptormolekiile mit Linkern ausgewdhlt, die das

Cyclopeptid cRGDfV in der bioaktiven Konformation binden. Nach intensiven synthetischen



Studien stellte sich dabei der Versuch, die Pinzette iiber eine Esterbindung mit dem Rest des
Molekiils zu verkniipfen, als ungeeignet heraus, da diese Esterbindung eine hohe saure
Hydrolyseempfindlichkeit aufweist und damit auch fiir spitere biologische Anwendungen
nicht verwendbar wire. Deshalb wurde der Wechsel zu einer hydrolyseunempfindlicheren
Etherbindung vollzogen. Nach weiteren Studien gelang es zwei Syntheserouten zu
entwickeln, die die Pinzette iiber eine Etherbindung mit dem Rest des Molekiils verbindet.
Eine solche Etherbindung ist wesentlich stabiler als die zuvor verwendete Esterbindung, wie
auch die synthetischen Studien zeigten. Die entwickelten Syntheserouten stellen nun erstmals
einen generellen Zugang dar, die es ermoglichen, die molekulare Pinzette mit zwei
unterschiedlichen Gruppen iiber eine Etherbindung zu funktionalisieren. Dabei kann entweder
erst kurz vor Schluss oder direkt nach der Linkerankniipfung eine Phosphatgruppe in das
Pinzettensystem eingefiihrt werden. Wichtig hierbei ist, dass die Phosphatgruppe zunichst als
Methylester eingefiihrt wird, dadurch kann der Linker beliebig funktionalisiert werden und
eine Reinigung des Molekiils ist zu jedem Zeitpunkt noch moglich. Denkbar wire auch noch
ein moglicher dritter Syntheseweg, dieser kann ausgehend von einer Zwischenstufe der
Synthese der Monophosphatpinzette 26 begonnen werden, so hitte man hier im ersten Schritt
bereits eine geschiitzte Phosphatgruppe im Molekiil vorliegen und kann anschlieend die
zweite OH-Gruppe der Pinzette beliebig funktionalisieren. Aufgrund dieser zwei, potentiell
drei verschiedenen etablierten Syntheserouten ist man nun flexibel genug um auch fiir andere
Erkennungseinheiten direkt von Beginn an diejenige Route auszuwéhlen, die am schnellsten
und mit dem geringsten Aufwand zum gewiinschten Zielmolekiil fiihrt. Die beiden in dieser
Arbeit hergestellten RGD-Rezeptormolekiile, sollten, aufgrund ihres ditopischen Charakters,
nun in der Lage sein, die RGD-Sequenz stirker binden zu konnen als die einzelnen
Bindungsmotive. Dabei zeigten sowohl das Rezeptormolekiil 102 mit dem flexiblen Linker,
als auch das Rezeptormolekiil 103 mit dem rigideren Linker, erfreulicherweise keinerlei
Anzeichen von Selbstassoziation auf. Bei weiteren Untersuchungen konnte bei beiden
Rezeptormolekiilen eine stark verminderte Fluoreszenzintensitit gegeniiber der
Bisphosphatpinzette 21 nachgewiesen werden. Dies ist moglicherweise auf einen neuen fast
vollstandigen Energietransfer innerhalb des Rezeptorsystems zuriickzufiihren. Dabei wird die
Energie von der Pinzette auf das Pyrrol iibertragen und nur ein kleiner Teil wird als
Fluoreszenz freigesetzt, der Grof3teil der Anregungsenergie geht direkt strahlungslos in den
Grundzustand iiber. Die in den Bindungsstudien ermittelten Bindungskonstanten der
ditopischen RGD-Rezeptoren 102 und 103 wiesen fiir die linearen RGD-Peptide hohere
Werte als die Monophosphatpinzette 26 auf. Im Vergleich mit der Bisphosphatpinzette 21



zeigte sich in reinem Puffer fiir das freie RGD eine etwas stirkere Bindung und fiir das
GRGDTP eine etwas schwichere Bindung, die allerdings bei Zugabe von 50% DMSO
deutlich erhoht wurde und doppelt so hoch lag wie die Bindung mit 21. Letztendlich liegt
zumindest eine in etwa gleich starke oder sogar eine etwas hohere RGD-Bindung mit den
ditopischen Rezeptormolekiilen gegeniiber 21 vor. Dass die erreichten Bindungskonstanten
jedoch nicht so hoch ausfielen wie man erwartet hatte, liegt an der mangelnden
Zuginglichkeit der Kavitit gegeniiber dem Arginin. Dies konnte mit Hilfe von 'H-NMR-
Studien nachgewiesen werden. Die '"H-NMR-Studien zeigten, dass die fiir einen Einschluss
der Seitenkette des Arginins in die Kavitit typischen starken Shifts, von iiber 1 ppm fiir die y-
CH,-Gruppe, nicht auftraten. Es konnte aber gezeigt werden, dass tatsdchlich eine positive
Kooperativitidt der beiden Bindungsmotive zustande kommt. Die 'H-NMR Studien zeigten in
1:1 Komplexen, zwischen Wirt und Gast, Verschiebungen von 0.13 ppm der y-CH,-Gruppe
im Arginin und bis zu 0.35 ppm der CH-, Gruppe der Seitenkette im Aspartat, welches auf
eine Beteiligung an der Bindung schlieBen ldsst. Aulerdem zeigten Fluoreszenzstudien, dass
sowohl die Pinzette, als auch das Guanidiniocarbonylpyrrol einen Anteil an der Bindung der
Substrate aufweist. Kraftfeldrechnungen geben einen Hinweis auf einen alternativen
Bindungsmodus, bei der das Rezeptormolekiil 102 das Substrat cRGDfV von ,,auflen bindet,
hierbei wechselwirkt die Phosphatgruppe mit dem Arginin und das Guanidiniocarbonylpyrrol
mit der Carboxylatgruppe des Aspartats. AuBerdem ist das Glycin nahe genug um
unspezifische Wechselwirkungen mit dem Rezeptormolekiil einzugehen. Dieses berechnete
Modell stimmt gut mit den Ergebnissen der "H-NMR und Fluoreszenzuntersuchungen dieser
Arbeit iiberein. Beriicksichtigt man, dass ausschlieBlich Wasserstoffbriickenbindungen bzw.
elektrostatische Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat stattfinden und ein
Einschluss in die Kavitit nicht stattfindet, sind die erreichten Dissoziationskonstanten, die in
reiner wiassriger gepufferter Losung bzw. mit Anteilen an DMSO im mittleren mikromolaren
Bereich (K4 =20-70 uM) fiir beide RGD-Rezeptormolekiile liegen, relativ zufriedenstellend.
Um in die gehofften niedrigen mikromolaren oder hohen nanomolaren Bereiche vordringen
zu konnen, wire allerdings ein Einschluss des Arginins in die Kavitidt von Noten gewesen.
Hoffnung jedoch gibt, dass der Zugang zur Kavitit nicht génzlich versperrt ist, wie ebenfalls
durch 'H-NMR-Studien belegt werden konnte; so wird Ac-Lys-OMe in die Kavitdt der
Pinzette eingeschlossen. Dies zeigt, dass rdaumlich anspruchsvollere Kationen, wie das
Guanidinium-Kation, nicht mehr in die Kavitit eindringen konnen; schlankere Kationen wie
das Ammonium-Ion des Lysins, die weniger stark hydratisiert sind, allerdings, sind noch in

der Lage dazu. Es sind also Optimierungen im Rezeptordesign von Noten, die den Zugang zur



Kavitdt erleichtern, um wieder einen Einschluss des Guanidinium-Kations zu ermoglichen.
Die in dieser Arbeit erprobten Methoden zur Erhdhung der Wasserloslichkeit der Pinzette
durch Einfithrung einer Diphosphonatgruppe haben sich als nicht praktikabel herausgestellt.
So konnte zwar die Modellverbindung Phenol in guten Ausbeuten in das entsprechende
Diphosphonat {iiberfithrt werden, dies liel sich jedoch nur eingeschrinkt auf die Pinzette
tibertragen. So gelang eine Bifunktionalisierung der beiden OH-Gruppen des
Pinzettengrundgeriistes 18 iiberhaupt nicht und eine einfache Funktionalisierung der OH-
Gruppe der Pinzette 22 nur mit Ausbeuten von 16%. Die geringen Ausbeuten sind
moglicherweise auf sterische Beschriankungen des Pinzettensystems zu erkldren, die einen
Umsatz weitgehend verhindern. Auch zeigte sich, dass die Diphosphonatgruppe relativ
basenlabil ist und diirfte so, um bei der Verbesserung der Wasserloslichkeit der ditopischen
RGD-Rezeptoren zu helfen, erst in den letzten Schritten eingefithrt werden, welches eine
Uberarbeitung des Synthesekonzepts erfordern wiirde. Eine hohere Wasserldslichkeit muss

also auf einem anderen Wege herbeigefiihrt werden.



