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Da der Unterschied zwischen beiden Verbindungen wie zuvor erwihnt die beiden Serine
sind, bestitigen diese Stabilisierungswerte zusitzlich den negativen Einfluss der Serine in dieser
Position auf die Stabilisierung der DNA. Rezeptor 71 stabilisiert die DNA in einem dhnlichem
Maf3 wie Rezeptor 73 obwohl er anstelle von drei nur eine positive Ladung aufweist. Da 71
neben der einfachen positiven Ladung zusitzlich die offensichtlich ungiinstigen Serine
aufweist, scheint dennoch die Struktur des Rezeptors eine geeignete Passform zu bilden und
besonders giinstige Wechselwirkungen mit der DNA-Doppelhelix ausbilden zu kénnen.

Vergleicht man die Verbindungen 102, 100, 99, 101 und 72, deren Strukturen nur einen Arm
am Triamin aufweisen, gilt auch hier die Tendenz: je héher das Molekil geladen ist, desto
grofer ist die Stabilisierung. Rezeptor 103 mit vier positiven Ladungen bildet allerdings eine
Ausnahme, da 103 (4.75 °C bei 0.5 Aq., Nr. 9) zwar die hochste Ladung besitzt, aber eine
Stabilisierung dhnlich der Rezeptor 99 (4.76 °C bei 0.5 Aq., Nr. 10) mit 2.5 Ladungen erzielt (s.
Abbildung 4-74).

Abbildung 4-74: Graphische Darstellung der Stabilisierung (AT. [°C]) der ctDNA in Abhingigkeit von der
Zugabe von 0.1, 0.2, 0.3 und 0.5 Aquivalenten der Rezeptoren 72 (3 Ladungen), 99 (2.5 Ladungen), 101 (2
Ladungen), 100 (2.5 Ladungen), 102 (3.5 Ladungen) und 103 (4 Ladungen) bei pH 7.

Von allen vermessenen Rezeptoren verursacht Rezeptor 102 (6.67 °C bei 0.5 Aq., Nr. 14) mit
3.5 positiven Ladungen bei pH 7 die grofite Stabilisierung der ctDNA. Rezeptor 103 mit 4
positiven stabilisiert die DNA bei pH 7 um etwa 2 °C weniger. Bei pH 5 hingegen besitzt 103 5
positive Ladungen und schon bei Zugabe von 0.1 Aquivalenten des Rezeptors zur DNA fillt
wihrend dem FErhitzen das DNA-Rezeptor-Addukt aus. Dies spricht fiir eine sehr starke
Bindung bzw. fir die Bildung unl&slicher Agglomerate. Rezeptor 102 mit 4 positiven Ladungen
bei pH 5 sorgt ab der Zugabe von 0.1 und 0.2 Aquivalenten fiir eine auerordentlich starke

Stabilisierung von iiber 16 °C (Nr. 19) und es kommt erst am der Zugabe von 0.3 Aquivalenten



zu einem sichtbaren Niederschlag (s. Abbildung 4-75). Die Rezeptoren 100 und 99 besitzen bei
pH 7 die gleich Anzahl von Ladungen (2.5), aber Rezeptor 100 scheint die ctDNA etwas besser
zu stabilisieren insbesondere beim Vergleich der Stabilisierung bei 0.5 Aquivalenten (100:
0.44 °C, Nr.13; 99: 4.76 °C, Nr: 10). Dies konnte darauf hinweisen, dass der kirzere
Rezeptorarm mit dem direkt an das Triamin gebundene Pyrrol sich gilinstig fiir die Bindung
erweist und das f-Alanin, wenn es direkt neben dem Triamin sitzt keine zur Bindung
beitragenden Wechselwirkungen erméglicht. Diese Vermutung bestitigt auch die Tatsache,
dass Rezeptor 72 mit 3 positiven Ladungen, also 0.5 Ladungen mehr als Rezeptor 100, die
DNA etwas schlechter bindet. (Nr. 13). Auch der Vergleich der Rezeptoren 101 und 102 deutet
darauf hin, dass direkt am Triamin gebundene Gruppen nicht zu sterisch anspruchsvoll sein
sollten (s. Cbz-Gruppe bei 101) und Ammoniumgruppen bindungsférdernd auswirken. Diese
Uberlegungen stehen in Einklang mit den zuvor diskutierten Vermutungen, die beim Vergleich
der Rezeptoren 75, 87 und 89 gezogen wurden.

Beim Vergleich der Rezeptoren, die zusitzlich bei pH 5 vermessen wurden gilt ebenfalls die

Tendenz: je hoher die Ladungen desto grof3er ist die Stabilisierung (s. Abbildung 4-75).
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Abbildung 4-75: Graphische Darstellung der Stabilisierung (AT. [°C]) der ctDNA in Abhingigkeit von der
Zugabe von 0.1, 0.2, 0.3 und 0.5 Aquivalenten der Rezeptoren 90 (1.8 Ladungen), 91 (2.8 Ladungen), 99 (3
Ladungen), 100 (3 Ladungen), 102 (4 Tadungen) und 103 (Niederschlag ab 0.1 Aq., 5 Ladungen) bei pH 5.

Wie zu erwarten, ermoglichen alle Rezeptoren bei pH 5 eine grof3ere Stabilisierung als bei
pH 7 (z. B. von mehr als 2 °C bei Rezeptor 90 bis zu mehr als 10 °C bei Rezeptor 99). Mit
Ausnahme des Rezeptors 103 bleibt die Reihenfolge der Rezeptoren 90, 91, 100, 99 und 102 in
Bezug auf die Stirke der Stabilisierung bei beiden pH-Werten gleich.

Die Rezeptoren, die eine Stabilisierung von mehr als 5 °C erzielten und somit zu den besten

Rezeptoren unter den vermessenen Verbindungen gehdren, wurden in weiteren
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Denaturierungsexperimenten mit kiinstlichen Polynukleotiden detaillierter untersucht. Neben
102, 100 und 72 wurde auch Rezeptor 71 weiter untersucht, da er zwar nicht einen der héchsten
Stabilisierungswerte besitzt aber trotz seiner geringen Ladung die DNA relativ gut bindet, sich
somit deutlich von den restlichen Rezeptoren unterscheidet und die Untersuchung der nicht
hauptsichlich auf ionischen Wechselwirkungen beruhenden Bindung ebenfalls von Interesse

ist.

Thermische Denaturierungsexperimente der Rezeptoren 102, 100, 72 und 71 mit
weiteren kiinstlichen Polynukleotiden

Tabelle 4-7 zeigt die Ergebnisse der thermischen Denaturierungsexperimente der Rezeptoren
102, 100, 72 und 71 mit den kunstlichen Polynukleotiden pdA X pdT, p(dAdT), und RNA
pA X pU im Vergleich mit ctDNA.

ATw [°C]
Rezeptor Aquivalente pdA X pdT p(dAdT): pA x pU ctDNA
0.1 7.70 7.47 7.63 3.09
0.2 10.90 10.15 14.08 3.99
102 0.3 10.82 11.27 15.74 5.70
0.5 13.86 13.69 18.83 6.67
0.1 5.98 5.61 431 1.20
0.2 10.09 9.36 7.59 3.50
100
0.3 12.01 4.82% 7.71 2.71
0.5 13.69 7.69* 12.32 6.44
0.1 3.12 5.32 1.93 1.46
0.2 7.07 4.11 4.50 2.85
2 0.3 8.20 5.36 4.14 2.70
0.5 13.11 9.03 6.58 5.76
0.1 1.13 1.57 3.46 1.37
0.2 2.66 2.50 5.34 1.41
n 0.3 1.87 1.91 6.13 1.70
0.5 3.99 3.87 7.08 4.83

Tabelle 4-7: Stabilisierung (AT~ [°C]) der verschiedenen PN pdA X pdT, p(dAdT), und RNA pA X pU im
Vergleich mit ctDNA bei Zugabe von 0.1, 0.2, 0.3 und 0.5 Aquivalenten der Rezeptoren 102, 100, 72 und 71.
(Tm(pdA x pdT, pH 7) = 51.15, Tu(p(dAdT)2, pH 7) = 43.45, Tu(pA x pU, pH 7) = 42.06, Tm(ctDNA, pH7)
= 07.6, " Niederschlag)

Die auf GC-basierenden kunstlichen Polynukleotide weisen Schmelzpunkte auf, die zu hoch
sind, um in Wasser gemessen zu werden und sind daher nicht fur die
Denaturierungsexperimente geeignet. Die zusitzlichen Messungen mit den kiinstlichen
Polynukleotiden wurden unter denselben Bedingungen wie die zuvor durchgeftihrten
Denaturierungen ausgefiihrt.

Bei der Bindung der Rezeptoren 102, 100, 72 und 71 wird eine Priferenz fir AT-reiche
Sequenzen und fur die RNA beobachtet. Dies deutet auf eine bevorzugte Bindung in sehr

schmale Furchen hin.



Wie in Tabelle 4-7 zu schen ist, stabilisiert Rezeptor 102 alle drei Polynukleotide und die
ctDNA am stirksten. Finzige Ausnahme bildet Rezeptor 100 im Falle des Polynukleotids
pdA X pdT. Hier stabilisieren beide Rezeptoren das Polynukleotid in vergleichbaren Gréf3en
(102: 13.86 °C bei 0.5 Aqg., 100: 13.69 °C bei 0.5 Aq.).

Betrachtet man die in Abbildung 4-76 gezeigten Daten scheinen alle dargestellten Kurven,
insbesondere im Falle der ctDNA, zwar noch keine endgiiltige Sittigung erreicht zu haben,
aber sich kurz vor dem Bereich der Sittigung zu befinden. Rezeptor 102 bindet bevorzugt an
RNA (pA X pU). Die Stabilisierung liegt bei 18.83 °C (bei 0.5 Aq.). Wesentlich schwicher als
die RNA aber dennoch mit relativ groBen Stabilisierungswerten werden die beiden
Polynukleotide pdA X pdT und p(dAdT), gebunden (pdA X pdT: 13.86 °C, p(dAdT),:
13.69 °C). Am Kurvenverlauf in Abbildung 4-76 ist deutlich zu erkennen, dass 102 beide
Polynukleotide in gleichem MaRe bindet. Am geringsten wird ctDNA mit 6.67 °C (bei 0.5 Aq.)
stabilisiert. Da die AT-Polynukleotide deutlich besser gebunden werden als ctDNA (ca. 42 %
GC-Basenpaare) liegt die Vermutung nahe, dass bevorzugt AT-Basenpaare anstelle von GC-

Basenpaaren gebunden werden.
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Abbildung 4-76: Graphische Darstellung der Stabilisierung (AT. [°C]) der verschiedenen PN pdA X pdT,
p(dAdT), und RNA pA X pU im Vergleich mit ctDNA bei Zugabe von 0.1, 0.2, 0.3 und 0.5 Aquivalenten des
Rezeptors 102 bei pH 7. Struktur des Rezeptors 102 (3.5 Ladungen).

Zusitzlich besitzen die Polynukleotide pdA X pdT (B™-Form)'* und p(dAdT), (B-Form)'®
engere kleine Furchen (ca. 2.8 A'"— 3.2 A*) als ctDNA (ca. 6 A), so dass Rezeptor 102 in den
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schmaleren kleinen Furchen eventuell durch bessere Wechselwirkung mit den Seitenwinden
der Furche stirker binden kann. Das Polynukleotid pA X pU liegt in einer A-Form'® vor und
besitzt daher eine sehr enge groBe Furche (ca. 2.4 A)", so dass 102 in diesem Fall in der groBen
Furche durch gute Passform und Wechselwirkung mit den Seitenwinden gut binden konnte

(s. Abbildung 4-77).

B-Form A-Form

kleine grof3e kleine grof3e
Furche Furche Furche Furche Furche Furche

Abbildung 4-77: Von links nach rechts: Rontgenkristallstrukturen der kleinen und groen Furche der B*-DNA
(PDB 1D98), B-DNA (PDB 1N4L) und A-DNA (PDB 1RNA).1¢0

Vergleicht man jedoch die beiden strukturell sehr dhnlichen Rezeptoren 102 und 100 féllt auf,
dass die gute Stabilisierung der RNA im Falle von 102 nicht allein an der guten Passform liegen
kann, sondern das zusitzliche Wechselwirkungen eine Rolle spielen miissen. Der sehr dhnliche
Rezeptor 100 bindet das Polynukleotid pdA X pdT idhnlich stark wie 102 (100: 13.69 °C,
0.5 Aq.; 102: 13.86 °C, 0.5 Aq.). Bei den thermischen Denaturierungsexperimenten von 100
und p(dAdT), kam es bei den Messungen mit 0.3 und 0.5 Aquivalenten beim Erhitzen zu
Niederschligen, die die Messung storten. Daher konnen in diesem Fall keine weiteren
Schlussfolgerungen gemacht werden, auf3er, dass die Kurven von p(dAdT), und pdA X pdT bei
0.1 und 0.2 Aquivalenten nahezu gleich verlaufen (s. Abbildung 4-78).

Rezeptor 100 stabilisiert p(dAdT),, pdA X pdT und pA X pU deutlich stirker als ctDNA,
pdA X pdT (und p(dAdT),) in gleichem MalBle wie 102 und pA X pU etwas schlechter wie
pdA X pdT aber wesentlich schlechter als 102. Da auch Rezeptor 100, ebenso wie Rezeptor
102, die AT-Polynukleotide p(dAdT), und pdA X pdT wesentlich besser bindet als ctDNA,
liegt auch hier die Vermutung nahe, dass Verbindung 100 bevorzugt AT-Basenpaare anstelle
von GC-Basenpaaren bindet bzw. eine bessere Passform fir die enge kleine Furche der AT-
reichen Polynukleotide besitzt. Die Stabilisierung fiir pA X pU betrigt bei 0.5 Aquivalenten
18.83 °C fiir 102 und 12.32 °C fir 100.
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Abbildung 4-78: Graphische Darstellung der Stabilisierung (ATm [°C]) der verschiedenen PN pdA X pdT,
p(dAdT); und RNA pA X pU im Vergleich mit ctDNA bei Zugabe von 0.1, 0.2, 0.3 und 0.5 Aquivalenten des
Rezeptors 100 bei pH 7. Im Fall von p(dAdT), bildet sich ab der Zugabe von 0.3 Aquivalenten des Rezeptors ein
Niederschlag. Struktur des Rezeptors 100 (2.5 Ladungen).

Daraus lisst sich schlieBen, dass die starke Bindung von 102 an pA X pU nicht hauptsichlich
auf eine gute Passform zuriickzufithren ist, da sonst 100 mit seiner sehr dhnlichen Struktur und
Passform auch dhnlich gute Stabilisierungswerte erzielen musste. Daher spielt vermutlich bei
der Bindung von 102 an pA X pU der zusitzliche Linker zwischen Triamin und Pyrrol mit
seiner Ammoniumgruppe eine wichtige Rolle, die im Falle von pdA X pdT nicht zum Tragen
kommt.

Rezeptor 72 bindet ebenfalls pA X pU (6.58 °C, bei 0.5 Aq.), p(dAdT), (9.03 °C, bei 0.5 Aq.)
und pdA X pdT (13.11 °C, bei 0.5 Aq.) stirker als ctDNA (5.76 °C, bei 0.5 Aq.), allerdings in
wesentlich geringerem Mal3e als 102 und 100 (s. Abbildung 4-79 links).

Rezeptor 71 ist unter den vier genauer untersuchten Rezeptoren derjenige, der die geringsten
Stabilisierungswerte liefert. Eine Ursache ist vermutlich, wie schon zuvor diskutiert, die nur
einfache positive Ladung. Trotz der geringeren Stabilisierung der Polynukleotide zeigt 71 eine
eindeutige Priferenz gegeniiber der RNA. Wihrend p(dAdT), (3.87 °C, bei 0.5 Aq.) und
pdA X pdT (3.99 °C, bei 0.5 Aq.) in dhnlichem MaBe wie ctDNA gebunden werden, wird
pA X pU mit 7.03 °C (bei 0.5 Aq.) deutlich besser stabilisiert (s. Abbildung 4-79 rechts).
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Abbildung 4-79: Graphische Darstellung der Stabilisierung (ATm [°C]) der verschiedenen PN pdA X pdT,
p(dAdT)? und RNA pA X pU im Vergleich mit ctDNA bei Zugabe von 0.1, 0.2, 0.3 und 0.5 Aquivalenten des
Rezeptors 72 (links) und Rezeptor 71 (rechts) bei pH 7.

Die Ergebnisse der Denaturierungsexperimente zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass
sowohl bei pH 7 als auch bei pH 5 im Grof3en und Ganzen die Regel gilt: je héher die Ladung
des Rezeptors, desto grofler ist die Stabilisierung der ctDNA. Bei Rezeptoren mit gleicher
Ladung scheint sich die direkte Verkntupfung des Serins (mit und ohne Schutzgruppe der
Seitenkette) mit dem Templat ungiinstig auf die Stabilisierung auszuwirken, so dass diese
Rezeptoren die ctDNA in geringerem Mal3e stabilisieren wie Rezeptoren gleicher Ladung und
ohne Serin. Die auffilligste Ausnahme der obigen Regel bilden Rezeptor 86 mit sechs positiven
Ladungen und 71 mit einer positiven Ladung. Rezeptor 86 besitzt unter den vermessenen
Rezeptoren die hochste Ladung, stabilisiert aber trotz seiner sechs positiven Ladungen die
ctDNA in dhnlichem Malle wie andere Rezeptoren mit drei positiven Ladungen. Ursache
konnte die direkt mit dem Triamin verknlpfte Benzyl-geschiitzt Aminosdure Serin sein.
Rezeptor 71 hingegen bindet mit einer positiven Ladung in der GroéBenordnung der
Rezeptoren mit drei positiven Ladungen. Dies lisst vermuten, dass Rezeptor 71, trotz des
Serins, in der Lage ist neben ionischen Wechselwirkungen auch weitere entscheidende

bindende Wechselwirkungen mit dem Boden und den Seitenwinden der DNA-Furche



auszubilden. Die besten Rezeptoren 102, 100, 72 und 71 aus den thermischen
Denaturierungsexperimenten mit ctDNA wurden mit weiteren kinstlichen Polynukleotiden
pdA X pdT, p(dAdT), und pA X pU vermessen. Allgemein wird eine Priferenz fur AT-reiche
Sequenzen und fir die RNA beobachtet. Rezeptor 102 stabilisiert alle kunstlichen
Polynukleotide einschlieSlich ctDNA im Vergleich mit den anderen Rezeptoren am stirksten
und erzielt mit der RNA die groB3ten Stabilisierungswerte durch Bindung in die schmale grof3e
Furche der RNA. Rezeptor 100 und 72 binden bevorzugt an pdA X pdT. Vermutlich ist die
Passform der Rezeptoren besonders geeignet fiir die sehr schmale kleine Furche von
pdA X pdT. Rezeptor 71 ist unter den vier besten Rezeptoren, derjenige der die geringste
Stabilisierung erzielt aber auch mit nur einer positiven Ladung die wenigsten ionischen
Wechselwirkungen ausbilden kann. Die grof3te Stabilisierung erzielt Rezeptor 71 mit RNA.

Im folgenden Kapitel werden die qualitativen Bindungsstudien der Rezeptoren 71 und 86 mit

Nukleotiden und Zuckern diskutiert.

4.3.2 Screening der Rezeptoren 71 und 86 mit biologisch relevanten
Substraten

Um das generelle Potential des Rezeptordesigns gegeniiber verschiedenen biologisch
relevanten Substraten zu untersuchen, wurde ein einfaches quantitatives Selektionsverfahren
benotigt. Im Anschluss an ein solches Selektionsverfahren kann die genaue Bindungsstirke der
Substrate, die gebunden werden, in entsprechenden Bindungsstudien quantifiziert werden.
Grundlage jeglicher Untersuchung — unabhingig ob quantitativer oder qualitativer Natur — der
Rezeptor-Substrat-Komplexe ist, dass sich der gebildete Komplex in seinen physikalisch-
chemischen Eigenschaften von den Eigenschaften der einzelnen, ungebunden Rezeptor- und
Substratmolekille unterscheidet. Wihrend der Komplexbildung kommt es durch die
Wechselwirkungen zwischen Rezeptor und Substrat z. B. zu einer Verschiebung der
Elektronendichte, was wiederum zu einer Verinderung der UV-Absorption, der chemischen
Verschiebung von NMR-Signalen oder der Fluoreszenzintensitit fihren kann. Die Detektion
und Auswertung der entsprechenden Observablen (z. B. der Fluoreszenzintensitit) ermoglicht
schlieBlich die Berechnung der Bindungsstirke. Entscheidend ist, dass die Anderung der
physikalisch-chemischen Eigenschaft so grof3 ist, dass sie sowohl detektiert als auch mit den
vorhandenen Methoden ausgewertet werden kann.

Fir das geplante Selektionsverfahren wurden die Rezeptoren 71 und 86 ausgewihlt
(s. Abbildung 4-80).
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Abbildung 4-80: Strukturen der Rezeptoren 86 und 71.

Beide Rezeptoren besitzen drei Arme, bestehend aus drei bzw. zwei Aminosauren, verkniipft
mit dem Triamin-Templat, so dass sie in der Lage sein sollten priorganisierte, das Substrat von
allen Seiten umschlieBende Bindungsstellen zu bilden. Da die beiden Rezeptoren 86 und 71
ausschlief3lich funktionelle Gruppen besitzen, die das UV-Licht nur sehr schwach absorbieren,
fiel die Wahl der Methode zur Beobachtung der Verinderung der physikalisch-chemischen
Eigenschaften auf die Fluoreszenzspektroskopie. Zwar besitzen die ausgewahlten Rezeptoren
auch keine guten fluorophoren Gruppen, aber der Vorteil der Fluoreszenzspektroskopie ist die
um den Faktor 10° gréBere Empfindlichkeit gegeniiber der UV/Vis-Absorptionsspektroskopie.
In der Fluoreszenzspektroskopie absorbiert das entsprechende Chromophor Licht einer
bestimmten Wellenlinge und emittiert lingerwelliges Licht. Die Intensitit dieser Lichtemission
wird in der Regel in einem Winkel von 90 ° gemessen und dient zur Bestimmung der
Bindungsstarke.

Als Substrate wurden die in Abbildung 4-81 gezeigten Verbindungen 108 - 150 ausgewihlt.
Die Auswahl der Substrate reicht unteranderem von verschiedenen Nukleotiden tiber DNA

und Polynukleotide bis hin zu Mono-, Di- und Polysacchariden.
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Abbildung 4-81: Strukturen der vermessenen Substrate 108 - 150.

Fir das Screening der Substrate 108 - 150 wurden Lésungen der Rezeptoren mit jeweils 5, 10
und 20 Aquivalenten der Substrate versetzt und anhand der Anderung der relativen
Fluoreszenzintensitit am Emissionsmaximum Riickschlisse auf eine mogliche Bildung
entsprechender Rezeptor-Substrat-Komplexe gezogen. Mit Ausnahme der Polynukleotide 120 -
125 und des Substrats 126 wurden alle Substrate in Stammlésungen von 4+107 mol-L" in
0.01 M Cacodylat-Puffer bei pH 7 angesetzt. Die Stammlésung von Substrat 126 wurde
aufgrund der geringen Léslichkeit in einer Konzentration von 1-10° mol-L' (0.01 M
Cacodylat-Puffer, pH 7) angesetzt. Die Stammlosungen der Polynukleotide und der ctDNA
wurden wie in Kapitel 4.3.1.2 beschrieben vorbereitet. Zur Durchfithrung des Screenings der
Substrate mit Rezeptor 86 wurde bei 25 °C eine Losung des Rezeptors (4-10° mol-L", 0.01 M
Cacodylat-Puffer, pH 7) mit jeweils 5 und 10 Aquivalenten der entsprechenden Substrate
versetzt und nach einer Inkubationszeit von 5 min die Fluoreszenzemission im Bereich von
220-400 nm nach einer Anregung bei 220 nm gemessen. Aufgrund einer starken Anderung der
Fluoreszenzintensitit bei Zugabe der Substrate 126 (LPS) und 146 (Phytinsiure) wurde die
Konzentration des vorgelegten Rezeptors im Falle dieser beiden Substrate auf 2:10”° mol-L1."
halbiert. Die Auswertung der Messdaten erfolgte im Anschluss am Maximum von 302 nm. Das
Screening der Substrate mit Rezeptor 71 (2:10° mol-L", 0.01 M Cacodylat-Puffer, pH 7)
erfolgte durch Zugabe von je 5, 10 und 20 Aquivalenten und Messung der Fluoreszenz am
Maximum von 305 nm nach 5min Inkubationszeit bei einer Anregungswellenlinge von
220 nm. In jedem Screening wurde jede Messung zweimal durchgeftihrt. Zusitzlich wurden die
Emissionsspektren der vermessenen Substrate bei der verwendeten Anregungswellenlingen

von 220 nm uberprift. Keines der Substrate wies bei den entsprechenden Emissionsmaxima



der Rezeptoren eine nennenswerte Emission auf, so dass sie bei der Auswertung der Messdaten
nicht berticksichtigt werden mussten. Zur Auswertung der Messdaten wurden die erhaltenen
Intensititswerte um den ebenfalls zuvor gemessenen Effekt der Verdunnung auf die
Fluoreszenzintensitit korrigiert. Die Anderung der relativen Fluoreszenzintensitit wurde durch
Berechnung der Differenz der Intensititswerte, die durch Zugabe von 0, 5, 10 und 20
Aquivalenten Substrat gemessen wurden, erhalten. Abbildung 4-82 zeigt die Ergebnisse des

quantitativen Fluoreszenzscreenings der Substrate 108 - 150 mit Rezeptor 86.
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Abbildung 4-82: Ergebnisse des Fluoreszenzscreenings der Substrate 108 - 150 mit Rezeptor 86. Die
berechneten relativen Intensitidtswerte wurden um den ebenfalls zuvor gemessenen Effekt der Verdinnung auf die
Fluoreszenzintensitit (Al = Iobs - Ir - Is) korrigiert und anschlieBend um den jeweiligen Wert der Intensitit bei 0
Aquivalenten angepasst, so dass die Anderung der Intensitit bei 0 Aquivalenten null betrug. Als genereller Fehler
fiir die komplette Messreihe wurde der Mittelwert aller relativen Fluoreszenzintensitit bei 0 Aquivalenten gewertet.
Der generelle Fehler der Messungen liegt bei etwa +/- 22 au.

In dem Fall, dass eine Anderung der relativen Fluoreszenzintensitit gemessen wird, kann
davon ausgegangen werden, dass eine Wechselwirkung zwischen Substrat und Rezeptor
stattfindet bzw. dass das Substrat gebunden wird. Uber die Bindungsstirke selber kénnen nur
sehr allgemeine Aussagen getroffen werden. So hat die GréBe der Anderung nichts mit der
Bindungsstirke zu tun, sondern der Unterschied zwischen den Fluoreszenzinderungen bei
einer Erhéhung der Aquivalente (z.B. zwischen dem dunkelblauen und dem rotem Balken)
spiegelt die Bindungsstirke wieder. Sind die Balken im Diagramm z. B. nahezu gleich hoch wie
im Fall von Substrat 121, spricht dies fiir eine stirkere Bindung als fiir den Fall, dass der rote
Balken hoher ist als der dunkelblaue Balken wie im Fall von Substrat 122. Sollte der rote Balken
niedriger sein als der blaue Balken, wie z. B bei Substrat 127 konnte dies z. B. fur die Bildung
eines zusitzlichen Komplexes mit anderen Eigenschaften sprechen.

Rezeptor 86 bindet alle Nukleotide 108 - 111 und 114 - 119, alle Polynukleotide 121 - 125, die
Polysaccharide 126 und 127, Phytinsaure 146 und Nitrat 150. Die Mono- und Disaccharide
128 - 145 und die Phosphate 112 und 113 werden laut Schnelltest gar nicht gebunden. ctDNA

120 scheint nur sehr schwach gebunden zu werden, was in guter Ubereinstimmung mit den
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thermischen Denaturierungsexperimenten steht. RNA 121 hingegen scheint wesentlich besser
als ctDNA gebunden zu werden.

Wie in Abbildung 4-82 zu sehen ist, sind bei vielen Substraten die Unterschiede zwischen
den relativen Intensititen recht dhnlich und es kann noch keine Aussage dariiber getroffen
werden, ob sie gegen null laufen. Daher wurden im darauffolgenden Selektionsverfahren mit
Rezeptor 71 die Messungen um eine zusitzliche Zugabe von 20 Aquivalenten Substrat
erweitert. Abbildung 4-83 zeigt die Ergebnisse des Fluoreszenzscreenings der Substrate 108 -
150 mit Rezeptor 71. Aus Abbildung 4-83 lisst sich ablesen, dass Rezeptor 71 alle Nukleotide
108 - 111 und 114 - 119 bindet wihrend Phosphat 112 gar nicht und Phosphat 113 eventuell sehr
schwach gebunden wird. Durch die zusitzliche Zugabe von 20 Aquivalenten der
entsprechenden Substrate lisst sich wesentlich besser die Stirke der Bindung einschitzen. Dies
ermoglicht einen besseren Vergleich der relativen Bindungsstirken der einzelnen Substrate. So
ist deutlich zu erkennen dass die Nukleotide 109 - 111 (AMP, ADP, ATP) stirker gebunden
werden als Substrat 108 (Adenin).
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Abbildung 4-83: Ergebnisse des Fluoreszenzscreenings der Substrate 108 - 150 mit Rezeptor 71. Die
berechneten relativen Intensititswerte wurden um den ebenfalls zuvor gemessenen Effekt der Verdiinnung auf die
Fluoreszenzintensitit (Al = Iobs - Ir - Is) korrigiert und anschlieBend um den jeweiligen Wert der Intensitit bei 0
Aquivalenten angepasst, so dass die Anderung der Intensitit bei 0 Aquivalenten null betrug. Als genereller Fehler
fiir die komplette Messreihe wurde der Mittelwert aller relativen Fluoreszenzintensitit bei 0 Aquivalenten gewertet.
Der generelle Fehler der Messungen liegt bei etwa +/- 17 au.

Dies lasst vermuten, dass die Wechselwirkungen des Rezeptors nicht nur mit dem Purin-
Baustein stattfinden, sondern dass zusitzliche Wechselwirkungen z. B. mit den Phosphat- oder
Zuckerresten eine Rolle spielen. Allerdings scheinen die Wechselwirkungen mit alleinigem
Phosphat 113 oder Zuckern 131, 141, 143, 145 nur sehr schwach ausgeprigt zu sein. Dennoch
tragen diese schwachen Wechselwirkungen messbar zur stirkeren Bindung des Purin-Bausteins
bei. Die Polynukleotide 120 - 125 werden zwar gebunden, aber durch die verhaltnismaf3ig grof3e
Anderung der relativen Intensitit bei Zugabe von 20 Aquivalenten kann diese Bindung als

generell mittelmafBig bis schwach eingeordnet werden. Allein die Bindung an die RNA (121)
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scheint stirker als die Bindung an die anderen Polynukleotide zu sein. Diese Beobachtung steht
in gutem Einklang mit den Ergebnissen der thermischen Denaturierungsexperimente des
Rezeptors 71 (s. Kapitel 4.3.1.2). Auch Substrat 150 (Nitrat) wechselwirkt mit Rezeptor 71
ebenso wie Substrat 127 (Heparin), wenn auch vermutlich nur sehr schwach.

Bei den Ergebnissen aller Screenings muss jedoch auch bedacht werden, dass zwangslaufig
durch die Wahl der Messmethode — in diesem Fall die Fluoreszenzspektroskopie — nur ein
bestimmter Bereich des Rezeptors oder Komplexes bzw. eine bestimmte physikalisch-
chemische Eigenschaft beobachtet wird. Sollte also ein Substrat laut Screening nicht gebunden
werden, besteht dennoch die Moglichkeit, dass Wechselwirkungen mit dem Rezeptor
stattfinden, die nur nicht mit dieser Messmethode nachgewiesen werden. Auch kann die
Wechselwirkung mit Gruppen stattfinden, die durch die gewihlte Anregungswellenlinge nicht
angeregt werden oder die Anderung der relativen Intensitit so gering ist, dass sie im
Fehlerbereich der Messung liegt. Tabelle 4-8 zeigt die im Screening ermittelten Rezeptor-
Substrat-Komplexe, deren Bindungsstirken in den nun folgenden Fluoreszenz-

Bindungsstudien quantifiziert werden.

Rezeptor |  Substrate Rezeptor |  Substrate
109, 110, 111, 109, 110, 111,
115, 119, 120, 114, 115, 119,
86 121, 122, 123, 71 120, 121, 122,
124, 127, 146, 123, 124, 143,
150 150

Tabelle 4-8: Tabellarische Auflistung der Rezeptoren und Substrate, deren Bindungsstirken in Fluoreszenz-
Bindungsstudien genauer quantifiziert werden.

4.3.3 Fluoreszenz-Bindungsstudien
4.3.3.1 Grundlagen zur Bestimmung der Bindungskonstante

Bei der Wahl der geeigneten Methode zur Bestimmung der Bindungsstirke sollte in der Regel
beachtet werden, dass die unterschiedlichen Methoden fiir unterschiedlich grof3e

Bindungskonstanten geeignet sind (s. Tabelle 4-9).

Methode  Bindungskonstante [M-1]

BC-NMR <102

TH-NMR <104

UV/Vis <105
Fluoreszenz 102-108
ITC 102-108

Tabelle 4-9: Abhingigkeit der Methode zur Bestimmung der Bindungsstitke von der GroBe der
Bindungskonstante.
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und dem zu untersuchenden Molekil kénnen nur nidherungsweise verfolgt werden. Eine
Voraussetzung, um Spechit zur Auswertung der Messdaten nutzen zu konnen, ist das Wissen
Uber die Komplexstochiometrie. Allerdings ist der Job-Plot nicht in der Lage die Bestimmung
der Komplexstéchiometrie bei komplexeren Systemen wie groflen Biomolekiilen zu leisten.
Daher konnen die Messdaten eines Titrationsexperiments mit z. B. DNA nicht ohne weiteres
mit Speckit ausgewertet werden. G. Scatchard entwickelte ausgehend vom Massenwirkungsgesetz
die sogenannte Scatchard-Gleichung (s. Gleichung 4-7) fir Makromolekiile mit Bindungsstellen,
die durch eine identische intrinsische Bindungskonstante charakterisiert sind.">'” Gleichung
4-8 entspricht der Scatchard-Gleichung und wurde zur Auswertung von Fluoreszenz bzw. UV-

Messdaten angepasst.”

\
ﬁ = I<Ass ‘n- I<Ass "V 4-7
_ [gebundener Rezeptor] [RS]
mit: v = N =
[Polynukleotid] [S] + [RS]
Al
= I<Ass ’ AE. [R]O - I<Ass Al 4-8

s,

mit Al = [RS]"Ae =1 - er*[R]o — &5°[Slo, Ae = Differenz der molaren Extinktionskoeffizienten zwischen
Komplex und freiem Rezeptor und freiem Substrat, [R]o = Startkonzentration des Rezeptors,
[S]o = Startkonzentration des Substrats, [S] = Konzentration des Substrats, Kas = Assoziationskonstante,
n = Anzahl der Bindungsstellen.

Abbildung 4-87 zeigt den Vergleich der Bindungsisotherme und ihrer linearisierten Form,
dem sogenannten Scazchard-Plot. Die Bindungskonstante lisst sich beim Scatchard-Plot direkt

aus der Steigung ablesen.

Bindungsisotherme Scatchard-Plot
y A
____________ Vmax = A& [R]0 ceommmeaaaaos Ordinatenabschnitt: KagAe[R]o
Al Vimax ﬁ Steigung: -Kass

R 4 [Slo

L A= e Ry, - Bl N KaAl

T = A& T L Tl e ss” ! - ss’

K ’ 1+ I<Ass'[S]0 [S]() A ¢ [R]O A

[Slo Al

Abbildung 4-87: Vergleich der Bindungsisotherme (links) und der linearisierten Form, dem sog. Scatchard-Plot
(rechts). Durch die Linearisierung verdndert sich sowohl die Gewichtung der Datenpunkte als auch deren Fehler.
Dies kann zu Ungenauigkeiten bei der Bestimmung der Bindungskonstante fihren.

* Zur Herleitung der Gleichung siche Literaturstelle 168.



Die Linearisierung der Bindungsisothermen hat allerdings zur Folge, dass sich die
Gewichtung der Datenpunkte und damit die Auswirkung der Fehler verindert. Wihrend bei
der Auftragung der Messpunkte in Form der Bindungsisothermen der Abstand zwischen den
einzelnen Punkten gleich ist, riicken die Datenpunkte durch die Linearisierung zum Ende des
Experiments zusammen. Fehler am Anfang der Messung wirken sich dadurch stirker auf die
Steigung und damit die Bindungskonstante aus als Fehler am Ende des Experiments. Aus
diesem Grund wird heutzutage in der Regel die nicht-lineare Regressionsanalyse der linearen
vorgezogen um die Bindungskonstante direkt aus der Bindungsisothermen bestimmen zu
konnen. Aus diesem Grund wurde zur Auswertung der Messdaten der Titrationsexperimente
mit DNA oder Polynukleotiden Gleichung 4-9, die sich aus der Swtchard-Gleichung'™'"

ableitet, verwendet.' ">

L,-L | 1 1
e R+l (= + R+ 0§]) 2 4 REnfs] 49

1=1,+
2 ’ [R] I<Ass I<Ass

mit I = Fluoreszenzintensitit nach Zugabe von Polynukleotid, Io = Fluoreszenzintensitit des vorgelegten
Rezeptors, Iim = Fluoreszenzintensitit des gebildeten Komplexes wenn in Losung kein freier Rezeptor mehr
vorhanden ist, [R] = Konzentration des zu untersuchenden Rezeptors in Losung, [S] = Konzentration des
Polynukleotides, Kas = zu bestimmende Bindungskonstante, n = Verhiltnis der Konzentration gebundenen
Rezeptors zur Konzentration des Polynukleotides.

Mit Hilfe des Programms Statistica kann analog zu Gleichung 4-6 mit den bekannten Werten
fir I, [R] und [S] dber nicht-lineare Regressionsanalyse die Bindungskonstante und das

Bindungsverhiltnis n bestimmt werden.'”?

4.3.3.2  Durchfiihrung der Fluoreszenz-Bindungsstudien

Bindungsstudien zu Rezeptor 71

Die Bindungsstudien mit Rezeptor 71 wurden in Cacodylat-Puffer (0.01 M) bei 25 °C und
pH 7 mit den Nukleotiden Adenosinmonophosphat (AMP, 109), Adenosindiphosphat (ADP,
110), Adenosintriphosphat (ATP, 111), cyclischem Adenosinmonophosphat (cAMP, 114),
Cytidinmonophosphat (CMP, 115), NADH (119), dem Zucker D-Glucosamin (143), Nitrat
(150), ctDNA (120), RNA (121) und den Polynukleotiden p(dAdT), (122), pdA X pdT (123)
und p(dGdC), (124) durchgefiihrt (s. Abbildung 4-88).
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Abbildung 4-88: Substrate der Bindungsstudien mit Rezeptor 71 Adenosinmonophosphat (AMP, 109),
Adenosindiphosphat (ADP, 110), Adenosintriphosphat (ATP, 111), cyclisches Adenosinmonophosphat (cAMP,
114), Cytidinmonophosphat (CMP, 115), NADH (119), dem Zucker D-Glucosamin (143) und Nitrat (150).

Die Bestimmung der Komplexstéchiometrie des Rezeptors 71 mit den ausgewihlten
Substraten 109-111, 114, 115, 119, 143 und 150 mit Hilfe des Job-Plots ergab fir alle Komplexe
ein 1:1-Verhiltnis (s. Abbildung 4-89). Jedes Experiment wurde mindestens zweimal
durchgefiihrt.

Zur Bestimmung der Bindungskonstanten wurden Fluoreszenz-Titrationsexperimente fiir
alle Substrate in Cacodylat-Puffer, bei pH 7 und 25 °C durchgefiithrt. Die Titration erfolgte
durch Zugabe von Aliquoten zunehmenden Volumens einer Stammldsung des jeweiligen
Substrats ([S] = 1.15:10° mol-L.") zu einer Losung des Rezeptors (Mikrokiivette, 800 ul,
[R] = 2-10”° mol-L."). Nach jeder Substratzugabe wurde nach einer Inkubationszeit von 3 min
das Emissionsspektrum von 220 - 400 nm nach Einstrahlung einer Anregungswellenlinge von
220 nm aufgenommen. Zur detaillierten Durchfithrung der Titration siche Kapitel 6.5.3. In
allen Titrationsexperimenten, mit Ausnahme von Substrat 143 (D-Glucosamin), resultiert die
Zugabe von Substrat in einer starken Abnahme der Emission. Im Fall von Substrat 143 fihrt
die Zugabe von Substrat zu einer leichten Emissionszunahme. Eine signifikante Verschiebung
der Emissionsmaxima wihrend der Titration wurde in keinem Fall beobachtet. Die einzelnen
Abbildungen der Titrationsexperimente und ihrer Auswertung befinden sich im Anhang (s.

Kapitel 7.1.2).



00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 03 10
8 4 4 »
005 1% -008 ™ ! -005 1% ;
0151 0y / 051 N K ol N
Y K . S * ¥
N ¢ - ke \
k _ 025 . K ; F
5% 3 . 3 "% ;
. . - o . ;
035 ' * 038 N ; 036 B K
. . L .
. - - ‘\ e
045 . 045 s 045 T
. e 0 e
085 i «AMP ) Molenbruch Substrat +ADP ) SATP
Molenbruch Substrat xs - ofenbruch substrat xs Molenbruch Substrat xg
00 01 02 03 04 05 06 OT 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
3 i * d *
-008 ; 005 |, ; 008 2
" 0151
* ; . ; e J/
015 \ + 015 . . 025 p
* ! N ! 035 n ’
_ 025 , 5% _ !
&l o N . &l -
q \ , 045 * g
N Pad *, o ‘. b
035 o g g 035 R / 055 , s
) . . ,
SN S d . S .
. . N . -065 . .
045 -8 045 e A N e
T g 075 ey
-055 -055 -085
Molenbruch Substrat xs Molenbruch Substrat xs Molenbruch Substrat xs ¢ NADH
00 01 02 03 04 05 05 07 08 09 10 00 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
000 i 000 4 +
010 -010 . .
020 | ; 020 b4
o ; E
3030 'Y o = -030 F
/ . k4
. .
040 . 040 ’
. s L /“
-050 g 050 R
-
Molenbruch Substrat x5 Molenbruch Substrat x5 | *Glucosamin

Abbildung 4-89: Die job-Plots der Substrate AMP (109), ADP (110), ATP (111), cAMP (114), CMP (115),
NADH (119), D-Glucosamin (143) und Nitrat (150) zeigen eine 1:1 Komplexstdchiometrie. Die Spektren wurden
in Cacodylat-Puffer (0.01 M) bei 25°C, pH7 und einer Gesamtkonzentration von [R]+ [S] =20 uM
aufgenommen. Die Auswertung der erhaltenen Messdaten erfolgte mit den Intensititswerten am Emissions-
maximum von 303 nm. Uber dem Molenbruch des jeweiligen Substrats wurde Al = Lo - Ix - Is aufgetragen.

Die Auswertung der Titrationsdaten mittels nicht-linearer Regressionsanalyse mit den
Programmen Origin und Speckit ergab die in Tabelle 4-10 aufgelisteten und in Abbildung 4-90
graphisch dargestellten Bindungskonstanten der gebildeten Komplexe des Rezeptors 71 mit

dem jeweiligen Substrat.

Origin SpecEit

Substrat K [M1] log K o [M1] K [M1] log K o [M1]
AMP 109 3800 3.58 230 3800 3.59 24
ADP 110 4300 3.63 200 4200 3.62 43
ATP 111 4800 3.69 310 4900 3.69 40
cAMP 114 3000 3.47 180 3000 3.47 25
CcMP 115 5100 3.71 190 5200 371 25
NADH 119 9300 3.97 290 11600 4.07 100
D-Glucosamin 143 2400 3.38 630 2000 3.31° 80
Nitrat 150 3700 3.57 290 3700 357 27

Tabelle 4-10: Bindungskonstanten (K und log K, gerundete Werte) und die entsprechende Standard-
abweichung ¢ berechnet mit den Programmen Origin und SpecFiz fiir die Bildung der jeweiligen 1:1-Komplexe mit
Rezeptor 71. Die Auswertung der erhaltenen Messdaten mit Orjgin erfolgte am Maximum von 303 nm. *) zu wenig
Zugaben fiir eine optimale Berechnung der Bindungskonstante mit Speclz.
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Abbildung 4-90: Graphische Prisentation der mit Origin und SpecFit ermittelten Bindungskonstanten der Fluo-
reszenztitration des Rezeptors 71 mit den Substraten AMP (109), ADP (110), ATP (111), cAMP (114), CMP (115),
NADH (119), D-Glucosamin (143) und Nitrat (150) in Cacodylat-Puffer (0.01 M, pH7, 25°C). Die
Standardabweichung ist in Form der Fehlerbalken angegeben. Die Auswertung der erhaltenen Messdaten mit
Origin erfolgte am Maximum von 303 nm.

Mit Ausnahme der Auswertung der Bindungskonstante fir den Komplex mit Substrat 143
(D-Glucosamin) liefern beide Programme nahezu identische Werte fiir die Bindungskonstanten
der Komplexe mit Rezeptor 71. Alle vermessenen Nukleotide werden von Rezeptor 71 in etwa
mit der gleichen Stirke mit K-Werten von 3000 — 5100 M 'gebunden. Somit weif3t Rezeptor 71
in Bezug auf die vermessenen Nukleotide (AMP, ADP, ATP, cAMP, CMP) keine signifikanten
Selektivititen auf. NADH (119) wird mit einer Bindungskonstante von 11600 M ($pecF77) am
stirksten gebunden wihrend Nitrat (150) mit einer Bindungsstirke von 3700 M schwiécher
komplexiert wird. Das spannendste Ergebnis liefert die Komplexierung des Zuckers 143 (D-
Glucosamin). Wie im Stand der Forschung dieser Arbeit bereits beschrieben, stellt die
Erkennung von Zuckern in Wasser eine besondere Herausforderung dar und die Bindungs-
konstanten der wenigen bisher veroffentlichten Kohlenhydratrezeptoren sind in der Regel sehr
gering (s. Kapitel 2.3.3). Betrachtet man nochmals einen Ausschnitt des zuvor durchgefithrten
quantitativen Fluoreszenzscreening, auf dessen Grundlage die Auswahl der qualitativen
Bestimmung der Bindungskonstanten getroffen wurde, zeigt sich, dass im Screening D-
Glucosamin scheinbar kaum oder gar nicht bindet (s. Abbildung 4-91).

Fir D-Glucosamin wurde nur eine Bestimmung der Bindungskonstante durchgefiihrt, um
eigentlich zu bestitigen, dass keine Komplexierung stattfindet und die scheinbare sehr
schwache Bindung im Screening vermutlich im Fehlerbereich liegt und nicht auf eine echte

Bindung zuriickzufihren ist.
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Abbildung 4-91: Ausschnitt des qualitativen Fluoreszenzscreenings des Rezeptors 71 mit den Substraten deren
Bindungsstirken bestimmt wurden (AMP (109), ADP (110), ATP (111), cAMP (114), CMP (115), NADH (119), D-
Glucosamin (143), Nitrat (150)) und allen Zucker deren relative Intensitit, wenn auch nur knapp, tber dem Fehler
der Messung von 17 au liegt (Heparin (127), Glucose (128), Maltose (131), N-Acetylglucosamin-1-phosphat (141),
N-Acetylneuraminsdure (145)). Fiir das vollstindige Screening s. Abbildung 4-83.

Die Auswertung der Daten der Fluoreszenztitration mit Origin ergab jedoch fiir den Komplex
des Rezeptors 71 mit Glucosamin eine Bindungsstirke von 2400 M. Hierbei ist jedoch zu
berticksichtigen, dass die geringe Fluoreszenzinderung wahrend der Titration die Auswertung

erschwert bzw. das Ergebnis fehlerbehaftet sein kann (s. Abbildung 4-92).
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Abbildung 4-92: Links: Zu- und Abnahme der Fluoreszenzintensitit bei 303 nm wihrend der Titration des
Rezeptors 71 (¢ =0.02mM) mit 143 (c=1.15mM) in Cacodylat-Puffer (c=10mM) aufgrund der
Komplexbildung. Rechts: Zugehorige Bindungsisotherme mit Kurvenanpassung (schwarz) und theoretischer
Verdiinnung (rot). Die Berechnung der Bindungskonstante von K = 2400 M! erfolgte mit Origin.

Die Auswertung der Daten mit dem Programm SpecEit lieferte eine Bindungskonstante von
2000 M, wobei jedoch die Komplexbildung bei nur 30 % lag und somit fiir eine optimale
Berechnung nicht genug Aquivalente des Substrats zugegeben wurden (s. Abbildung 4-93). Um
akkurate FErgebnisse zu bekommen sollte ein Erreichen von 75 % der Sattigungskurve

beobachtet werden. Gerade fir kleine Bindungskonstanten bedeutet dies, dass bei Titration
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wesentlich mehr Aquivalenten zugegeben mussen als es bei einer starken Komplexierung der

Fall ist.
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Abbildung 4-93: Links: Gemessene Bindungsisotherme der Titration des Rezeptors 71 (c = 0.02 mM) mit 143
(c = 1.15 mM) in Cacodylat-Puffer (¢ = 10 mM) mit Kurvenanpassung (rot) mittels SpecFzz. Rechts: Graphische
Darstellung der prozentualen Komplexbildung (30 %). Die Berechnung der Bindungskonstante von K = 2000 M!
erfolgte mit Speckir.

Zur Bestimmung einer aussagekriftigeren Bindungskonstante miisste die Messung unter
optimierten Bedingungen (Zugabe von mehr Aquivalenten, héherer Startkonzentration des
Rezeptors) nochmals wiederholt und sinnvollerweise durch zusitzliche Messmethoden
bestitigt werden. Ebenso mussten die Zucker (127, 128, 131, 141, 145) die im quantitativen
Screening eine dhnlich schwache Anderung der Intensitit hervorrufen wie Glucosamin auf ihre
Bindungsstarken hin untersucht werden. Es besteht eine relativ hohe Wahrscheinlichkeit, dass
Rezeptors 71 auch diese Zucker bindet.

Zusammenfassend ldsst sich festhalten, dass Rezeptor 71 in der Lage ist, Zucker in Wasser zu
binden mit vermutlich guten Bindungsstirken im Vergleich mit anderen synthetischen
Rezeptoren. Rezeptor 71 wurde mittels Festphasenpeptidsynthese synthetisiert und kann daher
durch Variation der Aminosduren synthetisch sehr einfach modifiziert werden um z. B. die

Stirke der Komplexierung zu erh6hen oder Substratselektivititen zu erzielen.

Die Bindungsstudien des Rezeptors 71 mit ctDNA (120), RNA (121) und den
Polynukleotiden p(dAdT), (122), pdA X pdT (123) und p(dGdC), (124) erfolgte ebenfalls
mittels Fluoreszenztitration unter denselben Bedingungen wie auch die zuvor diskutierten
Bindungsstudien der biologischen Substrate. Allein die gemessenen Daten wurden durch
Kurvenanpassung an die auf der Secatchard-Gleichung basierenden Gleichung 4-9 mit dem
Datenanalysenprogramms Szatistica 9.0 ausgewertet.

In allen Titrationsexperimenten resultiert die Zugabe von Substrat in einer Abnahme der

Emission. Fine signifikante Verschiebung der Emissionsmaxima wihrend der Titration wurde



in keinem Fall beobachtet. Die einzelnen Abbildungen der Titrationsexperimente und ihrer
Auswertung befinden sich im Anhang (s. Kapitel 7.1.2).

Die Auswertung der Titrationsdaten mittels nicht-linearer Regressionsanalyse mit dem
Programm Statistica 9.0 ergab die in Tabelle 4-11 aufgelisteten und in Abbildung 4-94 graphisch
dargestellten Bindungskonstanten, Scazchard-Verhiltnisse und die hypochromen Effekte H der
gebildeten Komplexe des Rezeptors 71 mit dem jeweiligen Substrat. Der hypochrome Effekt H
ist ein Maf3 fur die Abnahme der Startintensitit I, durch die Komplexierung und kann als Gtte
fiir die Titration angesehen werden. Fiir Werte von H > 10 % ist die Anderung der Intensitit
signifikant und die gemessenen Datenwerte sind zur Bestimmung der Bindungskonstante

geeignet.

| log K K [M1] n H [ %]
ctDNA 4.65 45140.3 0.11 78.8
p(dAdT), 5.07 117586.4 0.06 76.6
pdA X pdT 432 20876.2 0.16 100%
p(dGdC). 5.05 111633.1 0.08 89.6
RNA 5.55 352709.3 0.04 56.3

Tabelle 4-11: Bindungskonstanten (K und log K), das Scatchard-Vethiltnis n (n = [RS]/[PN]) und det
hypochrome Effekt H (H = (((o-Lim)/I0)-100) betechnet mit dem Datenanalysen Programm Statistica 9.0 und
Gleichung 4-9 fur die Bildung der jeweiligen Komplexe der Substrate ctDNA (120), RNA (121) und den
Polynukleotiden p(dAdT), (122), pdA X pdT (123) und p(dGdC)> (124) mit Rezeptor 71 (Cacodylat-Puffer,
0.01 M, pH 7, 25 °C, ¢(71) = 0.02 mM, c¢(PN) = 1.15 mM). Die Auswertung det erhaltenen Messdaten etfolgte am
Maximum von 303 nm. Alle Werte fir K besitzen zufriedenstellende Korrelationskoeffizienten > 0.99. *) Ay
wurde gleich null gesetzt.
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Abbildung 4-94: Graphische Prisentation der mit Sttistica 9.0 und Gleichung 4-9  ermittelten
Bindungskonstanten der Fluoreszenztitration des Rezeptors 71 mit den Substraten ctDNA (120), RNA (121) und
den Polynukleotiden p(dAdT), (122), pdA X pdT (123) und p(dGdC). (124) in Cacodylat-Puffer (0.01 M, pH 7,
25 °C, ¢(71) = 0.02 mM, c¢(PN) = 1.15 mM). Die Auswertung der erhaltenen Messdaten etfolgte am Maximum
von 303 nm.

Die ctDNA wund pdA X pdT weillen vergleichbare Bindungskonstanten (ctDNA:
log K = 4.65; pdA X pdT: log K = 4.32) auf ebenso wie die Polynukleotide p(dAdT),, und
p(dGdC), (p(dAdT),: log K = 5.07; p(dGdC),: log K = 5.05). Die einzige Ausnahme bildet die
RNA, welche mit Bindungskonstanten von log K =5.55 (K =3.53-10’M") am stirksten
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gebunden wird. Ursache sind vermutlich die bevorzugt stattfindenden Wechselwirkungen tber
die in der RNA besser geeignete groe Furche. Die groBe Furche der RNA (A-Form) ist im
Vergleich mit gro3en Furchen anderer DNA-Formen sehr schmal und in etwa vergleichbar mit
den kleinen Furchen anderer DNA-Formen (B-Form). Die Ergebnisse der Bindungsstudien
des Rezeptors 71 mit der DNA, RNA und verschiedenen Polynukleotiden als Substrat stehen
in guter Ubereinstimmung mit den FErgebnissen der zuvor beschriebenen thermischen
Denaturierungsexperimente (s. Abbildung 4-79). Beide Untersuchungsmethoden ergeben fiir

Rezeptor 71 mit RNA (121) die gro3te Stabilisierung bzw. Bindung.

Bindungsstudien zu Rezeptor 86

Die Bindungsstudien mit Rezeptor 86 wurden in Cacodylat-Puffer (0.01 M) bei 25 °C und
pH 7 mit den Nukleotiden Adenosinmonophosphat (AMP, 109), Adenosindiphosphat (ADP,
110), Adenosintriphosphat (ATP, 111), Cytidinmonophosphat (CMP, 115), NADH (119), dem
Polysaccharid Heparin (127), Phytinsdure (146), Nitrat (150), ctDNA (120), RNA (121) und den
Polynukleotiden p(dAdT), (122), pdA X pdT (123) und p(dGdC), (124) durchgefihrt
(s. Abbildung 4-95).
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Abbildung 4-95: Substrate der Bindungsstudien mit Rezeptor 86 Adenosinmonophosphat (AMP, 109),
Adenosindiphosphat (ADP, 110), Adenosintriphosphat (ATP, 111), , Cytidinmonophosphat (CMP, 115), NADH

(119), dem Polysaccharid Heparin (127), Phytinsiure (146) und Nitrat (150).



Die Bestimmung der Komplexstochiometrie des Rezeptors 86 mit den ausgewihlten
Substraten 109-111, 115, 119, 146 und 150 mittels Job-Plot ergab fur alle Komplexe, mit
Ausnahme von Phytinsdure (146), ein 1:2-Verhiltnis von Rezeptor zu Substrat (s. Abbildung
4-96). Im Falle von Phytinsiure weist das Maximum des Job-Plots eine eindeutige Abhingigkeit
von der ausgewerteten Wellenlinge auf. Dies weist auf komplexere Bindungsmodi hin, so dass
der Job-Plot in diesem Fall nicht zur Bestimmung der Komplexstochiometrie verwendet
werden kann. In allen anderen Fillen ist keine eindeutige Abhingigkeit des Maximums von der

ausgewerteten Wellenlinge zu erkennen. Jedes Experiment wurde mindestens zweimal

durchgefiihrt.
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Abbildung 4-96: Dic Job-Plots der Substrate AMP (109), ADP (110), ATP (111), CMP (115), NADH (119),
Heparin (127) und Nitrat (150) zeigen, mit Ausnahme von Phytinsdure (146), cine 1:2 Komplexstdchiometrie
(Rezeptor + 2 Substrate). Die Spektren wurden in Cacodylat-Puffer (0.01 M) bei 25°C, pH7 und einer
Gesamtkonzentration von [R] + [S] = 40 pM aufgenommen. Die Auswertung der erhaltenen Messdaten erfolgte
mit den Intensititswerten am Emissionsmaximum von 302 nm. Uber dem Molenbruch des jeweiligen Substrats
wurde Al = Lo - Ir - Is aufgetragen.

Zur Bestimmung der Bindungskonstanten wurden wie auch im Fall des Rezeptors 71
Fluoreszenz-Titrationsexperimente fir alle Substrate in Cacodylat-Puffer, bei pH 7 und 25 °C
durchgefthrt. Die Titration erfolgte durch Zugabe von Aliquoten zunehmenden Volumens
einer Stammldsung des jeweiligen Substrats ([S] = 2.3-10° mol-L.") zu einer Losung des
Rezeptors (Mikrokiivette, 800 ul, [R] = 4:10” mol-L"). Nach jeder Substratzugabe wurde nach
einer Inkubationszeit von 3 min das Emissionsspektrum von 220 - 400 nm nach Einstrahlung
einer Anregungswellenlinge von 220 nm aufgenommen. In den Titrationsexperimenten mit
den Substraten AMP, ADP, ATP und Nitrat resultiert die Zugabe von Substrat in einer starken
Abnahme der Emission. Wihrend bei Phytinsdure die Zugabe des Substrats eine leichte
Zunahme der Emission verursacht. Im Falle der Substrate CMP und NADH kommt es

wahrend der Titration zunachst zu einer starken Abnahme der Emission. Nach etwa der elften
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Zugabe, die drei Aquivalenten des Substrats entspricht, resultiert die Zugabe von weiteren

Aliquoten Substrat in einer geringen Zunahme der Emission (s. Abbildung 4-97).
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Abbildung 4-97: Bindungsisothermen der Titrationsexperimente des Rezeptors 86 mit den Substraten AMP
(A), CMP (¢) und Phytinsdure (m). Die Zugabe von AMP verursacht eine starke Emissionsabnahme, wihrend die
Zugabe von Phytinsdure in einer leichten Zunahme der Emission resultiert. Im Fall von CMP wird nach Zugabe
von drei Aquivalenten Substrat die Emissionsabnahme von einer leichten Zunahme unterbrochen.

Eine signifikante Verschiebung der Emissionsmaxima wihrend der Titration wurde in
keinem Fall beobachtet. Die einzelnen Abbildungen der Titrationsexperimente sich im Anhang
(s. Kapitel 7.1.2).

Die Auswertung der Titrationsdaten mittels nicht-linearer Regressionsanalyse mit dem
Programm SpecFit stellte sich nicht als so einfach und klar heraus wie im Fall des Rezeptors 71.
Die Job-Plots ergaben zwar eine Komplexstochiometrie von 1:2 von Rezeptor zu Substrat,
allerdings ergab die Auswertung der Messdaten mit Specl7z im Fall der Substrate AMP (109),
ADP (110), ATP (111), und Nitrat (150) einen optimalen Fit unter der Annahme einer 1:1-
Komplexstéchiometrie als auch fur ADP (110), ATP (111), und Nitrat (150) unter der Annahme
einer 1:1 + 1:2 bzw. 1:1 + 1:3 Komplexstochiometrie. Die Annahme eines 1:1-Komplexes steht
jedoch eindeutig im Widerspruch zu den Ergebnissen der Job-Plots. Fir die Substrate CMP
(115), NADH (119) und Phytinsdure (146) lisst sich kein optimaler Fit ermitteln.

Die Auswertung der Titrationsdaten mittels nicht-linearer Regressionsanalyse mit dem
Programm SpeckFit unter Annahme von 1:1-; 1:1 + 1:2 bzw. 1:1 + 1:3 Komplexen ergab die in
Tabelle 4-12 aufgelisteten Bindungskonstanten der gebildeten Komplexe des Rezeptors 86 mit
dem jeweiligen Substrat. Da das Bindungsverhalten sehr komplex bzw. nicht eindeutig ist, ist
kein direkter Vergleich der Bindungskonstanten moglich. Es kann nur geschlussfolgert werden,
dass Rezeptor 86 die Substrate bindet. Der Grund fir das vermutlich komplexere
Bindungsverhalten im Vergleich mit dem zuvor diskutierten Rezeptor 71 kénnte daran liegen,

dass die Arme des Rezeptor 86 nur aus zwei Aminosiuren aufgebaut sind und dass 86



sechsfach geladen ist. Sowohl die kiirzeren Arme als auch die grofle Anzahl an Ladungen
konnte daftir verantwortlich sein, dass der Rezeptor keine wohldefinierte priorganisierte

Kavitit formt und daher nicht nur ein Substrat gebunden wird.

Substrat log K o log Ko . Komplexstéchiometrie
(log K3) (Rezeptor zu Substrat)
AMP 109 3.81 0.01 = = 1:1*
ADP 110 4.01 0.02 - - 1:1*
ATP 111 3.83 0.03 s = 1:1*
Nitrat 150 3.94 0.03 - - 1:1*
ADP 110 3.88 0.10 3.41 0.07 11+ 1:3
ATP 111 4.39 0.34 3.58 0.17 11+ 1:2
Nitrat 150 3.82 0.15 3.46 0.07 1:1+1:3

Tabelle 4-12: Bindungskonstanten (K wund logK, gerundete Werte) und die entsprechende
Standardabweichung o berechnet mit dem Programm Speckit fiir die Bildung der jeweiligen Komplexe mit
Rezeptor 86. Fiir die Substrate CMP (115), NADH (119) und Heparin (127) ldsst sich mit dem Programm SpecFit
und den gemessenen Werten der Titration kein optimaler Fit ermitteln. *) Komplexstdchiometrie steht in
Widerspruch zum Job-Plot, liefert aber sinnvolle Werte und einen guten Fit.

Die Bindungsstudien des Rezeptors 86 mit Heparin (127), ctDNA (120), RNA (121) und den
Polynukleotiden p(dAdT), (122), pdA X pdT (123) und p(dGdC), (124) erfolgte ebenfalls
mittels Fluoreszenztitration unter denselben Bedingungen wie auch die zuvor diskutierten
Bindungsstudien der biologischen Substrate. Allein die gemessenen Daten wurden durch
Kurvenanpassung an die auf der Secatchard-Gleichung basierenden Gleichung 4-9 mit dem
Datenanalysenprogramms Statistica 9.0 ausgewertet.

In den Titrationsexperimenten resultiert die Zugabe der Substrate Heparin (127) und
p(dAdT), (122) in einer starken Abnahme der Emission, wihrend die Zugabe der Substrate
ctDNA (120), RNA (121), pdA X pdT (123) und p(dGdC), (124) in eine starken Zunahme
gefolgt von einer Abnahme resultiert (s. Abbildung 4-98).
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Abbildung 4-98: Bindungsisothermen der Titrationsexperimente des Rezeptors 86 mit den Substraten ctDNA
(120, m) und p(dAdT). (122, e).
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Eine signifikante Verschiebung der Emissionsmaxima wihrend der Titration wurde in
keinem Fall beobachtet. Die Auswertung der Titrationsdaten mittels nicht-linearer
Regressionsanalyse mit dem Programm Szatistica 9.0 ergab, mit Ausnahme von Substrat
p(dAdT), (122), keine aussagekriftigen Bindungskonstanten, da die Korrelationskoeffizienten
zwischen 0.48 und 0.94 liegen und damit die Qualitit des Fits nicht ausreichend ist. Die
Bindungskonstante fiir Substrat p(dAdT), (122) betrigt 2600 M (log K = 3.41, n = 1.70,
H =90 %). Im Falle der anderen vermessenen Substrate liegt die Vermutung nahe, dass die
Wechselwirkung des Rezeptors 86 mit den verschiedenen Makromolekilen ein komplexeres
Bindungsverhalten bedingen wie z. B. kooperatives oder spezifisches Binden oder auch
Kombinationen aus mehreren Bindungsmodi und daher keine Bindungskonstante bestimmt

werden kann.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass beide Rezeptoren ausgewihlte biologische Substrate
binden. Im Falle des Rezeptors 86 lassen sich die Bindungsstirken aufgrund komplexen
Bindungsverhaltens nicht genauer quantifizieren. Rezeptor 71 bindet sowohl Nukleotide als

auch Polynukleotide und besitzt gro3es Potential auch Zucker in Wasser zu erkennen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

5.1 Zusammenfassung

Ziel der Arbeit war es ein allgemeines biomimetisches Konzept bzw. Design fiir Rezeptoren
zu entwerfen, die in der Lage sind, ausgewihlte biologische Substrate, auf Grundlage der in
natirlichen Bindungsstellen vorkommenden Prinzipien, zu binden. Das entwickelte
Rezeptorkonzept ist nicht nur fir ein einziges Substrat oder eine Substratgruppe
mafigeschneidert. Vielmehr verwirklichen Konzept und Synthesestrategie eine einfache
strukturelle Anpassung des Rezeptors an verschiedene Substrate, durch den Austausch oder
Einbau unterschiedlicher bindender funktioneller Gruppen. Nach der Entwicklung der
Synthesestrategie und synthetischer Realisierung wurde eine Einschitzung des Potentials des
Rezeptorkonzepts durch erste Bindungsstudien mit ausgewahlten Substraten - Polynukleotiden,
Nukleotiden und Zuckern - vorgenommen. Derartige Rezeptorsysteme ermdglichen ein
besseres Verstindnis der entscheidenden Wechselwirkungen, die eine Rolle bei der Erkennung
spielen, und der biologischen Erkennungsprozesse im Allgemeinen. Diese neuen Erkenntnisse
konnen die Entwicklung von Medikamenten ermoglichen oder Hinweise fir die Entwicklung
medizinischer Therapieansitze liefern.

Die biomimetische Nachahmung nattrlicher priorganisierter Bindungsstellen wurde durch
die Verkniipfung ausgewihlter Aminosauren mit Templat 55 fiir Synthesen in Losung und mit

Templat 57 fir die Festphasenpeptidsynthese umgesetzt (s. Abbildung 5-1).

NH, FmocHN o)
NH, HJ\/\(OH

(0]

HoN FmocHN
55 57

Abbildung 5-1: Strukturen der Template 55 und 57 fiir die Synthesen der Rezeptoren in Losung und an der
festen Phase.

Beide Template konnten nach Entwicklung entsprechender Synthesestrategien erfolgreich
synthetisiert und ihre Synthesen optimiert werden. Ebenso konnten die Synthesen der
Rezeptoren in Lésung und an der Festphase nach einigen Methodenoptimierungen erfolgreich
durchgefiihrt werden. Die Bedingungen fiir die Festphasensynthese des Rezeptors 71 konnten

durch die Wahl des Harzes, der Kupplungs- und Synthesebedingungen soweit optimiert



werden, dass der gewtnschte Rezeptor in guten Reinheiten und Ausbeuten synthetisiert werden
kann. Entscheidend fir das Gelingen der Synthese waren die Verwendung des Polyethylen-
basierten Harzes (NovaPEG), der Einsatz der Mikrowellentechnik (96 °C, 20 W, 20 min) und
die Verwendung der Kupplungsreagenzien DIC und CI-HOBt. Wobei bei der Kupplung der
jeweiligen Aminosduren bzw. Bausteine nicht die Anzahl der Aquivalente allein entscheidend
ist sondern auch die Konzentration der Reagenzien, die mindestens 0.18 mol-L" pro freiem
Amin betrug. Ein weiterer entscheidender Punkt war die Erhéhung des Volumens der
Reaktionslosung wihrend der Kupplung des Tyrosins bei gleichbleibender Konzentration. Die
Erhéhung des Losemittelvolumens verhindert die Verminderung des Losemittels aufgrund des
ungewoOhnlich starken Quellens des Harzes. Somit konnte schlieBlich die entwickelte
Synthesestrategie an der Festphase, trotz des Schwierigkeitsgrades der Synthese aufgrund der
verzweigten Struktur und dem mdglichen Aggregationsverhalten, erfolgreich optimiert,
synthetisch umgesetzt und der potentielle Rezeptor 71 synthetisiert werden. Im Rahmen dieser
Arbeit ist es ebenso erfolgreich gelungen nach entsprechenden Syntheseoptimierungen neben
den an der Festphase synthetisierten Rezeptoren (71-73) auch in Losung die symmetrischen
Rezeptoren (75, 80, 85, 87, 89) und die unsymmetrischen Rezeptoren (90, 91, 99-103) zu
synthetisieren. Zunichst auftretende Probleme wie Epimerisierung oder moderate Ausbeuten
wurden durch Syntheseoptimierungen oder auch die Entwicklung alternativer Syntheserouten
mit Erfolg gelést. Abbildung 5-2 zeigt zusammenfassend die ein- bis dreiarmigen Rezeptoren,

die in Losung (75, 80, 85, 87, 89-91, 99-103) und an der Festphase (71-73) synthetisiert wurden.
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Abbildung 5-2: Strukturen der Rezeptoren 71-73, 75, 80, 85, 87, 89-91, und 99-103. Die Angabe in Klammern
bezieht sich auf die Anzahl der Ladungen bei pH 7. Die Rezeptoren wurden nach ihrer strukturellen Ahnlichkeit,
d. h. nach der Anzahl ihrer Arme bzw. nach Anzahl der Aminosiauren innerhalb der Arme und innerhalb dieser
Sortierung nach der Anzahl der Ladungen angeordnet. Die Rezeptoren 80 und 85 sind nicht wasserloslich und
konnten daher nicht auf ihr Potential hin untersucht werden.

Zur Einschitzung des Potentials der Rezeptoren, die ausgewihlten biologisch relevanten

Substrate zu binden, wurden verschiedene Studien durchgefithrt. Die Untersuchung der



Bindungseigenschaften der Rezeptoren gegentuber den ausgesuchten Substrate — DNA,
Polynukleotide, Nukleotide und Zucker — erfolgte mit Hilfe der Methode der
Fluoreszenzspektroskopie im Falle der Polynukleotide zusatzlich mit Hilfe thermischer
Denaturierungsexperimente.

Alle synthetisierten symmetrischen (drei identische Rezeptorarme) bzw. unsymmetrischen
(verschiedene Rezeptorarme) ein- bis dreiarmigen Rezeptoren, mit Ausnahme der
wasserunloslichen Rezeptoren 80 und 85, wurden auf ihr Bindungsverhalten gegentiber ctDNA
mittels thermischen Denaturierungsexperimenten untersucht.

Allgemein ldsst sich festhalten, dass mit wenigen Ausnahmen, alle Rezeptoren die DNA
binden und dadurch die Doppelhelixstruktur stabilisieren. Die Unterschiede in den
Bindungseigenschaften korrelieren im Wesentlichen mit dem Ladungszustand der Rezeptoren:
je hoher die Ladung des Rezeptors ist, desto groBer ist die Stabilisierung der DNA. Die
auffilligste Ausnahme unter allen Rezeptoren bildet Rezeptor 71. Trotz nur einer positiven
Ladung stabilisiert 71 die DNA verhiltnismiQig gut. Dies lisst vermuten, dass neben ionischen
Wechselwirkungen weitere, bindende nicht-kovalente Wechselwirkungen eine entscheidende
Rolle spielen bzw. Rezeptor 71 eine optimale Passform besitzt, die sich gut in die kleine DNA-
Furche einfiigt.

Die vier besten Rezeptoren 102, 100, 72 und 71 (s. Abbildung 5-3) stabilisieren die ctDNA
am stirksten und wurden in weiteren Denaturierungsexperimenten zusitzlich auf ihr
Stabilisierungsvermégen gegeniiber verschiedenen kiinstlichen Polynukleotiden (pdA X pdT,
p(dAdT),, pA X pU) untersucht (s. Tabelle 4-7 Kapitel 4.3.1.2).
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Abbildung 5-3: Struktur der Rezeptoren 71, 72, 100 und 102.

Allgemein wird eine Priferenz fir AT-reiche Sequenzen und fiir die RNA beobachtet. Dies
deutet auf eine bevorzugte Bindung der Rezeptoren in sehr schmalen Furchen hin, konkret also

in die sehr schmale kleine Furche der AT-reichen Sequenzen bzw. in die sehr schmale grof3e
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Furche der RNA. Rezeptor 102 stabilisiert unter den vier ausgewihlten Rezeptoren alle
Polynukleotide am stirksten und bindet die RNA. Die Rezeptoren 100 und 72 stabilisieren
bevorzugt AT-reiche Polynukleotide. Rezeptor 71 ist unter den vier genauer untersuchten
Rezeptoren derjenige, der die geringsten Stabilisierungswerte liefert. Trotz der geringeren
Stabilisierung der Polynukleotide, zeigt 71 eine eindeutige Priferenz gegentiber der RNA.

Fir weitere Bindungsstudien mit Nukleotiden, Polynukleotiden und Zuckern wurden die

Rezeptoren 71 und 86 ausgewihlt (s. Abbildung 5-4).
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Abbildung 5-4: Strukturen der Rezeptoren 71 und 86, die fiir qualitative Bindungsstudien mit Nukleotiden,
Polynukleotiden und Zuckern ausgewahlt wurden.

o

Beide Rezeptoren sind unter den synthetisierten Rezeptoren diejenigen, die jeweils drei
Arme, bestehend aus zwei bzw. drei Aminosiuren, besitzen und so am wahrscheinlichsten in
der Lage sind wohldefinierte, das Substrat umschlieBende Kavititen zu bilden. Um unter den
43 ausgewihlten Substraten mit einem moglichst einfachen und effizienten Verfahren die
Substrate, die gebunden werden, ausfindig zu machen, wurde ein schnelles, quantitatives
Fluoreszenzscreeningverfahren angewendet. Im Anschluss wurden fur die sich aus dem
Screening ergebenden Substrate in Fluoreszenztitrationsexperimenten die Bindungsstirken
bestimmt. Das Bindungsverhalten des Rezeptors 86 erwies sich als sehr komplex. Da keine
eindeutige Bindungsstochiometrie bestimmt werden konnte, war es auch nicht mdglich
aussagekriftige Bindungskonstanten zu ermitteln. Rezeptor 71 hingegen bindet die
ausgewihlten Substrate, mit Ausnahme der Polynukleotide, in 1:1-Komplexen (s. Tabelle 4-10
Kapitel 4.3.3.2). Die ausgewihlten Nukleotide (AMP, ADP, ATP, cAMP, CMP) werden mit
dhnlichen K-Werten gebunden. Somit weist Rezeptor 71 in Bezug auf die vermessenen
Nukleotide keine signifikanten Selektivititen auf. NADH (119) wird am stirksten gebunden,
wihrend Nitrat (150) schwicher komplexiert wird. Ebenso wurden die Bindungskonstanten des

Rezeptors 71 mit den verschiedenen Polynukleotiden bestimmt (s. Tabelle 4-11 Kapitel 4.3.3.2).



Die c¢tDNA und pdA X pdT weisen vergleichbare Bindungskonstanten auf ebenso wie die
Polynukleotide p(dAdT),, und p(dGdC),. Die einzige Ausnahme bildet die RNA, welche am
starksten gebunden wird. Diese Ergebnisse stehen in gutem Einklang mit den Ergebnissen der
thermischen Denaturierungsexperimente. Neben Nukleotiden und Polynukleotiden bindet
Rezeptor 71 auch einen Zucker (Glucosamin 143). Glucosamin wird mit K = 2400 M in der
gleichen GroBlenordnung wie die bisher effektivsten literaturbekannten Kohlenhydrat-
rezeptoren gebunden. Die Ergebnisse sowohl des Fluoreszenzscreenings als auch der
Fluoreszenztitration von Glucosamin lassen vermuten, dass auch weitere Zucker (Heparin 127,
Glucose 128, Maltose 131, N-Acetyl-D-Glucosamin-1-phosphat 141, N-Acetylneuraminsiure
145) von Rezeptors 71 gebunden werden kénnten. In zukinftigen Bindungsstudien miissten die
Bindungskonstanten bestimmt werden, um diese Vermutung bestitigen zu koénnen. Weiter
miussen die durchgefihrten Bestimmungen der Bindungskonstanten wiederholt und durch
alternative Messmethoden, z. B. ITC-Messungen oder im Falle der Polynukleotide CD-

Spektroskopiemessungen, bestitigt werden.

5.2 Ausblick

Um die bisherigen Rezeptoren fiir weitere Messungen beziiglich Bindungsstirke und
Selektivitit weiter zu optimieren, bieten sich verschiedene Mdéglichkeiten. Zur Erkennung der
DNA bzw. der verschiedenen Polynukleotide haben sich die Rezeptoren 71, 72, 100 und 102 als
die besten erwiesen (s. Abbildung 5-3). Die Rezeptoren 71 und 72 wurden beide an der
Festphase synthetisiert. Die Festphasenpeptidchemie stellt eine geeignete Methode zur
Variation der Rezeptoren dar. Auf diesem Weg konnten durch Variation der Aminosiuren z. B.
der Einfluss der Aminosdure Serin, direkt mit dem Triamin-Templat verbunden, weiter
untersucht werden. Ebenso kann auf diesem Weg Rezeptor 71 verindert werden und weiter auf
sein  Bindungsvermégen gegentber Kohlenhydraten im  Hinblick auf verbesserte
Bindungsaffinititen oder Substratselektivititen untersucht werden. Um Rezeptor 86 so zu
optimieren, dass definiertere Komplexe gebildet werden und so die Bindung zu den

ausgewihlten Substraten weiter untersucht werden kann, gibt es zwei Moglichkeiten (s.

Abbildung 5-5).
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Abbildung 5-5: Retrosynthetische Darstellung der zwei Méglichkeiten zur Optimierung des Rezeptors 86.

Die eine Moglichkeit wire die Verlingerung der Arme durch Kupplung einer weiteren
Aminosiure z. B. Phenylalanin oder Tryptophan. Die zweite Moglichkeit wire die Kupplung
eines Deckels, um einen geschlossenen kifigartigen Rezeptor zu erhalten. Beide Wege ergeben
Rezeptoren, die definiertere Kavititen als Rezeptor 86 bilden kénnen. Die Einfithrung eines
solchen Deckels erfordert allerdings die Berticksichtigung einiger Bedingungen. Da beide
Verbindungen fir eine vollstaindige Cyclisierung je dreimal miteinander reagieren miissen,
bietet es sich an unter sehr verdiinnten Bedingungen zu arbeiten um die Bildung von
Nebenprodukten zu minimieren. Zusatzlich wire es der Bildung des gewtinschten Produkts
dienlich, die Verknipfung beider Verbindungen nicht durch Kntpfung einer Peptidbindung
sondern mittels einer Gleichgewichtsreaktion durchzufihren und die Cyclisierung durch
Zugabe eines mittels nicht-kovalenten Wechselwirkungen bindenden und vororganisierenden
Templats zu unterstitzen. Eine mogliche Gleichgewichtsreaktion ist die Iminreaktion, bei der
Aldehyd und Amin zunidchst zum Imin reagieren. Durch nachfolgende Reduktion zum
sekundaren Amin kénnte das gewiinschte Produkt isoliert werden (s. Abbildung 5-6).
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Abbildung 5-6: Iminreaktion mit nachfolgender Reduktion zum sekundiren Amin.

Als mogliche Template fur die Templat-basierte Cyclisierung eignen sich aromatische
Template, die in der Lage sind n-n-Wechselwirkungen sowohl mit dem aromatischen Boden als
auch dem aromatischen Deckel, der beiden Edukte einzugehen. Ebenso von Vorteil sind
Wasserstoffbriicken zwischen den Armen des Rezeptors und dem potentiellen Templat. Im
Rahmen der Arbeit durchgefiihrte computergestiitzte Rechnungen zeigen, dass sich sowohl

Trisaure 151 als auch Templat 152 zur Templat-basierten Cyclisierung eignen koénnten (s.

Abbildung 5-7).
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Abbildung 5-7: Computergestiitzte Kraftfeldrechnungen (OPLS 2005 Kraftfeld in Wasser, 10000
Rechencyclen) ergeben, dass sich Trisdure 151 (unten links) und auch Templat 152 (unten Mitte) zur Templat-
basierten Cyclisierung eignen, als auch, dass die verbriickenden Arme des cyclischen Rezeptors aus drei
Aminosduren aufgebaut sein miissen (oben rechts). Wasserstoff-Briickenbindungen sind gestrichelt dargestellt
wihrend n-Wechselwirkungen mit durchgezogenen Linien gekennzeichnet sind. Der fiir die Berechnungen
verwendete Modellrezeptor ist unten rechts abgebildet (AS! = Ser(Bzl), AS? = Azaserin(Cbz), AS® = Ser(Bzl)). Der
Modellrezeptor mit nur zwei Aminosduren pro Arm ist entsprechend aus den Aminosduren mit den Resten AS!
und AS? aufgebaut.

Beide Template bilden n- n-Wechselwirkungen mit den aromatischen Bereichen des cyclischen
Rezeptors ebenso wie Wasserstoff-Briickenbindungen zu den Seitenketten bzw. dem
Peptidriickgrad der verbriickenden Arme. Beide Template konnten somit durch ihre
Wechselwirkungen Boden und Deckel vororganisieren und die Cyclisierung beglnstigen.
Weiter ergaben die Rechnungen, dass der kifigférmige Rezeptor eine Mindestgré3e benotigt,

die durch drei Aminosauren in den verbriickenden Armen erreicht wird (s. Abbildung 5-7).

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass es im Rahmen dieser Arbeit gelungen ist ein
biomimetisches Konzept, welches auf biologisch ausgewihlte Substrate zugeschnitten ist, zu
entwerfen, dieses synthetisch an der Festphase und in Loésung umzusetzen und in
Bindungsstudien das Potential der synthetisierten Rezeptoren zur Bindung von Nukleotiden,
Polynukleotiden und insbesondere Kohlenhydraten nachzuweisen. Speziell Rezeptor 71 hat
sich als besonders interessant und effektiv erwiesen sowohl als Rezeptor fir die DNA und

Polynukleotide als auch fir die Erkennung von Zuckern in Wasser.
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6.1 Allgemeine experimentelle und analytische Methoden

Loésemittel und Reagenzien

Alle verwendeten Losemittel wurden destilliert. Wasserfreie Losemittel wurden wie folgt
erhalten: Tetrahydrofuran und Diethylether durch Erhitzen unter Riickfluss tber Natrium mit
Benzophenon als Indikator und anschlieBende Destillation; Dichlormethan durch Erhitzen
unter Rickfluss tiber Calciumhydrid und anschlieBende Destillation; Methanol durch Erhitzen
unter Rickfluss iiber Magnesiumspinen und Iod und anschlieBendes destillatives Entfernen;
Methanol fir die MPLC wurde mit einem ILUDEST MICROPURE Destillationssystem
destilliert; DMF durch Erhitzen unter Rickfluss tber Calciumhydrid unter vermindertem
Druck und anschlieBende Destillation, dabei wurden etwa 20 Volumenprozent Vorfraktion
verworfen; Hochreines Wasser fiir die Chromatographie und spektroskopische Messungen
wurde mittels eines TKA MicroPure Ultrapure Wasseraufbereitungssystems erhalten. Alle
anderen Losemittel wurden, insofern nicht anders angegeben, wie geliefert ohne weitere
Reinigung verwendet. Die fur die NMR-Spektroskopie bendtigten deuterierten Losemittel,
CDCl; und DMSO,,, wurden von der Firma Deutero bezogen und ohne weitere Reinigung
verwendet.

Bei den eingesetzten Reagenzien handelt es sich, soweit nicht anders vermerkt um
kommerziell erhaltliche Chemikalien der Firmen Merck, Sigma-Aldrich, Fluka, Lancaster, GL

Biochem, Aldrich, Acros Organics oder Alfa Aesar, die ohne weitere Reinigung eingesetzt wurden.

Rotationsverdampfer

Gerate: Heidolph Laborota 4000 efficient und HB digital Wasserbad

Destillatives Entfernen des Losemittels unter vermindertem Druck wurde mittels
Rotationsverdampfung bei 40 °C und dem erforderlichen Druck in Abhingigkeit des

verwendeten Losemittels durchgefiihrt.

Schutzgas

Als Schutzgas wurde Stickstoff 99.996 % oder Argon 99.998 % der Firma Linde verwendet,

welches zuvor iiber Calciumchlorid und Orangegel getrocknet wurde.



Vakuumpumpen

Gerite: « Vacuubrand PC2002 Vario mit CVC 2000, MD1C
» Vacuubrand Drehkolbenvakuumpumpe RZ5

Lyophilisation
Gerat: Christ Alpha 1-4 LD plus Gefriertrockner

Die Gefriertrocknung von Feststoffen wurde mit hochreinem Wasser mit einem Christ
Alpha 1-4 LD plus Gefriertrockner durchgefithrt. Wenn notwendig wurden die Feststoffe

zuvor in geringen Mengen Methanol gelost.

Schmelzpunktbestimmung (Smp.)

Gerit: » Schmelzpunktbestimmungsapparatur SMP 20 nach Dr. Tottoli
- Melting Point B-450 der Firma Biichi

Die Schmelzpunkte wurden in offenen Glaskapillaren mit einer Schmelzpunktbestimmungs-
apparatur SMP 20 nach Dr. Tottoli oder an einem Melting Point B-450 Gerit der Firma Biichi

bestimmt. Die angegebenen Schmelzpunkte sind nicht korrigiert.

pH-Messungen

Gerat: Knick pH-Meter 766 Calimatic

Die pH-Elektrode wurde mit kommerziell erhiltlichen Pufferstandards kalibriert (pH = 4.00
und pH = 7.00)

Diinnschichtchromatographie (DC)

Gerat: Benda Nu-4 KL UV Lampe (Wellenlingen: 254 nm, 366 nm)
Material: ~ Macherey-Nagel POLYGRAM SIL/UV254

Die Reaktionen wurden mittels DC auf Silica Gel beschichteten Platten (Schichtdicke:
0.2 mm) tberwacht. Die Visualisierung wurde durch Fluoreszenzléschung mit einer 254 nm
UV-Lampe erméglicht. Alternativ konnten die Substanzen durch Anfirben in der lodkammer
oder durch Besprithen mit einer Ninhydrin-Losung (90 ml Ethanol, 10 ml Essigsdure, 500 mg
Ninhydrin, 1 ml Trifluoressigsaure) detektiert werden. Laufmittelgemische werden, soweit nicht

anders vermerkt, in Volumenteilen (v/v) angegeben.
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Medium Performance Liquid Chromatography (MPLC), Normal-Phase, Priparativ
Gerite: Kronlab KD50/100 SS Pumpe; Kronlab UV/Vis 2.5 Detektor

Siule: Kronlab LabormaBstab, Glassaule ECOPLUS, TAC25/500LS0-SR-2
Material: ~ Macherey Nagel Silica Gel 60M fiir Chromatographie, 0.04-0.063, 230—400
mesh ASTM

Die Normalphasenflashchromatographie wurde mittels Vakuum gepackter Silica Kronlab
Glassaulen (Durchmesser: 25 mm; Lange 250-500 mm) durchgefiihrt. Alle Losemittel wurden
vor Gebrauch destilliert. Laufmittelgemische werden in Volumenteilen (v/v) angegeben. Die
Ausbeute bezieht sich auf chromatographisch gereinigte und spektroskopisch reine Substanzen,

soweit nicht anders vermerkt.

Medium Performance Liquid Chromatography (MPLC), Reversed-Phase, Priparativ

Gerite: « Teledyne Isco, Inc. CombiFlash Companion
« Armen Instrument Liquid Chromatography Flash Anlage
Siule: Kronlab ILabormalstab, Glassiule ECOPLUS, TAC25/500LS0-SR-2 und
TAC25/250LS0-SR-2
Material: ~ « YMC GEL ODS-A 12 nm, S-50 pm AA12850
- YMC GEL ODS-A 12 nm, S-15 pm AA12S16
« YMC GEL Octyl 12 nm, §-50 pm, OC12S50

Die Umkehrphasenchromatographie wurde mit selbstgepackten Kronlab Glassiulen
(Durchmesser: 25 mm; Linge 250-500 mm, mit 120 g, 55 g, 50 g, 40 g Material) durchgefiihrt.
Alle Losemittel wurden vor Gebrauch destilliert. Laufmittelgemische werden in Volumenteilen
(v/v) angegeben. Die Ausbeute bezieht sich auf chromatographisch gereinigte und

spektroskopisch reine Substanzen, soweit nicht anders vermerkt.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Normal-Phase, Analytisch

Gerite: Merck Hitachi L-6200A Intelligent Pumpe, Erma Degasser ERC-3512, Knauer
UV Detektor 2600, Erma RI-Detektor ERC-7512

Software:  SCPA Chromstar 7.0

Sdule: Macherey Nagel, EC250/4 NUCLEOSIL 100-7; 250 mm Linge, 4 mm

Durchmesser, 7 um Partikelgréfle, 10 nm Porengrofe



Bei den fir die Chromatographie verwendeten Loésemitteln handelt es sich um kommerziell
erhiltliche Losemittel mit “HPLC - Gradient Grade” Qualitdt. Laufmittelgemische werden in

Volumenteilen (v/v) angegeben.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Reversed-Phase, Analytisch

Gerite: Dionex HPLC System: P680 Pumpe, ASI-100 automatischer Probeninjektor,
UVD-340U UV Detector, UltiMate 3000 Column Compartment
Software:  Dionex Chromeleon 6.80
Sdulen: - AA12805-1503; YMC-Pack ODS-A, 150 mm, 3.0 mm, 5 pm, 12 nm
« AA12S05-1510WT; YMC-Pack ODS-A, 150 mm, 10 mm, 5 pm, 12 nm
« OC12805-2546WT; YMC-Pack C8, 250 mm, 4.6 mm, 5 pm, 12 nm
- OC20803-1504QT; YMC-Pack Octyl, 150 mm, 4.0 mm, 3 um, 20 nm

Bei den fir die Chromatographie verwendeten Losemitteln handelt es sich um kommerziell
erhiltliche Losemittel mit “HPLC - Gradient Grade” Qualitit. Laufmittelgemische werden in

Volumenteilen (v/v) angegeben.

High Performance Liquid Chromatography (HPLC), Reversed-Phase, Priparativ

Gerite: Merck SepTech ST 140 System, Schimadzu SPD-10A UV/Vis-Detektort,
Knauer dynamische Mischkammer

Software:  SCPA PrepCon 5

Saule: AA12805-1530WT; YMC-Pack ODS-A, 150 mm, 30 mm, 5 pm, 12 nm

Die Trennung von schwer zu trennenden Produkten im MilligrammmalBstab wurde nach
erfolgter Vorreinigung an der MPLC mittels praparativer HPLC durchgefiihrt. Die benotigten
Bedingungen wurden zuvor mittels analytischer HPLC ermittelt und die Ubertragbarkeit durch
HPLC Saulen von einem Hersteller, gefiillt mit identischem Material, gewahrleistet

Bei den fir die Chromatographie verwendeten Losemitteln handelt es sich um kommerziell
erhiltliche Losemittel mit “HPLC - Gradient Grade” Qualitdt. Laufmittelgemische werden in

Volumenteilen (v/v) angegeben.

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Gerite: - Bruker DMX 300 (‘H: 300 MHz; "C: 100 MHz)
- Bruker Avance 400 (‘H: 400 MHz; °C: 100 MHz)
» Bruker DRX 500 (‘H: 500 MHz; °C: 125 MHz)
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Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur durchgefithrt, mit DMSO,, oder CDCI; als
Losemittel. Die Angaben der chemischen Verschiebungen sind in 8-Werten angegeben.
Kopplungen werden in Hertz angegeben. Als interner Standard dienten die Resonanzsignale
der Restprotonen des verwendeten deuterierten Losemittels bei 'H-NMR-Spektren
[8(CDCLy) = 7.26, (DMSO,,) = 2.50], bzw. ihre “C-Resonanzsignale bei "C-NMR-Spektren
[8(CDCL) = 77.16, 3(DMSOy,) = 39.52].

Fir die Signalmultiplizititen wurden folgende Abkiirzungen verwendet: s = singulett, br.s =
broad singulett, d = dublett, t = triplett, q = quartett, br. = broad signal und m = multiplett.
Die Spektren wurden nach erster Ordnung interpretiert, wobei die Zuordnung der 'H- und C-

Signale, soweit vorhanden, mittels Literatur erfolgte.

Hochaufl6sende Massenspektrometrie (HR-MS)

Gerit: Hochauflésendes ESI: Bruker BioTOF 111, Bruker Daltonik MictoTOF focus

Gaschromatographie mit Massenspektrometrie-Kopplung (GC-MS)

Gerit: Agilent 5973 N Mass Selective Detector, Agilent 6890 N Network GC System

FT-Infrarotspektroskopie (FT-IR)

Gerite: « Perkin Elmer FT-IR 1600
« Jasco FT-IR 430 Spektrophotometer
» Jasco FT-IR 410 Spektrophotometer

Die Substanzen wurden als KBr-Pressling oder als reine Substanz mit einer Pike Miracle oder
Jasco ATR-500M REinheit vermessen. Die Lage der Banden wurde in Wellenzahlen [cm]
angegeben. Die Bandenintensititen wurden mit vs = very strong, s = strong, m = medium,

w = weak und gegebenenfalls mit br = broad bezeichnet.

Isothermal Titration Calorimetry (ITC)

Gerit: MicroCal VP-ITC MicroCalorimeter
Software:  Implementiertes Plug-In in ORIGIN 7 (Origin Lab)

Die Experimente wurden mit hochreinem entgastem Wasser bzw. entgastem Puffer
durchgefiihrt. Die Referenzzelle des Mikrokalorimeters wurde mit denselben entgasten

Losemittel befillt, welches fiir die jeweilige Messung verwendet wurde.



Molecular Modelling (MM)"”’

Software:  Schrodinger Maestro, MacroModel Vers. 9.6

Die Berechnungen der Strukturen mittels MacroModel wurden basierend auf dem Kraftfeld

OPLS2005 und Wasser als Losemittel durchgefiihrt.

Schiittelapparatur fiir die Festphasenpeptidsynthese

Gerite: « yellowline OS 5 basic
+ Rotamax 120 von Heidolph

Magnetriihrer mit Heizplatte

Gerite: » MR 3001K von Heidolph
« RCT basic von IKA

Zentrifugen

Gerate: » Rotofix 32 von Hettich

» Biofuge pico von Heraeus

GroBere Mengen feiner Niederschlige wurden in Kunststoffgefien im Rotofix zentrifugiert,
wihrend kleine Mengen wie bei der Festphasenpeptidsynthese in Eppendorfcaps in der

Biofuge zentrifugiert und gewaschen wurden.

UV /Vis-Spektroskopie

Gerite: Jasco, V 660 Spektrometer 6-fach Kivettenhalter, Temperiereinheit PAC-743,
Haake Thermostat WKI-26 oder Varian, Carey 300 Bio UV/Vis-Spektrometer
mit 12-fach Kuvettenhalter Varian Temperiereinheit

Software: - SPECFIT Version 3.0.32 (Spectrum Software Associates)
» Origin 7 von Origin Lab

Alle Messungen wurden bei 25 °C in Quarzglaskiivetten (Schichtdicke 10 mm) der Firma
Hellma durchgefithrt. Die Baseline-Messung erfolgte bei leerem Gerit, die Referenzkivette
und die Messktvette wurde mit demselben Losemittel befillt. Die Angabe der Wellenlingen

erfolgte in nm.
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Fluoreszenzspektroskopie

Gerit: Varian Cary Eclipse Fluorimeter

Software:  Cary Eclipse

Alle Messungen wurden bei 25 °C in Fluoreszenzquarzglaskiivetten (Schichtdicke 10 mm)

der Firma Hellma durchgefihrt.

Mikrowelle
Gerit: CEM Discover single mode Mikrowelle
Die Mikrowellen unterstiitzte Festphasenpeptidsynthese wurde in Kunststoffreaktions-

behilter von CEM durchgefiihrt, wihrend Reaktionen in Loésung in Standard-Rundkolben

(maximal 100 ml Rundkolben) umgesetzt wurden.



6.2 Allgemeine Reaktionsvorschriften fiir die Festphasen-
peptidsynthese

Die Festphasenpeptidsynthese wurde unter Argonatmosphire entweder in der Mikrowelle in
Kunststoffreaktionsgefilen oder in SchlenkglasgefiB3en, ausgestattet mit einer Fritte und einem
Deckel, durchgefiihrt. Unter Mikrowellenbedingungen erfolgte die Durchmischung der
Reaktionslosung durch Einleiten von Argon wihrend unter Standartbedingungen in den
Schlenkglasgefiflen die Durchmischung mit Hilfe einer Schiittelapparatur erfolgte. In beiden

Fillen wurde das Losemittel durch Filtration entfernt.

Anbringung einer Aminosdure an Rink-Amid Harz

Vor der Anbringung der ersten Aminosiure am Rink-Amid Harz musste die Fmoc-
Schutzgruppe am Harz abgespalten werden. Dazu liel man zunichst das Harz fir 1 h in 10 ml
DMF quellen. AnschlieBend wurde die Schutzgruppe gemil3 Standardprotokoll (siche
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe) abgespalten. Das Harz wurde danach in 10 ml einer
3 %igen NMM-Losung in DMF suspendiert, dazu wurden die Fmoc-geschiitzte Aminosdure
(2.5 Aq.) und HCTU (2.5 Aq.) gegeben und das Reaktionsgefil3 fiir 4-5 h, alternativ auch tiber
Nacht, geschiittelt. Die Reaktionslosung wurde filtriert und das Harz viermal mit je 10 ml DMF

gewaschen bevor erneut die Schutzgruppe abgespalten wurde.

Anbringung einer Aminosiure an NovaPEG Rink-Amid Harz

Zur Anbringung einer Aminosiure an das NovaPEG Rink-Amid Harz mit Hilfe der
Mikrowellentechnik wurde zunichst das Harz mit einem geeigneten Losemittel in den
KunststoffreaktionsgefiBlen fur die Mikrowelle gequollen. Hierzu wurde das Harz fir 1.5 h in
maximal 7 ml einer 1/1 Mischung von Dichlormethan und DMF unter Durchleiten von Argon
durchmischt und gequollen. AnschlieBend wurde eine 0.18 molare L&sung der Fmoc-
geschiitzten Aminosaure, DIC und CI-HOBt in DMF mit 20 % NMP fiir 20 min bei 20 W auf
96°°C erhitzt. Vor der Abspaltung der Schutzgruppe wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml
DMF gewaschen.

Anbringung einer Aminosiure an TentaGel-NH,-Harz

Zunichst wurde das Harz fir 1 h in 10 ml DMF gequollen. AnschlieBend wurde das Harz in
10 ml einer 3 %igen NMM-Losung in DMF suspendiert. Dazu wurde die Fmoc-geschiitzte
Aminosdure (2.5 Aq) und HCTU (2.5 Aq.) gegeben und das Reaktionsgefil fiir 4-5h
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alternativ auch tber Nacht, geschiittelt. Die Reaktionslésung wurde abgesaugt und das Harz

viermal mit DMF (10 ml) gewaschen, bevor erneut die Schutzgruppe abgespalten wurde.

Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe

Die Fmoc-Schutzgruppe wurde abgespalten, indem das Harz zweimal mit einer Losung von
je 10 ml einer 20 %igen Piperidin-Losung in DMF fiir 15 min geschiittelt und das Harz
anschlieend sechsmal mit je 10 ml DMF gewaschen wurde, um letzte Reste an Piperidin zu
entfernen. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Hilfe der Mikrowelle erfolgte unter
folgenden Bedingungen. Das Harz wurde, abhingig von dessen Menge, zweimal mit
mindestens je 2ml einer 20 %igen Piperidin-Losung in DMF versetzt und fir 30 s bzw.
3.5 min bei 20 W und 75 °C unter Durchleitung von Argon erhitzt und anschlieBend sechsmal

mit je 5 ml DMF gewaschen.

Acetylierung der freien Aminofunktion am polymeren Triger

Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe und viermaligem Waschen mit DMF wurden
Essigsiureanhydrid (3 Aq.) und NMM (10 Aq.) in 10 ml einer Mischung von Dichlormethan
und DMF im Verhiltnis 7/3 tiber Nacht geschittelt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung
abgesaugt und das Harz vor dem Abspalten bzw. vor der nichsten Kupplung sechsmal mit
DMF gewaschen. Die Acetylierung der freien Aminofunktionen mit Hilfe der Mikrowelle
erfolgte mit Essigsdureanhydrid (5 Aq) und DIPEA (10 Aq.) in mindestens 2 ml einer
Dichlormethan/DMF Mischung (7/3) bei 20 W und 50 °C fiir 20 min.

Abspaltung der Produkte vom polymeren Triger

Bevor das Produkt vom polymeren Triger abgespalten werden konnte, musste es sorgfiltig
gewaschen werden, um letzte Reste an DMF zu entfernen, da schon Spuren an DMF die
Ausbeuten an Produkt dramatisch senken. Das Harz wurde zunichst dreimal mit
Dichlormethan (je 10 ml), anschlieBend dreimal mit Methanol (je 10 ml), zweimal mit
Diethylether (je 10 ml) und zum Abschluss noch dreimal mit Dichlormethan (je 10 ml)
gewaschen. Nach grindlichem Trocknen im Membranpumpenvakuum wurde das Produkt
vom Harz entsprechend folgender Protokolle abgespalten.

1. Rink-Amid Harz: Das getrocknete, vollstindig von DMF befreite Harz wurde in einer
Mischung aus TFA, das 5 % trockenes Dichlormethan (10 ml) enthilt, fir 2-3 h geschiittelt,
wobei das Harz eine tiefrote Farbe annahm. Das Losemittel wurde filtriert und das Harz noch
zweimal mit frischer Abspaltlosung (5 ml) gewaschen. Die braune bis rote Reaktionslosung,

wurde im Olpumpenvakuum auf 2-3 ml eingeengt. Der Riickstand wurde mit Diethylether



(50 ml) versetzt, der ausgefallene Feststoff abfiltriert, mit Wasser versetzt und anschlieBend
lyophilisiert.

2. NovaPEG Rink-Amid Harz: Das griindlich gewaschene Harz wurde nach der Synthese in
den Mikrowellenkunststoffgefillen in die GlasgefiBe fur die Schiittler Giberfiihrt und nach
Entfernen des Losemittels sorgfiltig im Membranpumpenvakuum getrocknet. Die Abspaltung
erfolgte anschlieBend in einer Mischung aus 95 % TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % Wasser. Das
Harz wurde zweimal mit je 10 ml der Abspaltlésung fiir 1.5 h versetzt. Die vereinigten Filtrate
wurden bis auf 2-3 ml im Olpumpenvakuum eingeengt, der Riickstand mit frisch destilliertem
Diethylether (50 ml) versetzt der ausgefallene Feststoff abfiltriert, mit Wasser versetzt und
anschlieBend lyophilisiert.

Detektion von freien Aminosiurefunktionen an polymeren Trigern (Kaiser-Test)'™>

Es wurden Losungen aus Ninhydrin (1.00 g) in Ethanol (10 ml) und Phenol (40.0 g) in
Ethanol (10 ml) angesetzt. Einige Harzpartikel des zu analysierenden Polymers wurden mit je
500 pl der beiden Losungen versetzt und fiir maximal 5 min auf 120 °C erhitzt. Polymerpartikel
mit freien Aminofunktionen fdrbten sich tiefblau bis braun, wihrend Harz ohne freie

Aminofunktionen farblos blieb.

Quantifizierung der Ankniipfung von Fmoc-geschiitzten Aminosiduren am festen
Trager

Um die an TentaGel-Harzen bzw. PEG-Harzen gebundenen Fmoc-Aminosiuren
quantifizieren zu konnen, wurde mit Hilfe des UV-Spektrometers eine Kalibrierkurve in DMF
erstellt, die die Konzentration des Fmoc-Piperidin-Adduktes mit der Extinktion korreliert. Es
wurde Fmoc-L-Leucin (35.3 mg, 0.1 mmol) 10 min mit 20 % Piperidin in DMF (10 ml)
geschiittelt und danach auf 100 ml aufgeftllt. Die so erhaltene Losung des Fmoc-Piperidin-
Adduktes wurde mit DMF weiter verdiinnt. Im Konzentrationsbereich von 0.05 mmol-L" bis
0.25 mmol-L" ergab sich bei 300 nm, dem Maximum der Absorption, ein linearer
Zusammenhang zwischen Konzentration und Extinktion. Die Kalibrierung wurde mehrfach
durchgefiihrt. Der molare Extinktionskoeffizient wurde zu ¢ = 6344 M"-cm™ bestimmt."”

Durch die Extinktion der Abspaltlosung konnte mit Hilfe des Extinktionskoeffizienten die

jeweilige Beladung des Harzes ermittelt werden.

Bestimmung der realen Beladung des verwendeten NovaPEG Rink-Amid Harzes
Es wurden zweimal je 100 mg NovaPEG Rink-Amid Harz genau eingewogen und in einen
Scheidetrichter mit Fritte und Absaughahn tberfihrt. Das Harz wurde fur 3 h mit DMF

(10 ml) geschittelt, damit eine ausreichende Quellung des Harzes gewihrleistet wurde.
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AnschlieBend wurde das DMF abgesaugt und das Harz mit einer 3 %igen NMM-Loésung
(0.31 ml) in DMF (10 ml) versetzt. Dazu wurde Fmoc-I.-Valin (5.00 Aqg), sowie PyBOP
(5.00 Aq) (jeweils bezogen auf die theoretische Beladung des Harzes) unter Argon zu der
Reaktionsmischung gegeben und das Reaktionsgefil3 iber Nacht bei Raumtemperatur
geschiittelt und die Kupplung ein zweites Mal wiederholt. Die Reaktionslosung wurde filtriert
und das Harz viermal mit DMF (je 10 ml) gewaschen, wobei das Harz mit jeder Waschl6sung
20 min bei Raumtemperatur geschiittelt wurde. Die Fmoc-Schutzgruppe wurde abgespalten,
indem das Harz zweimal mit einer 20 %igen Losung von Piperidin in DMF (je 10 ml) fir 20
min geschiittelt wurde. Das Harz wurde noch dreimal mit DMF (je 10 ml) gewaschen, wobei
jeder Vorgang durch zehnminittiges Schiitteln in der Waschlésung begleitet wurde. Die
aufgefangenen Abspalt- und Waschlésungen wurden auf ein Gesamtvolumen von je 100 ml
aufgefillt und die UV-Extinktionen der resultierenden Loésungen bestimmt. Anhand einer

zuvor aufgenommenen Fichgeraden konnte die Beladung des Harzes quantifiziert werden.
Fiir die erhaltene Charge wurde die Beladung auf 0.340 mmol-g' (Iris Biotech Zertifikat:

0.450 mmol-g") bestimmt.



6.3 Synthesen an der festen Phase

6.3.1 Synthese des Rezeptors 71
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NovaPEG Rink-Amid Harz (Beladung: 0.45 mmolg’l, 200 mg, 0.09 mmol, 1.00 Aq) wurde
in 6 ml Dimethylformamid/Dichlormethan (1/1) fir 1.5h gequollen. Die Kupplung aller
Aminosauren bzw. Bausteine erfolgte in einer 0.18 molaren Losung unter Mikrowellen-
bedingungen. Die erste Kupplung von Fmoc-Phe-OH wurde zweimal durchgefithrt mit Fmoc-
Phe-OH (104 mg, 0.27 mmol, 3.00 Aq.), DIC (42.0 ul, 0.27 mmol, 3.00 Aq) und Cl-HOBt
(46.0 mg, 0.27 mmol, 3.00 Aq.) in 1.5 ml Dimethylformamid mit 20 % NMP fiir 20 min bei
20 W und 96 °C. AnschlieSend wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml Dimethylformamid fiir 2-
5 min gewaschen. Nach erfolgtem negativem Kaisertest wurde die Fmoc-Schutzgruppe wie
folgt abgespalten. Das Harz wurde zweimal mit je 2 ml einer 20 %igen Piperidin-Lésung in
Dimethylformamid versetzt und einmal fiir 30 s bei 20 W und 75 °C erhitzt und ein zweites
Mal mit frischer Abspaltlosung fiir 3.5 min unter denselben Bedingungen erhitzt. Anschlieend
wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml Dimethylformamid fir 2-5 min gewaschen und nach
erfolgtem positivem Kaisertest mit der nachsten Kupplung unter den Bedingungen wie schon
beschrieben fortgefahren. Die folgenden Kupplungen mit Fmoc-Ser(Bu)-OH (104 mg,
0.27 mmol, 3.00 Aqg), Fmoc-Lys(Boc)-OH (126 mg, 0.27 mmol, 3.00 Aq.) und Baustein 57
(214 mg, 0.27 mmol, 3.00 Aq.) wurden jeweils nur einmal durchgefiihrt wihrend die
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anschlieBenden Kupplungen mit Fmoc-Ser(/Bu)-OH (208 mg, 0.54 mmol, 6.00 Aq.), Fmoc-
Gly-OH (160 mg, 0.54 mmol, 6.00 Aq.) und Fmoc-Tyr(Bu)-OH (496 mg, 0.54 mmol,
12.0 Aq.) zweimal durchgefiihrt wurden. Die Losemittelmenge wurde im Fall der Kupplung
von Fmoc-Tyr(Bu)-OH auf 3 ml erhoht. Bei jeder Kupplung betrug die Konzentration der
Reaktionslosung mindestens 0.18 mmol bezogen auf die entsprechende Aminosdure und
enthielt DIC (42.0 pl, 0.27 mmol, 3.00 Aq. bzw. 84.0 ul, 0.54 mmol, 6.00 Aq.) und CI-HOBt
(46.0 ul, 0.27 mmol, 3.00 Aq. bzw. 92.0 ul, 0.54 mmol, 6.00 Aq.) Jeder Kupplungsschritt wurde
mittels des Kaisertests Uberprift. Nach der letzten erfolgreichen Kupplung folgte ein
Acetylierungsschritt mit Essigsiureanhydrid (43.0 ul, 0.45 mmol, 5.00 Aq.) und DIPEA (154 pl,
0.90 mmol, 10.0 Aq.) in Dichlormethan/Dimethylformamid (7/3). Bevor das Produkt vom
polymeren Triger abgespalten wurde, wurde das Harz dreimal mit Dichlormethan (je 10 ml),
anschlieend dreimal mit Methanol (je 10 ml), zweimal mit Diethylether (je 10 ml) und zum
Abschluss noch dreimal mit Dichlormethan (je 10 ml) gewaschen. Nach griindlichem Trocknen
im Membranpumpenvakuum wurde das Produkt vom Harz zweimal mit je 20 ml einer Lésung
aus 95 % TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % Waser fiir je 1.5 h abgespalten. AnschlieBend wurde das
Harz nochmals mit 10 ml der Abspaltlosung gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden im
Olpumpenvakuum auf ca. 2 ml eingeengt, mit 50 ml frisch destilliertem Diethylether versetzt,
der entstandene Niederschlag wurde zentrifugiert, gewaschen und anschlieBend lyophilisiert.
Das erhaltene Rohprodukt wurde chromatographisch (MPLC, RP18, 50 g, 12 nm, 15 pm,
25 x 2.5 cm, 220 nm, 30 ml'min~, isokratisch Acetonitril/Wasser 22/78 mit Zusatz von 0.05 %
Trifluoressigsdure; praparative  HPLC, RP18, 12nm, 5um, 150x 30 mm, 43 ml'min~,
isokratisch Acetonitril/Wasser 22/78 mit Zusatz von 0.05 % Trifluoressigsdure) gereinigt. Das
Produkt 71 konnte unter Beriicksichtigung der realen Beladung des Harzes (0.34 mmol-g") in

einer Ausbeute von 2 % (2.00 mg, 1.38 umol) als Chloridsalz erhalten werden.

C,H,,CIN,,O,,: 1446.045 gmol”; Smp = 165 °C  (Zersetzung); 'H-NMR (700 MHz,
DMSO,,) & = 1.06 (t, °] = 7.23 Hz, 9H, CH,), 1.26-1.37 (m, 2H, CH,), 1.47-1.55 (m, 3H, CH,),
1.62-1.67 (m, 1H, CH,), 1.76 (s, 6H, CH;), 2.34-2.38 (m, 4H, CH,), 2.59-2.65 (m, 8H, CH,),
2.71-2.74 (m, 2H, CH,), 2.82 (dd, *] = 14.0 Hz, *] = 9.64 Hz, 1H, CH), 2.87-2.89 (m, 2H, CH,),
3.06-3.08 (m, 1H, CH), 3.48-3.61 (m, 6H, CH,), 3.68 (dd, ’] = 16.9 Hz, ‘] = 5.78 Hz, 2H, CH,),
3.75 (dd, *J=16.9 Hz, ‘] =6.26 Hz, 2H, CH,), 4.18-4.38 (m, 13H, CH, CH,), 4.92 (t,
°] = 5.69 Hz, 2H, OH), 5.06 (t, °’] = 5.69 Hz, 1H, OH), 6.64 (d, °] = 8.11 Hz, 4H, CH), 7.03 (d,
°] = 8.59 Hz, 4H, CH), 7.17-7.25 (m, 7H, CH, NH,), 7.31 (s, 1H, NH), 7.77 (br.s, 2H, NH),
7.81-7.88 (m, 6H, NH,", NH), 8.03 (d, °] = 7.15 Hz, 1H, NH), 8.13 (d, °] = 7.63 Hz, 2H, NH),
8.15 (d, °] = 7.15 Hz, 1H, NH), 8.26 (t, ’] = 5.72 Hz, 2H, NH), 9.18 (s, 2H, OH); "*C-NMR
(176.07 MHz, DMSO,) & = 16.1 (CH,), 22.2 (CH,), 22.4 (CH,), 26.5, 29.0, 30.4, 30.7, 31.0,



36.6 (CH,), 37.1, 37.3 (CH), 38.5, 42.0 (CH,), 52.6 (CH), 54.0 (CH,), 54.7, 54.8 (CH), 55.6
(CHy), 61.5, 61.9 (CH,), 114.9, 126.2, 128.0, 128.1 (CH), 129.1, 130.0, 137.9, 143.4 (C,), 168.5,
169.5, 169.6, 169.7, 171.2, 171.9, 172.0, 172.1, 172.8 (CO); FT-IR (ATR) [cm] = 3248 w,
3063 w, 1633 s, 1514 s, 1227 m, 1045 m, 701 m, 659 m; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet
1409.710—gemessen 1409.720 fiir C,oHy,N,,O 4"

6.3.2 Synthese des Rezeptors 72
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NovaPEG Rink-Amid Harz (Beladung: 0.45 m'molg”, 200 mg, 0.09 mmol, 1.00 Aq.) wurde
in 6 ml Dimethylformamid/Dichlormethan (1/1) fir 1.5h gequollen. Die Kupplung aller
Aminosauren  bzw. Bausteine erfolgte in  einer 0.18 molaren Losung  unter
Mikrowellenbedingungen. Die erste Kupplung von Fmoc-Phe-OH wurde zweimal
durchgefiihrt mit je Fmoc-Phe-OH (139 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq.), DIC (56.0 ul, 0.36 mmol,
4.00 Aq) und CI-HOBt (61.0 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq.) in 2 ml Dimethylformamid mit 20 %
NMP fir 20 min bei 20 W und 96 °C. AnschlieBend wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml fiir
2-5 min gewaschen. Nach erfolgtem negativem Kaisertest wurde die Fmoc-Schutzgruppe wie
folgt abgespalten. Das Harz wurde zweimal mit je 2 ml einer 20 %igen Piperidin-Lésung in
Dimethylformamid versetzt und einmal fir 30 s bei 20 W und 75 °C erhitzt und ein zweites
Mal mit frischer Abspaltlosung fiir 3.5 min unter denselben Bedingungen erhitzt. AnschlieSend
wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml Dimethylformamid fir 2-5 min gewaschen und nach
erfolgtem positivem Kaisertest mit der nachsten Kupplung unter den Bedingungen wie schon
beschrieben fortgefahren. Die folgenden Kupplungen mit Fmoc-Ser(Bu)-OH (138 mg,
0.36 mmol, 4.00 Aqg), Fmoc-Lys(Boc)-OH (169 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq.) wurden je zweimal
durchgefiihrt wihrend Baustein 57 (286 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq.) nur einmal gekuppelt wurde.
Bei jeder Kupplung betrug die Konzentration der Reaktionslésung 0.18 mmol bezogen auf die
entsprechende Aminosiure und enthielt DIC (56.0 ul, 0.36 mmol, 4.00 Aq.) und CI-HOBt
(61.0 wl, 0.36 mmol, 4.00 Aq.). Jeder Kupplungsschritt wurde mittels des Kaisertests tiberpriift.
Bevor das Produkt vom polymeren Triger abgespalten wurde, wurde es sorgfiltig gewaschen.

Das Harz wurde zunichst dreimal mit Dichlormethan (je 10 ml), anschlieBend dreimal mit
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Methanol (je 10 ml), zweimal mit Diethylether (je 10 ml) und zum Abschluss noch dreimal mit
Dichlormethan (je 10 ml) gewaschen. Nach grindlichem Trocknen im Membranpumpen-
vakuum wurde das Produkt vom Harz zweimal mit je 20 ml einer Lésung aus 95 % TFA, 2.5 %
TIS und 2.5 % Waser fur je 1.5 h abgespalten. AnschlieBend wurde das Harz nochmals mit
10 ml der Abspaltlssung gewaschen. Die vereinigten Filtrate wurden im Olpumpenvakuum auf
ca. 2ml eingeengt, mit 50 ml frisch destilliertem Diethylether versetzt, der entstandene
Niederschlag wurde zentrifugiert, gewaschen und anschlieBend lyophilisiert. Das erhaltene
Rohprodukt wurde chromatographisch (MPLC, RP18, 40 g, 12 nm, 50 ym, 25x 2.5 cm,
220 nm, 20 ml'min~', isokratisch Acetonitril/Wasser 25/75 mit Zusatz von 0.05 %
Trifluoressigsaure; priaparative  HPLC, RP18, 12nm, 5pum, 150x 30 mm, 43 ml'min~",
isokratisch Acetonitril/Wasser 13/87 mit Zusatz von 0.05 % Trifluoressigsdure) gereinigt. Das
Produkt 72 konnte unter Beriicksichtigung der realen Beladung des Harzes (0.34 mmol g') in
einer Ausbeute von 39 % (22.0 mg, 26.9 umol) als Chloridsalz erhalten werden.

C;,;H,C,N,O: 820.289 g'mol’; Smp = 186 °C  (Zersetzung); 'H-NMR (500 MHz,
DMSOy) 8 = 1.09 (br.s, 9H, CH;), 1.26-1.35 (m, 2H, CH,), 1.45-1.55 (m, 3H, CH,), 1.60-1.68
(m, 1H, CH,), 2.36-2.38 (m, 4H, CH,), 2.74 (brs, 8H, CH,), 2.82 (dd, °J = 14.1 Hz,
] =9.15 Hz, 1H, CH,), 3.07 (dd, *] = 13.7 Hz, }] = 4.23 Hz, 1H, CH,), 3.47-3.51 (m, 1H, CH,),
3.56-3.61 (m, 1H, CH,), 4.02 (br.s, 4H, CH,), 4.18-4.23 (m, 2H, CH), 4.31 (br.s, 2H, CH,), 4.35-
4.39 (m, 1H, CH), 5.07 (t, °] = 5.39 Hz, 1H, OH), 7.19-7.33 (m, 7H, CH, NH,), 7.78 (br.s, 3H,
NH,", 7.89 (d, °] = 8.09 Hz, 1H, NH), 7.94 (br.s, 1H, NH), 8.00 (d, °] = 8.09 Hz, 1H, NH)
8.14 (d, °J = 7.19 Hz, 1H, NH) 8.28 (br.s, 6H, NH;"); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,) & =
15.9 (CH,;), 22.2, 22.8, 26.6, 30.4, 30.6, 31.1, 31.3, 36.1, 38.5 (CH,), 52.6, 54.0, 55.5 (CH), 61.6,
65.2 (CH,), 126.2, 128.0, 128.7, 129.1 (CH), 137.9, 144.1, 145.2 (C)), 169.7, 171.2, 171.9, 172.0,
172.8 (CO); FT-IR (ATR) [em ] = 3289 w, 2039 w, 1732 m, 1652 m, 1519 m, 1174 m, 956 m,
781 m, 623 s; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet 711.455—gemessen 711.459 fiir
Cy,HyN,O, ™



6.3.3 Synthese des Rezeptors 73
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73

NovaPEG Rink-Amid Harz (Beladung: 0.45 mmol-g”, 200 mg, 0.09 mmol, 1.00 Aq.) wurde
in 6 ml Dimethylformamid/Dichlormethan (1/1) fir 1.5h gequollen. Die Kupplung aller
Aminosauren bzw. Bausteine erfolgte in einer 0.18 molaren Losung unter Mikrowellen-
bedingungen. Die erste Kupplung von Fmoc-Phe-OH wurde zweimal durchgefiihrt mit je
Fmoc-Phe-OH (139 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq.), DIC (56.0 ul, 0.36 mmol, 4.00 Aq) und Cl-
HOBt (61.0 mg, 0.36 mmol, 4.00 Ag.) in 2 ml Dimethylformamid mit 20 % NMP fiir 20 min
bei 20 W und 96 °C. AnschlieBend wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml Dimethylformamid
fir 2-5 min gewaschen. Nach erfolgtem negativem Kaisertest wurde die Fmoc-Schutzgruppe
wie folgt abgespalten. Das Harz wurde zweimal mit je 2 ml einer 20 %igen Piperidin-Lésung in
Dimethylformamid versetzt und einmal fir 30 s bei 20 W und 75 °C erhitzt und ein zweites
Mal mit frischer Abspaltlosung fiir 3.5 min unter denselben Bedingungen erhitzt. AnschlieSend
wurde das Harz sechsmal mit je 5 ml Dimethylformamid fir 2-5 min gewaschen und nach
erfolgtem positivem Kaisertest mit der nachsten Kupplung unter den Bedingungen wie schon
beschrieben fortgefahren. Die folgenden Kupplungen mit Fmoc-Ser(Bu)-OH (138 mg,
0.36 mmol, 4.00 Aq), Fmoc-Lys(Boc)-OH (169 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq.) wurden je zweimal
durchgefiihrt, Baustein 57 (286 mg, 0.36 mmol, 4.00 Aq) wurde nur einmal gekuppelt und
Fmoc-Ser(Bu)-OH (276 mg, 0.72 mmol, 8.00 Aq.) wurde wieder zweimal gekuppelt. Bei jeder
Kupplung betrug die Konzentration der Reaktionslosung 0.18 mmol bezogen auf die
entsprechende Aminosdure und enthielt DIC (56.0 ul, 0.36 mmol, 4.00 Aq. bzw. 112 pl,
0.72 mmol, 8.00 Aq.) und CI-HOBt (61.0 ul, 0.36 mmol, 4.00 Aq. bzw. 122 mg, 0.72 mmol,
8.00 Aq.) Jeder Kupplungsschritt wurde mittels des Kaisertests tiberpriift. Bevor das Produkt
vom polymeren Triger abgespalten wurde, wurde es sorgfiltig dreimal mit Dichlormethan (je
10 ml), anschlieBend dreimal mit Methanol (je 10 ml), zweimal mit Diethylether (je 10 ml) und
zum Abschluss noch dreimal mit Dichlormethan (je 10 ml) gewaschen. Nach griindlichem
Trocknen im Membranpumpenvakuum wurde das Produkt vom Harz zweimal mit je 20 ml
einer Losung aus 95% TFA, 2.5% TIS und 2.5% Waser fir je 1.5h abgespalten.

AnschlieBend wurde das Harz nochmals mit 10 ml der Abspaltlosung gewaschen. Die



EXPERIMENTALTEIL

vereinigten Filtrate wurden im Olpumpenvakuum auf ca. 2 ml eingeengt, mit 50 ml frisch
destilliertem Diethylether versetzt, der entstandene Niederschlag wurde zentrifugiert, mit
Diethylether gewaschen und anschlieBend lyophilisiert. Das erhaltene Rohprodukt wurde
chromatographisch (priparative HPLC, RP18, 12nm, 5pm, 150 x 30 mm, 43 ml-min’,
isokratisch Acetonitril/Wasser 14/86 mit Zusatz von 0.05 % Trifluoressigsdure) gereinigt. Das
Produkt 73 konnte unter Beriicksichtigung der realen Beladung des Harzes (0.34 mmol-g") in

einer Ausbeute von 24 % (16.0 mg, 16.1 pmol) als Chloridsalz erhalten werden.

C,H,,CLLN,(O,: 994.444 gomol'; Smp = 172°C  (Zersetzung); 'H-NMR (500 MHz,
DMSO) 8 = 1.07-1.10 (m, 9H, CH,), 1.27-1.37 (m, 2H, CH,), 1.49-1.57 (m, 3H, CH,), 1.62-
1.68 (m, 1H, CH,), 2.33-2.39 (m, 4H, CH,), 2.64-2.68 (m, 6H, CH,), 2.73-2.74 (m, 2H, CH,),
2.82 (dd, ’] = 13.7 Hz, ‘] = 9.14 Hz, 1H, CH,), 2.92 (dd, *] = 13.9 Hz, *] = 7.94 Hz, 1H, CH,),
3.00-3.08 (m, 1H, CH), 3.56-3.61 (m, 1H, CH), 3.66-3.74 (m, 4H, CH,), 3.83 (br.s, 2H, CH,),
4.17-4.43 (m, 9H, CH, CH,), 5.09 (t, °] = 5.07 Hz, 1H, OH), 5.48 (t, ’] = 3.89 Hz, 2H, OH),
7.13-7.33 (m, 9H, CH, NH, NH,), 7.89-7.95 (m, 5H, NH,", NH), 8.00-8.06 (m, 1H, NH), 8.12-
8.20 (m, 7H, NH,", NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) & = 16.1 (CH,), 22.2, 22.5, 26.5,
30.5, 30.7 ,37.1, 37.5, 38.5 (CH,), 52.7, 54.0, 54.1, 55.6 (CH), 60.4, 61.5 (CH,), 126.2, 126.4,
128.0, 128.1, 129.1, 129.2 (CH), 131.1, 132.4, 137.2, 137.9, 143.3, 143.6, 166.6 (C,), 169.7,
171.2,171.7, 171.8, 172.0, 172.8 (CO); FT-IR (KBr) [cm™] = 3229 m, 2970 m, 1636 s, 1538 s,
1455 m, 1233 m, 1177 m, 1147 m, 1045 m, 702 m; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet
885.519—gemessen 885.508 fiir C,sH,N,,O,,".

6.4 Synthesen in Losung

6.4.1 Synthese von Baustein 57 fiir die Festphasensynthese

1. Syntheseweg zu Verbindung 57
Synthese der Verbindung 61

Br
ZnBrzy (CH20)n

B

AcOH, HBr

Br
Br
59 61
Zu einer Lésung von Triethylbenzol 59 (10.0 ml, 53.1 mmol, 1.00 Aq.) und Paraformaldehyd
(16.7 g, 556 mmol, 10.5 Aq.) in AcOH/HBr 30 wt % (100 ml) wurde Zinkbromid (19.7 g,
87.5 mmol, 1.60 Aq.) portionsweise zugegeben und anschlieBend fiir 17 h auf 90 °C erhitzt.

Der entstandene Niederschlag wurde abfiltriert, mit Wasser gewaschen und tber



Phosphorpentoxid im Vakuum getrocknet. Das Produkt 61 konnte als weiller Feststoff in einer
Ausbeute von 89 % (21.0 g, 47.6 mmol) erhalten werden.

C,sH,,Br;: 441.039 g'mol’; Smp = 173-175 °C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl,) & = 1.35 (t,
T = 7.6 Hz, 9H, CH,), 2.94 (q, ’] = 7.6 Hz, 6H, CH,), 4.58 (s, 6H, CH,); "C-NMR (100 MHz,
CDCL) 8 = 15.7 (CH,), 22.9, 28.7 (CH,), 132.8, 145.2 (C,); FT-IR (KBr) [em™] = 3437 w, 3007
w, 2965 m, 2905 m, 1568 m, 1451 m, 1200 s, 760 m, 702 m; GC-MS m/z = berechnet 438—
gemessen 438 fur C,;H, Br,.

Synthese der Verbindung 63

Br N3

NaN3

Br DMF, MW 20 W, 70 °C N3
Br N3

61 63
In 20 ml trockenem DMF wurde Tribromid 61 (5.00 g, 11.3 mmol 1.00 Aq.) suspendiert und
anschlieBend Natriumazid (2.21 g, 34.0 mmol, 3.00 Aq.) zugegeben. Die Reaktionsmischung
wurde fiir 5 h auf 70 °C ohne Rickflusskiihler erhitzt. Nach Abkiihlen der Lésung wurde diese
mit 80 ml eisgekiihltem Wasser unter Ruhren versetzt, der entstandene Niederschlag abfiltriert,
griundlich mit Wasser gewaschen und uber Orangegel getrocknet. Produkt 63 wurde als

hellbeiger Feststoff in einer Ausbeute von 90 % (3.34 g, 10.2 mmol) erhalten.

CsH,Ny: 327.388 gmol’; Smp = 66-68 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl,) & = 1.24 (t,
’[=7.73 Hz, 9H, CH,), 2.85 (q, ’J=7.73 Hz, 6H, CH,), 449 (s, 6H, CH,); "C-NMR
(125.8 MHz, CDCl,) & = 15.9 (CH;), 23.3, 43.1 (CH,), 130.1, 145.1 (C )); FT-IR (ATR) [cm™] =
2970 m, 2908 w, 2083 s, 1495 w, 1450 m, 1331 m, 1262 s, 1225 s, 1040 m, 941 m, 857 m, 773
m, 649m; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet 350.181—gemessen 350.184 fur C,;H,,N, +
Na'.

Synthese der Verbindung 55

Na NH,
Pd/C, H,
—_—
N3 MeOH, Et,0 HzN
N; NH,
63 55

In einer Mischung aus 178 ml Methanol und 444 ml Diethylether wurde Triazid 63 (4.00 g,
12.2 mmol, 1.00 Aq.) gelost, unter Argonatmosphire Pd/C (400 mg, 10 %) zugegeben und
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anschlieBend wurde die Reaktionslésung unter Wasserstoffatmosphire 5h  bei
Raumtemperatur gerithrt. Die Umsetzung des Edukts 63 wurde mittels HPLC-Kontrolle
(Gradient 10 % bis 100 % Methanol mit 0.05 % TFA-Zusatz in 8.00 min, Produktpeak nach
5.44 min) verfolgt. Nach vollstindiger Umsetzung der Reaktion wurde die Pd/C Uber einen
Membranfilter (Nylon, 0.45 um) abfiltriert, mit 500 ml Dichlormethan gewaschen und das
Losemittel des Filtrats destillativ entfernt. Produkt 55 wurde als weiller Feststoff in einer

Ausbeute von 90 % (2.43 g, 9.76 mmol) erhalten.

C;sH,,N;: 249.395 g'mol’; Smp = 82°C; 'H-NMR (400 MHz, CDCl3) & = 1.23 (t,
] = 7.4 Hz, 9H, CH,), 2.85 (q, ’] = 7.4 Hz, 6H, CH,), 4.46 (s, 6H, CH,), 7.26 (s, 6H, NH,); "C-
NMR (100 MHz, DMSO,) & = 16.1 (CH,), 22.7 (CH,), 36.9 (CH,), 131.4, 143.9 (C)); FT-IR
(KBr) [em™] = 2968 m, 1638 m, 1571 m, 1478 m, 1441 m, 1367 m, 836 w, 774 w, 698 w; HR-
MS (pos. ESI) m/z = berechnet 272.210—gemessen 272.211 fiir C;H,;N; + Na".

Synthese der Verbindung 60

NH, NHFmoc

Boc,0, Fmoc-Cl, NaOH

H,N Dioxan, H,0 FmocHN
NH, NHBoc
55 60

Zu einer Lésung des Triamins 55 (900 mg, 3.61 mmol, 1.00 Aq.) in Wasser (50 ml) und
Dioxan (100 ml) wurden gleichzeitig Losungen von Natriumhydroxid (318 mg, 7.94 mmol,
2.20 Aq.) in Wasser (50 ml), Boc-Anhydrid (945 mg, 4.33 mmol, 1.20 Aq.) und Fmoc-Cl
(2.05g, 7.94 mmol, 2.20 Aq) in Dioxan (50 ml) zugetropft. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung tber Nacht gerithrt und danach mit Dichlormethan extrahiert. Die organische
Phase wurde mit gesittigter Natriumchloridlosung gewaschen und mit Natriumsulfat
getrocknet. Das Losemittel wurde destillativ entfernt und der erhaltene Riickstand per
Sdulenchromatographie (SiO,, Cyclohexan/Essigester 7.5/2.5) gereinigt. Das Produkt 60

konnte als weiller Feststoff in einer Ausbeute von 7 % (200 mg, 0.25 mmol) erhalten werden.

C;,H;;N,O,: 793.988 g'mol; Smp = 130 °C; 'H-NMR (400 MHz, DMSO,,) & = 1.05-1.12
(m, 9H, CH,), 1.93 (s, 9H, CH,), 2.66-2.71 (m, 6H, CH,), 4.18-4.31 (m, 12H, CH, CH,), 7.24-
7.88 (m, 19H, CH, NH); "C-NMR (100 MHz, DMSO,,) § = 16.5 (CH,), 22.5 (CH,), 28.2
(CH,), 46.8 (CH), 65.5 (CH,), 77.8 (Cq), 120.0, 125.3, 127.0, 127.6 (CH), 131.8, 132.3, 140.7,
143.1, 143.9 (C,), 155.2, 155.8, 156.0 (CO); FT-IR (KBr) [cm™] = 3320 m, 2927 m, 1685 s,
1510 s, 1449 s, 1247 s, 759 m, 740 s; HR-MS (pos. ESI): m/z: berechnet 816.398—gemessen
816.398 fiir Cs,H,;N,O, + Na".



Synthese der Verbindung 153

NHFmoc NHFmoc
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60 153

Zu einer Mischung von Methanol (2 ml) und konzentrierter Salzsiure (2 ml) wurde das
Templat 60 (92.0 mg, 0.12 mmol) gegeben und die erhaltene Losung fiir 48 h gerihrt.
AnschlieBend wurde die Losung destillativ vom Losemittel befreit und das Produkt 153 konnte

quantitativ (85.0 mg, 0.12 mmol, 100 %) erhalten werden.

C,sH,;CIN,0,: 730.333 g'mol'; Smp = 143 °C; '"H-NMR (400 MHz, DMSO,) & = 1.05-
1.12 (m, 9H, CH,), 2.66-2.71 (m, 6H, CH,), 3.99 (m, 2H, CH,), 4.19-4.21 (m, 2H, CH), 4.29-
4.32 (m, 8H, CH,), 7.29-7.88 (m, 18H, CH, NH), 8.15 (br.s, 3H, NH,"); *C-NMR (100 MHz,
DMSO,) 6 = 16.0 (CH,), 22.6, 27.9, 28.0, 38.9, 39.4 (CH,), 46.7 (CH), 65.6 (CH,), 120.1 (CH),
1252 (C), 127.0, 127.6 (CH), 128.2, 132.6, 140.7, 143.8 (C,), 155.9 (CO); FT-IR (KBr) [em™]
= 3327 m, 2966 m, 1685 s, 1523 s, 1449 m, 1326 w, 1246 m, 1120 w, 1047 w, 759 m, 740 s;
HR-MS (pos. ESI): m/z: berechnet 694.364—gemessen 694.364 fiir C,;H, N,O,".

Synthese von Baustein 57

FmocHN FmocHN [0}
NH,-HCI Bernsteinséaureanydrid

NMM, DCM o

FmocHN FmocHN
153 57

Eine Losung des Templats 153 (50.0 mg, 0.07 mmol, 1.00 Aq.) und NMM (0.03 ml) in
Dichlormethan (2 ml) wurde auf 0 °C abgekiihlt und anschlieBend Bernsteinsidureanhydrid
(7.00 mg, 0.07 mmol, 1.00 Aq.) zugegeben. Die erhaltene Lésung wurde 4h  bei
Raumtemperatur gertihrt, danach mit Salzsiure angesauert und die zwei Phasen getrennt. Die
wissrige Phase wurde mit Dichlormethan extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit
gesittigter Natriumchloridldsung gewaschen, mit Na,SO, getrocknet und abschlieBend im
Vakuum vom Losemittel befreit. Das Produkt 57 konnte als weil3er Feststoff in einer Ausbeute

von 95 % (52.0 mg, 0.07 mmol) erhalten werden.

C,,H;N,0.: 793.945 g-mol”; Smp = 133-135 °C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,,) § = 1.07-
1.09 (m, 9H, CH,), 2.33 (t, °] = 6.95 Hz, 2H, CH,), 2.43 (t, °] = 6.44 Hz, 2H, CH,), 2.67-2.76
(m, 6H, CH,), 419 (t, °] = 6.95 Hz, 2H, CH,), 4.27-4.31 (m, 10H, CH, CH,), 7.29-7.88 (m,
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19H, CH, NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) 8 = 16.1 (CH,), 22.4, 27.9, 28.0, 38.9, 39.3
(CHy), 46.7 (CH), 65.6, 66.3 (CH,), 120.0 (CH), 125.3 (C), 127.0, 127.6 (CH), 128.2, 132.0,
140.7, 143.1, 143.9 (C,), 155.9, 170.6, 173.8 (CO); FT-IR (KBr) [em™] = 3320 m, 2964 s, 1709
m, 1526 m, 1449 w, 1413 w, 1261 s, 1097 s, 1020 s, 800 s; HR-MS (pos. ESI): m/z: berechnet
816.362—816.362 gemessen fiir C,oH;;N;O, + Na".

2. Syntheseweg zu Verbindung 57
Synthese der Verbindung 64

N3 N3

PPhy

_— =
Et,0/5%ige HCI N3
N, NHy+HCI

55 64

N3

Zu eciner Losung von Triazid 55 (250 mg, 0.764 mmol, 1.00 Aq) in 3.75ml
Diethylether/Essigester 9/1 und 12.5ml 5 %iger Salzsiure wurde eine Losung von
Triphenylphosphin (240 mg, 0.915 mmol, 1.20 Aq.) in 3.75 ml Diethylether/Essigester 9/1
Uber 5 h zu getropft. Nach Ende der Zugabe wurde die Salzsiurephase abgenommen und mit
der gleichen Menge 5 %iger Salzsiure ersetzt und weitere 11h bei 45°C refluxiert.
AnschlieBend wurde die organische Phase zweimal mit je 12.5ml 5 %iger Salzsdure
ausgeschittelt. Die vereinigten Salzsdurephasen wurden destillativ. vom Losemittel befreit,
lyophilisiert und der erhaltene Feststoff chromatographisch MPLC, RP18, 120 g, 50 pm,
100 x 2.5 cm, 220 nm, 20 ml'min~', Gradient Methanol 20 % bis 100 % in 45 min mit 0.05 %
TFA-Zusatz, Produktpeak in 22.0 min) gereinigt. Produkt 64 wurde als gelblicher Feststoff in
einer Ausbeute von 48 % (124 mg, 0.367 mmol) erhalten.

C,sH,,CIN.: 337.851 g'mol”; Smp = 155°C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl,) 8 = 1.11-1.15 (m,
9H, CH,), 2.76-2.83 (m, 6H, CH,), 3.98 (q, °] = 5.22 Hz, 2H, CH,), 4.58 (s, 4H, CH,), 8.42
(br.s, 3H, NH,"); "C-NMR (125.8 MHz, CDCL,) & = 15.7, 15.8 (CH,), 22.5, 22.8, 35.8, 47.6
(CH,), 129.0, 130.1, 144.9, 145.2 (C )); FT-IR (ATR) [ecm™] = 3653 w, 2976 w, 2107 m, 1660 m,
1523 w, 1375 w, 1197 m, 1180 m, 1140 s, 1039 w, 838 m, 799 m, 724 m; HR-MS (pos. ESI)
m/z = berechnet 302.209—gemessen 302.213 fiir C.H,,N,".



Synthese der Verbindung 65
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Edukt 64 (346 mg, 0.832 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 7 ml Dichlormethan und 4.25 ml Ethanol
geldst und anschlieBend Bernsteinsidureanhydrid (863 mg, 8.62 mmol, 10.0 Aq.) und DIPEA
(443 pl, 2.59 mmol, 3.00 Aq.) hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde iiber Nacht bei
Raumtemperatur gertihrt und abschlieBend das Losemittel destillativ entfernt. Das erhaltene
Rohprodukt wurde chromatographisch (MPLC, RP18, 120 g, 50 um, 25 x 2.5 cm, 220 nm,
25 ml'min~', Gradient Methanol 60 % bis 100 % in 45 min mit 0.05 % TFA-Zusatz) gereinigt.
Produkt 65 wurde als weiller Feststoff in einer Ausbeute von 69 % (238 mg, 0.593 mmol)

erhalten.

C,H,,N,0;: 401.463 g'mol’; Smp = 132-134°C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,,) § = 1.11-
1.15 (m, 9H, CH,), 2.33 (t, °] = 7.24 Hz, 2H, CH,), 2.43 (t, ’] = 7.24 Hz, 2H, CH,), 2.70 (q,
] =7.48 Hz, 4H, CH,), 2.79 (q, °] = 7.48 Hz, 2H, CH,), 4.28 (d,’] = 4.48 Hz, 2H, CH,), 4.57
(s, 4H, CH,), 8.02 (t, °’] = 4.34 Hz, 1H, NH), 12.04 (s, 1H, COOH); "C-NMR (125.8 MHz,
DMSO,,) & = 15.8, 15.9 (CH,), 22.4, 22.5, 29.1, 29.7, 37.0, 47.7 (CH,), 129.6, 132.7, 143.5,
144.4 (C), 170.7, 173.8 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 3286 m, 2089 s, 1697 s, 1631 s, 1428 m,
1334 m, 1256 m, 1200 m, 911 m, 732 w; HR-MS (neg. ESI) m/z = berechnet 400.209—
gemessen 400.211 fir C,H,N-O;.

Synthese der Verbindung 66

HCI-H,N

o]
J\/Y H2 Pd/C, HCO,H N)WOH
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" MeoH. O
HCI-HoN
66
In 3ml Ethanol wurde Edukt 65 (100 mg, 0.250 mmol, 1.00 Aq.) gelést, unter
Argonatmosphire Pd/C (44.0 mg Pd/C, 0.050 mmol Pd, 10 %teines Pd pro Azidfunktion)
und Ameisensdure (56.0 ul, 2.25 mmol, 9.00 Aq.) zugegeben. AnschlieBend wurde die
Reaktionslosung bei 90 °C Badtemperatur fiir 4 h erhitzt. Nachdem die Reaktion abgekihlt war
wurde die Pd/C uber einen Membranfilter (Nylon, 0.45 pm) abfiltriert und griindlich
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gewaschen. Das erhaltene Filtrat wurde destillativ. vom Losemittel befreit, der erhaltenen
Feststoff mit verdinnter Salzsdure versetzt und anschlieBend lyophilisiert. Das Produkt 66

wurde als farbloser Feststoff in einer Ausbeute von 58 % (61.0 mg, 0.145 mmol) erhalten.

C,H,;,CLLN,0;: 422390 g'mol”; Smp = 166 °C  (Zersetzung); 'H-NMR (500 MHz,
DMSO,,) & = 1.08-1.11 (m, 9H, CH,), 2.34 (t, °] = 7.24 Hz, 2H, CH,), 2.43 (t, °] = 6.99 Hz,
2H, CH,), 2.73-2.80 (m, 6H, CH,), 4.02 (q, ’] = 5.24 Hz, 4H, CH,), 4.31 (d,’] = 4.62 Hz, 2H,
CH,), 7.94 (t,’] = 4.87 Hz, 1H, NH), 8.39 (t, °] = 4.74 Hz, 6H, NH,"); "C-NMR (125.8 MHz,
DMSO,) & = 15.9 (CH;), 22.8, 23.1, 36.0, 37.0 (CH,), 128.6, 133.1, 144.1, 145.1 (C), 170.7,
173.8 (CO); FT-IR (ATR) [cm'] = 3040 w, 2832 w, 1721 m, 1668 m, 1590 m, 1413 m, 1362 w,
1126 s, 833 s, 795 s, 721 s; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet 350.244—gemessen 350.248
fiir C,,H,;,N,0;".

Synthese von Baustein 57

HCI-H,;N (@] FmocHN (0]
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HCI-H,N FmocHN
66 57

In 2.1 ml einer 6 %igen NaHCO;-Losung wurde Edukt 66 (70.0 mg, 0.121 mmol, 1.00 Aq.)
gelost, in 2.8 ml Dioxan wurde Fmoc-Cl (76.0 mg, 0.315 mmol, 2.60 Aq) gelost und beide
Losungen zusammengegeben und tber Nacht bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend
wurde die Reaktionsmischung mit 5 %iger Salzsiure auf pH 1 angesiuert und viermal mit
15 ml Dichlormethan ausgeschiittelt. Nach destillativer Entfernung des Losemittels wurde das
erhaltene Rohprodukt chromatographisch (MPLC, RP18, 120 g, 50 um, 50 x 2.5 cm, 265 nm,
20 mI'min', Gradient Acetonitril 80 % bis 100 % in 45 min mit 0.05 % TFA-Zusatz,
Produktpeak nach 22.0 min) gereinigt. Produkt 57 wurde als weiller Feststoff in einer Ausbeute
von 43 % (41.0 mg, 0.052 mmol) erhalten.

C,H;,N,0,: 793.945 gsmol; Smp = 133-135 °C; '"H-NMR (500 MHz, DMSO,) 8 = 1.07-
1.09 (m, 9H, CH,), 2.33 (t, °’] = 6.95 Hz, 2H, CH,), 2.43 (t, °] = 6.44 Hz, 2H, CH,), 2.67-2.76
(m, 6H, CH,), 4.19 (t, °] = 6.95 Hz, 2H, CH,), 4.27-4.31 (m, 10H, CH, CH,), 7.29-7.88 (m,
19H, CH, NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) 8 = 16.1 (CH,), 22.4, 27.9, 28.0, 38.9, 39.3
(CH,), 46.7 (CH), 65.6, 66.3 (CH,), 120.0 (CH), 125.3 (C), 127.0, 127.6 (CH), 128.2, 132.0,
140.7, 143.1, 143.9 (C,), 155.9, 170.6, 173.8 (CO); FT-IR (KBr) [ecm™] = 3320 m, 2964 s, 1709
m, 1526 m, 1449 w, 1413 w, 1261 s, 1097 s, 1020 s, 800 s; HR-MS (pos. ESI): m/z: berechnet
816.362—816.362 gemessen fiir C,oH;;N;O, + Na".
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Synthese der Verbindung 76
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Ac-Phe-OH 154 (500 mg, 2.41 mmol, 1.00 Aq.) und H-Ser(Bu)-OPhe-HCl 155 (694 mg,
2.41 mmol, 1.00 Aq.) wurden in 10 ml Dichlormethan/Dimethylformamid (1/1) gel6st, mit
2,4,6-Trimethylpyridin (959 ul, 7.24 mmol, 3.00 Aq.) und HCTU (1.20 g, 2.90 mmol, 1.20 Aq.)
versetzt und uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde Dichlormethan
destillativ unter vermindertem Druck entfernt und 200 ml eisgekihltes Wasser zur
verbleibenden Losung unter Rithren gegeben, wobei ein hochviskoses Ol ausfiel. Die wassrige
Loésung wurde abdekantiert und der verbleibende Riickstand lyophilisiert. Das erhaltene
Rohprodukt wurde chromatographisch (MPLC, RP18, 50 g, 50 pm, 25x 2.5 cm, 220 nm,

20 ml'min~', isokratisch Methanol/Wasser 65/35) gereinigt. Produkt 76 wurde in einer

b

Ausbeute von 94 % (998 mg, 2.27 mmol) als farbloses hochviskoses Ol erhalten.

C,sH,;,N,0;: 440.532 g'mol"; Smp = 79.6 °C; '"H-NMR (500 MHz, DMSO,,) § = 1.09 (s,
9H, CH,), 1.72 (s, 3H, CH;), 2.68 (dd, *] = 14.0 Hz, ‘] =103 Hz, 1H, CH,), 2.98 (dd,
’] =14.01 Hz, *] = 4.05 Hz, 1H, CH,), 3.52 (dd, *] = 9.25 Hz, ! = 4.55 Hz, 1H, CH,), 3.68 (dd,
’] =9.25 Hz, '] = 470 Hz, 1H, CH,), 4.50-4.53 (m, 1H, CH), 4.62-4.67 (m, 1H, CH), 5.15 (dd,
’] = 35.8 Hz, '] = 12.7 Hz, 2H, CH,) 7.15-7.26 (m, 5H, CH), 7.32-7.39 (m, 5H, CH), 8.10 (d,
°] = 8.45 Hz, 1H, NH), 8.31 (d, ’] = 7.80 Hz, 1H, NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) 8 =
22.4, 27.0 (CHy), 37.4 (CHy), 52.9, 53.4 (CH), 61.5, 65.9 (CH,), 72.9 (C,), 126.2, 127.7, 127.9,
128.0, 128.3, 129.1 (CH), 135.9, 138.0 (C), 169.0, 170.1, 171.8 (CO); FT-IR (ATR) [em™] =
3275 w, 2972 w, 1743 m, 1644 s, 1362 m, 1185 m, 956 w, 742 s, 694 s; HR-MS (pos. ESI)
m/z = berechnet 463.220—gemessen 463.227 fiir C,;H;,N,O; + Na".



EXPERIMENTALTEIL

Synthese der Verbindung 78
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Edukt 76 (530 mg, 1.20 mmol, 1.00 Aq) wurde in 5.3 ml Methanol gel6st, unter Argon-
atmosphire mit Pd/C (128 mg, 0.120 mmol, 10 % reines Pd) versetzt und anschlieBend bei
Raumtemperatur fir 1 h unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Danach wurde die Pd/C tber
einen Membranfilter (Nylon, 0.45 um) abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das Filtrat
destillativ unter vermindertem Druck vom Losemittel befreit. Das Produkt 78 wurde als wei3er

Feststoff in einer Ausbeute von 100 % (421 mg, 1.20 mmol) erhalten.

CsH,N,O;: 350.409 g'mol'; Smp = 145 °C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,,) & = 1.12 (s,
9H, CH,), 1.73 (s, 3H, CH,), 2.70 (dd, °] =13.9 Hz, ‘] =10.4 Hz, 1H, CH,), 3.03 (dd,
’] =13.9 Hz, ] = 4.04 Hz, 1H, CH,), 3.17 (s, 3H, CH,), 3.52 (dd, *] = 9.23 Hz, ‘] = 4.33 Hz,
1H, CH,), 3.65 (dd, °] = 9.23 Hz, ‘] = 4.90 Hz, 1H, CH,), 4.33-4.36 (m, 1H, CH), 4.59-4.64 (m,
1H, CH), 7.16-7.29 (m, 5H, CH), 8.06 (d, ’] = 8.08 Hz, 1H, NH), 8.11 (d, ’] = 8.66 Hz, 1H,
NH), 12.77 (br.s, 1H, OH); *C-NMR (125.8 MHz, DMSO,) & = 22.4, 27.2 (CH,), 37.4 (CH,),
52.9, 53.5 (CH), 61.5 (CH,), 72.8 (C), 126.1, 127.9, 129.2 (CH), 138.1 (C)), 169.0, 171.5, 171.5
(CO); FT-IR (ATR) [cm''| = 3286 br, 2969 w, 1717 m, 1647 s, 1539 s, 1363 5, 1189 5, 1101 m,
982 w, 698 s; HR-MS (neg. ESI) m/z = berechnet 349.177—gemessen 349.185 fiir
CsH,sNL O
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Edukt 78 (231 mg, 0.660 mmol, 6.60 Aq.) wurde in 1ml Dimethylformamid/N-
Methylpyrrolidin (8/2) gelost, mit DIC (93.0 ul, 0.600 mmol, 6.00 Aq.), CI-HOBt (102 mg,
0.600 mmol, 6.00 Ag.), Triamin 55 (25.0 mg, 0.100 mmol, 1.00 Aq.) versetzt und anschlieBend
fir 4 h auf 96 °C Badtemperatur erhitzt. Nach Abkiihlen der Reaktionslésung wurde diese mit
75 ml eisgekithltem Wasser unter Ruhren versetzt. Der entstanden Niederschlag wurde
abfiltriert und griindlich mit Wasser gewaschen. Der erhaltene orange-braune Feststoff wurde
chromatographisch (MPLC, SiO,, 50 um, 50 x2.5cm, 220 nm, 20 ml'min™', isokratisch
Dichlormethan/Methanol 9.2/0.8) gereinigt. Produkt 79 wurde in einer Ausbeute von 79 %
(98.0 mg, 0.079 mmol) erhalten.

CooHyN,O,,: 1246.577 g'mol; Smp > 250 °C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,) 8 = 1.05-
1.10 (m, 36H, CH,), 1.72 (s, 9H, CH,), 2.63-2.72 (m, 9H, CH,), 2.96 (dd, °] = 13.9 Hz,
‘I =438 Hz, 3H, CH,), 3.40-3.46 (m, 6H, CH,), 4.24-4.27 (m, 3H, CH), 4.33-4.38 (m, 6H,
CH,), 4.50-4.55 (m, 3H, CH), 7.15-7.25 (m, 15H, CH), 7.74 (t, °] = 4.18 Hz, 3H, NH), 7.90 (d,
°] =8.02 Hz, 3H, NH), 8.11 (d, ’J = 8.69 Hz, 3H, NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) & =
16.1, 22.4 (CH,), 23.2 (CH,), 27.1 (CH,), 37.3 (CH,), 52.9, 53.8 (CH), 61.8, 67.4 (CH,), 72.7
(C), 126.1,127.9,129.1, 131.6, 131.7 (CH), 137.9, 143.4 (C)), 169.1, 169.3, 171.1 (CO); FT-IR
(ATR) [cm'] = 3280 br, 2969 w, 2929 w, 1633 s, 1533 5, 1364 m, 1281 w, 1083 m, 874 w, 697 s;
HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet 1268.731—gemessen 1268.862 fiir Cy,Hy,N,O,, + Na”.
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Edukt 79 (42.0 mg, 0.034 mmol, 1.00 Aq) wurde in Trifluoressigsaure (1.26 ml, 16.4 mmol)
gelost und bei Raumtemperatur fur 2 h gertihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslésung mit
10 ml Wasser versetzt und der entstandene Niederschlag abfiltriert, grindlich gewaschen und
Uber Orangegel im Exsikkator getrocknet. Das Produkt 80 wurde in einer Ausbeute von 72 %

(26.0 mg, 0.024 mmol) erhalten.

C,,;H,;N,0,,: 1078.258 g'mol; Smp = 226 °C (Zersetzung); 'H-NMR (500 MHz, DMSO,)
8 = 1.07 (t, °’] =7.19 Hz, 9H, CH,), 1.72 (s, 9H, CH,), 2.63-2.72 (m, 9H, CH,), 2.97 (dd,
’ =14.0 Hz, ‘] = 4.02 Hz, 3H, CH,), 3.52-3.58 (m, 6H, CH,), 4.24-4.37 (m, 9H, CH, CH,),
4.50-4.55 (m, 3H, CH), 4.86 (br.s, 3H, OH), 7.15-7.25 (m, 15H, CH), 7.74 (t, ’] = 4.58 Hz, 3H,
NH), 8.02 (d, °] = 8.05 Hz, 3H, NH), 8.07 (d, ’] = 8.42 Hz, 3H, NH); “"C-NMR (125.8 MHz,
DMSO,) & = 16.1, 22.4 (CH,), 37.5 (CH,), 53.9, 54.7 (CH), 61.7 (CH,) 126.1, 128.0, 129.1
(CH), 131.8,138.0, 143.5 (C)), 169.1, 169.6, 171.3 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 3273 m, 1630 s,
1531 s, 1454 m, 1372 m, 1220 m, 1054 m, 950 w, 741 m, 697 s; HR-MS (pos. ESI) m/z =
berechnet 1100.543—gemessen 1100.647 fiir C;,H.-N,O,, + Na".
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Synthese der Verbindung 74
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Boc-Ser(Bzl)-OH 156 (4.74 g, 16.0 mmol, 4.00 Ag.), DIC (2.62¢g, 2.50 ml, 16.0 mmol,
4.00 Ag.) und CI-HOBt (2.72 g ,16.04 mmol, 4.00 Aq.) wurden in 20 ml DMF gel6st und nach
10 min Rithren bei Raumtemperatur wurde Triamin 55 (2.00 g, 4.01 mmol, 1.00 Aq.) zur
Losung gegeben. Die Reaktionslosung wurde anschlieBend fir 2.5 h bei 95 °C Badtemperatur
erhitzt und nach dem Abkithlen unter Rihren mit 380 ml eisgekithltem Wasser versetzt. Der
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und griindlich mit Wasser gewaschen. Das erhaltene
Rohprodukt wurde chromatographisch (MPLC, SiO,, 50 um, 50 x 5 cm, 220 nm, 80 ml'min~',
isokratisch Dichlormethan/Methanol 9.7/0.3) gereinigt. Produkt 74 wurde in einer Ausbeute
von 81 % (3.50 g, 3.24 mmol) als hellbeiger Feststoff erhalten.

CeHg,NO,,: 1081.342 g'mol'; Smp = 165-166 °C; 'H-NMR (500 MHz, CDCl,) & = 1.10
(t, ’J = 7.65 Hz, 9H, CH,), 1.39 (s, 27H, CH,), 2.57 (q, ’J = 7.53 Hz, 6H, CH,), 3.52-3.55 (m,
3H, CH,), 3.86-3.88 (m, 6H, CH,), 4.21 (br.s, 3H, NH), 4.33-4.38 (m, 3H, CH,), 4.45 (dd,
’] =247 Hz, ‘] = 11.8 Hz, 6H, CH,), 4.50-4.53 (m, 3H, CH,), 5.32 (br.s, 3H, NH), 6.18 (br.s,
3H, NH), 7.14-7.17 (m, 6H, CH), 7.26-7.27 (m, 9H, CH); "C-NMR (125.8 MHz, CDCL,) § =
16.4 (CH,), 22.9 (CH,), 28.3 (CH;), 38.3 (CH,), 54.1 (CH), 70.0, 73.6 (CH,), 80.4 (C), 127.8,
128.1, 128.6 (CH), 131.9, 137.3, 144.5 (C)), 155.5, 170.0 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 3310 m,
1690 s, 1642 s, 1523 s, 1364 m, 1303 m, 1168 s, 1103 m, 864 m, 733 s; HR-MS (pos. ESI)
m/z = berechnet 1103.604—gemessen 1103.614 fiir C,,;H,,N,O,, + Na".



EXPERIMENTALTEIL

Synthese des Rezeptors 75

¢

(@)

O
BocHN r Her
(@) NH O (0] NH o)
N NHBoc 1. TFA/HClionz., MeOH N NH,
N H
(e} 2. Aufarbeitung 0
K@ HN
O/\/go i
NH,
75

HN

©/\oﬂ/§o
NHBoc
74
Edukt 74 (3.18 g, 2.94 mmol, 1.00 Aq.) wurde in Tetrahydrofuran gelést, anschlieBend mit
konzentrierter Salzsiure (8.00 ml, 265 mmol, 90.0 Aq.) und Trifluoressigsiure (6.80 ml,
88.2 mmol, 30.0 Aq.) versetzt und 2 h bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktionskontrolle
erfolgte mittels HPLC (YMC-Pack ODS-A, 150 x 3.00 mm i. d., 5 um, 12 nm, 0.43 ml'min’,
Gradient 10 % bis 100 % Methanol mit 0.05 % TFA-Zusatz in 8.00 min, 100 % Methanol fir
8.00 min, Produktpeak nach 10.2 min). Nach vollstindiger Umsetzung des Edukts wurde das
Losemittel destillativ entfernt und das erhaltene Rohprodukt chromatographisch (MPLC,
RP18, 120 g, 50 um, 25 x 2.5 cm, 220 nm, 20 ml'min”', Gradient Methanol 60 % bis 100 % in
25 min) gereinigt. Produkt 75 wurde als hellbeiges TFA-Salz in einer Ausbeute von 44 %
(1.46 g, 1.30 mmol) erhalten. Um das freie Amin von 75 zu erhalten wurde das TFA-Salz mit
Ionentauscher Amberjet 4200 behandelt.

C..H,N,O,: 780.995 g-mol”; Smp = 195 °C (Zersetzung); 'TH-NMR (500 MHz, DMSO,)
5= 1.05 (t, °J = 7.08 Hz, 9H, CH.), 2.59-2.67 (m, 6H, CH,), 3.77 (d, ¥ = 4.70 Hz, 6H, CH,),
4.08-4.11 (m, 3H, CH), 4.30-4.39 (m, 6H, CH,), 4.52 (dd, % = 32.2 Hz, ‘] = 12.2 Hz, 6H, CH,),
7.27-7.35 (m, 15H, CH), 8.42 (d, ¥J = 3.85 Hz, 9H, NH,"), 8.66 (t, °J = 4.00 Hz, 3H, NH); “C-
NMR (125.8 MHz, DMSO,) 8 = 16.0 (CH.), 22.6, 37.7 (CH,), 52.1 (CH), 68.4, 72.3, (CH,),
127.5, 127.6, 128.2 (CH), 131.1, 137.6, 143.6 (C)), 166.1 (CO); FT-IR (ATR) [em’] = 3032 w,
2830 w, 1671 s, 1584 m, 1453 m, 1271 w, 1069 s, 1001 w, 736 s, 697 s; HR-MS (pos. ESI)
m/z = berechnet 781.465—gemessen 781.471 fir C,;H ,N,O,".



Synthese der Verbindung 81

o o
BocHN. I\, PIDA BocHN._JL .
: EE, AN, H,0 :
\H/NHZ 16°C - RT “NHs*
0

82 81

Zu einer Suspension von Boc-geschiitztem Asparagin 82 (10.0 g, 43.1 mmol, 1.00 Aq.) in
Essigester (48 ml), Acetonitril (48 ml) und Wasser (24 ml) wurde PIDA (16.6 g, 51.6 mmol,
1.20 Aq.) gegeben. Die erhaltene Suspension wurde zunichst 30 min bei 16 °C und
anschlieSend 5 h bei Raumtemperatur gertihrt. Der dabei entstandene feine weil3e Niederschlag
wurde abfiltriert, gut mit Diethylether gewaschen und im Vakuum tber Orangegel getrocknet.

Das Produkt 81 wurde in einer Ausbeute von 78 % (33.4 mmol, 6.82 g) erhalten.

C.H,(N,O,: 204.224 g-mol'; Smp = 211 °C (Zersetzung); 'H-NMR (400 MHz, DMSO,,) &
= 1.38 (s, 9H, CH,), 2.70-3.04 (m, 2H, CH,), 3.59-3.64 (m, 1H, CH) 6.15 (d, ’] = 4.44 Hz, 1H,
NH), 8.20 (br.s, 3H, NH,"); *C-NMR (100 MHz, DMSO,,) 8 = 28.1 (CH,), 40.6 (CH,), 51.0
(CH), 78.1 (C,), 155.1, 171.0 (CO); FT-IR (KBr) [cm™] = 3345 s, 2973 m, 2927 m, 1686 vs,
1531 vs, 1365 m, 1287 m, 1174 m, 846 w, 629 m; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet
227.100—gemessen 227.106 fir CgH (N,O, + Na'.

Synthese der Verbindung 83
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In 20 ml NaHCO;-Losung (2.47 g, 29.4 mmol, 3.00 Aq.) und 5 ml THF wurde Edukt 81
(2.00 g. 9.79 mmol, 1.00 Aq.) gelést und zu dieser Lésung Z-Osu (2.93 g, 11.8 mmol, 1.20 Aq.)
in 5ml THF gel6st getropft. Die Reaktionslosung wurde tber Nacht bei Raumtemperatur
gerithrt und anschlieBend das Losemittel destillativ entfernt. Das erhaltene Rohprodukt wurde
chromatographisch (MPLC, RP18, 120 g, 50 pm, 25 x 2.5 cm, 220 nm, 20 ml'min~', Gradient
Methanol 10 % bis 30 % in 30 min) gereinigt und Produkt 83 wurde in einer Ausbeute von

97 % (3.43 g, 9.52 mmol) erhalten.

C,;H,N,N,O: 360.338 gmol’; Smp = 112-114 °C; 'H-NMR (300 MHz, DMSO,) 8 =
1.36 (s, 9H, CHy), 3.20-3.33 (m, 2H, CH,), 3.65 (q, *J = 5.98 Hz, 1H, CH), 5.00 (s, 2H, CH,),
6.04 (d, ’] = 6.19 Hz, 1H, NH), 6.95 (t, °] = 4.70 Hz, 1H, NH), 7.26-7.35 (m, 5H, CH); “C-
NMR (125.8 MHz, DMSO,,) 8 = 282 (CH,), 43.7 (CH,), 54.4 (CH), 65.1 (CH,), 77.6 (C,),
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127.6,127.7,128.3 (CH), 137.3 (C,), 155.0, 155.8, 172.3 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 3358 w,
1698 m, 1669 m, 1510 s, 1369 w, 1302 w, 1254 s, 1143 m, 1104 m, 1012 m, 699 s; HR-MS
(neg. ESI) m/z = berechnet 337.141—gemessen 337.140 fur C,(H, N,Oy".

Synthese der Verbindung 84
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Edukt 83 (962 mg, 2.67 mmol, 6.00 Aq.) wurde in 8 ml DMF und 2 ml NMP gel6st und
anschlieBend mit CI-HOBt (453 mg, 2.67 mmol, 6.00 Aq.) und DIC (416 pl, 2.67 mmol,
6.00 Aq.) versetzt. Die Reaktionslosung wurde 10 min bei Raumtemperatur gerithrt bevor
Ammoniumsalz 75 (500 mg, 0.445 mmol, 1.00 Aq.) und DIPEA (251 ul, 1.47 mmol, 3.30 Aq.)
zugegeben wurden. Die Reaktionslésung wurde anschlieend fiir 3 h bei 95 °C Badtemperatur
erhitzt. Nachdem die Lésung abgekiihlt war wurden unter Rithren 200 ml eisgekiihltes Wasser
zugegeben und der entstandene Niederschlag abfiltriert und mit Wasser gewaschen. Das
erhaltene Rohprodukt wurde anschlieBend chromatographisch (MPLC, SiO,, 50 pm,
50x2.5cm, 220nm, 20 ml'min”, isokratisch Dichlormethan/Methanol/Triethylamin
9.5/0.5/0.1 %) gereinigt. Produkt 84 konnte als hellgelber Feststoff in einer Ausbeute von
77 % (597 mg, 343 mmol) erhalten werden.

CysH 5 N,,0,: 1742.016 g'mol™; Smp = 217-218 °C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,)) & =
1.00 (¢, °] = 7.25 Hz, 9H, CH,), 1.35 (s, 27H, CH,), 2.57-2.63 (m, 6H, CH,), 3.17-3.22 (m, 3H,
CH,), 3.27-3.31 (m, 3H, CH,), 3.52-3.60 (m, GH, CH,), 4.04-4.09 (m, 3H, CH), 4.19-4.21 (m,
3H, CH,), 4.36-4.38 (m, 3H, CH,), 4.44 (dd, > = 15.1 Hz, ‘] = 12.4 Hz, 6H, CH,), 4.53-4.57
(m, 3H, CH), 4.99 (dd, > = 15.5 Hz, *] = 12.7 Hz, 6H, CH,), 6.94 (d, °] = 7.50 Hz, 3H, NH),
7.18 (t, °] = 5.32 Hz, 3H, NH), 7.25-7.34 (m, 30H, CH), 7.85 (d, *J = 7.38 Hz, 3H, NH), 7.99
(br.s, 3H, NH); ®*C-NMR (125.8 MHz, DMSO,) 8 = 16.0 (CH,), 22.4 (CH,), 28.1 (CH,), 37.3,
42.1 (CH,), 52.1, 54.8 (CH), 65.4, 70.0, 72.0 (CH,), 78.5 (C,), 127.4, 127.6, 127.7, 128.1, 128.3
(CH), 131.6, 137.0, 138.1, 143.6 (C,), 155.2, 156.2, 169.0, 169.9 (CO); FT-IR (ATR) [cm'] =



3293 m, 2972 w, 2930 w, 1686 s, 1635 s, 1518 s, 1365 m, 1256 s, 1162 s, 904 w, 734 s, 695 s;
HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet 1764.862—gemessen 1764.862 fiir Cy;H,,)N;,0,, +Na".

Synthese des Rezeptors 85
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Edukt 84 (769 mg, 0.441 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 16 ml Dichlormethan suspendiert und
anschlieBend mit Trifluoressigsiure (3.06 ml, 39.7 mmol, 90.0 Aq.) versetzt. Die Umsetzung
der anschlieBend klaren Loésung wurde per HPLC (YMC-Pack ODS-A, 150 x 3.00 mm 1i. d.,
5um, 12 nm, 0.43 ml'min”, Gradient 70 % bis 100 % Methanol mit 0.05 % TFA-Zusatz in
8.00 min, Produktpeak nach 4.98 min) verfolgt. Nach Rihren tber Nacht wurde die
Reaktionslésung am  Rotationsverdampfer eingeengt und das erhaltene braune Ol
chromatographisch (MPLC, RP18, 120 g, 50 pm, 25 x 2.5 cm, 220 nm, 20 ml'min~', Gradient
Methanol 80 % bis 100 % in 25 min) gereinigt. Mittels Ionentauscher Amberlit 42000 konnte
aus dem als TFA-Salz isolierten Produkt das freie Amin erhalten werden. Produkt 85 konnte als

freies Amin in einer Ausbeute von 77 % (490 mg, 0.340 mmol) erhalten werden.

C,sHyN,0,5: 1441.668 g'mol”; Smp = 212 °C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,,) & = 0.98 (t,
T =17.06 Hz, 9H, CH,), 2.58-2.63 (m, 6H, CH,), 3.43-3.46 (m, 6H, CH,), 3.58-3.65 (m, GH,
CH,), 4.00 (br.s, 3H, CH), 4.26-4.34 (m, 6H, CH,), 4.44 (dd, ’] = 21.2 Hz, ‘] = 12.2 Hz, 6H,
CH,), 4.61-4.64 (m, 3H, CH), 5.02 (s, 6H, CH,), 7.25-7.36 (m, 30H, CH), 8.18 (br.s, 3H, NH),
8.29 (br.s, 9H, NH;"), 8.84 (d,’] = 7.75 Hz, 3H, NH); "*C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) & =
16.0 (CH,), 22.4, 37.6, 42.6 (CH,), 52.1, 52.9 (CH), 65.7, 69.9, 72.1 (CH,), 127.4, 127.4, 127.8,
127.9, 128.2, 128.3 (CH), 131.5, 136.7, 138.0, 143.6 (C.), 156.3, 166.8, 168.6 (CO); FT-IR
(ATR) [cm'] = 3285 w, 2873 w, 1640 s, 1525 s, 1375 w, 1263 m, 1202 m, 1123 m, 835 w, 695 s;
HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet 1441.719—gemessen 1441.745 fiir C;,;H,,N,O,".



EXPERIMENTALTEIL

Synthese des Rezeptors 86
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Edukt 85 (205 mg, 0.115 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 4 ml Dichlormethan/Methanol 1/1
gelost, unter Argonatmosphire mit Pd/C (37.0 mg, 0.035 mmol, 10 % Pd pro Amin) versetzt
und anschlieBend unter Wasserstoffatmosphire geriihrt. Die Umsetzung des Edukts 85 wurde
mittels HPLC (YMC-Pack ODS-A, 150 x 3.00 mm i. d., 5 um, 12 nm, 0.43 ml'min", Gradient
10 % bis 100 % Methanol mit 0.05 % TFA-Zusatz in 8.00 min, Produktpeak nach 2.89 min)
verfolgt. Nach Rithren tiber Nacht wurde die Pd/C tber einen Membranfilter (Nylon, 0.45 um)
abfiltriert mit Methanol, Wasser und 5 %iger Salzsiure gewaschen und das Filtrat am
Rotationsverdampfer vom Losemittel befreit. Das erhaltene Rohprodukt wurde chromato-
graphisch (MPLC, RP18, 120 g, 50 pm, 25 x 2.5 cm, 220 nm, 20 ml'min~', Gradient Methanol
10 % bis 50 % in 35 min mit 0.05 % TFA-Zusatz) gereinigt und anschlieBend zum Chloridsalz
umgesalzen. Produkt 86 wurde als weiles Chloridsalz in einer Ausbeute von 45 % (65.0 mg,

0.052 mmol) erhalten.

C;,H,,CIN,,0,: 1258.038 gmol”; Smp =174 °C (Zersetzung); 'H-NMR (500 MHz,
DMSO,,) 8 = 1.03 (t, ’] = 7.55 Hz, 9H, CH,), 2.55-2.64 (m, 6H, CH,), 3.21-3.31 (m, 6H, CH,),
3.63-3.71 (m, 6H, CH,), 4.25-4.36 (m, 9H, CH, CH,), 4.47 (dd, *] = 30.5 Hz, ‘] = 12.0 Hz, 6H,
CH,), 4.60-4.63 (m, 3H, CH), 7.27-7.34 (m, 15H, CH), 8.25 (br.s, 18H, NH;"), 8.38 (br.s, 3H,
NH), 8.91 (d,’] = 5.86 Hz, 3H, NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) 8 = 16.0 (CH.,), 22.4,
37.8 (CH,), 50.2, 53.3 (CH), 69.6, 72.1 (CH,), 127.4,127.6, 128.2 (CH), 131.3, 137.8, 143.8 (C,),
158.3, 169.0 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 3193 br, 2969 br, 1715 m, 1637 s, 1539 s, 1365 m,
1216 m, 1038 w, 840 w, 609 s.



6.4.4 Synthesen der Vergleichsrezeptoren 89 und 87

Synthese der Verbindung 88
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Boc-Glycin 157 (2.81 g, 16.0 mmol, 4.00 Aq.), CI-HOBt (2.72 g, 16.0 mmol, 4.00 Aq.) und
DIC (2.02g, 16.0 mmol, 4.00 Aq.) wurden in 20ml DMF gelést und 10 min bei
Raumtemperatur gerithrt. Danach wurde Triamin 55 (2.00 g, 4.01 mmol, 1.00 Aq.) zur
Reaktionslosung gegeben und diese bei 95 °C Badtemperatur fir 3.5 h erhitzt. Nach Abktihlen
der Losung wurde diese mit 380 ml eisgekiihltem Wasser unter Ruhren versetzt. Der
entstandene Niederschlag wurde abfiltriert und griindlich mit Wasser gewaschen. Das erhaltene
Rohprodukt wurde chromatographisch (MPLC, SiO,, 50 um, 80 x 5 cm, 220 nm, 80 ml'min™',
isokratisch Dichlormethan/Methanol/Triethylamin 9.5/0.5/0.1 %) gereinigt. Produkt 88

wurde in einer Ausbeute von 56 % (1.63 g, 2.26 mmol) erhalten.

C;H N,O,: 720.896 g'mol™; Smp = 93-95 °C; 'H-NMR (500 MHz, DMSO,,) 8 = 1.08 (t,
’T=7.03Hz, 9H, CH,), 136 (s, 27H, CH,), 2.66 (q, ’J = 7.04 Hz, 6H, CH,), 3.52 (d,
°] = 5.80 Hz, 6H, CH,), 4.30 (d, °] = 4.28 Hz, 6H, CH,), 6.90 (t, °’] = 6.05 Hz, 3H, NH), 7.64
(br.s, 3H, NH); "C-NMR (125.8 MHz, DMSO,,) & = 16.1 (CH,), 22.4 (CH,), 28.2 (CH,), 37.0,
43.0 (CH,), 78.0 (C), 132.0, 143.3 (C), 155.7, 168.9 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 2359 m,
1649 s, 1503 m, 1290 m, 1161 m, 847 m, 634 m, 616 m; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet
743.431—gemessen 743.660 fiir C;;H  N,O, + Na™.



EXPERIMENTALTEIL

Synthese der Verbindung 89
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Edukt 88 (1.50 g, 2.08 mmol, 1.00 Aq.) wurde in 15 ml Methanol gel6st, mit konzentrierter
Salzsdure (5.76 ml, 187 mmol, 90.0 Aq.) versetzt und fiir 30 min geriihrt. Die Umsetzung des
Edukts wurde mittels HPLC-Kontrolle (YMC-Pack ODS-A, 150 x 3.00 mm i. d., 5 um, 12 nm,
0.50 ml'min”, Gradient 10 % bis 100 % Methanol mit 0.05 % TFA-Zusatz in 8.00 min,
Produktpeak nach 6.72 min) verfolgt. Der entstandene Feststoff wurde abfiltriert und mit
Wasser gewaschen. Produkt 89 konnte in einer Ausbeute von 81 % (893 mg, 1.68 mmol)
erhalten werden. Um Produkt 89 auch als freies Amin zu erhalten, wurden 89 (300 mg,
0.566 mmol) in 6 ml Wasser gelost und mit 6 ml einer 10 %igen Natriumhydroxidlésung
versetzt. Nach wenigen Minuten Rithren bei Raumtemperatur viel ein weiler Niederschlag aus,
der abfiltriert und mit Wasser gewaschen wurde. Produkt 89 konnte als freies Amin in einer

Ausbeute von 62 % (148 mg, 0.352 mmol) erhalten werden.

C,H,,CLN,O;: 529932 g'mol’; Smp >270°C (Zersetzung); 'H-NMR (500 MHz,
DMSO,,) & = 1.10 (t, ’] = 7.46 Hz, 9H, CH,), 2.69 (q, ’] = 7.46 Hz, 6H, CH,), 3.52 (s, 6H,
CH,), 4.37 (d, °] = 4.35 Hz, 6H, CH,), 8.26 (br.s, 9H, NH,"), 8.55 (t, ’] = 4.41 Hz, 3H, NH);
PC-NMR (125.8 MHz, DMSO,) & = 16.1 (CH,), 22.6, 37.2, 40.0 (CH,), 131.5, 143.4 ((OH)
165.5 (CO); FT-IR (ATR) [cm™] = 3287 m, 2893 m, 2639 w, 1662 s, 1589 w, 1539 s, 1493 m,
1444 w, 1400 w, 1253 m, 1003 w, 929 w, 694 m; HR-MS (pos. ESI) m/z = berechnet
421.292—gemessen 421.299 fir C,,H;,N,O;".



Synthese der Verbindung 87
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