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A Einleitung
1. Supramolekulare Chemie

,Supramolekulare Chemie ist die Chemie der intermolekularen Bindung®; sie umfasst damit die
Strukturen und Funktionen der Einheiten, welche aus der Assoziation einzelner molekularer Bauteile
gebildet werden.! So wie die molekulare Chemie, die Chemie der kovalenten Bindung, sich mit den
Regeln befasst, welche die Strukturen, Eigenschaften und Transformationen der Molekile
bestimmen, so beschaftigt sich die supramolekulare Chemie mit den Gesetzen der intermolekularen
Krafte und den daraus resultierenden Bindungen in Molekil-Assoziationen. Die Entwicklung
supramolekularer Systeme benétigt daher neben den synthetischen Methoden der molekularen
Chemie, die gleichzeitige und gezielte Errichtung von nicht-kovalenten Wechselwirkungen, um damit
stabile supramolekulare Einheiten aufzubauen.

Die Partner einer solchen supramolekularen Einheit werden allgemein als molekularer Rezeptor und
als Substrat bezeichnet, wobei das Substrat in der Regel die kleinere Komponente darstellt, welche
durch den Rezeptor gebunden wird.> Diese Terminologie spiegelt sich in ihrer Verbindung zu
biologischen Rezeptoren und Substraten, flir die bereits Paul Ehrlich proklamierte, dass Molekiile
nicht agieren, solange sie nicht gebunden sind (,,Corpora non agunt nisis fixata“).> Solche Molekiil-
Interaktionen bilden damit die Basis fir die hoch selektiven Erkennungs-, Reaktions- und
Regulationsprozesse, welche in der Natur genutzt werden und sich beispielsweise wiederfinden in
der Bindung von Substraten durch Rezeptorproteine oder auch in den katalytischen Reaktionen der
Enzyme.

Die Entwicklung von synthetischen, abiotischen Rezeptoren, die befihigt sind Prozesse von solch
hoher Effizienz und Selektivitdat nachzuahmen, erfordert die exakte Manipulation der energetischen
und stereochemischen Bedingungen fiir nicht-kovalente, intermolekulare Krafte (Van der Waals- und

Coulomb-Wechselwirkungen, hydrophobe Wechselwirkungen und Wasserstoff-Briicken-Bindungen).

MOLEKULAR SUPRAMOLEKULAR MAKROMOLEKULAR
A MOLEKULARE SELBST-
ERKENNUNG ORGANISATION

N Synthese
—_—
E> Kovalente

C/ \ Bindung Translokation
D (z.B. Amphiphil)
! Komplexierung [ sypermolekiil Polymolekular SUPE?”:]‘)'ikU'are
—_— inheiten
Intermolekulare (_(Host-Guest) (Vesikel, Micelle)
Bindung Transformation
(z.B. Katalyse)

Abb. 1: Von der molekularen zur makromolekularen Chemie: Molekiile, ,Supermolekile” und

supramolekulare Einheiten.!



1.1 Molekulare Erkennung

So entsteht mit Hilfe der klassischen molekularen Chemie ein synthetischer Rezeptor, der durch die
nicht-kovalente und selektive Bindung seines Substrates zu einem ,Supermolekil” oder auch als
Host-Guest-Komplex werden kann.?

Diese Komplex-Bildung beinhaltet die Fahigkeit zur Unterscheidung zwischen moglichen Substraten
und basiert daher auf dem Prinzip der molekularen Erkennung. Somit lasst sich die molekulare
Erkennung auch als ein Prozess definieren, in dem sowohl das Binden als auch die Selektion eines
Substrates beinhaltet und durch den bestimmte Funktionen ausgel6st werden, womit die
supramolekulare Chemie zu einer Frage von Informationsspeicherung und dem Ablesen dieser
Informationen wird."* Die Stabilitat und damit auch die Selektivitit des Komplexes werden bestimmt
durch seine thermodynamischen und kinetischen Eigenschaften, d.h. der Menge an Energie und
Information, die in seinen Bestandteilen gespeichert werden kann. Diese Informationen sind sowohl
in der Architektur des Rezeptors als auch in seinen Bindungsstellen (Anzahl, Art, Orientierung)
enthalten und ergeben zusammen eine optimale Menge an Informationen fiir ein bestimmtes
Substrat. Rezeptor und Substrat stellen somit Strukturen einer doppelten Komplementaritat dar, die
sowohl elektronische als auch sterische Aspekte umfasst und letztlich zu dem ,,Schliissel-Schloss“-
Prinzip, wie es 1894 durch Emil-Fischer beschrieben wurde, fuhrt.?

Tragt der Rezeptor zusatzlich zu seinen Erkennungsmerkmalen auch noch funktionelle Einheiten, ist
er in der Lage, eine chemische Transformation in seinem gebundenen Substrat zu induzieren, indem
er dessen stereoelektronische Eigenschaften manipuliert und die Reaktionspartner in engen Kontakt
zueinander bringt. Durch die Selektion und das Binden des Substrates, der anschliessenden
chemischen Transformation und der Freisetzung des Produktes vollendet sich der katalytische Zyklus,
wie er von Enzymen bekannt ist und wie er in der supramolekularen Katalyse oder mit synthetischen
Enzymen versucht wird nachzuahmen.®’

Mit der Bindung eines Substrates durch seinen Rezeptor lassen sich neben den molekularen aber
auch makroskopische Prozesse beeinflussen und steuern. Dies zeigt sich in dem selektiven Transport
von lonen oder Coenzymen entgegen dem Konzentrationsgradienten in Zellkompartimenten oder
der Selbstorganisation von viralen Bestandteilen zu ihrer dreidimensionalen Struktur. Eine
supramolekulare Spezies stiitzt sich daher zuerst auf ihre Fahigkeit zur Selektion, welche es dann im

Weiteren ermoglicht, hochst effiziente Transformationen oder Regulationsprozesse auszulosen.



1.2 Selbstorganisation

In der Natur erfolgt der Sprung von der molekularen zur makroskopischen Ebene durch eine
hierarchische Form der Selbstorganisation. Die zusatzliche Ebene lasst sich durch die Inkorporation
des anfanglichen Rezeptor-Substrat-Komplexes in eine kollektive, polymolekulare Einheit vollziehen,
wie sie sich in den Doppelschichten von Zellkompartimenten oder Vesikeln wiederfindet. Hierbei
muss allerdings auch zwischen den unterschiedlichen Bedingungen fiir die Selbstorganisation der
Komponenten auf den jeweiligen Ebenen unterschieden werden.?

Jean-Marie Lehn, einer der Mitbegriinder dieses Feldes, unterschied daher eine hierarchische
Ordnung in den Begriffen ,self-assembly’ und ,self-organisation’.’® Zusammengenommen erfassen
diese Bezeichnungen den gesamten Prozess, der es vorprogrammierten Molekdilen erlaubt, in einer
genau definierten Form zusammenzukommen, um dadurch gréssere Einheiten von erst zwei- und
dann dreidimensionaler Struktur aufzubauen. ,Self-assembly’ beschreibt darin allein Prozesse, die
durch molekulare Erkennung ausgerichtet werden und aus der reversiblen, spontanen Assoziation
von einer limitierten Anzahl an Komponenten entstehen.™? ,Self-organisation hingegen bezieht sich
auf Prozesse von hoherer Ordnung, die sowohl die Wechselwirkungen zwischen einer limitierten
Anzahl an Komponenten, als auch die Integration solcher primadren Einheiten in kollektive,
polymolekulare Formationen umfasst.'?

Thermodynamisch betrachtet, kann der Prozess der molekularen Erkennung durch ein Rezeptor-
Molekiil mittels der freien Enthalpie (AG) des Systems charakterisiert werden, welche durch die
Bindung des passenden Substrates minimiert wird. Auf der makroskopischen Ebene hingegen
missen supramolekulare Einheiten, wie Doppelschichten oder Vesikel, als zwei-phasige Systeme
betrachtet werden, die wiederum durch die partiellen freien Enthalpien der Komponenten bestimmt
werden. Durch die Einflhrung der partiellen Grossen ldsst sich das chemische Potenzial einer
Substanz definieren, d.h. ihr Ma, eine chemische Reaktion oder einen physikalischen Vorgang
anzutreiben. In anderen Worten also, der Grad an Informationen, der auf molekulare Ebene in der
Bindung von Rezeptor und Substrat gespeichert ist und inwieweit diese Informationen auf
makroskopische Ebene und physikalische Prozesse vermittelt werden kénnen.

Diese Differenzierung zeigt sich auch in den unterschiedlichen Herangehensweisen, Selbst-
Organisationen von héherer Ordnung durch synthetische Methoden zu erreichen. Auf der einen Seite
lassen sich makroskopische Einheiten oder Strukturen durch die Phasenverschiebung von polymeren
Einheiten induzieren, die Elemente mit hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften besitzen und
mittels Polymerisationsreaktionen hergestellt werden und daher auf kovalenten Bindungen beruhen
(sog. Blockcopolymere).’ Diese Bausteine sind in der Regel von hohem Molekulargewicht und ihre
polymolekulare Anordnung beruht grosstenteils auf hydrophoben Wechselwirkungen, die durch den

hydrophoben Effekt gesteuert werden und daher weniger selektiv ablaufen.*®



Auf der anderen Seite bestehen grosse Anstrengungen eine vergleichbare Selektivitat zu natdrlich
vorkommenden Systemen zu erreichen, indem synthetische Enzyme oder molekulare Rezeptoren
entwickelt werden, die einzelne Transformationen oder die Bindung bestimmter Molekiile
ermoglichen.”*!

Fir die synthetische Entwicklung von komplexen, makromolekularen Einheiten von héherer Ordnung
ist es jedoch unablassig beide Konzepte zu vereinen, da der Bauplan fiir die makroskopische Form
bereits in dem Supermolekiil enthalten sein muss, um somit eine zielgerichtete Synthese von
supramolekularen Strukturen zu ermoglichen. Der Selektionsprozess auf der Ebene der molekularen
Erkennung wirde dadurch einen spontanen und parallelen Aufbau von makromolekularen Einheiten

mit unterschiedlicher Struktur und Funktion erlauben.

2. Molekulare Rezeptoren

Die Entwicklung molekularer, synthetischer Rezeptoren begann mit der Entdeckung der Host-Guest-
Komplexe, in denen Metall-lonen durch Kronen-Ether gebunden wurden®*? und der Synthese von
grosseren Host-Molekilen, die in der Lage sind kleine Substrate (z.B. Harnstoffe) iber die Ausbildung

11> Bereits diese relativ simplen

von Wasserstoff-Briicken Bindungen zu komplexieren.
Rezeptormolekiile zeigen eine hohe Selektivitat gegeniliber einzelnen Molekiilen oder lonen und
kénnen lber die molekulare Erkennung bzw. die Bindung ihres Substrates fiir die Weiterleitung von
Informationen genutzt werden. Ein eindrucksvolles Beispiel stellt der Kronenether in Abbildung 2 und

dessen Einsatz in der medizinischen Diagnostik dar:*®

Cng/\ OR

L Jocee

I

Abb. 2: Kronen-Ether Derivat fiir die Komplexierung von K*-lonen.™®

In der Medizin ist es oftmals notwendig, die Blutkonzentration von O,, Glukose, etc. zu bestimmen;
bislang bestanden allerdings keine praktischen Methoden fiir die Bestimmung des K*-lonen-Gehalts
im Blut. Dieses Problem in der klinischen Analyse konnte mit dem Einsatz dieser Verbindung gel6st
werden, welche durch die Komplexierung von K'-lonen eine Fluoreszenz-Emission verursacht, die
proportional zu der Konzentration an K'-lonen in dem Blutserum ist. Diese Konstruktion ist ein

ausgezeichnetes Beispiel flir den diagnostischen Einsatz von supramolekularer Chemie zum Dienste
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der Allgemeinheit. Die Verwendung von Kronen-Ethern beschrankt sich allerdings auf die Selektion
von Metall-lonen, weshalb es notig ist, fortlaufend neue Rezeptoren zu entwickeln, die auch
komplexere Strukturen erkennen und binden.

Bei dem Design eines kiinstlichen Rezeptors muss zuerst bericksichtigt werden, dass der Rezeptor
und sein Substrat Gber eine moglichst grosse Flache in Kontakt treten. Dies ist der Fall, wenn der
Rezeptor das Substrat weitestgehend bedeckt, um so eine moglichst grosse Anzahl an nicht-
kovalenten Wechselwirkungen einzugehen und damit die molekulare Grésse, Form und Architektur
des Substrates bestens erfasst.!

Dies lasst sich durch den Aufbau von Bindungstaschen erreichen und findet sich z.B. in
verschiedenen Container-Molekiilen wie den Cyclodextrinen oder den Cucurbiturilen wieder, die
allerdings nur einfache aromatische oder aliphatische Verbindungen als Substrate erkennen und

17,18

binden. Sie stellen damit einen unspezifischeren Ausgangspunkt fiir eine selektive Selbst-

Organisation dar, da sich in den Rezeptoren weniger Information speichern lasst.

o N N
H o)\N H \NJ\N/ H N/&o
0L 0o 07 [ OH H%N eNH

; Y

Abb. 3: a-Cyclodextrin und Cucurbituril als Besispiele fiir Container-Molekiile.

Dennoch besteht ein grosses Interesse an solchen Einschlussverbindungen, da sie durch die Bindung
eines Gast-Molekils kontrollierte Selbst-Organisationen ermoglichen und sich die geformten
makromolekularen Einheiten auch gezielt wieder auflésen lassen”. Bislang werden diese nicht-
kovalenten Wechselwirkungen meist Uber die Funktionalisierung von Blockcopolymeren in
makromolekulare Einheiten integriert. Beispielsweise lasst sich die Amphiphilitdit von Polymeren
beeinflussen, die aus zwei hydrophoben Blocken bestehen und von denen ein Block Uber die
gesamte Kettenlinge mit Cyclodextrinen funktionalisiert wurde.” Durch die Bindung eines
Gastmolekiils dndert sich die Polaritat der Cyclodextrine und in Folge auch des gesamten Blockes,
wodurch eine amphiphile Struktur entsteht, die fiir die Selbst-Organisation in Vesikel verantwortlich
ist. Eine weitere Moglichkeit ergibt sich durch die Funktionalisierung der Kettenenden von Polymeren
mit Container-Molekilen bzw. den entsprechenden Gast-Molekiilen.” Auf diese Weise lassen sich
Homopolymere, jeweils aus einem hydrophoben und einem hydrophilen Block bestehend, herstellen,

die erst durch die Host-Guest-Bindung ein supramolekulares Amphiphil bilden, welches dann einer
9



makromolekularen Selbst-Organisation zu Vesikeln unterliegt. Neben diesen Methoden, die
Einschlussverbindungen fir den Aufbau ihrer makromolekularen Strukturen nutzen, besteht auch
noch die Maoglichkeit Container-Molekiile selbst mittels kovalenter Konjugation mit einer
hydrophoben, polymeren Einheit in eine amphiphile Verbindung zu (iberfiihren. Dadurch lassen sich
amphiphile Strukturen aufbauen, deren hydrophile Kopfgruppe das Container-Molekil selbst
darstellt.”* Die Selbst-Organisation in Vesikel erfolgt daher aus dem amphiphilen Charakter des
Polymer-verkniipften Container-Molekiils, das sich in eine makromolekulare Form anordnet und ihre
hydrophile Kopfgruppe dabei an der Oberflache des Vesikels orientiert. Die nach aussen gerichteten
Container-Molekille koénnen dadurch fir Host-Guest-Bindungen genutzt werden, die eine
Funktionalisierung des vorgeformten Vesikels ermoéglichen und so etwa zur Immobilisierung der
Partikel verwendet werden oder auch fiir eine nicht-kovalente Verknipfung mit Vesikeln oder
Kohlenhydraten.*

Neben der Verwendung von polymeren Einheiten fir den Aufbau von Vesikeln, gewinnen auch
Peptide immer mehr an Bedeutung als Bausteine fiir makromolekulare Einheiten.”® Auf Grund ihrer
relativ einfachen Herstellung und der Diversitat ihrer Strukturen, bieten sie eine ideale Plattform fir
die Entwicklung von Systemen, die zu spontaner Selbst-Organisation befahigt sind. Mit Verwendung
von amphiphilen Peptiden, bestehend aus hydrophoben und hydrophilen Aminosauren, lassen sich
Vesikel herstellen, die eine Vielzahl an weiteren Transformationen erméglichen und sich durch
Variation ihrer Seitenketten sehr einfach (ber externe Parameter beeinflussen lassen (z.B.
Losungsmittelveranderungen, pH-Wert, Temperatur).24

Zusatzlich bieten Peptide die Fahigkeit Informationen auf molekularer Ebene zu speichern;? dies ist
eine notwendige Voraussetzung fiir die molekulare Erkennung komplexerer Substrate und zeigt sich
an n Rezeptoren, die fiir die Erkennung von einzelnen Di- und Tripeptiden entwickelt wurden.”
Solche Rezeptoren besitzen komplexere Architekturen, wodurch sie in der Lage sind, eine grosserer

Menge an Informationen zu speichern und eine sehr viel differenziertere molekulare Erkennung

zeigen.
CcoO
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Abb. 4: Macropolycyclischer Rezeptor fiir die Bindung von Peptiden.”
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Ein Beispiel fir solche Rezeptoren sind makropolyzyklische Verbindungen, deren Bindungstasche
durch zwei Makrozyklen und einen zentralen, rigiden Linker aufgebaut ist, wodurch sich auch
komplexere Substrate wie Peptide binden lassen (Abbildung 4). Die ,zweiarmige” Struktur solcher
Rezeptoren erweist sich als ideal, um die richtige Balance zwischen einer gewissen Flexibilitdt und
struktureller Fixierung zu finden, die fiir eine effektive Bindung von komplexeren Substraten benétigt
wird.?®

Die Bindung des Substrates durch einen Rezeptor beruht auf den Informationen, die in seiner
Struktur enthalten sind; das Ablesen dieses gespeicherten Inhalts kann auf der makroskopischen
Ebene zu dem spontanen Prozess der Selbst-Organisation fiihren, wenn in dem Supermolekiil
Eigenschaften induziert werden, die zur Ausbildung von dreidimensionalen, makromolekularen
Einheiten fliihren. Wie gezeigt, ergibt sich eine Moglichkeit durch die nicht-kovalente Verknilpfung

202b 0y rch das Binden seines Substrates

von supramolekularen Partnern unterschiedlicher Loslichkeit.
kann ein hydrophober Rezeptor seine LOsungseigenschaften soweit erweitern, dass in dem
Supermolekiil eine amphiphile Struktur entsteht, wenn die Substrat-Bindung stabil genug ist und das
Substrat durch seine Grosse die hydrophoben Einfllisse aufwiegt.

In dieser Arbeit wird im ersten Teil gezeigt, wie sich eine hierarchische Selbstorganisation, ausgehend
von einem peptidischen Rezeptor, lber die Bindung seines pegylierten Substrats (ein Tripeptid) und
dem daraus resultierenden, amphiphilen Supermolekiil, zu der makroskopischen Struktur eines
Vesikel ausweiten lasst (Kapitel 3). Mit der Selektion aus unterschiedlichen Substraten durch den
Rezeptor, eroffnet sich erstmalig die Moglichkeit eine supramolekulare Einheit, wie sie ein Vesikel
darstellt, durch den Informationsgehalt, der in einem einzigen Molekil gespeichert ist, aufzubauen.

Entscheidend ist dabei der Prozess der molekularen Erkennung, aus dem sich erst eine héhere Selbst-

Organisation entwickeln kann, die dadurch auch programmierbar und steuerbar gemacht wird.

3. Kompartiment-Bildung und Organokatalyse

Der Aufbau von supramolekularen Einheiten, die sich durch die spontane Selbst-Organisation von z.B.
Phospholipiden oder amphiphilen Blockcopolymeren aufbauen lassen, fiihren in der Regel zu der
Bildung von Kompartimenten, wie sie sich in Zellen oder Vesikeln wiederfinden. Die Kompartiment-
Bildung stellt eines der grundlegenden Prinzipien in der Natur dar und befdhigt die lebende Zelle zu
ihren hoch komplexen und differenzierten Aufgaben.” Durch die Verankerung von
Membranproteinen in den Doppelschichten der Zellwand kdnnen sehr spezifische Funktionen

ausgelost werden, die direkt an der Grenzschicht zwischen extra- und intrazellularem Raum
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vermitteln und damit z.B. Signaltransduktionen steuern, die sowohl bis in den Zellkern als auch nach
aussen zu benachbarten Zellen geleitet werden kdnnen.

Entscheidend ist hierbei die Orientierung bzw. die Integration von reaktiven Gruppen an der
Oberflache der jeweiligen Kompartimente. Dies erlaubt es, zwischen den unterschiedlichen
Bedingungen (Medium, Konzentration an Protonen, lonen, etc.), die ausserhalb und innerhalb des
Kompartimentes vorherrschen, zu vermitteln und auch kontrollierte mehrstufige Reaktionen
auszulosen.? Die Selbst-Organisation von amphiphilen Molekiilen in Doppelschichten oder Vesikeln
stellt zwar einen gerichteten Prozess dar, dennoch mangelt es dabei an Selektionsmoglichkeiten. Um
Strukturen hoherer Ordnung und Funktionalitdit zu erreichen, missen daher zuséatzliche
Kontrollinstanzen, wie die molekulare Erkennung, eingebaut werden.

Im ersten Teil dieser Arbeit wird dieser Ansatz durch die Verwendung eines molekularen,
hydrophoben Diketopiperazin-Rezeptors verfolgt, der durch die Bindung seines peptidischen
Substrats neue Losungseigenschaften entwickelt und dadurch zu selektiven Selbst-Organisationen
hoherer Ordnung befahigt wird. Eine weitere Moglichkeit bildet die Verwendung von amphiphilen
Verbindungen, die von sich aus zur Selbst-Organisation befdhigt sind und die bereits reaktive
Gruppen in ihrer Architektur enthalten. Eine gerichtete Selbst-Organisation solcher Amphiphile fihrt
durch das Arrangement der hydrophoben und hydrophilen Bestandteile zu der Lokalisation von
kovalent verknipften, reaktiven Einheiten an eben dieser Grenzflache, so dass sich die reaktiven
Zentren an der Oberflache der gebildeten supramolekularen Einheiten integrieren lassen.

Dieser Strategie folgend, wird im zweiten Teil dieser Arbeit ein katalytisch aktives Tripeptid mit Hilfe
einer Alkylierung soweit modifiziert, dass es eine amphiphile Struktur einnimmt und womit sich eine
Selbst-Organisation der Molekiile erreichen ldsst, so dass die katalysierte Reaktion in einem Zwei-
Phasen-System erfolgt. Es wird gezeigt, dass eine derartige Kompartimentalisierung innerhalb des
Reaktionsgemisches zu héheren Enantioselektivitdten fihrt, als sie in homogenen Systemen zu

erreichen sind.
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B Spezieller Teil I: Amphiphile Rezeptor-Ligand-Systeme
1. Zweiarmige Peptid-Rezeptoren

Fir die Entwicklung eines Systems, das es ermdglicht eine makromolekulare Einheit auf der Basis von
selektiven nicht-kovalenten Wechselwirkungen aufzubauen, werden synthetische Rezeptoren
benotigt die eine dusserst selektive und stabile intramolekulare Bindung zu ihrem Liganden
ausbilden. Fir eine derartige Bindung muss das Rezeptormolekil in der Lage sein, eine
Bindungstasche zu bilden, die durch ihre Architektur genligend Bindungsstellen vereint, um den
Liganden mit ausreichender Selektivitat zu erfassen.’ »Zweiarmige” Rezeptoren, die aus einem
zentralen, starren Grundgerist bestehen, das seitliche Peptid-Ketten trdgt, bilden ausgezeichnete
Voraussetzungen fir derartige Bindungen, da sie eine hohe Diversitdt ermoglichen und die richtige

25,26

Balance aus Praorganisation und struktureller Flexibilitat finden. Die Verwendung von Peptid-

Bausteinen in den Seitenketten eroffnet dartiber hinaus, die Mdglichkeit auch komplexe Substrate

wie z.B. Di- oder Tripeptide zu binden.”*
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Abb. 5: Beispiele fir zweiarmige Peptid-Rezeptoren (dye = Dispers Rot 1).>**
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Die Selektivitat der Bindung basiert dabei auf dem Design des Rezeptors und lasst sich am besten mit

kombinatorischen Ansatzen erfassen und entwickeln.*

2. Diketopiperazin-Rezeptoren

Auf Grund der Vielzahl verschiedener Freiheitsgrade von relativ einfachen Di- und Tripeptiden ist die
rationale Entwicklung von Rezeptoren fiir spezifische Peptidsequenzen &usserst schwierig.>* Die
Verwendung kombinatorischer Methoden er6ffnet allerdings relativ einfache Moglichkeiten, um
passende Substrate fiir einen gegebenen Rezeptortyp zu identifizieren.?*3%*

In unserer Gruppe wurden synthetische, zweiarmige Diketopiperazin-Rezeptoren entwickelt, die auf
einem starren Diketopiperazin aus funktionalisiertem Prolin basieren und zwei seitliche Ketten aus
Aminosduren tragen, die sowohl Diversitat als auch Bindungsmaglichkeiten fiir die selektive Bindung
von komplexen Substraten, wie sie durch Tripeptide gegeben sind, bereitstellen.®®* Die

Diketopiperazin-Rezeptoren vereinen in ihrer Architektur samtliche Voraussetzungen, die fiir eine

effiziente Rezeptor-Ligand-Bindung benétigt werden.**
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Abb. 6: Zweiarmige Diketopiperazin-Rezeptoren.*®

Die Diketopiperazin-Rezeptoren bilden durch das starre Grundgeriist mit den seitlichen Ketten aus
Aminosduren eine Bindungstasche, die es ermoglicht Tripeptide zu binden. Durch Bindungsstudien,
in denen verschiedene Rezeptor-Prototypen gegen eine Bibliothek aus Tripeptiden, die an fester
Phase gebunden waren und aus maximal 29° = 24389 acetylierten Tripeptiden bestand, konnten
einzelne Mitglieder identifiziert werden, die eine hohe Affinitat zu den jeweiligen Rezeptoren

33 Die Struktur der seitlichen Rezeptorarme, die durch die Aminosiduresequenz bestimmt

aufweisen.
wird, eroffnet darliber hinaus die Fahigkeit zur selektiven Ausbildung von nicht-kovalenten
Wechselwirkungen (z. B. Wasserstoffbriicken, ionische oder hydrophobe Wechselwirkungen), so dass

sich auch eine Selektion der peptidischen Substrate erreichen lasst. Ein Beispiel fiir ein solch hoch
14



spezifisches Host-Guest-System, stellt der Diketopiperazin-Rezeptor 1 und das Tripeptid Ac-D-Val-D-
Val-D-His-NH(CH,)s-NH-PS (2a) dar (Abb. 7).

H
N.
Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)” =,

1z
-—

Abb. 7: Host-Guest-System aus Diketopiperazin-Rezeptor 1 und dem Peptid 2a an fester Phase.

Dieses Rezeptor-Ligand-System zeichnet sich gegeniliber den anderen untersuchten Rezeptor-
Prototypen durch eine besonders hohe Bindungsspezifitat aus und besitzt ausserdem eine hohe
Bindungsaffinitit von AG = -4.3 kcal/mol zu dem identifiziertem Peptid 2a.>*

Die weitere Evaluation der Bindungseigenschaften des Rezeptors 1 bendétigte eine 16sliche Form des
Peptides (2a). Auf Grund der schlechten Loslichkeit des Tripeptids Ac-D-Val-D-Val-D-His-NH, in CHCls,
dem Losungsmittel in dem die Bindungsstudien erfolgten, wurde versucht, die Loslichkeit durch eine
Konjugation mit Polyethylenglykol (PEG) zu verbessern.®® Die Einfiihrung von PEG-Ketten an das C-

terminale Ende von Peptiden lasst sich durch eigens entwickelte Polystyrolharze (TentaGeI© PAP-

NH,) realisieren und kann mit PEG-Ketten von unterschiedlichem Molekulargewicht erfolgen.35d

3. Selbst-Organisation des Diketopiperazin-Rezeptors 1 mit pegylierten Peptiden
3.1 Bildung eines Organogels und von Vesikeln

Erste Studien von M. Conza und J. Grun zeigten, dass sich mit der Einfllhrung von PEG-Ketten die
Loslichkeit des Peptides Ac-D-Val-D-Val-D-His-NH, deutlich verbessern lasst.***” Dafur wurde das
Peptid mit PEG-Einheiten funktionalisiert, die ein Molekulargewicht von 850 g*mol™ bzw. 3200
g*mol™ besitzen. Die hergestellten Peptid-PEG-Konjugate 2b und 2c wurden anschliessend auf ihre
Bindungseigenschaften zu dem Rezeptor 1 in Losung untersucht und die gewonnenen Erkenntnisse

werden hier kurz zusammengefasst.
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Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)— '\,

R = (CH,)sCONH-resin (2a)
R= (CH20H20)16CH3 (2b)
R= (CHzCH20)70CH3 (2c)

Abb. 8: Diketopiperazin-Rezeptor 1 mit den jeweiligen Peptid-Derivaten 2a-c.

Der Diketopiperazin-Rezeptor 1 zeigte in diesen Studien ein dusserst interessantes Verhalten sobald
er mit den pegylierten Peptiden 2b bzw. 2c zusammengebracht wurde:

Bei der Verwendung von unpolaren, aprotischen Losungsmitteln wie CHCl; wurde in Folge des
Mischens beider Komponenten 1 und 2b (c; = 0.5 mM, ¢;, = 0.25 — 5.0 mM) die Ausbildung eines
Organogels  beobachtet.*® Bemerkenswerterweise erfolgte die  Anordnung in  einem
makromolekularen Netzwerk ausschliesslich durch das Mischen von Rezeptor 1 mit dem
komplementaren Peptid 2b oder 2c. Weder der Rezeptor 1 noch die pegylierten Peptide 2b bzw. 2c
waren fir sich alleine genommen, in der Lage eine geordnete Struktur auszubilden. Auch die
Kombination aus 1 mit pegylierten Peptiden, die in den Festphasen-Bindungsstudien keinerlei
Affinitat zeigten (z.B. Ac-D-Val-D-Val-Gly-PEG;so, Ac-Lys-Lys-Lys-PEGyso) fllhrten nicht zu makro-
molekularen Strukturen wie sie durch das Organogel erkennbar wurden.*® Entscheidend fiir die Gel-
Bildung ist die Kombination mit der entsprechenden Peptidsequenz, so dass die Ausbildung des Host-
Guest Paares eine unmittelbare makromolekulare Ausrichtung und Vernetzung der Molekile zur
Folge hat, die auf der molekularen Erkennung von Rezeptor 1 und pegyliertem Liganden 2b bzw. 2c
beruht.

Die gewonnenen Erkenntnisse flhrten zu der Frage, ob eine derartige intermolekulare
Wechselwirkung zwischen Rezeptor und Ligand mit anschliessender makromolekularer Anordnung
auch in wiéssriger Umgebung erfolgen kann. Daflir wurde der Rezeptor in THF gel6st (c = 0.3 mM)
und mit einer wassrigen Losung des Peptids (c = 2 mM) verdiinnt. *” Daraufhin bildete sich spontan
eine kolloidale Losung, die an Hand der homogenen Verteilung des rot-gefarbten und hydrophoben
Rezeptors (1) in der wassrigen Umgebung ersichtlich wurde und die Ausbildung von
makromolekularen Aggregaten andeutete.

Die kolloidale Losung wurde durch eine Kombination aus DLS-, TEM- und AFM-Untersuchungen
charakterisiert, so dass die entstandenen Partikel eindeutig als Vesikel klassifiziert werden konnten.*

Die DLS-Messungen zeigten die spontane Ausbildung von Partikeln durch den Rezeptor 1 und die
16



pegylierten Peptide 2b bzw. 2c. Dabei konnte fiir die Selbst-Organisation von Reze ptor 1 mit 2b oder
2c¢ ein hydrodynamischer Radius von 50 nm bzw. 100 nm ermittelt werden. Die Zunahme des Radius
lasst sich auf eine erhohte Flachenausbreitung der PEG-Kette zurlickfihren, wodurch eine
schwichere Krimmung der Partikeloberfliche entsteht und der Radius sich vergréssert.® Um im
Weiteren die Natur und Morphologie der Aggregate zu untersuchen wurden mikroskopische

Methoden herangezogen.

Abb. 9: AFM-Aufnahme mit entsprechendem Oberflachenprofil.*’

Die Aufnahmen des Atomic Force Mikroskops (AFM) sind in Abbildung 9 dargestellt. Sie zeigen fir die
Selbst-Organisation aus 1 und 2b die Ausbildung von spharischen Partikeln mit einem
durchschnittlichen Durchmesser von 100 nm, wohingegen das Oberflachenprofil eine
Hohenausdehnung von 10 nm aufweist.>’” Die im AFM-Bild beobachtete ringférmige Struktur der

.* Eine zusatzlich durchgefiihrte TEM-Analyse der

supramolekularen Aggregate ist typisch fur Vesike
Partikel aus 1 und 2b bzw. 2c stiitzten sowohl die gefundenen Grossenverteilungen als auch die

Morphologie der Vesikel (Abb. 10).*’

Abb. 10: a) TEM Bild der Vesikel aus 1-2b; b) TEM Bild der Vesikel aus 1-2c (Massstab 500 nm).*’
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Dabei bleibt zu betonen, dass keines der durchgefiihrten Kontrollexperimente mit pegylierten
Peptiden, deren Sequenz in den Bindungsstudien keinerlei Affinitdt zu Rezeptor 1 aufwiesen (z.B. Ac-
D-Val-D-Val-Gly-PEG¢ bzw. Ac-Lys-Lys-Lys-PEGys), zu makroskopischen Strukturen fiihrte, wenn sie
mit Rezeptor 1 gemischt wurden. Auch die Komponenten fiir sich alleine genommen fiihrten nicht
zur Ausbildung von geordneten makromolekularen Strukturen.

Daraus lasst sich folgern, dass erst durch die Bildung des Rezeptor-Ligand-Komplexes die notwendige
amphiphile Struktur entsteht, welche fir die spontane Selbst-Organisation des Komplexes in eine

Doppelschicht, respektive die Vesikel-Wand, entscheidend ist.

% = pegylierte Peptide 2b bzw. 2¢
C = Rezeptor 1

Abb. 11: Vorgeschlagenes Modell fiir die Selbst-Organisation von Rezeptor 1 mit den Peptiden 2b
und 2c.

Eine mogliche Anordnung der Molekiile konnte dabei ein Abschirmen der hydrophoben Rezeptor-
Struktur durch die pegylierten Peptide im Inneren der Doppelschicht bedeuten, wahrend die
wasserloslichen PEG-Einheiten die Grenzflache zum wassrigen Medium innerhalb und ausserhalb des

Vesikels bilden (Abbildung 11).
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3.2 Zielvorgaben und Aufgabenstellung

Die vorangegangenen Arbeiten von M. Conza und J. Grun zeigten eine hoch selektive Selbst-
Organisation flr den Rezeptor 1 in Gegenwart der pegylierten Peptide 2b und 2c. Die Ausbildung des
Rezeptor-Ligand-Komplexes hatte in Wasser die Selbst-Organisation der Komponenten in Vesikel zur
Folge. Dies fiihrte zu der Hypothese, dass durch die nicht-kovalente Bindung zwischen dem
hydrophoben Rezeptor 1 und dem hydrophilen Peptid-PEG-Konjugat 2b bzw. 2c eine amphiphile
Struktur entsteht, die es ermoglicht, eine selektive Selbst-Organisation auf der Basis von molekularer
Erkennung zu vollziehen. Dem Modell aus Abb. 11 entsprechend bildet die PEG-Kette die Grenzflache
zu der wassrigen Umgebung, wahrend der hydrophobe Rezeptor im Inneren der Vesikel-Membran

vom wassrigen Milieu abgeschirmt wird.

Um diese These zu Uberpriifen, beschlossen wir, ein Peptid-PEG-Konjugat zu entwerfen, das an
beiden Kettenenden funktionelle Gruppen tragt.

Unter der Voraussetzung, dass das System diese zusatzliche Funktionalisierung toleriert und die
Selbst-Organisation in Vesikel nicht beeintrachtigt wird, wiirde ein solches Design tiefere Einblicke in
die Zusammensetzung der Selbst-Organisation aus Rezeptor und pegyliertem Ligand eroffnen.

Die Einfihrung einer zusatzlichen funktionellen Einheit neben dem Tripeptid und der PEG-Kette
erlaubt es ausserdem nachtragliche Modifizierungen in dem Rezeptor-Ligand-System zu etablieren,
die anschliessend durch eine erfolgreiche Selbst-Organisation des Systems an der Oberflache der

Vesikel verankert werden (Abbildung 12).

‘cﬁz .“:fs; * 40 ‘(*’ %%%%
#af T

’% = peptide-PEG conjugate 2d () = receptor 1

Abb. 12: Vorgeschlagenes Modell fiir die Selbst-Organisation eines funktionalisierten Rezeptor-

Ligand-Systems.

Die EinfUhrung bzw. Verankerung von funktionellen Gruppen an der Oberflache eines Vesikels stellt
dabei eine Uberaus wichtige Funktionalisierung dar, da sich damit verschiedene Anwendungs-
moglichkeiten fur Vesikel, wie der Transport von Wirkstoffen®® oder als Nanoreaktoren und

Sensoren*! entwickeln lassen.
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3.3 Design eines funktionalisierten Rezeptor-Ligand-Systems

Das von uns entworfene Design fiir ein Peptid-PEG-Konjugat beruht auf einem zweifach-
funktionalisierten PEG-Linker. Da es eine Synthese an fester Phase ermoglichen sollte, wahlten wir
ein Fmoc-geschiitztes PEG-Derivat mit einer zusatzlichen Saurefunktion und einem Molekulargewicht
von 750 g*mol™, welches einer Kettenlidnge von elf Polyethylen-Einheiten entspricht und damit eine
vergleichbare Ldange zu dem Peptid-PEG-Konjugat 2b besitzt. Um die Tolerierbarkeit von zusatzlichen
funktionellen Gruppen in dem Rezeptor-Ligand-System zu untersuchen, sollte der
Fluoreszenzfarbstoff Carboxyrhodamin 110 (Rhd) Uber die y-Aminofunktion des Lysins eingefiihrt

werden (Abbildung 13).

H,N

®
w0 Y 4 o o
H H H
O O 11 [e)
~NH
N=/ 2d

Abb. 13: Entworfenes Design fir ein Fluoreszenz-markiertes Peptid-PEG-Konjugat (2d).

Die Synthese an fester Phase bendétigt eine orthogonale Schutzgruppe fiir die y-Aminofunktion des
Lysins, so dass Fmoc-Lys(Alloc)-OH als Verknipfungsstelle verwendet wird, die (iber den C-Terminus
des PEG-Linkers eingefligt wird, wahrend das Tripeptid Ac-D-Val-D-Val-D-His-NH, (ber den N-
Terminus aufgebaut wird. So kann in einem letzten Schritt vor der Abspaltung des Peptides vom Harz
der Fluoreszenzfarbstoff eingefiigt werden. Auf diese Weise lassen sich sehr einfach funktionalisierte
Peptid-PEG-Konjugate herstellen, die eine zusatzliche Modifizierung des Liganden und damit auch
des Rezeptor-Ligand-Komplexes ermaoglichen.

Ein entsprechendes Modell fiir eine derartige Selbst-Organisation von funktionalisierten Peptid-PEG-
Konjugaten in Gegenwart des Rezeptors 1 ist in Abbildung 12 dargestellt.

In diesem Modell fihrt die Bildung des Rezeptor-Ligand-Komplexes aus 1 und 2d zu einer
amphiphilen Struktur, die verknlpft Uber nicht-kovalente Wechselwirkungen eine Selbst-

Organisation ihrer Komponenten in ein Vesikel zur Folge hat.
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3.4 Synthese der Komponenten

3.4.1 Synthese des funktionalisierten Peptid-PEG-Konjugats (2d)

Die entworfene Synthese, basierend auf einem orthogonal geschiitzten Lysin-Baustein und einem
bifunktionalen PEG-Linker ermoglicht eine lineare Synthese an fester Phase. Die gewinschte

Carboxamid-Form des Peptides fihrte zur Wahl des Rinkamid-Linkers.

NHAlloc
NHFmoc

MeO Il OM I

a, b
N Q9
e b FmocHN 7
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NHAlloc

0
c,d H
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©

ety fww HN(’V ey
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NBoc
H,N
Q COOH
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-k er\ /\n/ \¢\/\/0<\A M NH,
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Schema 1. Synthese des pegylierten Peptids 2d: a) Pip/DMF (1:4); b) Fmoc-Lys-(Alloc)-OH, DIC, HOBt,
CH,Cly; c) Pip/DMF (1:4); d) Fmoc-PEG-OH, HATU, iPr,NEt, DMF; e) Pip/DMF (1:4); f) Fmoc-AS-OH,
HATU, iPr,NEt, DMF; g) Wiederholung von e), f) und e); h) Ac,0, iPr,NEt, CH,Cl; i) Pd(PPH3);, NMM,
AcOH, CH,Cl,; j) Rhd110, DIC, HOBt, CH,Cly; k) HBF,, TFA, CH,Cl,.
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Fiir die Synthese des pegylierten Peptids wurde das Rinkamid MBHA Harz, bestehend aus 4-
Methylbenzhydrylamin (100-200 mesh, 1% DVB) Polystyrol mit einem Norleucin- und einem
modifizierten Rinkamid-Linker, verwendet. Als erste Aminosdaure wurde Fmoc-geschiitztes Lysin
verwendet, dessen y-Aminofunktion die orthogonale Alloc-Schutzgruppe tragt und so eine
nachtragliche Funktionalisierung des pegylierten Peptids ermdoglicht.

Die Einfihrung des Fmoc- geschiitzten bifunktionalem PEG-Linkers erfolgte nach intensiver Studie
Uber verschiedene Aktivierungsreagenzien zu der letztendlich effizientesten Methode, die eine
Aktivierung der Saurefunktion mit O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N',N-tetramethyluroniumhexa-
fluorophosphat (HATU) und Hiinigs Base darstellte und einen Uberschuss der Base verwendete.

Nach anschliessender Fmoc-Abspaltung konnten die verbleibenden Aminosduren gemass
Standardprotokollen fiir die Peptid-Synthese an fester Phase mit HATU als Aktivierungsreagenz
gekuppelt werden. Eine finale Fmoc-Abspaltung und Acetylierung lieferte das pegylierte Tripeptid an
fester Phase. Entfernen der Alloc-Schutzgruppe mittels Pd-Katalyse und N-Methylmorpholin (NMM)
und Essigsadure lieferte das freie Amin, welches mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Carboxyhodamin 110
unter Verwendung von DIC, HOBt gekuppelt wurde. Die Behandlung des Harzes mit HBF, in TFA
flihrte zur Abspaltung des Peptids vom Harz bei gleichzeitiger Entfernung der restlichen
Schutzgruppen.

Das so gewonnene Peptid besitzt die zur molekularen Erkennung notwendige Ac-D-Val-D-Val-D-His-
Sequenz und eine zusatzliche funktionelle Einheit, in Form des Fluoreszenzfarbstoffs, welche Uber
eine PEG-Kette miteinander verknlipft sind. Durch Einfihrung des PEG-Linkers wurde das
Loslichkeitsverhalten des Peptids soweit gedndert, dass sowohl in organischen als auch in wassrigen
Medien eine sehr gute Loslichkeit erreicht werden konnte und es nun ermoglichte die selektiven
nicht-kovalenten Wechselwirkungen zwischen dem Rezeptor und dem pegylierten Peptid-PEG-

Konjugats zu untersuchen

3.4.2 Synthese des Diketopiperazin-Rezeptors (1)

Die Synthese des Diketopiperazin-Rezeptors 1 wurde bereits publiziert und erfolgte in dieser Arbeit

33 Die Synthese beginnt mit dem N-Boc-trans-Azido-L-Prolin-

nach den entsprechenden Vorschriften.
Methylester 3, der direkt aus kommerziell erhaltlichem N-Boc-4-cys-Hydroxyprolin-Methylester
durch eine Sy2-Substitution mit NaN; aus dem entsprechenden Mesylat hergestellt wurde. Ein Teil
des N-Boc-trans-Azido-L-Prolin-Methylester wurde anschliessend hydrolysiert und in seinen

Pentafluorophenol(Pfp)-Ester (4) Uberfiihrt, wahrend mit dem anderen Teil das entsprechende
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Trifluoroacetat(TFA)-Salz 5 gebildet wurde. Das Mischen von 4 und 5 mit Hiinigs Base liefert den
Vorlaufer (6) fir den Ringschluss. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe durch TFA und Zugabe von
Hiinigs Base fiihrt zu dem Diketopiperazin 7. Durch Reduktion der Azidgruppen mit Palladium auf
Aktivkohle in Gegenwart von HCl wird das stabile mit Aminen funktionalisierte Diketopiperazin als

Salz (8) gewonnen (Schema 2).
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Schema 2. Synthese des Diketopiperazin-Gerustes 8: a) i) NaOH, MeOH, THF, H,0; ii) CsFsOH, EDC,
CH,Cl,, 47%; b) TFA, CH,Cl,, 77%; c) iPr,NEt, CH,Cl,, 66%; d) i) TFA, CH,Cly; ii) iPr,NEt, CH,Cl,, 51%; €)
10% Pd/C, H,, MeOH, HCl, 54%.

Der fir die Bindungsstudien bendtigte rote Azofarbstoff Dispers Rot 1 wurde mittels einer
Mitsunobu-Reaktion an die phenolische Hydroxygruppe von N-Boc-L-Tyrosin-Methylester gekuppelt
und eine anschliessende alkalische Esterhydrolyse macht das Farbstoff-markierte Tyrosin Derivat 9

zuganglich.
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e
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Schema 3. Synthese von N-Boc-L-Tyr(dye)-OH: a) Disperse Rot 1, PPH;, DEAD, Toluol, 21%; b) NaOH,
MeOH, THF, H,0, 95%.
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Fir den Aufbau der seitlichen Arme des Diketopiperazin-Rezeptors (1) wurde das HCI-Salz 8 durch
Zugabe von Hiinigs Base neutralisiert und das gewonnene Diamin konnte durch Aktivierung mit

HATU und Hiinigs Base mit dem Farbstoff-markierten N-Boc-L-Tyrosin Derivat (10) gekuppelt werden.

Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)~

NH
a.-f N—{-uH
8 — o o
Huy—N

Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye) —NH

Schema 4. Synthese des Diketopiperazin-Rezeptors 1: a) iPr,NEt, HATU, 10, CH,Cl,, DMF, 66%; b) HCI,
MeOH, Dioxan, quant; c) iPr,NEt, CH,Cl,, N-a-Fmoc-AS, EDC; d) TAEA, CH,Cl,; e) Wiederholung von c)
und d); f) Ac,0, NEts.

Nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit HCl wurden die verbleibenden Aminosduren, gemass
einem Standardkupplungsprotokoll von N-o-Fmoc-geschiitzten Aminosduren®* mit dem Kupplungs-
reagenz 1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC) und Tris(2-aminoethyl)amin (TAEA) als
Fmoc-Abspaltungsreagenz, gekuppelt. Acetylierung mit Essigsdureanhydrid in Gegenwart von

Triethylamin nach der letzten Fmoc-Abspaltung liefert den Diketopiperazin-Rezeptor 1.
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3.5 Untersuchungen zur Selbst-Organisation des funktionalisierten Rezeptor-Ligand-Systems
3.5.1 Spektroskopische Methoden zur Analyse der supramolekularen Aggregate: Grundlagen

Wenn Molekiile in Losung vorliegen, zeigen sie unregelmassige, vibrierende Bewegungen. Ursache
dafir ist die Warmebewegung von Teilchen; ein in einem Lésungsmittel befindliches Teilchen erhalt
aus allen Raumrichtungen Kraftstosse von den umliegenden und sich bewegenden Losungsmittel-
molekilen, die sich nicht vollstindig gegenseitig aufheben. Daher gerdt das Teilchen in eine
unregelmassige Bewegung, die abhéngig von der Grosse des Teilchen ist.*

Die durch diese Bewegung zustande kommende Lagednderung, wird auch Diffusion genannt. Auch
wenn dieser Begriff nur flir gewdhnliche Losungen gedacht ist, ist es jedoch mit der Thermodynamik
auch méglich, dieses Prinzip auf suspendierte Partikel anzuwenden.* Dies liegt an der thermo-
dynamischen Betrachtungsweise, die prinzipiell keinen Unterschied zwischen gelésten und
suspendierten Teilchen vollzieht.

Wird ein monochromatischer Lichtstrahl durch die L6sung aus suspendierten Teilchen geleitet, wird
dieser durch die sich bewegenden Partikel gestreut. Im Falle eines Fluorophors ladsst sich dabei
Fluoreszenz-Emission nachweisen. Durch die zufillige Bewegung der Partikel unterliegt die Frequenz
des gestreuten Lichtes bzw. die Fluoreszenz-Emission konstruktiven und destruktiven Interferenzen.
Diese entstehen wenn derselbe Partikel das Licht von unterschiedlichen Standorten aus streut (bzw.
Fluoreszenz-Emission abgibt), die er in zeitlicher Abfolge einnimmt und verursacht dabei
Fluktuationen in der Intensitat des gestreuten Lichtes (Doppler-Effekt) bzw. der Fluoreszenz-Emission

(Abbildung 14).**

Abb. 14: Schematische Darstellung eines durch Licht angeregten Volumenelemts.*

Betrachtet man ein Volumenelement der Losung, das durch den Lichtstrahl angeregt wird und ein
Teilchen das dieses Element passiert, wird der Partikel solange gestreutes Licht abgeben (oder

Fluoreszenz-Emmision) bis er das Volumenelement wieder verldsst. Diese charakteristische
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Durchlaufzeit, die der Partikel fiir den Weg durch das Volumenelement bendétigt, findet sich in
seinem entsprechenden Anteil an dem Fluktuationsspektrum wieder, das Uber einen Detektor
gemessen werden kann. Dieser Anteil, den einzelne Partikel zu den Fluktuationen beitragen, lasst
sich Uber die mathematische Bestimmung der Autokorrelationsfunktion berechnen.*®**’ Die
Autokorrelation kann dabei unter sehr geringen Anderungen der Intensitit des
Fluktuationsspektrums differenzieren, bendétigt aber im Allgemeinen die Aufnahme einer Vielzahl an
einzelnen Diffusionsprozessen, die Gber einen im Vergleich zu den Diffusionszeiten von Partikeln (ps-

ms) sehr langen Zeitraum gemittelt werden (>100s).

3.5.2 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Bei der Analyse der Fluktuationsspektren Uber die Dynamische Lichtstreuung (DLS) werden die
zeitabhangigen Fluktuationen des Streulichts einer kolloidalen Probe gemessen und simultan mittels
einem externen Correlator in ihre Fourier-transformierte Form, die Autokorrelationsfunktion G(t)
Uberfihrt. Die Autokorrelation ermaoglicht es, den hydrodynamischen Radius der Partikel einer Probe

zu ermitteln. Die normalisierte Korrelationsfunktion ist gegeben durch:

(1)1t +7)) 1)
(1)

dabei ist /(t) die Intensitdt des Streulichts zu einer gegeben Zeit t und die eckigen Klammern

G@) =

bezeichnen einen Mittelwert iber gesamt t.

Die Korrelationsfunktion ist damit abhangig von der zeitlichen Verzégerung t, d.h. von dem Betrag

um den ein identisches Intensitatssignal verschoben ist bevor die Mittelung durchgefiihrt wird.
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3.5.3 Analyse der Selbst-Organisation des Diketopiperazin-Rezeptors 1 in Gegenwart des

pegylierten Peptides (2d) durch Dynamische Lichtstreuung

Um die Bindungseigenschaften zwischen dem Rezeptor 1 und dem pegylierten Peptid 2d in Wasser
zu untersuchen, wurde 1 in THF gelost (300 uM), mit einer wassrigen Losung aus 2d (600 uM) in
einem stochiometrischen Verhaltnis gemischt und mit Wasser bis auf eine Endkonzentration von 30
MM verdiinnt. Dabei wurde versucht, Verunreinigungen der Probe mit Staubpartikeln zu vermeiden,
indem unter einer moglichst staubfreien Atmosphare gearbeitet wurde und nur Wasser verwendet

wurde, das zuvor Gber einen Membranfilter (1um) gefiltert wurde.

Die Losung aus dem Diketopiperazin Rezeptor 1 und dem pegyliertem Peptid 2d in Wasser zeigte
bereits beim Mischen deutliche Zeichen fir das Auftreten von makromolekularen Partikeln, die durch
eine selektive Bindung zwischen Rezeptor und Ligand entstanden sind. Die gebildeten kolloidalen
Partikel werden dabei durch nicht-kovalente Wechselwirkungen stabilisiert und konnten
anschliessend mittels DLS-Analysen untersucht werden.

Um eine erste Aussage Uber die in der Losung enthaltenen Partikel zu treffen, wurde die Losung in
eine Messkivette(1200 pl) Gberfiihrt und die Streulichtintensitdt untersucht. Die Messung wurde bei
einem Winkel von 90° zu dem einfallenden Licht und Uber einen Messzeitraum von 120 s

aufgenommen. Die ermittelte Autokorrelationsfunktion ist in Abbildung 15 dargestellt.
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Abb. 15: Autokorrelationsfunktion der Losung aus Rezeptor 1 und Peptid-PEG-Konjugat 2d.

Flr die anschliessende Bestimmung der Diffusionskoeffizienten, muss zuerst die Polydispersitat der
Losung betrachtet werden. Die Polydispersitat beschreibt die Zusammensetzung einer kolloidalen
Probe aus Partikeln mit unterschiedlicher Gréssenverteilung. Diese kann grob in drei Kategorien
unterteilt werden: als monodispers bezeichnet man eine Probe mit einer Polydispersitdt von 20%
oder weniger. Eine Polydispersitdit von 20-30% wird als mittlerer Wert betrachtet und

Polydispersititen grosser 30% werden als sehr uneinheitlich angesehen.*®
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Im Falle einer monodispersen Probe reicht es aus, wiederholt durchgefiihrte Messungen bei einem
Streuungswinkel von 90° zu ermitteln und die erhaltenen Autokorrelationskurven liber einen einfach-

exponentiellen Abfall zu analysieren.*

G (t) = B+ Bexp(-2I'7) (2)

wobei B die Basislinie der Korrelationsfunktion bei der Zeit Unendlich bezeichnet, 8 steht fur die

Amplitude der Korrelationsfunktion zur Zeit Null und I fiir den exponentiellen Abfall.

Die DLS-Software (ALV-Correlator Software, Version 3.0 fir ALV-5000/E/EPP) verwendet einen
Algorithmus nach der Methode der kleinsten Quadrate, um die gemessene Korrelationsfunktion an
die Gleichung 2 anzupassen und so den exponentiellen Abfall I der Korrelationsfunkton zu ermitteln.
Der exponentielle Abfall kann anschliessend direkt in die Diffusionskonstante Kpi der Partikel
Uberfihrt werden mit Hilfe folgender Gleichung:

I (3)
Kpy = ?
wobei g die Magnitude des Streuungsvektors bezeichnet, der gegeben ist durch:

4 Gn(©12) @

q:

hierin ist n, der Refraktion-Index des Losungsmittels, A, ist die Wellenlange des Lasers im Vakuum

und g der Streuungswinkel (experimentelle Parameter).

Letztlich lasst sich die Diffusionskonstante (iber die Stokes-Einstein-Gleichung auch als den

hydrodynamischen Radius R, einer diffundierenden Kugel definieren:

kT (5)
67nR,

wobei k fir die Boltzmann-Konstante steht, T ist die Temperatur in Kelvin und n beschreibt die

Diff —

Viskositat des Solvens.

Dies zeigt den Wert von DLS-Analysen fiir die Untersuchung von kolloidalen Loésungen, da sich sehr

schnell und effizient Aussagen Uber die Grossenverteilung der enthaltenen Partikel treffen lassen.
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Die aus dem Diketopiperazin-Rezeptor 1 und dem pegyliertem Peptid 2d gebildeten makro-
molekularen Partikel, entstehen auf Grund einer selektiven, nicht-kovalenten Bindung zwischen dem
Rezeptor und seinem Liganden. Die nachgewiesenen, makromolekularen Strukturen bestatigen die
Qualitat unseres neu entworfenen Designs fiir das Peptid-PEG-Konjugat 2d, da sich eine Selbst-
Organisation der Komponenten 1 und 2d verwirklichen ldsst, die unabhdngig von der neu

eingefiihrten Funktionalisierung des Liganden durch Carboxyrhodamin ist (Abb. 16).
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Abb. 16: Grossenverteilung der Partikel in der Suspension, die aus der Mischung von Rezeptor 1 und

dem pegylierten Peptid 2d entstanden ist.

Eine Bestimmung der Zusammensetzung der kolloidalen Losung bei einem einzigen Streuungswinkel,
wie sie eben gezeigt wurde, fihrt allerdings nur bei monodispersen Loésungen zu einer
aussagekraftigen Grossenverteilung, da Gleichung 5 nur fiir sehr verdiinnte und nicht-interagierende
Systeme angewendet werden kann.*

Die Losung zeigt aber das Auftreten zweier unterschiedlicher Gréssenverteilungen (Ry; = 110 nm, Ry,
= 160 nm), die es bendtigt Fluktuationsspektren bei verschiedenen Streuungswinkeln aufzunehmen
und Uber den gesamten Winkelbereich zu mitteln.****

Die Polydispersitat (PD) der Losung errechnet sich dabei aus der relativen Standartabweichung der
linearen Regression fiir die Diffusionskoeffizienten bei den unterschiedlichen Streuwinkeln. Um
Aussagen Uber Proben mit hoher Polydispersitdt zu treffen, missen die, liber den Winkelbereich
gemittelten, Diffusionskoeffizienten zusatzlich in Abhdngigkeit der Konzentration vermessen und

anschliessend auch Uber den Verdiinnungsbereich gemittelt werden, um aussagekraftige Ergebnisse

zu erhalten.®

Fir die kolloidale Losung der Partikel aus Rezeptor 1 und pegyliertem Peptid 2b mit einer
Konzentration von 30 pM wurden sieben Fluktuationsspektren zwischen 30° und 150°
aufgenommen, die jeweils tber einen Zeitraum von 120 s gemessen wurden. Anschliessend wurde
die Losung 2Mal um den Faktor 0.75 verdiinnt und jeweils die Streulichtintensitat in Abhangigkeit

des Winkels vermessen.
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Die ermittelten Autokorrelationsfunktionen bei den jeweiligen Winkeln werden anschliessend mit
einer Gleichung fir einen mehrfach-exponentiellen Abfall analysiert, deren allgemeine Form sich als

folgt darstellt:

G?(t)=B +[B exp(-2L,1)+ B, exp(=2L,1)] )

dabei steht B fur die Basislinie der Korrelationsfunktion zur Zeit Unendlich, 8 bezeichnet die
Amplitude der Korrelationsfunktion zur Zeit Null und I den exponentiellen Abfall der jeweiligen
Komponenten.

Somit kann I, Gber Gleichung 3 in die entsprechende Diffusionskonstante liberfiihrt werden. Diese
werden gegeniliber g aufgetragen, (iber eine lineare Regression gemittelt, wodurch sich die
Polydispersitdt (relative Standartabweichung) der kolloidalen Losung aus Rezeptor 1 und dem

pegyliertem Peptid 2d bestimmen lasst:
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Abb. 17: Lineare Regression der Diffusionskoeffizienten in Abhangigkeit des Messwinkels.

Die ermittelten Diffusionskoeffizienten zeigen bei allen drei Verdinnungen eine geringe
Standartabweichung fiir die lineare Regression der Ky gegenliber den Messwinkeln, womit die DLS-
Analysen auf eine sehr geringe Polydispersitdt der kolloidalen Losung schliessen lasst. Die letzte
Verdiinnung zeigt allerdings eine deutliche Abweichung von dem zuvor bestimmten R;, von ca. 150
nm. Dies kann auf eine Verbesserung der PD zurlickzufihren sein, die sich mit steigender
Verdiinnung der Partikel einstellt. Dieses Verhalten ldsst sich auch an den Grossenverteilungen
erkennen, die bei einem Winkel von 90° aufgenommen wurden (siehe Anhang). Die gemittelten
Diffusionskonstanten fiir die Verdiinnungsreihe ergeben einen R, von 133 + 46 nm fiir die Partikel,
die sich aus der Selbst-Organisation des Diketopiperazin-Rezeptors 1 und dem pegylierten Peptid 2d
ergeben.
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Diese Ergebnisse zeigen, dass die Selbst-Organisation des Rezeptors 1 auch in Gegenwart des
funktionalisierten Peptid-PEG-Konjugats (2d) zu stabilen Partikeln fiihrt. Damit ist nachgewiesen,
dass das Rezeptor-Ligand-System eine Modifizierung Uber das pegylierte Peptid erlaubt, ohne die
Selbst-Organisation in eine makromolekulare Struktur negativ zu beeinflussen. Mit der Einfihrung
des Fluorophors ergibt sich zusatzlich die Moglichkeit zur Aufnahme von Fluoreszenz-Korrelations-

Spektren, die ein besseres Verstandnis liber die Selbst-Organisation des Systems erdffnen kdnnen.

3.5.4 Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS)
3.5.4.1 Allgemeine Beschreibung der FCS-Analysen

Auch wenn die Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie auf denselben physikalischen Grundlagen fir
die Analyse von Fluktuationsspektren beruht (vgl. 3.4.1), lassen sich durch die Messung der
Intensitatsfluktuationen in der Fluoreszenz-Emission einige bedeutsame Vorteile gegeniiber der
Lichtstreuung erzielen.

Durch die Verwendung von exakt ausgerichteten Objektiven in Kombination mit verschiedenen
Filtersystemen und Lochblenden, lasst sich der Laserstrahl sehr genau fokussieren und das
Messvolumen damit um ein Vielfaches verringern gegenliber den Messmethoden, die auf der
Lichtstreuung basieren. Dies ermoglicht eine sehr sensitive Analyse von Proben im unteren
nanomolaren Bereich.” Mit der Eingrenzung des Messvolumens auf einen exakt bestimmbaren
Raum, bietet sich FCS besonders gut zur Untersuchung von diffusionskontrollierten, dynamischen
Prozessen an, wie sie beispielsweise durch die Bindung von Substraten an einen Rezeptor gegeben
sind.*

Analog zu den Prozessen, die in der Lichtstreuung zu Intensitatsfluktuationen des Streulichts flihren,
erfolgen auch in der FCS, auf das Passieren des angeregten Volumenelementes durch fluoreszierende
Teilchen, Fluktuationen in dem Intensitdtsspektrum der Fluoreszenz-Emission (vgl. 3.4.1). Uber eine
Analyse der Fluktuationsspektren durch die Autokorrelationsfunktion kdnnen Aussagen zu den

Diffusionszeiten der Molekile bzw. Partikel und auch Uber ihre relative Anzahl getroffen werden.

Entsprechend unserem entworfenen Modell fiir die Selbst-Organisation des Diketopiperazin-
Rezeptors 1 und dem Peptid-PEG-Konjugat 2d wie es in Abbildung 12 dargestellt ist, lassen sich durch
eine FCS-Analyse die Diffusionszeiten von dem frei in der Losung diffundierendem pegylierten Peptid
mit der Diffusionszeit des pegyliertem Peptides vergleichen, das in einer makromolekularen Einheit

gebunden vorliegt. Mit FCS-Untersuchungen zu der Selbst-Organisation des Rezeptors in Gegenwart
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von pegylierten Peptiden, die in den Bindungsstudien nicht durch den Rezeptor gebunden wurden,
lassen sich auch Aussagen Uber die Selektivitat des Rezeptors treffen. Zusatzlich kénnen die FCS-
Studien dazu beitragen ein besseres Verstandnis tGiber die Zusammensetzung der makromolekularen

Einheiten zu erlangen, die auf die Bindung des Liganden 2d durch den Rezeptor 1 erfolgen.

Die Auswertung der Daten wurde gemiss publizierten Methoden durchgefiihrt® und steht im
Einklang zu der gingigen Theorie.”” Die Analyse der Autokorrelationsfunktion der einzelnen
Komponenten wurde mit Hilfe einer nicht-linearen Methode der kleinsten Quadrate durchgefiihrt
und erfolgte mittels der kommerziellen Software (LSM510/Confocor2 Software-Paket, Zeiss AG), die

folgende Exponential-Funktion an die Autokorrelationskurve anpasst:

G(t)=1+i- ! !

1 |
[Hfj iR T
TD TD

wobei N und 1, die Anzahl und die Diffusionszeit der fluoreszierenden Partikel bezeichnet. T ist die

'(1_Teq +Teq 'e_”TT ) (7)

zeitliche Verzégerung und R steht fiir das Verhaltniss von w, zu w,, und entspricht der Dimension des
Gaussian-Volumen-Elements des Laserstrahls in der axialen und der radialen Ebene. Der Anteil und
die Lebensdauer des Triplet-Zustandes sind als T, und 7y bezeichnet. Die Dimension des Laserstrahls

und der translationale Diffusionskoeffizient Ky stehen folgendermassen im Zusammenhang:

T, =

4K

Letztlich ldsst sich Kpg mittels Gleichung 5 in den hydrodynamischen Radius der in der Probe

enthaltenen Partikel Gberfihren.”

3.5.4.2 FCS-Analysen der Selbst-Organisation aus Rezeptor 1 und pegyliertem Ligand 2d

Wie zuvor erwahnt lassen sich mit FCS kleinste Messvolumina realisieren, die im Femtoliterbereich
liegen und daher eine nanomolare Konzentration des Fluorophors voraussetzen, um beste
Messergebnisse zu erzielen.” Ausserdem benétigen FCS-Analysen eine moglichst geringe
Hintergrund-Fluoreszenz, so dass Uberschissige, fluoreszierende Molekiile aus der Probe entfernt
werden mussen. Dies ist auch der Fall fiir das vorliegende Rezeptor-Substrat-System aus dem
Diketopiperazin-Rezeptor 1 und dem pegylierten Peptid 2d. Unter den getesteten Trennverfahren

der Kolloid-Chemie (Gréssenausschluss-Chromatographie, Dialyse, Ultrafiltration,...), stellte sich die
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Kombination aus Zentrifugieren der kolloidalen Partikel und anschliessendem Waschen des
Niederschlags mit Wasser heraus.™

Dafiir wurden der Diketopiperazin-Rezeptor 1 und das Peptid-PEG-Konjugat 2d in THF/Wasser (1:1)
gemischt (c = 1 mM) und anschliessend mit der 30fachen Menge an Wasser verdiinnt. Die kolloidale
Losung wurde fur 10 min bei 1800 g zentrifugiert, der gewonnene Niederschlag mit Wasser
gewaschen (2 x 500 pl), von liberstehender Losung dekantiert und in einem moglichst geringen
Volumen an Wasser suspendiert (20 — 50 pl). Damit |&sst sich die erforderliche Anzahl an Partikeln
pro Volumen fiir FCS-Analysen erreichen bei der gleichzeitigen Entfernung von Uberschissigem
Peptid-PEG-Konjugat, welches nicht in einer makromolekularen Struktur gebunden ist.

Vorangehend an die Analysen des Rezeptor-Ligand-Systems aus 1 und 2d wurde die Diffusionszeit fir
das frei diffundierende Peptid-PEG-Kojugat 2d bestimmt. Dafliir wurden 5-10 pl einer wassrigen
Losung aus 2d (500 nM) auf einem Objekttrager in der x-y-Achse des Strahlengangs positioniert und
in zehn aufeinander folgenden Messungen fiir jeweils 30 s mit dem Laser (Agc. = 514 nm) angeregt.

Das Uber den Gesamtzeitraum gemittelte Fluktuationsspektrum ist in Abb. 18 dargestellt (rot).

Count Rate[kHz)
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Abb.18: Intensitatsprofil fir das Peptid-PEG-Konjugat 2d (rot) und fiir die Selbst-Organisation aus 1
und 2d (blau).

Die Konzentration wurde dabei so gewahlt, dass eine ausreichende Fluoreszenz-Emission, hier als
Count-Rate (CR) dargestellt, von grésser 100 kHz den Detektor erreicht. Gleichzeitig lasst sich bei
dieser Konzentration die Verteilung der Triplett-Zustande (10%) beschrianken und der entsprechende
Formfaktor (R = 6) fiir das konfokale Detektionsvolumen wird eingehalten.” Die Diffusionszeit der
frei diffundierenden molekularen Spezies 2d betrug hierbei 45 ps.

In einer zweiten Versuchsreihe wurden die gebildeten Aggregate aus der Selbst-Organisation des
Rezeptors 1 in Gegenwart des Liganden 2d untersucht (10 Messungen fir jeweils 30s). Das
aufgenommene Fluktuationsspektrum ist in Abb. 19 dargestellt (blau). Die gebildeten Aggregate

finden sich als stark ausgepragten Intensitatssignalen wieder, die eine CR von bis zu 6000 kHz
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erreichen und entstehen, wenn ein Partikel aus gebiindeltem Peptid-PEG-Konjugat (2d) das
konfokale Volumen passiert.

Die Autokorrelationskurven, die sich aus dem Intensitatsprofil erhalten lassen, wurden mit Hilfe der
mitgelieferten Software bestmoglich an Gleichung 7 angepasst, um so ihren exponentiellen Abfall

und die entsprechende Diffusionszeit zu bestimmen (Abb. 19).*
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Abb. 19: Normalisierte Autokorrelationsfunktionen von frei diffundierendem Peptid 2d (rot) und der
gebildeten Partikel aus 1 und 2d (blau) mit der jeweiligen relativen Abweichung der angepassten

Funktion von der gemessenen. Die gestrichelten Linien bezeichnen die angepassten Funktionen.

Bei der Betrachtung der Autokorrelationsfunktionen lasst sich erkennen, dass das Peptid-PEG-
Konjugat 2d in Gegenwart des Rezeptors 1 (blau) eine deutlich ldngere tp; aufweist, als dies fiir die
frei geloste Form der Fall ist (rot). Die Wendepunkte der Exponential-Funktion geben dabei die

charakteristische tpyfiir die vorliegenden Teilchen (Molekiil oder Partikel) an.

Probe CR cPm? N® F1 [%] F, [%] Fs [%]
Tp,1 [ms] Tp,2 [Ms] Tp,3 [ms]

2d 690 10 61 100 - -
0.045 - -

1/2d 240 90 2.5 17 +£37 41 +30 42 +21
0.045 54+13 51+25

¥ CPM, counts-per-molecule. b N, Anzahl der Molekiile/Partikel im Detektionsvolumen. © F,,, Anteil der Molekiile/Partikel mit
einer bestimmten Diffusionszeit.

Tab. 1: Parameter fiir die exponentielle Kurvenanpassung.

Die beiden Experimente verdeutlichen sehr anschaulich die Steigerung der Diffusionszeiten, die auf
die Beimischung des Rezeptors 1 zu dem Peptid-PEG-Konjugat 2d erfolgt. Die tyy flir 2d, das in der

Losung frei diffundiert liegt bei 45 ps, wahrend in Gegenwart des Rezeptors 1 eine tpi von 5400 ps
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erreicht wird. Diese Steigerung der tpy ist eine Folge auf die Ausbildung von Partikel die sich in
Gegenwart des Rezeptors 1 vollzieht. Damit lasst sich die Selbst-Organisation des Rezeptor-Ligand-
Systems aus 1 und 2d in eine makromolekulare Struktur nachweisen, die sich auch mit
funktionalisierten Peptid-PEG-Konjugaten vollziehen ldsst. Ausserdem deuten die Experimente auf
eine Ausrichtung der hydrophilen PEG-Kette zu dem wassrigen Medium hin, da Carboxyrhodamin
eine wasserlosliche Verbindung darstellt und sich bevorzugt an der Grenzflache zu dem wassrigen
Medium orientiert. Das Kontrollexperiment, in dem Carboxyrhodamin in Gegenwart des Peptid-PEG-
Konjugats in Wasser gelost wurde, zeigt keine Veranderungen der Diffusionszeiten. Das Auftreten
von Aggregaten mit einer tpy von 51000 ps ist hochstwahrscheinlich auf die Aggregation der

Komponenten zuriickzufiihren, die beim Zentrifugieren der kolloidalen Losung entstanden sind.

Mit dem Ziel die Selektivitdt der Selbst-Organisation des Rezeptor-Ligand-Systems aus 1 und 2d zu
testen, wurden analog zu den oben beschriebenen Experimenten auch Versuche durchgefiihrt, die
eine Selbst-Organisation des Rezeptors in Gegenwart eines Peptides untersucht, das in den
Bindungsstudien nicht durch 1 gebunden wurde. Ein solches Testpeptid stellt die Verbindung Ac-D-
Pro-Val-D-GIn(Trt)-PEGy4-Lys(Rhd)-NH, (2f) dar. Das Seitenketten-geschiitze Peptid-PEG-Konjugat
zeigte in den vorangegangenen Bindungsstudien keine Affinitdt zu 1 und wurde daher auf die
Ausbildung von makromolekularen Partikeln in Gegenwart des Rezeptors 1 untersucht. Die

ermittelten Autokorrelationsfunktionen aus den FCS-Daten sind in Abbildung 20 dargestellt.

1.45 ~ a 22 4 b
14 2.05 e
1.35 A E 1.9 -
1.3 @
1.25 TEU 175
= 5 16
O 1.2 c
' 145 A
115 =
1.1 4 o 13
1.05 - 1.15 A
1 T P = —— 1 T T S ARIAALL na)
2.00€E-07 2.00E-05 2.00E-03 2.00E-01 2.00€E-07 2.00E-05 2.00E-03 2.00E-01
Zeit [s] Zeit [s]
—1/2d 1/3 2d —1/2d 1/3 2d

Abb. 20: Exponentielle Kurvenanpassung fiir die gemessene Autokorrelationsfunktion (a) der Partikel

aus Rezeptor 1 und pegyliertem Peptid 2d bzw. 2f und fir die normierte Autokorrelationsfunktion

(b).

Die Autokorrelationsfunktion der Messdaten (Abb. 20a) zeigt einen deutlichen Unterschied in der

Amplitude der Exponentialfunktion fir das Peptid 2d in Gegenwart von 1, die auf eine deutlich

47,49,51

verringerte Anzahl an Teilchen pro Volumen zuriickzufiihren ist. Dies zeigt sich auch bei der

Betrachtung der normalisierten Autokorrelationsfunktion fir die untersuchten pegylierten Peptide
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2d und 2f. Im Vergleich zu der Referenzfunktion des frei gelosten Peptides 2d, wird erkennbar, dass
nur die Gegenwart des komplementdren Peptides 2d zu der Ausbildung einer makromolekularen
Struktur mit einer héheren tpy flihrt. Das Testpeptid 2f hingegen weist keine Verdnderung der tpy
auf. Dieses Kontrollexperiment zeigt, dass allein die Verwendung von 2d mit dem Tripeptid Ac-D-Val-
D-Val-D-His-R eine nicht-kovalente Bindung zu dem Rezeptor 1 ausbilden kann und damit fir die
Selbst-Organisation in eine makromolekulare Struktur verantwortlich ist. Damit verdeutlicht sich die
Selektivitat des Prozesses, in dem der Rezeptor 1 zur Selektion seines Liganden aus zwei Peptid-PEG-

Konjugaten auswahlt.

Die ermittelten Parameter der exponentiellen Kurvenanpassung heben diese Gegensatze hervor. Mit
dem Peptid-PEG-Konjugat 2d entstehen Partikel mit einem R;, von ca. 130 nm, die etwa die Halfte des
vorhandenen pegylierten Peptides vereint, wahrend das Testpeptid zu einem Grossteil in seiner
gelosten Form vorliegt. Das Auftreten von Partikeln mit einem Radius von (iber 1 um kann auf die
Bildung von Aggregaten zurlickzufiihren sein, die sich wahrend des Zentrifugierens bilden und sich

nicht vollstandig durch die Ultraschallbehandlung a uflésen lassen.

Komponente | Komponente Il Komponente Il

(freies Peptid)

Partikel Kpiee [ms], Rn Kpiee [ms], Rn Kpiee [Ms], Rn
(Anzahl*) Fraktion [%] [nm] Fraktion [%]  [nm] Fraktion [%] [nm]
1-2d 0.045 - 40+1.7 130+50 456 + 230 1500
(2.5) 53+39 56 + 33 1+10 +500
1-2f 0.045 - 7.1+3.8 230+100 - -

(49) 84 +13 16+ 13

2d 0.045 - - - - -

(83) 100

*Anzahl der Molekile/Partikel im konfokalen Detektionsvolumen

Tab. 2: Parameter fiir die exponentielle Kurvenanpassung der Autokorrelationsfunktionen.

Ein zusatzlicher Nachweis fiir die Selektivitat der Selbst-Organisation des Rezeptors 1 und dem
pegyliertem Peptid 2d konnte durch die Analyse der LSM-Bildern erbracht werden, die zusammen

mit den FCS-Daten aufgenommen wurden (Abb. 21).
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Abb. 21: a) LSM-Bilder der durch die Selbst-Organisation von Rezeptor 1 und Peptid-PEG-Konjugat 2d

entstandenen Vesikel. b) LSM-Bilder des aggregierten Rezeptors 1.

Diese zeigen ausschliesslich fiir die Selbstorganisation von Rezeptor 1 und dem pegyliertem Peptid
2d das Erscheinen von fluoreszierenden Signalen (Abb. 21a). Dabei sind einzelne, am Detektor
registrierte Photonen durch jeweils ein Pixel wiedergeben, so dass auch kleine Partikel (<500 nm) als
einzelne Punkte erscheinen und damit die fluoreszierenden Vesikel wiedergeben. Im Vergleich zu
1/2d erscheinen fur die Mischung aus 1 mit dem nicht-bindenden pegyliertem Peptid (2f)
ausschliesslich grosse Aggregate, die sich gegen den fluoreszierenden Hintergrund als dunkle Flecken
abheben. Innerhalb dieser Felder lasst sich keine Fluoreszenz erkennen, da sie ausschliesslich aus
aggregiertem Rezeptor bestehen; der gefarbte Hintergrund ist durch in der Losung frei verteiltes

Peptid entstanden (Abb. 21b).

Fiir eine weitere Untersuchung der Morphologie der gebildeten Partikel wurden mikroskopischen
Analysen verwendet. Die TEM-Aufnahmen zeigen sphéarische Partikel mit einem Durchmesser von ca.
100 nm. Die Partikel weisen hierin einen deutlichen Elektronenkontrast zu der Umgebung auf, der

durch eine stabile Partikelwand entsteht und die Ausbildung von Vesikeln andeutet (Abb. 22).%°*

Abb. 22: a) TEM-Bild der Vesikel aus Rezeptor 1 und pegyliertem Peptid 2d (Massstab: 1000 nm). b)
TEM-Bild fusionierender Vesikel (Massstab: 200 nm).
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Bemerkenswerterweise, war es ebenfalls moglich, die Aufnahme von zwei Vesikeln zu erlangen,
welche sich in sehr engem Kontakt zueinander befinden. Sie erscheinen dabei Gber ihre Membran
hin miteinander zu verschmelzen und geben so einen moglichen Hinweis auf ihre Fahigkeit zur

Fusion, die durch die nicht-kovalente Verkniipfung der Komponenten entsteht.

3.5.5 Zusammenfassung

In dem ersten Teil dieser Arbeit wurde unser Konzept fir eine Vesikelbildung durch selektive nicht-
kovalente Wechselwirkungen so erweitert, dass auch funktionalisierte Peptid-PEG-Konjugate fiir die
urspriingliche Bindung mit dem Rezeptor genutzt werden konnen. Durch die Modifizierung des
Peptid-PEG-Konjugats mit einer zusatzlichen funktionellen Einheit lassen sich neue Rickschlisse auf
die Zusammensetzung der Selbst-Organisation aus Rezeptor 1 und dem Peptid-PEG-Konjugat 2d
treffen. Dariliberhinaus werden die eingefiihrten funktionellen Gruppen durch die Selbst-
Organisation an der Oberflaiche des Vesikels verankert, womit sich direkte Modifikationen einer

supramolekularen Struktur erreichen lassen (Abb. 23).

. “§ N e e 6 X5 %5%%%
L T

’% = peptide-PEG conjugate 2d () = receptor 1

Abb. 23: Vorgeschlagenes Modell fiir die Selbst-Organisation eines funktionalisierten Rezeptor-

Ligand-Systems.

Das Design des Peptid-PEG-Konjugats (2d) basiert auf einer bifunktionalisierten PEG-Kette die
einerseits das fir die molekulare Erkennung durch den Rezeptor 1 erforderliche Tripeptid Ac-D-Val-D-
Val-D-His-R und andererseits einen Lysin-Baustein, der eine Modifizierung des Liganden und dadurch
auch des Rezeptor-Ligand-Komplexes ermoglicht. Die Evaluierung der Selbst-Organisation des
funktionalisierten Rezeptor-Ligand-Komplexes in Wasser zeigte, dass eine Modifizierung der Peptid-
PEG-Einheit mit dem Fluoreszenz-Farbstoff Carboxyrhodamin durch das System toleriert wird und
keine nachteiligen Auswirkungen auf die Selbst-Organisation des Rezeptor-Ligand-Komplexes in ein
Vesikel besitzt. Die verwendeten Analyse-Methoden aus FCS und DLS zeigten weiter, dass mit der

Rezeptor-Ligand-Bindung eine hdchst selektive Selbst-Organisation entsteht, die auch zur Selektion
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zwischen Peptid-PEG-Einheiten von komplementarer bzw. nicht-komplementarer Struktur befahigt
ist. Mit dem entworfenen Design des Peptid-PEG-Konjugats liess sich auch das vorgeschlagene
Modell fiir die Selbst-Organisation des Systems bestatigen, da der Fluorophor an dem Kettenende
der PEG-Einheit verankert ist, die nicht fir die molekulare Erkennung des Tripeptids durch den
Rezeptor 1 genutzt wird und er keine Einschrankungen auf die Selbst-Organisation des Systems
zeigte.

Die analytischen Daten legen eine Ausrichtung des Fluoreszenz-Farbstoffs in Richtung des wassrigen
Milieus nahe, wodurch eine Anordnung des Fluorophors an der Oberflache der Vesikel-Membran
entsteht. Dies stellt eine Uberaus interessante Methode fir die Funktionalisierung einer
makromolekularen Struktur dar, die sich erst durch die Ausbildung von selektiven Wechselwirkungen

zwischen Rezeptor und Ligand aufbauen ldsst (Abb. 23).
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4. Selbst-Organisation des Diketopiperazin-Rezeptors (1)

Eine Moglichkeit Selbst-Organisationsprozesse einzuleiten, entsteht oftmals durch den amphiphilen
Charakter der beteiligten Komponenten. So gibt es eine Vielzahl an amphiphilen Peptiden, die je
nach ihrer Architektur unterschiedliche Bestandteile fiir ihre hydrophoben und hydrophilen Regionen
enthalten.” Zum einen gibt es amphiphile Molekiile, die ausschliesslich aus Aminosauren aufgebaut
sind und sowohl geladene als auch hydrophobe Reste besitzen.** Des Weiteren existieren amphiphile
Peptide deren hydrophobe Elemente nicht aus Aminosdauren bestehen, sondern durch die
Konjugation mit Alkylketten oder Phospholipiden entstehen® und letztlich gibt es ebenfalls Block-
Copolymere, die Peptidsequenzen mit synthetischen Polymeren verkniipfen.® Sehr viel weniger
bekannt ist die Selbst-Ordnung bei Molekiilen, die keinen expliziten amphiphilen Charakter
aufweisen. So konnten z. B. bei Untersuchungen tiber Amyloid-Fibrillen Peptidsequenzen identifiziert
werden, die sich durch die Ausbildung von B-Faltblattstrukturen zu makroskopischen Fibrillen

zusammen lagern.*®

4.1 Untersuchung der Selbst-Organisation des hydrophoben Diketopiperazin-Rezeptors (1)

Die Seitenketten des Diketopiperazin-Rezeptors 1 bestehen aus rein hydrophoben Aminosauren und

tragen zusatzlich einen aromatischen Diazofarbstoff, verknlpft liber die Hydroxygruppe des Tyrosins.

H
Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)— "\,

Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)— N~‘:
H 1

T e Tt
o~ e

Abb. 24: Struktur des Diketopiperazin Rezeptors 1.

Die Trityl-Schutzgruppe der Glutaminseitenkette bringt zusatzliche aromatische Gruppen in das
Molekdil, so dass insgesamt nur eine gute Loslichkeit in organischen Losungsmitteln wie CHCl;, MeOH
oder THF erreicht wird. Wird eine frisch hergestellte Losung des Rezeptors 1 in THF oder MeOH mit
Wasser verdiinnt, beginnt daher nach kurzer Zeit ein roter Feststoff auszufallen.

Allerdings konnte beobachtet werden, dass Stammldsungen des Rezeptors (1) in THF, die iber einen

langeren Zeitraum (1-2 Wochen) aufbewahrt wurden, ein anderes Verhalten in der Selbst-
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Organisation mit pegylierten Peptiden entwickelten; die entstandenen Partikel zeigten einen
kleineren Radius (siehe Anhang). Eine genauere Untersuchung der Selbst-Organisation mit den
entsprechenden Kontrollexperimenten zeigte, dass Stammldsungen des Rezeptors (1), die fiir langere
Zeit aufbewahrt worden waren, auch eine Selbst-Aggregation des Rezeptors ermoglichen, die in
Wasser zur Ausbildung von Partikeln fiihrt. In diesem Fall, benétigt 1 nicht die Gegenwart seines
pegylierten Liganden, um eine makromolekulare Struktur einzunehmen. Dies lasst auf eine
Aggregation oder eine intermolekulare Ausrichtung der Molekile schliessen, die sich bereits in der
THF-L6sung vollzieht. Dennoch liessen sich diese Aggregate nicht eindeutig nachweisen, da die
beteiligten intermolekularen Krafte in organischen Losungsmitteln zu schwach sind, um sie Uber
NMR-spektroskopische Methoden nachzuweisen. Auch die Untersuchungen mittels UV-Vis-
Spektroskopie, Massenspektrometrie und HPLC-Chromatographie lieferten keine eindeutigen
Befunde (siehe Anhang).

Daher wurde versucht, die auf die Verdinnung mit Wasser erfolgte Partikel-Bildung des
Diketopiperazin-Rezeptors lber makromolekulare Analysen-Methoden zu charakterisieren. Dabei
wurden dhnliche spektroskopische und mikroskopische Methoden verwendet wie bereits bei der
Charakterisierung der Vesikel, die durch den Host-Guest-Komplex geformt werden. Fiir die DLS-
Untersuchungen wurde die iber mehrere Tage gelagerte Rezeptor-Stammldsung (c = 300 uM) mit
Wasser verdiinnt, so dass eine finale Rezeptorkonzentration von 3 uM erreicht wurde. Auch bei
dieser geringen Konzentration liess sich bereits ein ausreichendes Messsignal aufnehmen (input
count rate > 200 kHz), um die Zusammensetzung der kolloidalen Losung zu bestimmen.

Im Vergleich zu den Partikeln die durch das Host-Guest-System (1:2d) gebildet werden, bilden sich
schon bei einer viel geringeren Konzentration eine ausreichende Menge an Partikeln, um sie lber
ihrer Streulichtintensitat zu charakterisieren. Die Messung der Diffusionskoeffizienten Kpy liber den
gesamten Winkelbereich ist bei drei verschiedenen Konzentrationen durchgefiihrt worden und in

Abbildung 25 dargestellt.
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Abb. 25: Lineare Regression der Diffusionskoeffizienten in Abhadngigkeit des Messwinkels.
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Die einzelnen Lésungen besitzen allerdings etwas héhere Polydispersitaten (PD) als die Partikel des
Host-Guest-Systems (1-2d) und ergeben einen Uber die Konzentrationen gemittelten R, von 48 + 1
nm fiur die Hauptfraktion der enthaltenen Partikel (vgl. Abbildung 18).” Im Verlauf der
Verdiinnungen steigt die PD der Losung leicht an und auch die Grossenverteilung nimmt leicht zu.
Dies kann auf eine zunehmende Aggregation oder auch Fusion der Partikel zuriickzufiihren sein, die
allerdings sehr viel weniger stark ausgepragt ist, als dies bei den Vesikeln aus 1 und 2d der Fall ist. Die
Grossenverteilungen der einzelnen Losungen sind in Abbildung 26 dargestellt und zeigen zusatzlich

zu den Partikeln mit einem R, um 50 nm, eine zweite, kleinere Spezies an Partikeln.
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Abb. 26: Grossen-Verteilungsfunktion der aus Rezeptor 1 gebildeten Partikel in Abhangigkeit des

Molekulargewichtes und der relativen Streuintensitat bei 90°.

Die kleinere Spezies besitzt einen R, um 20 nm und liegt damit eher im Bereich von micellaren
Systemen.”® Die relativen Grossenverteilungen der beiden Fraktionen bleibt allerdings tber den
gesamten Konzentrationsbereich konstant, womit sich zeigt, dass die gebildeten Partikel eine hohe
Stabilitat besitzen und sie weniger zu Aggregation neigen als die Partikel aus Rezeptor und den
Peptiden 2a-d (siehe Anhang).

Die Morphologie der Aggregate wurde mittels TEM und AFM Messungen untersucht. Die
Probenpraparation erfolgte bei Konzentrationen von ca. 10 uM. Die TEM-Bilder verdeutlichen die

Unterschiede der beiden Spezies, die mit DLS gefunden wurden, sehr anschaulich (Abb. 27).

Abb. 27: TEM-Bild der Partikel aus Rezeptor 1 bei unterschiedlicher Vergrosserung Massstab: (a)
100 nm; (b) 200 nm).

42



Die kleineren Partikel mit einem Durchmesser von weniger als 50 nm besitzen einen sehr geringen
Elektronenkontrast, der auf eine geringe Dichte der Partikelwande hindeutet und im Zusammenhang
mit dem Durchmesser auf die Bildung von Micellen schliessen lasst. Die grosseren Aggregate, deren
Durchmesser etwa 100 nm betragt, erscheinen bei der Betrachtung durch das TEM mit
unterschiedlichem Elektronenkontrast von der Peripherie zum Inneren des Partikels hin. Diese
ringformige Struktur ist ein typisches Merkmal von harten, kollabierten Vesikeln.** Der
Elektronenstrahl erliegt einer Phasenverschiebung beim Durchlaufen von Proben mit
unterschiedlicher Dichte.”® Ein hartes Vesikel, das beim Trocknen seine urspriingliche Form nicht
ganzlich verliert, erscheint, im Gegenteil zu weichen, deformierten Vesikeln, unter dem TEM in einer
ringférmigen Struktur, da der Elektronenstrahl durch das diinne Innere weniger beeinflusst wird als

39,50

durch die dicht gepackte Peripherie eines harten Vesikels. Die Aufnahmen des AFM bestatigen

diese Merkmale zusatzlich (Abbildung 28).

Cross Sechon 548, 270.7 10 205.5,367 0 e
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Abb. 28: Darstellung des Phasen- und Oberflachenprofils der AFM-Aufnahmen mit dem

entsprechenden Hohenbild.

Die AFM-Bilder zeigen sowohl in der Phasen- als auch in der Oberflaichendarstellung die Ausbildung
spharischer Partikel mit einem mittleren Radius von 80 — 100 nm und einem Hohenprofil von etwa 10
nm. Das Verhéltnis von Durchmesser zur Hohenausdehnung spricht zusatzlich fir die Ausbildung von
harten Vesikeln, die in ihrer starren Form eine Volumenzunahme von der Peripherie zum Zentrum
aufweisen®® und zeigen dadurch ihren Gegensatz zu den weichen Vesikeln wie sie durch das Host-
Guest-System aus 1 und 2b gebildet werden (vgl. Abb. 9).

Einen endgitiltigen Beweis fiir die Ausbildung von Vesikeln mit einem Wasservolumen, das von der
Doppelschicht umschlossen ist, kann letztlich durch Experimente erbracht werden, die das
Einschliessen bzw. den Transport von fluoreszierenden Farbstoffen im Inneren eines Vesikels

umfassen. >3

Die sogenannten Einschluss-Experimente erfordern die Vesikel-Bildung in einer
konzentrierten Losung des Fluoreszenzfarbstoffes mit dem anschliessenden Abtrennen von
Uberschiissigem Fluorophor, der nicht im Inneren eines Vesikels gefangen ist. Im Fall der

Diketopiperazin-Rezeptor-Vesikel wurde der THF-Stammlosung Carboxyrhodamin 110 (Rhd)
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beigemischt und die Vesikel-Bildung durch Zugabe von Wasser eingeleitet. Ein Teil des Fluorophors
wird dabei von den sich bildenden Vesikeln umschlossen und somit im Inneren gefangen. Die
Uberschissige Losung mit gelostem, freiem Fluorophor wurde durch mehrmaliges Zentrifugieren und
Waschen des Niederschlags mit Wasser entfernt.”® Anschliessend wurden die im Niederschlag
enthaltenen Vesikel in moglichst wenig Wasser suspendiert und die kolloidale Losung mittels FCS

47-49

untersucht. Die im Inneren der Vesikel eingeschlossenen fluoreszierenden Molekiile weisen

dadurch eine andere Diffusionszeit auf als die, die in der wassrigen Umgebung frei diffundieren

kénnen; also nicht von Vesikeln eingeschlossen sind.
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Abb. 29: Exponentielle Kurvenanpassung fir die (a) gemessene Autokorrelationsfunktion der mit
Carboxyrhodamin beladenen Teilchen aus Rezeptor 1 und fir die (b) normierte

Autokorrelationsfunktion.

Der Graph in Abbildung 29 zeigt die exponentielle Kurvenanpassung der Autokorrelationsfunktion fir
die Rhd-beladenen Vesikel des Diketopiperazin-Rezeptors 1 (rot). Zum Vergleich sind jeweils die
Kurven fir frei gelostes Carboxyrhodamin (gestrichelte Linie) mit abgebildet. Die
Autokorrelationsfunktion fiir die Rhd-beladenen Partikel besitzt eine deutlich hdhere Amplitude, die
auf eine geringere Anzahl an Teilchen pro Volumen im Vergleich zu frei geléstem Rhd zuriickzufiihren

ist und auf die Ausbildung von Aggregaten bzw. Partikeln hindeutet.
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Komponente | Komponente Il Komponente Il

(freier Fluorophor)

Verbindung tpi [ms], Radius toirs [Ms], Radius toirs [Ms], Radius
(Anzahl*) Fraktion [%] [nm] Fraktion [%] [nm] Fraktion [%] [nm]

1 0.035 - 23+1.7 74 +17 122 +£51 400 t
(120) 22 +23 58+ 17 20+ 12 160

Rhd, frei 0.035 - - - - -
(193) 100

*Anzahl der Molekiile/Partikel im konfokalem Detektionsvolumen

Tab. 3: Parameter fiir die exponentielle Kurvenanpassung der Autokorrelationsfunktionen.

Anhand der Parameter fiir die exponentielle Kurvenanpassung lasst sich ablesen, dass die Probe trotz
des Waschens immer noch viel frei geléstes Rhodamin enthalt. Zusatzlich sind in der Losungen aber
auch Partikel mit einer Diffusionszeit von 2.3 ms verteilt, welche einem hydrodynamischen Radius
von 74 nm entspricht und damit einer Grossenverteilung entspricht, die den DLS-Messungen
vergleichbar ist. Zusatzlich lassen sich aber auch Partikel mit einer tp;r von 122 ms auf (Tab. 3). Solch
grosse Partikel kénnen durch Aggregation der Partikel ** und wiirde auf eine verringerte Stabilitat der
beladenen Vesikel zurlickzufiihren sein, die durch das Zentrifugieren vermehrt in grosseren
Aggregaten zusammengelagert vorliegen. Es war ebenfalls moglich TEM-Analysen solch aggregierter
Vesikel durchzufiihren; diese zeigen spharische Partikel, die in Aggregaten mit einem Durchmesser

zwischen 1 und 5 um vorliegen (Abb. 30).

Abb. 30: TEM-Bilder der aggregierten Vesikel aus Rezeptor 1 (Massstab 1 bzw. 5 um).

Dennoch veranschaulichen diese Experimente die Fahigkeit des Diketopiperazin Rezeptors 1
transportfahige Vesikel zu bilden. Zu betonen bleibt allerdings, dass dies nur ermoglicht wird durch
Verwendung ,gealterter Stammldsungen des Rezeptors” in THF. Fiir frisch hergestellte Losungen

zeigt sich diese Form der Selbst-Organisation nicht, da 1 unter diesen Umstdnden eine Selbst-
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Aggregation zeigt, die nicht zu geordneten Strukturen fiihrt. Dies lasst vermuten, dass sich die
Rezeptormolekile bereits im organischen Losungsmittel mit der Zeit in einer gewissen Orientierung
zueinander ausrichten und somit bereits eine Art von Prdorganisation in der Stammldsung

stattfindet.

Abb. 31: (a) LSM-Aufnahmen der Diketopiperazin-Vesikel mit eingeschlossenem Rhodamin. (b) LSM-
Aufnahmen des gebildeten Niederschlags aus Rezeptor, der entsteht wenn eine frisch hergestellte

Losung in THF verwendet wird. Massstab: 5 um.

Dieser Unterschied kann anhand der LSM-Aufnahmen sehr eindrucksvoll veranschaulicht werden. Die
Fluoreszenz-Bilder zeigen fir die Selbst-Organisation von Rezeptor 1 aus einer ,gealterten”
Stammldsung, sowohl einzelne als auch zusammengelagerte Partikel mit einem sehr deutlichen
Fluoreszenz-Kontrast. Dieser Kontrast entsteht durch gebiindeltes Carboxyrhodamin im Inneren der
Vesikel, welche allerdings auch in grosseren Aggregaten vorliegen, so dass sie sogar in den
Lichtbildern als einzelne, schwarze Punkte zu erkennen sind (Abbildung 31a). Im Gegenteil dazu kann
Rezeptor 1 aus einer frisch hergestellten Stammldsung keine geordneten Wechselwirkungen
ausbilden, so dass beim Mischen mit Wasser keine strukturierten Formen entstehen und die
Rezeptormolekile zufillige Aggregate bilden, wahrend das wasserlsliche Carboxyrhodamin in der
Losung frei verteilt bleibt. Dies lasst sich sehr schén an den Fluoreszenz-Bildern erkennen, in denen
sich die aggregierten, ungefarbten Teilchen gegen den fluoreszierenden Hintergrund abheben
(Abbildung 31b).

Wie in diesem Kapitel gezeigt wurde, ist der Diketopiperazin-Rezeptor (1) unter bestimmten
Umstdnden auch in der Lage fiir sich alleine genommen Vesikel zu bilden. Im Gegensatz zu den
Vesikeln, die mit dem Host-Guest-System aus Rezeptor 1 und pegyliertem Liganden 2d entstehen (R,
=120 nm), ergibt die Selbst-Organisation aus 1 sehr viel kleinere Vesikel (R, = 50 nm), die allerdings
eine hohere Stabilitdt und eine geringere Mobilitat aufweisen. Um die Selbst-Organisation des
Diketopiperazin-Rezeptors weiter zu untersuchen, wurden Fragmente des Rezeptors hergestellt und

auf ihr Verhalten in wassriger Umgebung getestet.
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4.2 Untersuchungen zur Selbst-Organisation von Fragmenten des Diketopiperazin-Rezeptors

Sollte der Diketopiperazin-Rezeptor in der Lage sein, in THF-Losungen eine bestimmte raumliche
Orientierung der Molekiile zu erreichen, so dass eine Art von Aggregation stattfindet, missen
intermolekulare Krafte fiir ein solches Arrangement zustandig sein;

Um den Einfluss der zwei-armigen Struktur des Rezeptors (1) auf die Selbst-Organisation in Wasser zu
untersuchen wurden nur die seitlichen Arme des Rezeptors synthetisiert. Um weiter den Einfluss des
Dispers Rot Farbstoffes auf die Ausbildung von Partikel zu bestimmen, wurde ebenfalls das Tripeptid

12 hergestellt (Abbildung 32).
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Abb. 32: Struktur der Diketopiperazin-Fragmente 11 und 12 (dye = Dispers Rot).

Wahrend Fragment 11 den Farbstoff Dispers Rot enthalt, ist dieser in dem Fragment 12 durch eine
tert-Butyl-Gruppe ersetzt. Mit den beiden Fragmenten 11 und 12 sollte also nicht nur der Einfluss des

verknlpfenden Diketopiperazins sondern auch der des Farbstoffes aufgeklart werden.

Um diese Einfliisse zu testen, wurden die beiden Fragmente auf ihre Selbst-Organisation in Wasser
untersucht, die durch das Verdiinnen von Lésungen der Fragmente in THF mit Wasser erfolgen sollte.
Anschliessend wurde auch eine mogliche Selbst-Organisation der Fragmente in Gegenwart von

pegylierten Peptiden untersucht.
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4.2.1 Synthese der Fragmente des Diketopiperazin-Rezeptors (1)

Die Herstellung des Rezeptorarmes 11 erfolgte in Losung und beginnt mit dem Farbstoff-markiertem
Lysin-Baustein 10, welcher bereits Uber eine Mitsunobu-Reaktion mit Dispers Rot verkniipft wurde
(Schema 3). Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgte durch Behandlung mit 3N HCl in Dioxan,
so dass N-a-Fmoc-N-6-Trityl-Glutamin durch die Zugabe von Hiinigs Base und EDC an das freie Amin
von 10 gekuppelt werden konnte. Das Entschiitzen der a-Aminofunktion von 13 mit TAEA
ermoglichte die Kupplung mit N-a-Fmoc-Phenylalanin bei vorheriger Aktivierung der Saurefunktion
mit EDC und Hinigs Base. Die darauffolgende Behandlung mit TAEA und abschliessende Acetylierung
mit Acetanhydrid und Hinigs Base fihrt zu dem Seitenketten-geschiitzten Rezeptorfragment 11

(Schema 5).

O(dye) O(dye)
O(dye)
o) e
a, b FmocHN cde N
22 Mo %N COOMe ———> AcHN ;JLN COOMe
BocHN™ ~COOMe H H H H

o
10 L 13 £ 1
0

(Tr)HN

Schema 5. Synthese des Rezeptorfragmentes 11: a) 3N HCl in Dioxan; b) Fmoc-GIn(Trt)-OH, EDC,
iPr,NEt, CH,Cl,, 61%; c) TAEA, CH,Cl,; d) Fmoc-Phe-OH, EDC, iPr,NEt, CH,Cl,, 20%, e) Ac,0, iPr,NEt,
90%.

Fir die Herstellung des Seitenketten-geschiitzten Rezeptorfragmentes 12 wurde eine Synthese an
fester Phase gewahlt und dafir mit dem ausserst Saure-labilem SieberAmid-Harz gearbeitet. Nach
dem Entschiitzen der Fmoc-Aminofunktion des SieberAmid-Linkers mit 20% Piperidin in DMF wurde
das Harz mit der ersten Aminosaure, N-a-Fmoc-O-tert-Butyl-Tyrosin, beladen, indem sie mit DIC und
HOBt aktiviert wurde (Schema 6). Die restlichen Aminosduren wurden gemass dem
Standardprotokoll fiir SPPS von Fmoc-geschiitzten Aminosauren gekuppelt. Dabei wurde HATU als
Aktivierungsreagenz verwendet und 20% Piperidin in DMF zum Abspalten der Fmoc-Schutzgruppe.
Der N-Terminus wurde mit Acetanhydrid und Hiinigs Base acetyliert und das Peptid 12 wurde unter
Beibehaltung der Seitenketten-Schutzgruppen durch 1% TFA in CH,Cl, abgespalten. Nach der
Reinigung durch praparative HPLC wurde das Rezeptorfragment 12 in hoher Reinheit und mit einer

Ausbeute von 54% erhalten (Schema 6).
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Schema 6. Synthese des Rezeptorfragmentes 12: a) i) Pip/DMF (1:4); ii) Fmoc-Tyr(OtBu)-OH, DIC,
HOBt, DMF; b) i) Pip/DMF (1:4); ii) Fmoc-GIn(Trt)-OH, HATU, iPr,NEt, CH,Cl,; c) i) Pip/DMF (1:4); ii)
Fmco-Phe-OH, HATU, iPr,NEt, CH,Cl,; d) i) Pip/DMF (1:4); ii) Ac,0, iPr,NEt, CH,Cl,; e) 1% TFA in
CH,Cl,.

Die synthetisierten Rezeptorfragmente 11 und 12 besitzen analog dem Diketopiperazin-Rezeptor 1
einen acetylierten N-Terminus und unterscheiden sich nur durch ihren C-Terminus. Im Weiteren
sollten die Eigenschaften der Fragmente auf ihre Selbst-Organisation in wassriger Umgebung

untersucht werden.
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4.2.2 Selbst-Organisation der Rezeptorfragmente in wassriger Umgebung

Die Rezeptorfragmente 11 und 12 besitzen wie der Diketopiperazin-Rezeptor (1) eine sehr gute
Loslichkeit in THF, so dass die Experiment wie zuvor mit Rezeptor 1 durchgefiihrt wurden. Dafiir
wurden Stammlésungen der Verbindungen mit einer Konzentration von 1.0 mM in THF verwendet,
die mit entsprechenden Volumina an Wasser verdiinnt wurden, um sie anschliessend auf die
Ausbildung von makroskopischen Strukturen zu untersuchen. Beim Verdiinnen der konzentrierten
THF Losungen von 11 und 12 mit Wasser bildeten sich wie zuvor mit Rezeptor 1 beobachtet,

kolloidale Losungen. Diese wurden zunachst mit Lichtstreuungsexperimenten untersucht.
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Abb. 33: DLS-Bestimmung der Diffusionskoeffizienten in Abhangigkeit des Streuwinkels fir
Rezeptorfragment 11 (a) und 12 (b).

Wahrend die Losung aus dem Rezeptorfragment 11 wie der urspriingliche Rezeptor 1 bereits bei
einer Konzentration von 5 pM eine ausreichende Streulichtintensitat lieferte, mussten fir die
Verbindung 12 zehnmal hoéhere Konzentrationen verwendet werden, um eine vergleichbare
Signalstarke zu erreichen. Das deutet darauf hin, dass durch den fehlenden Dispers Rot-Farbstoff

sehr viel mehr Molekdile fiir den Aufbau der Partikel bendtigt werden.

Wahrend die aus 11 geformten Partikel eine sehr homogene Verteilung besitzen, wie sich an den
Graphen mit gleicher Steigung und Achsenabschnitte zeigt (Abb. 33a), streuen die einzelnen
Diffusionskoeffizienten fiir die Partikel aus 12 Uber einen weiten Bereich (Abb. 33b). Dies ldsst sich
auch an den unterschiedlichen Polydispersitdaten der kolloidalen Losungen erkennen. Fiir die Partikel,
gebildet aus Fragment 11 lassen sich sehr dhnliche Diffusionskonstanten fiir die verschiedenen
Verdiinnungen bestimmen, so dass sich ein sehr guter mittlerer R, von 121 nm fir die Partikel ergibt

und auf die geringe Polydispersitat der Losung zuriickzufiihren ist.
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Rezeptorfragment 11 Rezeptorfragment 12

c[UM] Ko [m?s™] PD[%] Rylnm] c[uM] Kpg [m’s™] PD[%] Ry [nm]

5 (1.72+0.37)E-15 16  124+16 40 (1.89  0.52)E-15 29 114+24
3 (1.72+0.38)E-15 17  124+17 23 (1.76 £ 0.17)E-15 16 122+10
2 (1.77£0.34)E-15 15 12215 17 (1.26 £ 0.22)E-15 19  170£25
1 (1.73+0.34)E-15 15  123+15 8 (1.20 £ 0.20)E-15 18 179+16
@ (1.78 + 0.03)E-15 121+2 ¢ (1.04 + 0.16)E-15 206 + 27

Tab. 4: Parameter der linearen Regression fiir die Diffusionskoeffizienten in Abhadngigkeit der

Konzentration.

Die aus der Verbindung 12 entstandenen Teilchen weisen im Gegenteil dazu eine héhere PD auf und
zeigen bei niedrigeren Konzentrationen sogar eine andere Grdssenverteilung an. Wahrend die
gebildeten Partikel aus dem Rezeptorfragment 11 eine konstante Grossenverteilung aufweisen
(gleiche Achsenabschnitte, Abb. 33a), zeigt die kolloidale Lésung aus 12 ein weniger stabiles
Verhalten; die gebildeten Partikel aus 12 zeigen zu Beginn eine einzige Grossenverteilung zwischen
114 und 122 nm (Tab. 4), die allerdings im Verdiinnungsverlauf weiter ansteigt und zu Partikel mit
einem Ry, von zwischen 170 und 180 nm fiihrt. Dies deutet auf eine geringere Stabilitdt der Partikel,
die aus der Selbst-Organisation von 12 entstehen. Dies dusserte sich ebenfalls in einer erschwerten
Handhabung der kolloidalen Losung aus dem Rezeptorfragment 12, welche teilweise keinerlei

Messungen zuliess, da die Partikel bereits auf das Einstrahlen des Lasers Veranderungen zeigten.

Diese Ergebnisse zeigen, dass der Dispers Rot-Farbstoff einen deutlichen Einfluss auf die Ausbildung
der Partikel hat, indem er die gebildeten Strukturen durch zusatzliche Wechselwirkungen stabilisiert.
Nichtsdestotrotz konnten aber auch TEM-Bilder der entstandenen Partikel aufgenommen werden.
Die TEM-Bilder aus Abbildung 34 zeigen exemplarische Aufnahmen der Teilchen, die entstehen,
wenn Losungen aus Rezeptorfragment 11 (Abb. 34a) bzw. 12 (Abb. 34b) in THF mit Wasser vermischt
werden. Sie zeigen jeweils sphéarische Partikel mit einem Durchmesser von (iber 200 nm und stiitzen

damit die gefundenen Grossenverteilungen der DLS-Messungen.
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Abb. 34: (a) TEM-Bilder der Partikel, gebildet aus Rezeptorfragment 11. (b) TEM-Aufnahme der
Partikel aus Verbindung 12 (Massstab: 200 nm).

Im Gegensatz zu den Diketopiperazin-Vesikeln besitzen die Teilchen einen homogeneren
Elektronenkontrast und weniger eine ringférmige Struktur (vgl. Abb. 27), was typisch flir weiche,

verformte Vesikel ist.*

Widhrend die Partikel aus Rezeptorfragment 11 einen schwacheren
Elektronenkontrast zur Umgebung besitzen, ist aus Verbindung 12 ein sehr stark gefarbtes Teilchen
entstanden. Dies ist bei weichen Vesikeln ein deutliches Anzeichen fiir eine unterschiedlich dicht

3930 7usammen mit den bendtigten hdheren Konzentrationen

gepackte Doppelschicht der Membran.
in den DLS-Versuchen lasst sich folgern, dass hier beim Aufbau der Vesikel-Wand sehr viel mehr

Molekiile beteiligt sind als bei dem Rezeptorfragment mit Dispers Rot (11).

Da die Rezeptorfragmente 11 und 12 bereits ihre Fahigkeit zur Selbst-Organisation in wadssriger
Umgebung bewiesen haben, ergibt sich die Frage, ob diese reduzierten Strukturen auch in der Lage
wadren intermolekulare Wechselwirkungen zu dem komplementaren Peptid 2d aufzubauen. In den
Versuchen an der Festphase zur ldentifizierung der Peptidsequenz, die durch den Diketopiperazin-
Rezeptor 1 erkannt und gebunden wird, war die zweiarmige Struktur essentiell fiir die Ausbildung des
Host-Guest Komplexes.**® Versuche zur molekularen Erkennung zwischen Rezeptorfragmenten 11
und 12 zu dem pegyliertem Peptid 2d, sollten kldren ob diese Notwendigkeit auch fir die Selbst-

Organisation in wassriger Umgebung besteht.
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4.2.3 Selbstorganisation der Rezeptorfragmente mit pegylierten Peptiden
4.2.3.1 Rezeptorfragment Ac-Phe-GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe (11)

Das Rezeptorfragment Ac-Phe-GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe, enthédlt den Dispers Rot-Farbstoff und stellt
damit eine Kopie des Rezeptorarmes des Diketopiperazin-Rezeptors 1 dar. In den DLS-Experimenten
zeigte das Fragment bereits die Fahigkeit, fir sich alleine Vesikel zu bilden. Fir die folgenden Tests
zur molekularen Erkennung des urspriinglichen Substrats (2d) des Rezeptors 1 wurden die Fragmente
11 und 12 in THF gelost, mit einer wassrigen Losung des pegylierten Peptids 2d gemischt
anschliessend durch die Zugabe von Wasser auf die Ausbildung von makromolekularen Strukturen
getestet. Die verwendeten Versuchsreihen bestehen aus der Mischung des Fragmentes 11 mit dem
Peptid 2d, das durch Rezeptor 1 gebunden wird und einem zweiten Kontrollexperiment in dem ein
Peptid verwendet wurde, das nicht durch 1 erkannt wird; das Peptid-PEG-Konjugat Ac-D-Pro-Val-D-
GIn(Trt)-PEG14-Lys(Rhd)-NH, (2f) wurde in den Versuchen zur Selbst-Organisation mit 1 nicht
gebunden und kann ausserdem durch seine Seitenketten-Schutzgruppe vermehrt hydrophobe
Wechselwirkungen eingehen, womit sich auch nicht-selektive Wechselwirkungen testen lassen. Ein
letztes Kontrollexperiment besteht aus der Mischung zwischen Fragment 11 und dem
Carboxyrhodamin-Farbstoff (Rhd) alleine. Die zu Beginn hergestellten THF/Wasser-Mischungen (20
pl, ImM) der einzelnen Komponenten wurden anschliessend mit der 25fachen Menge an Wasser
verdiinnt, womit sich die Vesikel-Bildung einleiten lasst. Die entstandenen kolloidalen L&sungen
wurden zentrifugiert und die sedimentierten Partikel mit Wasser gewaschen, um Uberschissiges
Fluorophor zu entfernen.*® Nach zweimaligem Waschen wurde der Niederschlag in méglichst wenig

Wasser aufgenommen und die kolloidale L6sung mittels FCS untersucht.

1.08 - 22 4
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1.06 - "
g 18 4
1.05 - E
) 816
£ 104 | e
[C) —
1.03 T4
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1.01 1
2.00E-07 2.00E-05 2.00E-03 2.00E-01 2.00E-07 2.00E-05 2.00E-03 2.00E-01
Zeit [s] Zeit [s]
—11/2d 11/3 11/Rhd Rhd  ====- 1/2d ——11/2d 11/3 11/Rhd 2d

Abb. 35: Exponentielle Kurvenanpassung flr die Autokorrelationsfunktion (a) der Versuchsreihe fir

das Rezeptorfragment 11 und ihre normierte Autokorrelationsfunktion (b).
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Die aufgenommenen Autokorrelationsfunktionen zeigen fir die Selbst-Organisation zwischen dem
Rezeptorfragment 11 und dem pegylierten Peptid 2d (selektive Bindung an Rezeptor 1) bzw. 2f (nicht
selektive Bindung an 1) Kurven, die in ihrem Verlauf sehr dhnlich aussehen und durch die leichte

Schulter auf mehrere Komponenten in der Losung hinweisen.*”*°

Die Verwendung von Rhodamin in
Kombination mit 11 zeigt lediglich eine Kurve, dhnlich der Referenzfunktion von frei gel6stem
Farbstoff, so dass bereits gesagt werden kann, dass nur mit den Peptiden eine Form der Interaktion
stattfindet und sich eine kolloidale Losung bildet (Abb. 35). Die Betrachtung der normierten
Autokorrelationsfunktionen zeigt zusatzlich den Vergleich zur der Selbst-Organisation zwischen dem
Diketopiperazin-Rezeptor 1 und seinem Gast-Molekll 2d (gestrichelte, rote Linie). Hierbei
verdeutlicht sich der Unterschied zu der funktionierenden Selbst-Organisation durch molekulare
Erkennung: Wahrend mit dem Diketopiperazin-Rezeptor ein Grossteil der pegylierten Peptide in
einem supramolekularen Ensemble strukturiert sind, wird mit dem Rezeptorfragment 11 nur ein

Bruchteil der Liganden gebunden und dadurch in eine makroskopische Struktur eingefiigt. Die

Mischung von Carboxyrhodamin mit dem Fragment 11 fiihrt zu keiner tbergeordneten Struktur.

Komponente | Komponente Il Komponente Il

(freier Fluorophor)

Sample tpirs [Ms], Radius toirs [Ms], Radius toirs [Ms], Radius
(Anzahl*)  Fraktion [%] [nm] Fraktion [%] [nm] Fraktion [%] [nm]
11/2d 0.045 - 43+1.7 140 + 50 50+18

(16) 33+43 47+8 23+17

11/2f 0.045 - 10.0+£12.0 320 + 300 - -

(17) 79122 21422 -

11/Rhd 0.030 - 0.025 - - -

(114) 10+ 29 90+29 -

1-2d 0.045 - 40+1.7 130 + 50 456 + 230 1500 + 500
(2.5) 73 +39 26+ 33 1+10

*Durchschnittliche Anzahl der Teilchen im Messvolumen

Tab. 5: Parameter der exponentiellen Kurvenanpassung fiir die Autokorrelationsfunktion.

Bei der Betrachtung der Parameter fiir die exponentiellen Kurvenanpassungen zeigt sich allerdings,
dass aus der Kombination von 11 und pegyliertem Peptid (2d) ein Teil der Molekiile sich zu Partikeln
zusammenlagert, die einen hydrodynamischen Radius von ca. 140 nm besitzen. Dies deutet auf sehr

dhnliche Partikel wie sie sich auch durch die Selbst-Organisation aus dem Diketopiperazin-Rezeptor 1
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und dem pegyliertem Peptid 2d bilden. Allerdings entstehen mit dem Fragment 11 sehr viel weniger
Partikel, so dass ein Grossteil des Liganden (2d) in frei geléster Form vorliegt. Die Mischung mit dem
Testpeptid (2f) fihrt dagegen zu einer Losung aus sehr viel weniger Partikeln mit langeren

Diffusionszeiten und ist dadurch schwer einzuordnen.

Zusammengenommen lasst sich sagen, dass auch das Rezeptorfragment 11 eine gewisse Affinitat zu
dem pegyliertem Peptid (2d) besitzt und damit Partikel oder Aggregate gebildet werden, die jedoch
im Vergleich zu den aus 1 und 2d entstandenen Vesikeln eine geringere Stabilitdt besitzen. Die
Beobachtung, dass beim Mischen von 11 und 2f ebenfalls Partikel gebildet werden, zeigt, dass die
Bindung des Fragmentes 11 an Tripeptide weniger spezifisch flr das pegylierte Peptid 2d erfolgt als
dies fiir den Rezeptor 1 der Fall ist. Diese Experimente zeigen, dass die grossere Komplexitat und
rigidere Struktur fur die spezifischen Bindung gegenliber dem Peptid 2d und fir eine hoéhere
Stabilitat der Vesikel verantwortlich ist.

Da mit dem Dispers Rot-Farbstoff eine sehr hydrophobe Struktur in dem Fragment 11 enthalten ist,
die Einfluss auf die Aggregation der Komponenten nehmen kann, wurde mit dem Rezeptorfragment
12 untersucht, inwieweit sich der Farbstoff auf die Selbst-Organisation mit pegylierten Peptiden

auswirkt.

4.2.3.2 Rezeptorfragment Ac-Phe-GIn(Trt)-Tyr(O'Bu)-NH, (12)

In dem Diketopiperazin-Rezeptor (1) sollten die seitlichen Arme mdgliche Bindungsstellen liefern, die
fur die molekulare Erkennung von Peptiden benétigt werden.*> Durch die Verwendung des
pegylierten Substrats (2d) war es moglich mit 1 in Wasser Vesikel zu bilden, die auf der molekularen
Erkennung beruhen und durch selektive nicht-kovalente Wechselwirkungen entstehen. Analoge
Versuche mit dem Rezeptorarm alleine zeigen einen starken Verlust an Selektivitdt und Stabilitat,
aber auch die inhdrente Fahigkeit des Rezeptorarmes zur molekularen Erkennung des
komplementaren Peptides 2d. Da sowohl der Diketopiperazin-Rezeptor als auch die Fragmente in der
Lage sind auch alleine makromolekulare Strukturen zu bilden, scheinen neben den selektiven
Wechselwirkungen zwischen den komplementdaren Peptidstrukturen auch hydrophobe
Wechselwirkungen fiir diese Selbst-Organisation eine Rolle zu spielen. Mit der Verwendung des
Rezeptorfragments 12, einem einfachen Seitenketten-geschiitztem Tripeptid, sollen die beiden
unterschiedlichen Einflliisse weiter untersucht werden. Dabei wurden erneut Mischungen aus
Rezeptorfragment 12 mit dem komplementaren Peptid (2d), dem Testpeptid (2f), das nicht durch

den Rezeptor 1 gebunden wird und Rhodamin alleine hergestellt. Die Mischungen der Komponenten
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in einer THF/Wasser (1:1)-L6sung wurden durch Zugabe des 25fachen Volumens an Wasser, auf die

Ausbildung von Partikeln getestet.
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1.8
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2.00E-07 2.00E-05 2.00E-03 2.00E-01 2.00E-07 2.00E-05 2.00E-03 2.00E-01
Zeit [s] Zeit [s]
—12/2d 12/3 12/Rhd 2d —12/2d 12/3 12/Rhd 2d  ----- 1/2d

Abb. 36: Exponentielle Kurvenanpassung fiir die Autokorrelationsfunktion (a) der Versuchsreihe fiir

das Rezeptorfragment 12 und ihre normierte Autokorrelationsfunktion (b).

Interessanterweise, ergibt sich hier ein vollstindig anderes Verhalten fir die Wechselwirkung
zwischen Rezeptor-Arm und dem potentiellen Gast-Molekil. Die Autokorrelationsfunktion fiir die
Mischung aus 12 mit dem Testpeptid (2f) zeigt die starkste Amplitude, besitzt also im Vergleich
weniger Teilchen pro Volumen;**® dies zeigt, dass ein Grossteil der fluoreszierenden Molekiile in
einer Einheit gebunden vorliegen. Die Kurven von 12 und dem Peptid 2d (selektive Bindung an
Rezeptor 1) bzw. dem Farbstoff alleine verlaufen sehr dhnlich und zeigen allein Unterschiede in der
Anzahl beteiligter Teilchen, nicht aber in den Diffusionszeiten der beteiligten Partikel (Tab. 5). Die
normierten Funktionen verdeutlichen die Menge und Grossenverteilung der Partikel aus 12 und 2f im
Vergleich zu der Selbst-Organisation aus Diketopiperazin-Rezeptor 1 und pegyliertem Peptid 2d,
welche sehr viel kleinere Partikel hervorbrachte. Die beiden Kurven (orange, rot; Abb. 37) besitzen im
frithen Kurvenverlauf eine geringe Steigung, entstanden durch die langsamen Diffusionszeiten
grosser Partikel, und weisen nur einen geringen Unterschied in der Lage der Wendepunkte auf. Die
Kurven fir das komplementare Peptid (2d) und Rhodamin hingegen folgen zu Beginn eher dem
Verlauf frei gelosten Peptides bzw. Fluorophors und zeigen erst spat das Auftreten von Partikeln mit
relativ hohen Diffusionszeiten, wie sich auch in den Parametern der exponentiellen Kurvenanpassung

sehen lasst.
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Komponente |

(freier Fluorophor)
Sample tpirs [Ms], Radius
(Anzahl*)  Fraktion [%] [nm]
12/2d 0.045 -

(16) 67+8

12/2f 0.045 -
(17) 17 £12

12/Rhd  0.035 -
(114) 50 + 25

1-2d 0.045 -
(2.5) 73+39

Komponente Il

toirr [Ms],
Fraktion [%]
15.0+4.7
33+8
26.0+1.2
83+12
149+8
50+ 25
40+1.7
26+33

*Durchschnittliche Anzahl der Molekiile/Partikel im Messvolumen

Radius

[nm]

490 £ 150

840+ 40

470 £ 280

130 £ 50

Komponente Il

toirr [MS], Radius

Fraktion [%] [nm]

456 + 230 1500 + 500

Tab. 6: Parameter der exponentiellen Kurvenanpassung fiir die Autokorrelationsfunktionen.

Sowohl in den Versuchen mit dem komplementaren Peptid (2d) als auch mit Rhodamin zeigen die

Proben das Auftreten sehr grosser Partikel mit einem hydrodynamischen Radius von knapp 500 nm.

Uberraschenderweise zeigen sich hier keine Unterschiede in der Gréssenverteilung, so dass vermutet

werden kann, dass hierbei hauptsachlich hydrophobe Wechselwirkungen zur Aggregation beider

Komponenten fiihren. Die Mischung aus dem Fragment 12 und dem Testpeptid (2f), zeigt eine fast

vollstandige Anordnung des pegylierten Peptides in eine makromolekulare Struktur (R, = 800 nm). Da

dieses Peptid zusatzliche aromatische Gruppen (Trt-Schutzgruppe) in das System einbringt unterliegt

die Selbst-Organisation einem noch starkeren hydrophoben Effekt, der ebenfalls fir eine Aggregation

der Molekile verantwortlich ist. Zusammen zeigen diese Versuchsreihen, dass die Selektivitat der

urspriinglichen Rezeptor-Ligand-Bindung vollig verloren geht und sich durch die Verwendung des

Fragmentes 11 nur mehr unspezifische Aggregate bilden lassen.
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4.3 Zusammenfassung

Die Struktur des zwei-armigen Rezeptors 1 mit dem starren Diketopiperazin-Grundgeriist, den
peptidischen Armen und dem Dispers Rot-Farbstoff ist in der Lage, sowohl das Peptid-PEG-Konjugat
Ac-D-Val-D-Val-D-His-PEG zu binden als auch die modifizierte Version Ac-D-Val-D-Val-D-His-PEG-
Lys(Rhd) und in Wasser eine hierarchische Selbstorganisation von dem Rezeptor-Ligand Komplex hin
zu einem makromolekularem Vesikel zu vollziehen. Dieser Prozess lauft selektiv ab und erfolgt nicht
mit anderen pegylierten Peptiden, die nicht von 1 gebunden werden.

Unabhangig von diesem ,programmierten” Aufbau kann sich der Rezeptor 1 auch alleine in einer
alternativen Vesikel-Struktur arrangieren. Daflir bendtigt er nur Zeit, um bereits in der THF-L6sung
eine bestimmte Prdorganisation zu vollziehen, die dann beim Verdiinnen mit Wasser zu einer
stabilen makromolekularen Anordnung fihrt.

Die geformten Partikel wurden mit Hilfe von DLS- und TEM-Messungen charakterisiert und durch
Einschluss-Versuche wurde ihre vesikulare Struktur nachgewiesen. Um mehr lber die verschiedenen
Triebkrafte und strukturellen Voraussetzungen fir diese Form der Selbst-Organisation zu erfahren,
wurde der Rezeptorarm mit und ohne Dispers Rot synthetisiert und auf seine Fahigkeit zur Selbst-
Organisation getestet. Dabei zeigte sich, dass diese Fragmente beim Verdiinnen mit Wasser ebenfalls
in der Lage sind, makroskopische Strukturen auszubilden, die aber im Vergleich zu den
Diketopiperazin-Vesikeln geringere Stabilitaten aufweisen. Besonders das Fragment 12 ohne Dispers
Rot zeigte in den DLS-Analysen eine instabile makromolekulare Struktur. So lasst sich folgern, dass
der hydrophobe Farbstoff durchaus an der Ausbildung von intermolekularen Wechselwirkungen
beteiligt ist und in wassriger Umgebung stabilisierend auf die angeordneten Strukturen wirkt.
Inwieweit diese Erkenntnisse auf die molekulare Erkennung des pegylierten Liganden 2d Gbertragbar
sind, sollte durch Untersuchungen zu moglichen Host-Guest-Komplexen geklart werden. Dafir
wurden frisch hergestellte Lésungen der Fragmente mit dem Ligand (2d), dem Testpeptid (2f) oder
Carboxyrhodamin gemischt und dann auf die Ausbildung makromolekularer Strukturen getestet. Die
Versuche zeigten, dass das Fragment 11 mit Dispers Rot nur noch bedingt zur Bindung des Substrates
(2d) fahig ist und die Vesikel-Bildung dadurch sehr eingeschrinkt wird. Trotzdem konnten Partikel
mit dhnlichen Diffusionszeiten wie mit dem Diketopiperazin-Rezeptor (1) nachgewiesen werden und
auch die Versuche mit dem Testpeptides 2f zeigten das Auftreten von Partikeln. Dadurch lasst sich
sagen, dass die Selektivitat der Rezeptor-Ligand-Bindung verloren geht bei der Verwendung des
einzelnen Rezeptorarmes. Dies zeigt sich noch deutlicher bei der Verwendung des Fragments 12
ohne Dispers Rot, das die stabilste makromolekulare Struktur mit dem Testpeptid (2f) einging.
Dennoch zeigt sich, dass die grundlegende Architektur von der Wechselwirkung zwischen einem
hydrophoben Peptid und einem zweitem pegylierten Peptid zur Ausbildung von makromolekularen

Strukturen fiihren kdnnen.
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B Spezieller Teil Il: Amphiphile Peptide als Katalysatoren

Wie im ersten Teil dieser Arbeit gezeigt wurde, |asst sich die molekulare Erkennung dazu verwenden
Selbst-Organisationen héherer Ordnung in Wasser zu entwickeln, die auf der selektiven Bindung
zwischen einem Rezeptor und seinem Substrat basieren.

Eine der starksten Triebkrafte fiir solche Selbst-Organisationen sind amphiphile Eigenschaften der
beteiligten chemischen Komponenten;* einfache Peptide bieten durch die Diversitat, sowohl ihrer
Strukturen als auch ihrer Reaktivitaten, eine ideale Grundlage fiir die Kombination von Selbst-
Organisation und Katalyse. Einerseits sind bereits einfache Tripeptide in der Lage, stereoselektive
Reaktionen organokatalytisch zu steuern® und andererseits bieten Peptide ideale Bausteine, um
strukturelle Voraussetzungen fiir amphiphile Eigenschaften zu schaffen.® So kénnen schon kurze
Peptide eine wohl definierte Sekundarstruktur einnehmen und ihr Losungsverhalten lasst sich sehr

leicht durch die Konjugation mit Polymeren oder Alkylketten beeinflussen.*?

1. Organokatalytische Aldolreaktionen in Wasser

In der Natur werden chemische Transformationen in der Regel durch katalytisch aktive Enzyme
geregelt und umgesetzt. Die Aldolasen stellen dabei eine essentielle Enzymklasse dar, die sowohl in
der Glycolyse, der Gluconeogenese als auch an dem Calvin-Zyklus beteiligt sind.® Die katalysierten
Aldolreaktionen sind nicht nur in der Natur von Bedeutung, sondern auch eine fiir den synthetischen
Chemiker wichtige Transformation. Daher besteht ein Uberaus grosses Interesse, die in der Natur
vorgegebenen katalytischen Selektivititen und Aktivitaten auch durch die Verwendung von
synthetischen, kleinen Molekiilen zu erreichen. Wahrend in rein organischen Losungsmitteln
durchgefiihrte Aldolreaktionen mit einer Vielzahl an Katalysatoren durchgefiihrt werden konnen,’
bendtigt die Verwendung eines wassrigen Reaktionsmediums ohne organische Ldsungsmittel

Katalysatoren, die kompatibel zu den Bedingungen in Wasser sind.

Seit der Wiederentdeckung von Prolin als Organokatalysator fiir Aldolreaktionen konnte gezeigt
werden, dass mit Prolin in organischen Losungsmitteln sehr gute Enantioselektivitaiten und
Diastereoselektivitaten erreicht werden kdnnen; wenn auch hohe Katalysatorbeladungen und lange
Reaktionszeiten benétigt wurden.? Die Einfiihrung von Wasser als Reaktionsmedium fihrte allerdings
zu dem Verlust der Selektivitdt von Prolin. Erst mit der Verwendung von substituierten Prolin-
Derivaten konnten Hayashi und Barbas zur gleichen Zeit hohe Enantioselektivitaten fir

9,10

Aldolreaktionen in Wasser beschreiben.” Dabei werden die Aldolreaktionen in einer Emulsion aus
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Wasser und den organischen Reagenzien durchgefiihrt, die einen hydrophoben Charakter der
eingesetzten Katalysatoren voraussetzt, um eine entsprechende Loslichkeit des Katalysators in der
organischen Phase zu erzielen.™

Darauf folgte eine Vielzahl an verschiedensten Katalysatoren, die sich strukturell von Prolin ableiten

und mit denen sich hohe Stereoselektivtiten erreichen lassen.'>*?

Qo Q-
O\(O O\(O O\(O
N on N HN\O N -

O = grosse unpolare Gruppe

TBSO o TBDPSQ_
d CF;CO, (\/\/\/\/ / H CO,Et
@ B
<Nj}(o"' Q\/N N N on
Ho % H H O CO,Et
Hayashi, 2006 Barbas, 2006 Gong, 2008

Abb. 1: Beispiele fiir Prolin-basierte Katalysatoren, die Wasser-kompatibel sind. °*

Die entwickelten Organokatalysatoren lassen sich generell in drei Klassen unterteilen und tragen
unterschiedliche Substituenten fir die enthaltenen apolaren Gruppen, welche {iber die
Siurefunktion von Prolin oder iiber eine Hydroxygruppe an C-4 eingefiihrt werden."

Neben der Verwendung von substituierten Prolin-Derivaten finden sich auch einzelne Aminosauren
und kurze Peptide, mit denen sich relativ gute Stereoselektivitdten fiir Aldolreaktionen in Wasser
erreichen lassen. Wahrend aliphatische Aminosduren wie L-Valin und L-Leucin nur moderate
Stereoselektivitdten in der Reaktion von Cyclohexanon mit 4-Nitrobenzaldehyd induzieren kénnen,
lassen sich bereits mit L-Tryptophan deutliche Unterschiede in der Enantiose lektivitit erkennen.*
Weitere Beispiele zeigen einen erkennbaren Einfluss von Peptidbindungen, in denen es erst mit
Peptiden gelingt gute Stereoselektivitdten in Wasser zu erreichen; in einer wassrigen Umgebung
fihren einzelne Aminosdauren wie L-Alanin oder L-Valin zu racemischen Produkten in der Reaktion
von Cyclohexanon mit 4-Nitrobenzaldehyd, wahrend die Verwendung der entsprechenden Di- und
Tripeptide erst die gewiinschten Stereoselektivtiten mit sich bringt.™

Um hohe Enantioselektivitaten zu erreichen, wurden allerdings organische Losungsmittel zugesetzt
und ausserdem bendtigt die katalysierte Kondensation lange Reaktionszeiten (1-4 d) und hohe

Katalysatorbeladungen (30 mol%).” Ein weiteres Beispiel fir Peptide als Katalysatoren in der
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Aldolreaktion in Wasser ist das Dipeptid L-Pro-L-Trp, welches sich als effizienter Katalysator fr
cyclische Ketone und verschiedene Aldehyde zeigt; allerdings missen hier der Reaktion Additive
(NMM/SDS oder DABCO/PEG400) zugesetzt werden, um hohe Stereoselektivitaten zu erreichen.'®
Die geringe Zahl an Beispielen fiir Peptide als Katalysatoren in einem wassrigen System zeigt, dass die
Entwicklung von effizienten Katalysatoren keine triviale Aufgabe darstellt. Dabei ist gerade die
Verwendung von peptidischen Bausteinen als Katalysatoren fiir Aldolreaktionen in Wasser ein
Uberaus interessantes System, wenn man dadurch Erkenntnisse (ber den Ursprung der
Homochiralitdt erlangen kann oder auch die evolutionadre Entwicklung der Enzyme aus der Gruppe
der Aldolasen in Betracht zieht.

Mit dem Ziel die oben erwdhnten Nachteile der hohen Katalysatorbeladungen und langen
Reaktionszeiten zu Gberwinden, beschlossen wir das von uns entwickelte katalytisch aktive Peptid H-
L-Pro-L-Pro-L-Asp-NH, (14a), welches sich als dusserst effizient flir Aldolreaktionen in organischen

18,19

Losungsmitteln gezeigt hatte, auf seine Ubertragung in eine wassrige Umgebung zu untersuchen.

2. Entwicklung eines asymmetrischen Katalysators fiir Aldolreaktionen in Wasser

Wie bereits beschrieben kénnen Aminosauren und Aminosauren-Derivate als effiziente Katalysatoren
fir Aldolreaktionen verwendet werden. Dennoch ist das rationale Design eines peptidischen
Katalysators keine triviale Aufgabe, da die vielen Freiheitsgrade kurzer Peptide eine Voraussage ihrer
raumlichen Struktur und damit auch ihrer katalytischen Aktivitat als dusserst schwierig gestalten.?
Mit der Entwicklung kombinatorischer Methoden, die eine Identifizierung von katalytisch aktiven
Peptiden aus einer kombinatorischen Bibliothek erméglichen, lasst sich die Suche nach Katalysatoren
um vieles vereinfachen.?! Eine dieser Methoden stellt die ,Katalysator-Substrat-Co-Immobilisierung®
dar, mit der es uns gelang das Tripeptid H-L-Pro-L-Pro-L-Asp-NH, (14a) als effizienten Katalysator fir

Aldolreaktionen in organischen Lésungsmitteln zu etablieren.™®
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Abb. 2: Aldolreaktionen, katalysiert durch H- Pro-Pro-Asp-NH, (14a)

Das Peptid 14a stellt dabei einen lGberaus aktiven und selektiven Katalysator dar, der es erméglicht
mit nur 1 mol% Beladung die Aldolreaktion zwischen Aceton und verschiedenen Aldehyden
durchzufithren (Abbildung 2).™ Dies zeigt eine enorme Verbesserung gegeniiber Prolin-katalysierten
Reaktionen und verdeutlicht den Zusammenhang zwischen erhohter Komplexitdat und gesteigerter
Aktivitat, der sich durch die rdumliche Orientierung des sekundaren Amins und der Sdurefunktion

190¢ 7usatzlich lasst sich die Aktivitit von 14a steigern, indem eine Triethylenglykol-

von 14a ergibt.
Kette Uber den C-Terminus des Peptides eingefligt wird und die Loslichkeit des Peptides damit
erheblich verbessert wird.”® Damit kann die Katalysator-Beladung bis auf 0.5 mol% reduziert

werden, ohne die Effizienz der Katalyse zu beeintrachtigen.'®

Dariliber hinaus zeigte eine intensive
Studie Uber die erforderliche Orientierung der funktionellen Gruppen von 14a, die fiir eine hohe
katalytische Aktivitat notwendig ist, dass der C-Terminus weitere Funktionalisierungen ermdoglicht

ohne die Aktivitit oder Selektivitat des Katalysators signifikant zu mindern.*®

Unter diesen Voraussetzungen entwickelten wir ein neues Design des Katalysators (14a), mit dem
Ziel Gber eine Alkylierung des C-Terminus mit Dodecylamin eine amphiphile Struktur zu schaffen;
diese wiederum sollte die Moglichkeit er6ffnen, Reaktionen in einer breiten Auswahl an organischen

Losungsmitteln als auch in wassriger Umgebung durchzufihren.

H Q H O
Q\(N%OH Q}(N%H -

o) CO,H o © CO,H

NH
14a NH 14b

Abb. 3: Einfihrung einer Alkylkette Gber den C-Terminus von 14a um amphiphile Eigenschaften zu

erzeugen (X = Schutzgruppe).
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2.1 Synthese des alkylierten Katalysators H-Pro-Pro-Asp-NH-(CH,),,-CH; (14b)

Die Fragment-basierte Synthese des alkylierten Katalysators 14b beginnt mit dem kommerziell
erhaltlichen Cbz-Asp(O-tBu)-OH (15), das durch eine Kupplung mit EDC als Aktivierungsreagenz in
Losung mit Dodecylamin unter Zugabe von Hiinigs Base umgesetzt wurde. Die Abspaltung der Cbz-
Schutzgruppe erfolgte durch eine katalytische Transferhydrogenierung mitPalladium an Kohle mit
Ammoniumformiat und das erste Fragment 16 konnte in sehr guten Ausbeuten isoliert werden. Die
Herstellung des zweiten Fragmentes 19 wurde durch eine Kupplung mit EDC als Aktivierungsreagenz
von Boc-Pro-OH mit H-Pro-OMe und Hiinigs Base und anschliessender alkalischen Esterhydrolyse

vollzogen.

COztBU COztBU
OH BLLEN N
CbzHN H,N N
0O fo) 10
15 16

Schema 1. Synthese des alkylierten Peptides 14b: a) CH;(CH,).;NH,, EDC, iPr,NEt, CH,Cl,, 90%; b)
Pd/C, NH,"HCOO", MeOH, 95%; c) EDC, iPr,NEt, CH,Cl,, 86%; d) NaOH, H,0, MeOH, quant.; e) EDC,
iPr,NEt, CH,Cl,, 80%; f) i) TFA, Et3SiH, CH,Cl,, 70%; ii) VariPure™ IPE.

Der letzte Schritt in der Synthese des Peptides 14b erfolgte durch die Kupplungsreaktion der beiden
Fragmente Boc-Pro-Pro-OH (19) und H-Asp(O-tBu)-NH(CH,)1;,-CH; (16) unter Verwendung von EDC als
Kupplungsreagenz und der anschliessenden Abspaltung aller sdurelabilen Schutzgruppen mit TFA.
Das erhaltene TFA-Salz ist stark hygroskopisch und wurde daher Uber eine lonenaustauschsaule
(VariPure™IPE) eluiert und das entsalzte Peptid konnte mit freien Amino- und Siuregruppen isoliert

werden.
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2.2 Evaluation des asymmetrischen Katalysators 14b in organischen L6sungsmitteln
2.2.1 Katalytische Effizienz von H-Pro-Pro-Asp-NH, (14a) als Vergleich

Unserem Design entsprechend konnte fiir das alkylierte Peptid 14b eine stark verbesserte Loslichkeit
beobachtet werden, wie sich auch im direkten Vergleich mit H-Pro-Pro-Asp-NH, (14a) zeigte. Um zu
prifen inwieweit sich die Alkylierung von 14a auf die katalytische Aktivitat auswirkt, wurde 14b als

Katalysator in der Aldolreaktion zwischen Aceton und 4-Nitrobenzaldehyd getestet.

1 mol% 14a
H - =
Aceton, 4h, RT
O,N O,N

Abb. 4: Aldolreaktion zwischen Aceton und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch 14a.

Die Reaktion stellt dabei eine gut untersuchte Testreaktion dar, die sich als guten Massstab fiir die
Evaluierung der katalytischen Aktivitat einer Verbindung heranziehen lasst. Sie erfolgte daher unter
den identischen Bedingungen, die bereits zuvor fir 14a optimiert wurden.'® Bei der Verwendung von
14a erfolgt die Reaktion in einem heterogenen System, da 14a eine geringere Loslichkeit aufweist
und teilweise als Feststoff vorliegt. Das Peptid 14b hingegen zeigt eine stark verbesserte Loslichkeit,
so dass die Reaktion in einer homogenen Losung ablaufen kann und durch die erhohte
Katalysatorkonzentration schneller erfolgt. Das Produkt konnte folglich nach 3 h mit einer Ausbeute
von 93% und mit einem Enantiomereniiberschuss von 76% isoliert werden, womit sich durch 14b

vergleichbare Ergebnisse erzielen lassen wie mit 14a.'®"

Dies zeigt, dass die katalytischen
Eigenschaften des Peptides durch die Einfiihrung der Alkyl-Kette keiner Einschrankung unterliegen
und sich einzig die Loslichkeit bzw. die Reaktionsgeschwindigkeit verdandert.

Die geringe Loslichkeit von 14a schrinkte in den vorangegangenen Arbeiten eine umfassende
Untersuchung Gber den Einfluss des Losungsmittels auf die Stereoselektivitdt des Katalysators (14a)

ein. Mit den verbesserten Losungseigenschaften des alkylierten Peptids 14b konnte jetzt eine

intensivere Studie in einer Vielzahl an Losungsmitteln erfolgen.

2.2.1 Umkehr in der Enantioselektivitat des Katalysators 14b

Fir die Evaluierung der katalytischen Eigenschaften des Peptids 14b in verschiedenen

Losungsmitteln, wurde die Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd
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untersucht. Dies ist eine etablierte Testreaktion fir die Bestimmung der optimalen
Reaktionsbedingungen fir eine Reihe auf chiralen Aminen basierender Organokatalysatoren.? Die
sehr gute Loslichkeit von 14a ermoglicht es demzufolge, die Reaktion in einer breiten Auswahl an
organischen Losungsmitteln zu testen. In allen Losungsmitteln konnte eine hohe katalytischen
Aktivitdat und ein guter Umsatz zum Aldolreaktionsprodukt erreicht werden. Dabei wurde das
Aldolprodukt allgemein in einem Verhaltnis von 1:2 fiir das anti-Stereoisomer erhalten und das
unabhangig von dem Solvens. Im Gegensatz zu diesen eher niedrigen Diastereoselektivitdten stellten
sich die Enantioselektivitaten als umso liberraschender dar: es erfolgt eine Umkehr der Selektivitat

auf den Wechsel des Losungsmittels (Tabelle 1).

Tab. 1: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (14 eq.) und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch

Peptid 14b in verschiedenen Losungsmitteln.

O O O OH
é . HJ\©\ 14b (5 mol%) 2 >
RT, 10-24 h :
NO, NO,
Eintrag  Solvens Umsatz (%)*  Verhiltnis ee (%)° Abs. Konf.*
syn/anti®
1 DMSO quant. 1:3 50 (R,S)
2 DMF quant. 1:2 31 (R,S)
3 THF quant. 1:1.5 <5 (R,S)
4 MeOH 50 1:2.5 63 (R,S)
5 EtOH quant. 1:2 42 (R,S)
6 i-PrOH quant. 1:1.5 26 (R,S)
7 t-BuOH quant. 1:1.5 15 (R,S)
8 CH,Cl, quant. 1:1.5 6 (R,S)
9 n-Hexan quant. 1:1.5 21 (S,R)
10 MeOH-H,0 (1:1) 50 1:1.5 26 (S,R)
11 DMSO-H,0 (1:1) quant. 1:1.5 61 (S,R)
12 CH,Cl,-H,0  (1:1) 50 1:1.5 52 (S,R)
13 n-Hexan-H,0 (1:1) 50 1:2 59 (S,R)

® Umsétze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschatzt.

b Bestimmung erfolgte durch '"H-NMR Spektroskopie der Reaktionsmischung.
¢ Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse.

¢ Absolute Konfiguration: (R,S) steht fiir (2R,1°S) und (S,R) steht fur (2S,1°R).
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Wahrend das (2R,1°S) konfigurierte Aldolprodukt hauptséchlich in Losun gsmitteln wie DMSO, MeOH
und DMF gebildet wird (Tab. 1, Eintrage 1-8), flihrt die Verwendung des unpolaren Solvens n-Hexan
zu dem entgegengesetzten Enantiomer mit einer (2S,1°R)-Konfiguration (Tab. 1, Eintrag 9). Das
Stereoisomer mit dieser Konfiguration wird auch in den Losungsmittelgemischen aus Wasser mit
DMSO bzw. MeOH bevorzugt (Tab. 1, Eintrdge 10,11). Die héchsten Enantioselektivitdten des (2R,1°S)
konfigurierten Aldolproduktes von 63% ee wurden dabei in reinem MeOH beobachtet(Tab. 1, Eintrag
4), wohingegen die héchsten Enantioselektivitidten von 61% ee des spiegelbildlichen Produktes mit
einer (2S,1'R)-Konfiguration in einer 1:1-Mischung aus DMSO und Wasser erzielt wurden (Tab. 1,
Eintrag 11). Um ein besseres Verstandnis fiir dieses ungewdhnliche Verhalten des Katalysators 14b zu
erlangen, wurde die Aldolreaktion in reinem DMSO bzw. MeOH und in verschiedenen Mischungen
mit Wasser durchgefiihrt (Tab. 2). Diese Experimente bestatigten, dass sich die Zusammensetzung
des Losungsmittels entscheidend auf die Enantioselektivitdit von 14b auswirkt. Durch die
Beimischung von lediglich 2.5% Wasser zu DMSO erfolgt eine Umkehr der Enantioselektivitat (Tab. 2,
Eintrdge 1,2). Zunehmende Anteile an Wasser fiihren zu einer weiteren Steigerung der ee-Werte bis
zu einem maximalen Wert von 69% ee bei einem 10%igem Anteil von Wasser (Tab. 2, Eintrag 4).
Dementsprechend erfolgt auf die Zugabe von Wasser zu MeOH eine bevorzugte Bildung des
entgegengesetzten Enantiomers des Aldolproduktes (Tab. 2, Eintrage 6-9). Die Beimischung von

Wasser zu MeOH bzw. DMSO bewirkte ausserdem eine Zunahme der Reaktionsgeschwindigkeit.”
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Tab. 2: Durch das Peptid 14b katalysierte Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (1leq.) und 4-
Nitrobenzaldehyd.

o 0 O OH
5 mol% 14b )
RT, 10-24 h :
NO, NO,
Eintrag  Solvens Zeit (h) Ausbeute Verhiltnis ee (%)°  Abs. Konf.?
(%)° syn/anti®

1 DMSO 72 98 1:3.5 55 (R,S)
2 DMSO + 2.5% H,0 3 96 1:1.5 42 (S,R)
3 DMSO + 5% H,0 3 93 1:1.5 46 (S,R)
4 DMSO + 10% H,0 3 95 1:2.0 69 (S,R)
5 DMSO + 50% H,0 3 99 1:2.5 63 (S,R)
6 MeOH 66 93 1:2.5 58 (R,S)
7 MeOH + 2.5% H,0 48 94 1:1.5 9 (S,R)
8 MeOH + 5% H,0 48 97 1:1.5 20 (S,R)
9 MeOH + 10% H,0 48 97 1:1.5 20 (S,R)

® Isolierte Ausbeuten

b Bestimmung erfolgte mittels 1H-NMR Spektroskopie

° Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse

¢ Absolute Konfiguration: (R,S) steht fiir (2R,1°S) und (S,R) steht fur (2S,1°R).

2.2.2 Untersuchungen zur Konformation des Peptides 14b

Ein solcher Wechsel in der Enantioselektivitit eines gegebenen Katalysators durch einfache
Anderungen des Losungsmittelsystems ist sehr ungewodhnlich.?* Es legt nahe, dass die Konformation
des peptidischen Katalysators sich in den jeweiligen Losungsmitteln deutlich unterscheidet und daher
zu spiegelbildlichen Produkten fiihrt. Vorangegangene Studien Uber das Peptid 14a und strukturell
dhnlichen Peptiden zeigten, dass diese vorzugsweise eine gekriimmte Konformation einnehmen und
veranlassten uns zu CD-spektroskopischen Aufnahmen. Um ein besseres Verstandnis der
konformellen Anderungen von 14b in den verschiedenen Lésungsmitteln zu erhalten, wurden CD-
Spektren in MeOH, Wasser und in MeOH/Wasser-Mischungen aufgenommen. Die Spektren von 14a
weisen deutliche konformelle Unterschiede in MeOH gegeniliber Wasser auf: Wahrend ein weniger

ausgepragtes Maximum bei A =211 nm im Spektrum von 14b in MeOH zu beobachten war, ist ein
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deutliches Minimum bei A =201 nm charakteristisch fir 14b in Wasser. Die Wasser-Mischungen

fihren dagegen zu gemittelten Kurven aus beiden Extremen (Abbildung 4).

[©] (108 deg cm? dmol)

0.5

0.0+

-0.5 4

-1.0

-1.5 4

-2.0 4

-2.54

Wavelength (nm)

Abb. 4: CD-Spektren des Peptides 14b in Wasser (orange), MeOH (blau), 10% Wasser in MeOH (rot)

und 50% Wasser in MeOH (grin).

Auf Grund der hohen Eigenabsorption von DMSO konnten leider keine CD-Spektren der Verbindung

14b in DMSO und seiner Mischungen mit Wasser aufgenommen werden. Um trotzdem eine Einsicht

in die Konformationsdnderungen des Peptides 14b auch in diesem Losungsmittel zu erlangen,

wurden zusatzliche NMR-Spektren in reinem DMSO-d6 und in DMSO-d6 mit einem 10%igem Anteil

an D,0 aufgenommen (Abbildung 5,6).
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Abb. 6: NMR-Spektrum des Peptides 14b in DMSO-d6 mit 10% D,0.

Auf den ersten Blick zeigte sich, dass das Peptid 14b in beiden Losungsmittel-Systemen das Auftreten

von cis:trans-Konformeren der Amidbindungen aufweist. In reinem DMSO-d6 Uberlagern sich
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allerdings die Signale der H,-Protonen zum Teil; dennoch ldsst sich an Hand des Nebenisomers ein
cis:trans-Verhaltnis der Prolin-Peptidbindungen von 1:2 bestimmen. Mit der Zugabe von D,0 zu der
Probe andert sich das cis:trans-Verhaltnis der Konformere auf 1:1. Das zeigt, dass das Peptid 14b
auch in DMSO unterschiedliche Konformationen einnimmt und sich dieses Verhdltnis durch die

Beimischung von Wasser bzw. D,0 beeinflussen lasst.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass sich die Enantioselektivitdt des Katalysators H-Pro-Pro-Asp-
NH(CH,)11-CH3 (14b) durch einen Wechsel des Solvens umkehren l&dsst. Ein solcher Wechsel in der
Enantioselektivitat eines Katalysators durch einfache Verdanderungen des Losungsmittels ist sehr
selten zu finden.” Unter den wenigen Beispielen in der Literatur, die einen derartigen Wechsel
beschreiben finden sich lediglich Beobachtungen, in den eine Umkehr der Enantioselektivitat auf
einen Austausch des Metallzentrums bzw. des Gegenions eines Katalysators zurilickzufiihren sind
oder auch auf die Zugabe von unterschiedliche Basen als Additiven.>?’

Die Konformationsuntersuchungen deuten darauf hin, dass ein Konformationswechsel von einer
gekrimmten Form zu einer zweiten von entgegengesetzter Helicitdt fir den Wechsel der
Enantioselektivitdt verantwortlich ist. Ein derartiger Konformationswechsel lasst sich nicht so einfach
erzielen und demonstriert die Bedeutung von Peptiden in der asymmetrischen Katalyse.’® Im Falle
des Peptides 14b ist der Konformationswandel in den verschiedenen Solvent-Systemen
wahrscheinlich auf den bekannten l6sungsmittelabhangigen Wechsel von Oligoprolinen zwischen

2939 Diese beschriebene Abhingigkeit der

Polyprolin Il und Polyprolin | Helices zurlckzufihren.
Konformation und der Stereoselektivitdt des Katalysators (14b) stellt ein hdchst interessantes
Verhalten dar, das sich in dieser Form nur bei Peptiden finden lasst und spiegelt ihre zentrale
Bedeutung in der Natur wieder. Die starke Beeinflussung durch das vorhandene Wasser ist auf die
Konformation des Peptides zuriickzufiihren und die verbesserte Loslichkeit in Folge der Alkylierung.
Inwieweit die Alkylierung auch zu der Entwicklung von amphihpilen Eigenschaften fiihrt und ob sich

diese auch fiir eine makromolekulare Anordnung nutzen lassen, sollte im letzten Teil diese Arbeit

geklart werden.

76



2.3 Evaluation des Katalysators 14b in wassriger Umgebung

Der amphiphile Charakter einer Verbindung fiihrt unter den richtigen Bedingungen zu einer Selbst-
Organisation der einzelnen Bestandteile, die versuchen unvorteilhafte Wechselwirkungen zu
minimieren und so hoch strukturierte Formen mit unterschiedlichsten Funktionen hervorbringen.?
Indem hydrophobe Molekiil-Bestandteile vor dem wassrigen Milieu abgeschirmt werden, lassen sich
von der Umgebung abgetrennte Rdume schaffen, die in Micellen oder Vesikeln umschlossen
werden.** Eine solche Bildung von einzelnen Kompartimenten ist ein grundlegendes Prinzip in der
Natur und findet sich z.B. in der Ausbildung von einzelnen Zellkompartimenten wieder. Besitzt das
amphiphile Molekiil ausserdem reaktive Gruppen lasst sich die Funktion der Kompartiment-Bildung
mit dem der Katalyse kombinieren und es entsteht die Moglichkeit Reaktionen in einer verdichteten,

abgetrennten Umgebung durchzufiihren.*?

2.3.1 Untersuchungen zur Selbst-Organisation von 14b in Wasser

Die Loslichkeit des katalytisch aktiven Peptides H-Pro-Pro-Asp-NH(CH,);,-CH; (14b) in organischen
Losungsmitteln wurde durch die Alkylierung stark verbessert. Sie ermoglichte eine gute Loslichkeit
sowohl in polaren als auch in unpolaren Losungsmitt eln. In Wasser hingegen sollte sich die Loslichkeit
verschlechtern, so dass die Ausbildung von makromolekularen Strukturen erfolgt. Um den
amphiphilen Charakter des Katalysators zu untersuchen, wurden Stammlésungen aus 14b in THF und
MeOH (1.5 mM) hergestellt und mit der 10fachen Menge an Wasser verdinnt, um so eine
makromolekulare Anordnung der Peptide zu erwirken. Erst ab einer Konzentration von grésser 50
MM konnte eine ausreichende Signalintensitat fiir reproduzierbare DLS-Messungen erlangt werden,
die flr eine Charakterisierung der kolloidalen Losung und der entstandenen Partikel herangezogen
wurden. Fir die Messungen wurde wiederholt das Streulicht der kolloidalen Losungen bei einem
Streuwinkel von 90° und (iber einen Messzeitraum von 120 s aufgenommen. Die mathematisch
ermittelten Zeit-Korrelationsfunktionen enthalten Aussagen (ber die Diffusionskonstanten der
enthaltenen Partikel, die wiederum einen hydrodynamischen Radius (R;) und eine Grossenverteilung

der beteiligten Komponenten ergeben.®
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Abb. 7: a) Autokorrelationskurve der Partikel aus 14b in THF/H,O (1:9) mit b) der entsprechenden

Grossenverteilungsfunktion.

Bei der Verwendung von THF als Losungsvermittler mit Wasser, entstand eine kolloidale Losung aus
14b, deren Korrelationsfunktion eine Summe aus zwei unterschiedlichen Partikeln darstellt. Die
Autokorrelationskurve zeigt zwei unterscheidbare Steigungen in ihrem exponentiellen Abfall, in dem
die grossere Komponente allerdings einen geringen Anteil ausmacht (Abbildung 7a). Die
entsprechende Grossenverteilung gibt den relativen Anteil der unterschiedlichen Partikel wieder und
ordnet beiden einen mittleren Radius zu.>* Dabei entstanden in der THF/Wasser-Mischung zum einen
Partikel im Nanometerbereich (R, = 40 nm) und ausserdem grossere Aggregate mit einem Radius
Uber 1 um. Dies zeigt, dass Peptid 14b in Wasser makromolekulare Partikel bilden kann, die aber
keine homoge Verteilung besitzen. In einer zweiten Versuchsreihe wurde 14b in MeOH geldst und

mit einem Uberschuss an Wasser verdiinnt.
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Abb. 8: a) Autokorrelationskurve der Partikel aus 14b in MeOH/H,0 (1:9) mit b) der entsprechenden

Grossenverteilungsfunktion.

Die kolloidale Loésung aus 14b in dem MeOH/Wasser-Gemisch zeigte allerdings auch eine
polydisperse Verteilung der Partikel. Die Autokorrelationskurve besitzt ebenfalls eine Schulter, die

auf Diffusionskonstanten von sehr grossen und sehr kleinen Partikeln hindeutet.>* Wie sich in der
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Grossenverteilungsfunktion erkennen lasst, besteht die Hauptfraktion aus sehr kleinen Teilchen (R, =
1 nm), die sich im Grossenbereich von Micellen befinden, wahrend ein geringer Anteil in aggregierter
Form vorliegt und einen Radius grosser 1 um besitzt.

Die Experimente zeigen, dass der Rezeptor 14b eine amphiphile Struktur besitzt, die es in Wasser
ermoglicht Micellen auszubilden. Die DLS-Analysen bestatigen daher die Qualitdt des entwickelten

Designs fur einen amphiphilen Katalysator.
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2.3.2 Asymmetrische Aldolreaktion in einem gepufferten System

Fir die Evaluation der katalytischen Aktivitat des alkylierten Peptids 14b wurde erneut die Reaktion
zwischen Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd gewahlt. Die Verwendung von reinem Wasser als
Losungsmittel flhrt in Gegenwart von Cyclohexanon, zu der Ausbildung eines Zwei-Phasen-
Gemisches. Durch die Beimischung des amphiphilen Peptides 14b bildet sich eine milchige Emulsion,
die eine stark verzogerte Phasentrennung zeigt. Der Einfluss den eine Emulsion auf die
Stereoselektivitdt des Katalysators besitzt, wurde in der Reaktion zwischen Cyclohexanon und 4-

Nitrobenzaldehyd untersucht.

In Anlehnung an bereits optimierte Bedingungen fiir das Peptid H-Pro-Pro-Asp-NH, (14) in gekreuzten
Aldolreaktionen'® wurde bei einer Konzentration von 130 pM und mit einer 5%igen
Katalysatorbeladung gearbeitet. Da die Reaktion in einem Zwei-Phasen-System stattfindet, wurde zu
Beginn die Zusammensetzung der Emulsion untersucht und verschiedene Equivalente an
Cyclohexanon verwendet. Die Aldolreaktion wird zur Vermeidung unerwiinschter Reaktionen in
leicht saurem bzw. neutralem Medium durchgefiihrt, um die Bildung moglicher Nebenprodukte zu

vermeiden, so dass zu Beginn ein neutraler Phosphatpuffer als Losungsmittel verwendet wurde.*

Tab. 3: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch Peptid 14b
in Phosphat-Puffer.

Q Q 14b (5 mol%)
+ H Phosphat-Puffer, i
RT, 20 h
NO, 0.4 eq. TFA

Eintrag cHexanon Umsatz® Verhiltnis ee®

(eq.) (%) antizsyn ° (%)
1 7 70 8:1 40
2 9.5 70 7:1 56
3 12 80 6:1 66
4 14.5 90 6:1 72
5 17 quant. 10:1 75
6 19 70 12:1 77
7 22 60 11:1 80
8 24 50 12:1 82

? Umsétze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschatzt.
b Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse.
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Sowohl die Diastereoselektivitat als auch die Enantioselektivitdt des Peptides 14a zeigt eine deutliche
Abhangigkeit von den verwendeten Equivalenten an Cyclohexanon. Da der Reaktionspartner
gleichzeitig einen Teil des Losungsmittels darstellt und sich damit direkt auf die Zusammensetzung
der Emulsion auswirkt, ergeben sich hier erste Einschrankungen. Eine zu geringe Menge an
Cyclohexanon fiihrt nicht mehr zur Ausbildung einer stabilen Emulsion, die sich negativ auf die
Stereoselektivitat des Katalysators auswirkt. Die Verwendung von héheren Anteilen an Cyclohexanon
erzielt zwar Verbesserungen in der Selektivitdit des Katalysators, bedingt allerdings gleichzeitig
schlechtere Ausbeuten, so dass im Weiteren ein 7:3 -Verhaltnis von Wasser zu Cyclohexanon
verwendet wurde (Tabelle 3, Eintrag 5). Die Zugabe von Saure als Additiv ist notwendig um einen
allgemeinen Basen-katalysierten Mechanismus der Aldoreaktion zu unterdriicken.*®

Im Folgenden wurde die Menge an TFA untersucht, die einen starken Einfluss auf die Stereo-

selektivitat der Reaktion zeigen kann (Tabelle 4). 2

Tab. 4: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (12 eq.) und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch
Peptid 14a in Phosphat-Puffer.

O 14b(5 mol%)
+ H Phosphat-Puffer, -
RT,20h
NO, 12 eq. Cyclohexanon NO,

Eintrag TFA Umsatz® Verhiltnis ee’

(eq.) (%) anti:syn® (%)
1 - quant. 16:1 49
2 0.1 quant. 17:1 54
3 0.2 quant. 19:1 60
4 04 quant. 19:1 65
3 0.45 quant. 14:1 67
6 0.55 30 16:1 67
Z 0.6 20 8:1 52

® Umséatze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschétzt.
b Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse.
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Verwendet man TFA als Additiv lasst sich eine leichte Verbesserung der Selektivitdt des Peptides 14b
erkennen. Wahrend die Reaktion ohne TFA einen Enantiomerenlberschuss von 49% ee erzielt (Tab.
4, Eintrag 1), erfolgt auf die Beimischung von TFA eine Verbesserung der Enantioselektivitdt auf 67%
ee (Tab. 4, Eintrag 5). Die Diastereoselektivitat zeigt hingegen nur unwesentliche Verbesserungen, bis
durch die Zugabe von 0.55 eq. TFA die Pufferkapazitat erreicht ist und sowohl die Umsatze als auch
die Selektivitat des Katalysators negativ beeinflusst werden (Tab. 4, Eintrag 6).

Allerdings ergibt sich durch Zugabe eines sauren Additivs die Moglichkeit Einfluss auf die Selektivitat
des Katalysators (14b) zu nehmen, so dass im Weiteren verschiedene Sduren als Additive getestet

wurden (Tabelle 5).

Tab. 5: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (12 eq.) und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch
Peptid 14b in Phosphat-Puffer.

O O 14b (5 mol%)
+ H Phosphat-Puffer, i
RT,6-20h
NO, 12 eq. Cyclohexanon

Eintrag Additiv Zeit Umsatz® Verhiltnis ee”

(eq.) (h) (%) anti:syn ® (%)
1 0.25 CgHsOH 6 quant. 18:1 14
2 0.25 AcOH 6 40 25:1 39
3 0.25 Tol-SOzH 6 40 14:1 46
4 0.25TCA 20 quant. 18:1 68
5 0.50 TCA 20 20 13:1 75
6 0.13 CF;-SO3H 20 quant. 7:1 70
7 0.25 CF5-SO3H 20 60 16:1 63
8 0.05 Sc(OTf)3 20 60 24:1 70
9 0.10 Sc(OTf)3 20 60 32:1 76

® Umsétze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschitzt.
b Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse.

Die Zugabe der verschiedenen sauren Additive wirkt sich im Allgemeinen positiv auf die Selektivitat
des Katalysators (14b) aus. Allein die schwach sauren Verbindungen wie Phenol und Essigsaure (Tab.
5, Eintrag 1,2) bringen niedrigere ee-Werte im Vergleich zu der Reaktion ohne Additiv (49% ee).

Interessanterweise fiihrt die Zugabe von Phenol zu einer deutlichen Aktivitatssteigerung, so dass ein
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vollstéandiger Umsatz bereits nach 6h erreicht wird. Erneut zeigen alle Additive einen Zusammenhang

zwischen Konzentration und der Selektivitat des Katalysators (14b).

Tab. 6: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (12 eq.) und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch
Peptid 14b in AcO/HNEt;" -Puffer.

O 14b (5 mol%)
+ H AcO'HNE;*-Puffer,
NO, RT, 4h
12 eq. Cyclohexanon
Eintrag c(Puffer) Additiv Umsatz® Verhiltnis ee’
(mol/1) (eq.) (%) antizsyn ° (%)
1 1 - quant. 99:1 45
2 0.5 - 90 99:1 42
3 0.25 - 75 82:1 43
4 0.125 - 60 82:1 43
5 1 0.05 TFA quant. 52:1 40
6 1 0.25TFA 60 24:1 56
7 1 0.50 TFA 60 31:1 62
8 1 0.75TFA 60 37:1 64
9 0.5 0.25 TFA quant.© 99:1 63

® Umsétze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschatzt.
b Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse.
¢ Reaktion benétigte fiir einen quantitativen Umsatz 5.5 h

Sehr gute Diastereoselektivitditen konnten in einem Puffer aus Essigsdure und Triethylamin erzielt
werden und in dem sich auch eine Steigerung der Aktivitit beobachten lies. Mit dem 1M AcO/HNEt;"
-Puffer verlauft die Reaktion binnen 4h zu vollstandigem Umsatz und mit ausgezeichneter
Diastereoselektivitat von 99:1 ab (Tab. 6, Eintrag 1). Eine Verringerung der Pufferkonzentration wirkt
sich negativ auf die Umsdtze und auch auf die Diastereoselektivitit von 14b aus. Die
Enantioselektivitdt der Reaktion zeigt allerdings keinerlei Beeinflussung durch den Puffer. Mit der
Zugabe des Additivs TFA kann wiederum eine Verbesserung der Enantioselektivitat erzielt werden, so
dass bereits nach 5 h ein vollstandiger Umsatz erreicht wird. Wiederum fiihrt die Zugabe von TFA zu
Verbesserung der Enantioelektivitdt. Im weiteren sollte der Einfluss von Salzen auf eine wassrige

Emulsion untersucht werden.
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2.3.3 Asymmetrische Aldolreaktion in Wasser

Tab. 7: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (12 eq.) und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch
Peptid 14b in Wasser.

O 14b(5 mol%)
+ H Wasser,
RT, 3- 24h
NO 12 eq. Cyclohexanon

Eintrag Additiv Zeit Umsatz® Verhaltnis ee’

(eq.) (h) (%) antizsyn ° (%)
1 0.05 NaTFA 9 70 42:1 64
2 0.75 NaTFA 9 50 22:1 80
3 0.05 NaTFA 24 quant. 2:1 80
4 0.75 NaTFA 24 quant. 2:1 78
5 0.05 pTsO/Py 24 quant. 49:1 78
6 0.50 pTsO/Py 24 quant. 35:1 76
7 0.05C;;,CO;Na 3 qguant. 49:1 -7
8 0.05C;;,CO;Na 3 quant. 32:1 -19

® Umsatze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschitzt.
b Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse
“Isolierte Ausbeute; es konnten zusétzlich 10% des Eliminierungsproduktes

Dieser Zusammenhang aus der lonenstarke des Puffers und der Selektivitatssteigerung mittels TFA
flihrte zu der Annahme, dass sich mit der die Zugabe von neutralen, stark koordinierenden Salzen bei
der gleichzeitigen Verwendung von reinem Wasser als Medium beide Effekte kombinieren lassen.
Tatsdchlich weisen erste Versuche mit dem Natrium-TFA-Salz eine starke Verbesserung der
Enantioselektivitat auf. Hierbei zeigt die Zugabe von 0.75 eq. des TFA-Salzes nach 9h bereits einen
50%igen Umsatz und einen ee-Wert von 80% (Tab. 7, Eintrag 2). Erneut wirkt sich eine erhohte
Konzentration des Salzes negativ auf die Aktivitdt von 14b aus und dennoch Ilasst sich nach 24 h in
beiden Fallen ein vergleichbarer ee-Wert um 80% erreichen (Tab.7, Eintrag 3,4). Dabei sinkt die
Stereoselektivitdat wahrend der letzten Stunden, bis ein voller Umsatz erreicht wird, allerdings
merklich ab und deutet damit auf eine mogliche Retroaldolreaktion hin. Die Zugabe alternativer Salze
fuhrte zu keinen weiteren Verbesserungen, so dass exemplarisch die Verwendung von pTsO/Py

genannt wird, welche eine Erh6hung der Diastereoselektivitat erbringt, ohne jedoch im Vergleich zu
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dem Na-TFA-Salz die ee-Werte signifikant zu verbessern. Bemerkenswert ist jedoch die Zugabe von
Na-Laureat, durch die sich wieder eine Umkehr in der Enantioselektivitat beobachten lasst. Hierbei
bildet sich erneut das entgegengesetzte Enantiomer (vgl. Kap. 1.3) und fihrt gleichzeitig zu einer
deutlichen Reaktionsbeschleunigung. Die Reaktion erfolgt hier bereits nach 3 h mit einem
vollstandigen Umsatz, wenn auch mit geringer Enantioselektivitat.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass Sauren allgemein einen positiven Effekt auf die Selektivitat
des Peptides 14b auswirken. Daher wurden weitere Sauren getestet, die hydrophobe Gruppen

besitzen.

Tab. 8: Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon (7 eq.) und 4-Nitrobenzaldehyd, katalysiert durch
Peptid 14b in Wasser.

o) O
5 mol% 14b
+ H >
Wasser,
NO, RT,3-24h
12 eq. Cyclohexanon
Eintrag Additiv Zeit Umsatz® Verhiltnis  ee®
(eq.) (h) (%) anti:syn ® (%)
1 0.25 TFA 20 40 2:1 31
2 0.25 NaTFA 24 quant. 2:1 55
3 0.05 Benzoesaure 20 quant. 2:1 66
4 0.25 Benzoesaure 20 quant. 2:1 76
5 0.05 Anthracen-9- quant. 3:1 49
saure
6 0.25 Anthracen-9- 20 g5 211 91

saure

® Umsitze wurden an Hand von TLC-Analysen abgeschétzt.
b Bestimmung erfolgte durch chirale HPLC-Analyse.
“Isolierte Ausbeute; es konnten zusitzlich 10% des Eliminierungsproduktes isoliert werden

Mit der Verwendung von aromatischen Sauren lassen sich Enantioselektivititen von iber 90% ee

erzielen (Tab 8, Eintrag 6).
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2.4 Zusammenfassung

Das von uns entwickelte Tripeptid H-Pro-Pro-Asp-NH, (14a), welches sich als effizienter Katalysator
fir Aldolreaktionen in organischen Losungsmitteln verwenden lasst, wurde durch die Einflihrung
einer Alkylkette soweit modifiziert, dass es eine gute Loslichkeit in einer Reihe an organischen
Losungsmitteln ermoglicht. Das alkylierte Tripeptid H-Pro-Pro-Asp-NH-(CH,),;-CH; (14b) wurde auf
seine katalytische Aktivitat in der Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd in

verschiedenen Losungsmitteln untersucht.

MeOH +
0 o) 10% H,0
bzw.
O OH el ij HJ\©\ DMSO + O OH
i DAISO + 10% H,0 )
Mo, = Dote 0
+ 5 mol% 2
NO, Pro-Pro-Asp-NH(CHj)1-CHg NO;

Abb. 9: Durch 14b katalysierte Aldolreaktion zwischen Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd in

verschiedenen Losungsmitteln.*’

Dabei zeigte sich eine Abhangigkeit der Enantioselektivitdt des Katalysators von dem Losungsmittel.
Durch die Zugabe von Wasser zu den reinen Lésungsmitteln, wie DMSO oder MeOH erfolgte ein

Wechsel in der Enantioselektivitdt des Katalysators.

Die Einfihrung der Alkylkette flihrte ausserdem zu einer amphiphilen Struktur, die in Wasser die
Ausbildung von makromolekularen Strukturen aus 14b zur Folge hatte. Diese amphiphile Struktur
ermoglichte es in der Aldolreaktion von Cyclohexanon und 4-Nitrobenzaldehyd in Wasser eine hohe
katalytischen Aktivitat und Selektivitdit zu erreichen. Durch die Zugabe von hydrophoben,

aromatischen Sauren, konnten Enantiomerentiberschiisse von tber 90% erzielt werden.
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C Experimenteller Teil
1. Allgemeine Bemerkungen
11 Gerdte und Materialien

Nuclear Magnetic Resonance (NMR). NMR-Spektren wurden auf einem Bruker DPX 500, einem DPX
400 und einem av250 Spektrometer aufgenommen. Chemische Verschiebungen werden in ppm
angegeben, fur 'H und C-Spektren diente TMS oder das Lésungsmittelsignal als Referenz. Alle
Spektren wurden nach erster Ordnug interpretiert und die Kopplungskonstanten (J) sind in Hertz (Hz)
angegeben. Alle Losungsmittel wurden von Cambridge Isotope Laboratories, Inc. bezogen.
Massenspektrometrie (MS). Finnigan MAT LCQ und Bruker esquire 3000plus Gerdate wurden fir die
Elektrosprayionisation (ESI) Massenspektrometrie verwendet. Fir MALDI-TOF MS Spektren wurde
ein Applied Biosystems Voyager-DE PRO Gerat verwendet. Hochaufgeloste Massen wurden auf
einem Bruker FTMS 4.7T BioAPEX Il Instrument gemessen (MS Service UNI-Fribourg).

High Performance Liquid Chromatographie (HPLC). HPLC-Analysen wurden an einem Shimadzu
SCL10A mit einem Dioden Array Detektor SPD-M10A durchgefiihrt und mit einer LiChrospher 100 RP-
18e 5um (250mm x 4mm) Saule von Merck oder einer Reprosil 100 RP-18e 5um (150mm x 10mm)
von Waters getrennt. Fiir die praparative Aufreinigung mittels HPLC wurde eine LiChrospher 100 RP-
18e 5um (250mm x 10mm) Saule verwendet; HPLC Losung B bezeichnet 0.1% TFA in H,0 wahrend
der fehlende Anteil entsprechend aus Lésung A: CH;CN besteht.

UV-Spektroskopie. Die CD-Spektren wurden mit einem Applied Biophysics Chirascan Spektrometer
oder einem Aviv® Circular Dichroism Spektrometer Model 62A DC gemessen. UV-Vis Spektren
wurden auf einem Perkin-Elmer Spektrometer (Lambda Bio 40) aufgenommen.

Dynamic Light Scattering (DLS). Dynamic Light Scattering Messungen wurden an einem ALV DLS/SLS-
5022F Kompakt Goniometer System von der ALV-Laser Vertriebs GmbH vorgenommen, das mit
einem ALV/CGS-8F Goniometer, einem ALV-5000-EPP Multiplen-Tau-Digital-Korrelator, einer ALC
Korrelator Software 3.0 und einem 1145P-3083 He-Ne-Laser von JDS Uniphase (22 mW, 633 nm)
verbunden war und bei Streulicht-Winkeln zwischen 30° und 150° gemessen hat. Quartz Kuvetten
wurden von Hellma bezogen.

Transmission Electron Microscopy (TEM). TEM-Analysen wurden in dem Mikroskopie-Zentrum
(Pharmazentrum) der Universitdt Basel durchgefiihrt. Die Analysen wurden an einem Philips EM 400
erstellt, das bei 80kV arbeitet und mit einer Megaview Il Charge-Coupled-Device Kamera (CCD)
ausgestattet ist und mittels einer Morgagni 268D Kontroll- und Bildverarbeitungssoftware gesteuert
wird. Die Proben wurden auf glow discharged, parlodion coated, 150 mesh copper grids

aufgetragen, mit Wasser gewaschen, abgetupft, an der Luft getrocknet und mit Uranylacetat gefarbt.
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Atomic Force Microscopy (AFM). Die Analysen wurden an einem Pico SPM LE Molecular Imaging
Gerat mit silicon cantilevers (C = 10-130 N/m, Nanosensors) durchgefiihrt. Non-contact mode wurde
angewendet um die Oberflachentopographie der Vesikel in getrocknetem Zustand zu vermessen. Die
Vesikel wurden aus wassriger Losung auf gesaubertes Mica aufgetragen und an der Luft getrocknet.
Laser scanning microscopy (LSM) und Fluorescence correlation spectroscopy (FCS). LSM und FCS
wurde an einem inverted confocal fluorescence laser scanning microscope LSM 510 META/Confocor2
(Zeiss, Germany) durchgefiihrt, das einen Argon Laser (for 405, 458, 477, 488 und 514 nm) und zwei
Helium-Neon Laser (543 und 633 nm) als Lichtquelle verwendet. Hierfiir wurden 15 uL der Probe auf
die Glass-Oberflache eines Objekttragers (Huber & Co. AG, Switzerland) aufgetragen, der in der xy-
Ebene des Mikroskops platziert wurde. Der Anregungs-Laserstrahl und die Fluoreszenz-Emission
durchlaufen dasselbe Objektiv. Das Fluoreszenz-Signal wurde mittels hoch-sensiblen avalanche photo
dioden aufgenommen. Fluorescence intensity fluctuations wurden mittels Gleichungen fiir eine
Autokorrelationsfunktion prozessiert. Die Evaluation der FCS Daten erfolgte, wie bereits
beschrieben.’

Losungsmittel flr Extraktionen und die Saulenchromatographie wurden vor dem Einsatz destilliert.
Wasser fir spektroskopische Messungen und die HPLC wurde Uber ein Barnstead Ultrapure Water
System filtriert bzw. von Aldrich bezogen. Alle verwendeten Chemikalien entsprachen hoher Qualitat,
wurden von Fluka, Aldrich, Iris Biotech und Acros bezogen und ohne weitere Aufreinigung eingesetzt.
Die Harze fir die Festphasen Synthese wurden von Novabiochem (Merck Biosciences) bezogen. Die
Aminosaduren wurden von Bachem bezogen. Reaktionen wurden mittels
Dinnschichtchromatographie auf Merck Kieselgel 60 F,s; — Platten verfolgt. Die Verbindungen
wurden mittels UV (254 nm) oder durch Anfirben mit KMnO, bzw. Ninhydrin detektiert.
Flashchromatographien wurden mit Fluka oder Merck Kieselgel 60, Korngrdosse 40-63um
durchgefihrt.

KMnO,-Dip: 9 g KMnQ,, 60 g K,CO3, 15 ml 5% NaOH und 900 ml H,0

Ninhydrin-Dip: 0.6 g Ninhydrin, 200 ml Butanol und 6 ml 99% AcOH

CAM-Dip: 2.5 g Ce(S04),, 75 g (NH;)¢Mo050,4 und 500 ml 10% H,SO,

a-Cyano-4-hydroxycinnamic acid matrix: 10 mg a-Cyano-4-hydroxycinnamic in 1:1 (v/v) Mischung
Wasser/Acetonitril mit 0.3% TFA (1 ml)

2,6-Dihydroxyacetophenone matrix: 1) Eine kleine Menge 2,6-Dihydroxyacetophenone in 1:1 (v/v)
Mischung aus H,0/Acetonitril (1 ml). 2) 92 mg Ammonium tartrate in H,O (1 ml). 3) 600 pl 1
vermischt mit 300 ul 2

Na-Phosphat Puffer 0.1 M, pH 5.5: 90 g NaH,PO,, 32.7 g Na,HPO, und 500 ml H,0.

' P. Riegler, W. Meier, JACS, 2006, 128, 367-373
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1.2 Abkiirzungsverzeichnis

A Angstrom (1A = 10" m)
abs absolut

Ac Acetyl

Ac,0 Essigsdaureanhydrid
AcOH Essigsaure

Amp  4-Aminoprolin

Azp 4-Azidoprolin
Boc tert-Butyloxycarbonyl

Boc,0 tert-Butyloxycarbonylanhydrid
Bn Benzoyl
°C Grad Celsius
CcD Zirkulardichroismus
d Duplett (NMR)
Unterschied
6 chemische Verschiebung

DC Diinnschicht Chromatographie
AH®  Anderung  der
Standard Bedingungen

Enthalpie

DIAD Diisopropylazodicarboxylat
DMAP N,N-Dimethylaminopyridin
DMF  N,N-Dimethylformamid
DMSO Dimethylsulfoxid

DNA  2’-Deoxyribonucleinsdure
€ Extinktionskoeffizient
E. Aktivierungsenergie

EDC  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N’-
ethylcarbodiimid-hydrochlorid

eq Aquivalent

ESI-MS Elektronsprayionisation
Massenspektroskopie

EtOAc

EXSI Exchange spectroscopy

Essigsaureethylester

unter

Flp 4-Fluoroprolin

Fmoc 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

g Gramm

ges. gesattigt

h Stunde(n)

HATU 0-(7-Azabenzotriazol-1-yl)1,1,3,3-

tetramethyluronium
hexafluorophosphat
HCTU
1,1,3,3-tetramethyluronium
hexafluorophosphate

2-(6-Chloro-1H-benzotriazole-1-yl)-

HPLC

HRMS
HV

Hyp

F3IZZ e AR

MALDI

Me
MHz
min
MsCl
m/z

NaN;
NMP
NMM
NMR
Pd/C
Pfp
PPI
PPII
PPh;
ppm
Rf
Pro
quant.

High Performance

Chromatography

Liquid

high resolution Massenspektroskopie
Hochvakuum
4-Hydroxyprolin
Kopplungskonstante
Gleichgewichtskonstante
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante
Kilojoule (10%))
Wellenldnge

Molar (mol/L)
Molekulkation

milli (107%)

micro (10°°)

Matrix Assisted Laser
Desorption/lonization
Methyl

Megaherz

Minute(n)
Methansulfonylchlorid
Masse/Ladung

nano (10

Natriumazid
N-Methylpyrrolidon
N-Methylmorpholin
Nuclear Magnetic Resonanz
Palladium auf Aktivkohle
Pentafluorophenol
Polyprolin Form |
Polyprolin Form I
Triphenylphosphin

parts per million
Retentionsfaktor (DC)
Prolin

guantitative
Raumtemperatur
Singulett (NMR)

Triplett (NMR)
Retentionszeit HPLC
mittlere molare Elliptizitat
2,2,2-Trifluoressigsaure
Trifluorethanol
Tetrahydrofuran

Tetramethylsilan
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2. Allgemeine Protokolle fiir die Synthese an fester Phase
2.1 Abspaltung von Schutzgruppen (Fmoc bzw. Alloc)

Fmoc-Abspaltung: Das Harz wurde fir 15 min in CH,Cl, quellen gelassen und 2 Mal mit DMF
gewaschen. Das Harz wurde 3 Mal fir 10 min mit Pip/DMF (1:4) behandelt und abwechselnd mit
CH,Cl, und DMF gewaschen.

Alloc-Abspaltung: Das Harz wurde sorgfaltig gewaschen (DMF, CH,Cl,) und am Hochvakuum
getrocknet. In einem 10 ml Schlenk-Kolben wurden 0.05 eq. Pd(PPhs), abgewogen und durch
mehrmaliges Evaporieren und Spilen mit N, getrocknet. Ein Losungsmittelgemisch aus
CH,Cl,/AcOH/NMM (38:2:1) wurde entgast und zu dem Katalysator gegeben. Das Harz wurde in abs.
CH,Cl, quellen gelassen, eine Ar-Atmosphare angelegt und mit der Reaktionsldsung versetzt. Das
Reaktionsgefdss wurde flr 1 h bei RT geschiittelt, abfiltriert und mit einer frischen Reaktionsldsung
versehen. Diese Abfolge wurde insgesamt 3 Mal wiederholt, bis die entsprechenden Farbtests positiv
verliefen. Anschliessend wurde das Harz gewaschen (DMF, CH,Cl,, 1% iPr,NEt in DMF, 1% Et,NCSSH

in DMF) und getrocknet.

2.2 Bestimmung der Harzbeladung

Bestimmung der Harzbeladung: Eine Probe (ca. 3 mg) des Peptid-beladenen Harzes wurde mit DMF
(4x) und CH,CI, (4x) gewaschen, in ein Eppendorf-Tube eingewogen und am Hochvakuum bis zur
Gewichtskonstanz getrocknet. Das Harz wurde mit 500 pl Pip/DMF (1:4) versetzt und fiir 30 min bei
RT geschittelt. Die Reaktionsmischung wurde mit 3 ml DMF verdiinnt und ihre Absorption bei 301
nm (= 7800) gegen einen Leerwert aus 500 pl Pip/DMF (1:4) und 3 ml DMF vermessen.
_E-V E = Extinktion
fon = E-m € = Extinktionskoeffizient (e= 7800)
m = Masse an eingewogenem Harz (in mg)
V = Volumen (3.5 ml)

o Eswurde mit Beladungen zwischen 0.2 und 0.3 mmol/g gearbeitet.

93



2.3 Farbtest und Acetylierung

Acetylierung: Nach dem Filtrieren der Reaktionslésung wurde das Harz mit DMF (4x), CH,Cl, (4x) und
DMF (4x) gewaschen. Ein 20facher molarer Uberschuss von Ac,0 und iPr,NEt wurde in DMF gel6st
und auf das Harz gegeben. Die Reaktionsmischung wurde fir 30 min bei RT geschittelt und

anschliessend von Harz gewaschen (DMF, CH,Cl,).

Farb-Test (TNBS): Einige wenige Harz-Kligelchen wurden in ein Eppendorf-Tube platziert, mit 1 — 2
Tropfen der jeweiligen Losungen versetzt und gemischt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 10 min bei
RT stehen gelassen und anschliessend unter dem Mikroskop untersucht. Bei leichter Gelb- oder
Orange-Farbung wurde die Kupplung mit einem halbierten Ansatz wiederholt. Farblose Harz-Kugeln
zeigen eine vollstandige Kupplung an.

o Lésung 1: 10% iPr,NEt in DMF

o Losung 2: 1 M wassrige TNBS-L6sung

Farb-Test (Kaiser): Einige wenige Harz-Kiigelchen wurden in ein Eppendorf-Tube platziert, mit 1 — 2
Tropfen der einzelnen Losungen versetzt und gemischt. Das Reaktionsgefass wurde fiir 5 min bei 100
°C geschiittelt und die Harz-Kiigelchen unter dem Mikroskop analysiert. Bei leichter Blau-Farbung
wurde die Kupplungsreaktion mit einem halbiertem Ansatz wiederholt. Farblose oder leicht gelbliche
Losung bzw. Harz-Kugeln zeigen eine vollstandige Kupplung an.

o Losung 1:5 g Ninhydrin in 100 ml EtOH

o Losung 2:80 g Phenol in 20 ml Ethanol

o Lésung 3:2 ml0.001 M wassriger KCN-Losung in 98 ml Pyridin
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2.4 Manuelle Kupplung von Aminosauren
2.4.1 Aktivierung mit Carbodiimiden

Aktivierung und Kupplung mit DIC/HOBt: Nach dem Entschiitzen der Aminofunktion auf dem Harz
wurde das Harz sorgfiltig gewaschen (DMF, CH,Cl,, DMF) und mittels Farb-Test kontrolliert. In einem
getrocknetem 10 ml Kolben wurde die Aminocarbonsdure (3 eq.) vorgelegt und in abs. DMF oder
DMF/CH,Cl, (1:1) gelost. Es wurde ein N,-Strom Uber die Losung geleitet und HOBt (3eq.) zugegeben.
Die Lésung wurde bei RT geriihrt bis kein Feststoff mehr zu erkennen war und mit DIC (3eq.) versetzt.
Die Reaktionsmischung wurde fiir 10 min bei RT geriihrt und anschliessend auf das Harz gegeben.
Der Reaktionsverlauf wurde mittels Farb-Tests Gberwacht und bis max. 12 h ausgeweitet.
o Beider Verwendung von Fmoc-His(Trt)-OH wurde die Aktivierungszeit auf 5 min reduziert, da
der Aktivester dieser Verbindung zur Oxazolon-Bildung und damit zur Racemisierung neigt,
die durch den Stickstoff des Imidazolringes katalysiert wird.

o Die Kupplung von Carboxyrhodamin 110 (2 eq.) erfolgte mittels dieses Protokolls.

2.4.2 Aktivierung mit Acyl-Aminium Salzen

Aktivierung und Kupplung mit HATU/iPr,NEt: Nach dem Entschitzen der Aminofunktion auf dem
Harz wurde das Harz sorgfiltig gewaschen (DMF, CH,Cl,, DMF) und mittels Farb-Test kontrolliert. In
einem ausgeheiztem 10 ml Kolben wurde die Aminocarbonsaure (3 eq.) vorgelegt, in abs. DMF gelost
und unter eine N,-Atmosphére gesetzt. Die Losung wurde mit HATU (3 eq.) versetzt und mit iPr,NEt
(3 eq.) gemischt. Die Reaktionsmischung wurde zwischen 3 und 8 min bei RT gerihrt, bevor sie auf
das Harz gegeben wurde. Das Harz wurde bei RT geschiittelt, nach 20 min mit zusatzlichen 25%
iPr,NEt versetzt und weitere 60 bis 90 min bei RT geschiittelt.

o Die Aktivierungszeit wurde bei der Verwendung von Fmoc-His(Trt)-OH auf 3 min minimiert.

o Alternativ wurden nach diesem Protokoll auch Aktivierungen mittels PyBOP, HCTU und DEPT

durchgefihrt.
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2.5 Abspaltung der Peptide vom Harz
2.5.1 Seitenketten-geschiitzte Carboxamid-Peptide

Abspaltung von geschiitzten Carboxamid-Peptiden (SieberAmid): Das Harz wurde fiir 20 min in CH,Cl,
quellen gelassen und filtriert. Eine Losung aus 1% TFA in CH,Cl, wurde zu dem Harz gegeben und fir 2
min bei RT geschittelt. Die Losung wurde durch Anlegen eines N,-Stromes abgenutscht und in eine
Losung aus 10% Pyridin in MeOH gegeben. Die Schritte wurden bis zu 10 Mal wiederholt und
adsorbiertes Peptid durch abwechselndes Spiilen mit MeOH und CH,Cl, vom Harz gewaschen. Die
Waschlosungen wurden vereinigt, am Vakuum von leicht flliichtigen Bestandteilen getrennt und in
einem Minimum an MeOH aufgenommen. Die L6sung wurde tropfenweise bei 0°C auf einen
10fachen Uberschuss an Wasser gegeben und fiir 10 min gekiihlt. Das Prazipitat wurde zentrifugiert,
von Uberstehender Losung abdekantiert und mit Wasser gewaschen. Das Rohprodukt wurde in wenig

MeOH aufgenommen und mittels HPLC-Methoden gereinigt.

2.5.2 Ungeschiitzte Carboxamid-Peptide

Abspaltung von ungeschiitzten Carboxamid-Peptiden (RinkAmid MBHA): Das Harz wurde fiir 20 min
in CH,Cl, quellen gelassen und filtriert. Eine frisch hergestellte Lésung aus HBF,;-Et,0 (2 mmol),
Thioanisol (2 mmol) und einer Spatelspitze Phenol in TFA (2 ml) wurde auf das Harz gegeben und bei
RT geschiittelt. Nach 90 min wurde die Losung abgenutscht, das Harz mit TFA (2x) gewaschen und die
vereinigten Losungsmittelportionen wurden unter vermindertem Druck eingeengt. Der Riickstand
wurde mit wenig MeOH verdiinnt und bei 0°C in das 10-15fache Volumen an Et,0 getropft. Die
Suspension wurde fir 10 min bei 0°C gekiihlt und anschliessend zentrifugiert. Die Uberstehende
Losung wurde dekantiert und das Prazipitat mit Et,0 gewaschen bis kein Scavenger-Geruch mehr
wahrnehmbar war. Das Rohprodukt wurde in wenig MeOH aufgenommen und mittels HPLC-

Methoden gereinigt.
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3. Synthese des Diketopiperazin-Rezeptors

3.1 Synthese des Diketopiperazins 8

3.1.1 Synthese von H-(4R)-Hyp-OMe

HO,
' OMe
N
©H, O
Cl

In einem Dreihalskolben wurden 20 g (152.5 mmol, 1 eq.) H-(4R)-Hyp-OH in 250 ml MeOH
suspendiert und auf 0 °C gekiihlt. In einen Zeitraum von 45 min wurden Uber einen Tropftrichter
22.3 ml (306.0 mmol, 2 eq.) SOCI, zugegeben, wobei eine starke Gasentwicklung erkennbar wurde.
Die entstandene Suspension wurde fiir 2.5 h bei 0 °C und weitere 5 h bei RT gerihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und der verbliebene graue Riickstand aus

EtOH (200 ml) umkristallisiert, um 23.3 g (84%) H-(4R)-Hyp-OMe als farblosen Feststoff zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, MeOD,25 °C): 8/ppm = 4.67 (s, 3H, -CO,CHs), 4.62-4.58 (m, 2H; Ha, Hy), 3.43 (dd, J
= 4.0 Hz, 12.8 Hz, 1H; H6), 3.33-3.29 (m, 1H; H5), 2.42-2.36 (m, 1H; HB), 2.24-2.16 (dd, J = 4.8 Hz, 10.8
Hz, 1H; HP).

3C-.NMR (101 MHz, MeOD, 25 °C): §/ppm = 170.6, 69.8, 58.6, 54.3, 37.1.

MS (ESI): m/z (%) = 146.0 (100), 159.9 (31), 291.0 (1), gerechnet fiir CsHNOs.

3.1.2 Synthese von Boc-(4R)-Hyp-OMe

HO,

'D‘(OMe
N

Boc ©O

Unter einer Ar-Atmosphédre wurden 23.3 g (128.0 mmol, 1 eq.) H-(4R)-Hyp-OMe in 250 ml CH,Cl,
suspendiert, mit 37.2 ml (280.0 mmol, 2.2 eq.) Et;N versetzt und auf 0 °C gekiihlt. Zu der Lésung
wurden 33.6 g (154.0 mmol, 1.2 eq.) Boc,0 gegeben und die Mischung fir 30 min bei 0 °C und

weiteren 10 h bei RT geruhrt. Die Suspension wurde mit CH,Cl, (150 ml) verdinnt und mit ag. 1 N
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HCI-L6sung (200 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde mit H,O (150 ml), ges. NaHCO; (200 ml)
und ges. NaCl-L6sung(200 ml) gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und das Solvens bei vermindertem

Druck entfernt, um 32.0 g (93%) Boc-(4R)-Hyp-OMe zu erhalten.

R¢ = 0.56 (CH,Cl,/MeOH, 9:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die Amidbindung) im

Verhaltnis 1:2 in CDCl;

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): &/ppm = (Hauptkonformer) 4.41-4.31 (m, 1H; Hy), 4.33 (t, /= 8.0 Hz,
1H; Ha), 4.67 (s, 3H, -CO,CHs), 3.57-3.34 (m, 2H; H§), 2.23-1.95 (m, 2H; HP), 1.34 (s, 9H; -tBu).

(Separierte Signale des Nebenkonformers) = 1.39 (s, 9H; -tBu).

3C-NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 174.1, 154.4, 80.7, 69.40, 58.4, 55.0,
52.4,39.4, 28.7. (Nebenkonformer) = 173.9, 155.0, 80.6, 70.1, 57.9, 55.0, 52.6, 38.7, 28.6.

MS (ESI): m/z (%) = 268.1 [M+Na]" (19), 513.3 [2M+Na]* (100), 527.2 [M+K]" (41), gerechnet fiir
C11HgNO:s.

3.1.3 Synthese von Boc-(4R)-Azp-OMe (3)

N3

%,

'(HOMe
N

Boc ©

Unter einer Ar-Atmosphare wurden 38.7 g (147.5 mmol, 1.25 eq.) PPh; in 250 ml Toluol suspendiert
und mit 9.2 ml (142.0 mmol, 1.2 eq.) MsOH versetzt. Zu der Mischung wurden tropfenweise 0.24 ml
(47.2 mmol, 0.4 eq.) Et;N gegeben, die entstandene blass gelbe Losung wurde mit Boc-(4R)-Hyp-OMe
versetzt auf 0 °C gekihlt. Mit einer Spritze wurden portionsweise 32.0 ml (165.0 mmol, 1.4 eq.) DIAD
zugegeben, das Eisbad wurde entfernt und die Suspension wurde fiir weitere 5 h bei 60 °C geriihrt.
Die Reaktionslosung wurde auf RT abgekihlt, mit 100 ml CH,Cl, verdiinnt, in einen Scheidetrichter
Gberfiihrt und mit ges. NaHCO; Lésung (200 ml) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x
50 ml) extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte wurden (ber Na,SO, getrocknet und das
Losungmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das gelbliche Ol wurde in 250 ml DMF

aufgenommen, mit 39.1 g (409.0 mmol, 3.4 eq.) NaN; versetzt und fir 11.5 h bei 80 °C unter
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Rickfluss erhitzt. Die braune Suspension wurde auf RT abgekihlt, das Losungsmittel iber einen
Liebigklhler abdestilliert und der Riickstand in 200 ml Et,O aufgenommen. Die Mischung wurde mit
ges. NaHCO;-Losung (150 ml) gewaschen, die wassrige Phase wurde mit Et,0 (2 x 75 ml) extrahiert
und die vereinigten organischen Extrakte wurden (iber Na,SO, getrocknet und unter vermindertem
Druck eingeengt. Der braune, olige Riickstand wurde mit Pentan (200 ml) verdiinnt, das farblose
Prazipitat wurde abgetrennt und die Lésung mit Et,0 (3 x 50 ml) gewaschen. Das Pentan wurde unter
vermindertem Druck entfernt und der verbliebene 6lige Riickstand wurde sdulenchromatographisch

aufgereinigt, um 25.8 g (80%) Boc-(4R)-Azp-OMe als gelbes Ol zu erhalten.

R¢ = 0.50 (Hex/EE, 2:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die Amidbindung) im

Verhaltnis 1:2 in CDCl;

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): /ppm (Hauptkonformer) = 4.27 (t, J = 8.0 Hz, 1H; Ha), 4.17-4.12
(m, 1H; Hy), 3.69-3.63 (m, 4H; -OCHs, H6), 3.58-3.51 (m, 1H; H®), 2.33-2.22 (m, 1H; HB), 2.15-2.09 (m,
1H; HPB), 1.36 (s, 9H; tBu). (Separierte Signale des Nebenkonformers) = 4.36 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Ha),
3.44-3.40 (m, 1H; H8), 1.41(s, 9H; tBu).

BC-NMR (101 MHz, CDCl;, 25 °C): 8/ppm (Hauptkonformer) = 172.9, 153.3, 80.6, 58.7, 57.7, 52.1,
51.2,36.2, 28.1. (Nebenkonformer) = 172.7, 153.9, 80.6, 59.2, 57.3, 52.3, 51.3, 35.3, 28.3.

MS (ESI): m/z (%) = 293.5[M+Na]" (1), gerechnet fiir C;;H:gN,O,.

3.1.4 Synthese von Boc-(4R)-Azp-OPfp (4)
N3 m,

N
Boc

mOpr
0

12.9 g (47.7 mmol, 1 eq.) Boc-(4R)-Azp-OMe wurden in 90 ml THF/MeOH (1:1) aufgenommen und
mit einer Losung aus 2.2 g (85.9 mmol, 1.8 eq.) NaOH in 13.4 ml H,0 versetzt. Die Mischung wurde
far 2.5 h bei RT gertihrt, mit ag. 1 M HCl Lésung auf einen pH-Wert von drei eingestellt (ca. 50 ml)
und mit CH,Cl, (100 ml) verdiinnt. Die Phasen wurden getrennt und die organische Schicht wurde mit

H,O (60 ml) und ges. NaCl-Lésung (60 ml) gewaschen. Die leicht fliichtigen Anteile wurden bei
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vermindertem Druck entfernt und der o6lige Riickstand wurde in 90 ml CH,Cl, aufgenommen. Die
Mischung wurde mit kristallinem 9.6 g (52.5 mmol, 1.1 eq.) Pfp-OH versetzt und unter einer Ar-
Atmosphare wurden 13.7 g (71.6 mmol, 1.5 eq.) EDC zugegeben. Die Suspension wurde fiir 17 h bei
RT gerihrt, mit ag. 1 M HCI-Lésung auf einen pH-Wert nahe drei gebracht und mit CH,Cl, (20 ml)
verdinnt. Die Phasen wurden getrennt, der wassrige Anteil wurde mit CH,Cl, (2 x 10 ml) extrahiert
und die vereinigten organischen Extrakte wurden mit H,O (20 ml) und ges. NaCl-Lésung (20 ml)
gewaschen und Gber Na,SO, getrocknet. Fliichtige Bestandteile wurden unter vermindertem Druck

entfernt und 9.5 g (47%) Boc-(4R)-Azp-OPfp konnten als hellbraunes Ol isoliert werden.

R¢ = 0.55 (Hex/EE, 3:1, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die Amidbindung) im

Verhaltnis 1:2 in CDCl;

'"H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): /ppm (Hauptkonformer) = 4.68 (t, J = 7.6 Hz, 1H; Ha), 4.28-4.23
(m, 1H; Hy), 3.77-3.67 (m, 4H; -OCHs, H8), 3.57-3.51 (m, 1H; H8), 2.59-2.47 (m, 1H; HP), 2.40-2.32 (m,
1H; HPB), 1.44 (s, 9H; tBu). (Separierte Signale des Nebenkonformers) = 4.71 (t, J = 7.6 Hz, 1H, Ha),
1.47(s, 9H; tBu).

BC-NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): &/ppm (Hauptkonformer) = 168.7, 153.6, 142.7, 140.2, 139.6,
137.0, 81.8, 59.0, 57.7, 51.7, 37.1, 28.4, 25.9. (Nebenkonformer) = 169.0, 154.3, 82.2, 59.7, 57.6,
51.8, 35.8, 28.6.

MS (ESI): m/z (%) = 445.4[M+Na]" (1), gerechnet fiir C;gH15sFsN4O,.

3.1.5 Synthese von H-(4R)-Azp-OMe (5)

Na,
) OMe
@
TFA® ”2 0

12.9 g (47.7 mmol) Boc-(4R)-Azp-OMe wurden in 36 ml CH,Cl, gel6st und vorsichtig mit 12 ml TFA
versetzt. Nach 3 h Rihren bei RT wurde die tiefgelbe Losung zur Trockne eingeengt. Der olige
Riickstand wurde in wenig MeOH aufgenommen und aus Et,0 gefillt. Der isolierte und getrocknete,

farblose Feststoff machte 10.5 g (77%) aus.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 4.59 (t, J = 8.0 Hz, 1H; Ha), 4.51-4.48 (m, 1H; Hy), 3.81 (s,
3H; -OCHs), 3.77-3.67 (m, 1H; H8), 3.57-3.49 (m, 1H; H8), 2.54-2.48 (m, 1H; HB), 2.43-2.36 (m, 1H;
HB).

B3C-.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 168.9, 59.9, 58.8, 54.2, 51.4, 35.0.

MS (ESI): m/z (%) = 171.1[M+H]" (100), 202.1[M+Na]" (40), gerechnet fiir CgH1oN,0,.

3.1.6 Synthese von Boc-(4R)-Azp-(4R)-Azp-OMe (6)

6.4 g (22.5 mmol, 1 eq.) H-(4R)-Azp-OMe wurden in 10 ml CH,Cl, suspendiert und mit 7.7 ml (45.0, 2
eq.) iPr,NEt basisch gemacht. Die Mischung wurde tropfenweise mit einer Losung aus 9.5 g (22.5
mmol, 1 eq.) Boc-(4R)-Azp-OPfp in 10 ml CH,Cl, versetzt und im N,-Strom auf wenige ml eingeengt.
Die viscose Losung wurde Uber Nacht bei RT geriihrt, mit wenig CH,Cl, verdinnt und durch die
Zugabe von ca. 15 g Amberlite IR-120H auf einen sauren pH-Wert gebracht. Das Harz wurde
abfiltriert, mit CH,Cl, (3 x 5 ml) gewaschen und die vereinigten Losungsmittelportionen wurden tber
Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck aufkonzentriert, um 14.8 g Rohprodukt zu
erhalten. Eine saulenchromatographische Aufreinigung (Hex/EE; 1:3 auf 1:2) lieferte 6.1 g (66%) eines

farblosen Ols.

R¢ = 0.38 (Hex/EE, 1:3, Ninhydrin).

Die NMR-Spektren zeigen zwei Konformere (s-cis und s-trans Konformation um die Amidbindung) im

Verhaltnis 1:1.5 in CDCl;

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): &/ppm (Hauptkonformer) = 4.65-4.23 (m, 4H; Ha, Hy), 4.00-3.45 (m,
7H; -OCH,, Hb), 2.34-2.14 (m, 4H; HPB, 1.44 (s, 9H; tBu). (Separierte Signale des Nebenkonformers) =

4.47 (t,J=7.6 Hz, 1H, Ha), 1.41(s, 9H; tBu).
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BC-.NMR (125.6 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 171.8, 171.6, 170.8, 170.7, 153.9, 153.1, 80.5, 80.1,
59.6, 59.3, 59.2, 58.7, 57.5, 57.5, 56.3, 56.0, 52.3, 52.3, 51.5, 51.4, 51.3, 51.2, 35.4, 34.7, 34.0, 33.9,
28.1.

MS (ESI): m/z (%) = 431.3 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;gH,4NgOs.

3.1.7 Synthese von Cyclo-(-(4R)-Azp-(4R)-Azp-) (7)

6.1 g (14.9 mmol) Boc-(4R)-Azp-(4R)-Azp-OMe wurden 35 ml CH,Cl, gel6st, auf 0 °C gekihlt und
portionsweise mit 12 ml TFA versetzt, wobei sich die Losung unmittelbar tieforange farbte und Gas
freisetzt wurde. Die Mischung wurde fiir 2.5 h bei RT gerihrt und unter vermindertem Druck von
ihren leicht fllichtigen Bestandteilen befreit. Der 6lige Riickstand wurde in 55 ml THF aufgenommen,
mit 12.7 ml (74.3 mmol) iPr,NEt versetzt und Gber Nacht bei RT gerihrt. Die gelbe Mischung wurde
mit ca. 40 ml ag. 1 M HCl-Lésung auf einen pH-Wert um 2 eingestellt und mit CH,Cl, (60 ml)
verdinnt. Die Phasen wurden getrennt und die waéssrige Schicht wurde mit CH,Cl, (2 x 50 ml)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit H,O (50 ml) und ges. NaCl-Losung (50 ml)
gewaschen, liber Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt, um einen farblosen
Feststoff mit brdunlichen Verunreinigungen zu erhalten. Eine Umbkristallisation aus ca. 80 ml

Ethylacetat lieferte 2.1 g (51%) Cyclo-(-(4R)-Azp-(4R)-Azp-) in Form langer nadelférmiger Kristalle.

R;=0.21 (Hex/EE, 1:6, Ninhydrin).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 4.43-4.36 (dd, J = 10.3 Hz, 6.7 Hz, 2H; Ha), 4.34-4.25 (t, J =
6.7 Hz, 5.0 Hz, 1.6 Hz, 2H; Hy), 3.66-3.58 (dd, J = 4.8 Hz, 12.8 Hz, 2H, H&), 3.53 (t, J = 12.8 Hz, 2H; H¥),
2.40—2.31 (dd, J = 6.8 Hz, 12.8 Hz, 2H; HB), 2.26 — 2.16 (ddd, J = 5.0 Hz, 10.4 Hz, 14.0 Hz, 2H; HR).

B3C-.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 166.5, 58.8, 58.7, 50.7, 33.9.
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3.1.8 Synthese des Diketopiperazins 8 (DKP)

In einem 250 ml Druckgefass wurden 1.2 g (4.35 mmol, 1leq.) Cyclo-(-(4R)-Azp-(4R)-Azp-) vorgelegt, in
15 ml MeOH gel6st und mit 0.35 ml rauchender HCI versetzt. Die Suspension wurde zusatzlich mit
THF (6 ml) verdinnt und zu der resultierenden hellgelben Lésung wurden 120 mg 10 % Pd in
Aktivkohle gegeben. Das Reaktionsgefdss wurde mit Ar geflutet und in einer H,-Druckapperatur bei 3
bar Uber Nacht geschittelt. Die schwarze Suspension wurde Uber eine Glasfilternutsche (Por. 3)
filtriert, der Filterkuchen mit zusatzlichem MeOH (3 x 5 ml) gewaschen und die vereinigten
Losungsmittelportionen wurden unter vermindertem Druck eingeengt, um 700.6 mg (54%) eines

farblosen Feststoffs zu erhalten.

'H-NMR (400 MHz, DMSO, 25 °C): §/ppm = 8.62 (s, 9H, -NH;), 4.81 (t, J = 8.6 Hz, 2H; Ha), 3.95-3.79
(m, 4H; Hy, H& ), 3.78-3.67 (dd, J = 12.9 Hz, 6.3 Hz, 2H; H6), 3.67-3.54 (m, 2H; HB), 3.54-3.46 (dd, J =
12.9 Hz, 2.2 Hz, 2H; HB).

3C-.NMR (101 MHz, DMSO, 25 °C): 6/ppm = 165.4, 58.0, 48.6, 48.0, 31.3.

MS (ESI): m/z (%) = 297.2 [M+H]" (100), gerechnet fiir CoH5Cl,N,O.

3.2 Synthese Farbstoff-markierten Tyrosin-Derivats

3.2.1 Synthese von Boc-Tyr(dye)-OMe

NHBoc

1.5 g (5.08 mmol, 1 eq.) Boc-Tyr-OMe wurden vorgelegt und mit 1.6 g (5.08 mmol, 1 eq.) Dispers Rot

1 in 80 ml wasserfreiem Tol gelost. Die Mischung wurde mit 1.33 g (5.08 mmol, 1 eq.) PPh; versetzt
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und mit einem Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Uber eine Spritze wurden langsam 1.48 ml (7.62 mmol, 1.5
eq.) DIAD zugegeben und fir 20 min bei 0 °C und tber Nacht bei RT gerihrt. Die tiefrote Suspension
wurde unter vermindertem Druck eingeengt, der Riickstand in Et,0 aufgenommen, liber eine
Glasfilternutsche filtriert und im Vakuum von ihren leichtfllichtigen Bestandteilen getrennt. Eine
sdulenchromatographische Aufreinigung (90 g SiO,, Hex/EE 2:1 + 0.5 % Et,NMe) lieferte 634.0 mg

(21%) eines roten Feststoffes.

R¢=0.33 (Hex/EE, 2:1, Ninhydrin).

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, 25 °C): &/ppm = 8.20 (d, J = 8.9 Hz, 2H, dye-H,,), 7.96-7.86 (m, J= 9.0 Hz, J =
6.6 Hz, 4H; dye-H,,), 7.13 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Tyr-H,/), 6.86-6.76 (m, 4H; Tyr-H,,, dye-H,,), 5.00-4.88 (d, J
= 8.2 Hz, 1H; -NH), 4.59-4.48 (m, 1H; Ha), 4.16 (t, J = 5.8 Hz, 2H, OCH,), 3.89-3.81 (t, J = 5.8 Hz, 1H;
NCH,), 3.70 (s, 3H; CO,Me), 3.61 (q, J = 7.1 Hz, 2H; CH5CH,), 3.03 (dt, J = 13.0, 6.9 Hz, 2H; HB ), 1.41 (s,
9H; 'Bu), 1.34 — 1.23 (t, J = 7.0 Hz, 3H; CH,CH).

B3C.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 157.2, 151.6, 144.2, 130.8, 126.7, 125.1, 123.0, 114.9,
111.8,77.7,77.4,77.1, 65.7, 52.6, 50.3, 46.6, 28.7, 12.7.

MS (ESI): m/z (%) = 380 (27), 536 (45), 592 [M+H]" (100), gerechnet fiir C3;H3;NsO-.

3.2.2 Synthese von Boc-Tyr(dye)-OH (10)

NHBoc

630.0 mg (1.06 mmol, 1eq.) Boc-Tyr(dye)-OMe wurden in 2 ml THF/MeOH (1:1) suspendiert und mit
einer Losung aus 76.6 mg (1.91 mmol, 1.8 eqg.) NaOH in 0.75 ml H,O versetzt und mit einer
zuséatzlichen Portion THF (0.5 ml) verdiinnt. Die Mischung wurde (iber Nacht bei RT geriihrt, mit 1M
HCI-Loésung (2 ml) auf einen sauren pH-Wert eingestellt und mit CH,Cl, (120 ml) verdinnt. Die
organische Losung wurde mit H20 (2 x 50 ml) gewaschen und die wéssrige Phase wurde mit CH,Cl, (2
x 25 ml) extrahiert. Die vereinigten organischen Extrakte wurden mit ges. NaCl-Losung (50 ml)
gewaschen, Gber Na,SO, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt, um 582.0 mg (95%)

eines tiefroten Feststoffes zu erhalten.
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 8/ppm = 8.30 (d, J = 8.7 Hz, 2H; dye-H,,), 7.95-7.85 (m, 4H; dye-H,),
7.09 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Tyr-H.,), 6.86-6.75 (m, 4H; Tyr-H,,, dye-H,), 4.96 (d, J = 7.7 Hz, 1H; NH), 4.54 (d,
J=6.2 Hz, 1H; Ha), 4.15 (t, J = 5.5 Hz, 2H, OCH,), 3.82 (t, J = 5.6 Hz, 2H; NCH,), 3.59 (g, J = 6.9 Hz, 2H;
CH3CH,), 3.19 — 2.94 (m, 2H; HB), 1.50-1.19 (m, 12H; ‘Bu, CH,CHs).

MS (ESI): m/z (%) = 578 [M+H]" (100), gerechnet fiir C3o0H35Ns0;.

3.3 Kupplung der Rezeptorarme

3.3.1 Synthese von Boc-Tyr(dye)-DKP

H
N.
Boc-Tyr(dye)” ",

N | H

Boc-Tyr(dye) ~ N\\\\\‘
H
In einem 10 ml Rundkolben wurden 970.0 mg (1.68 mmol, 4 eq.) Boc-Tyr(dye)-OH und 638.5 mg
(1.68 mmol, 4 eq.) HATU vorgelegt, in 4 ml abs. CH,Cl,/DMF (1:1) suspendiert und mit 350 ul (2.10
mmol, 5 eq.) iPr,NEt versetzt. Die Mischung wurde fiir 8 min bei RT gertihrt und mit einer Lésung aus
124.8 mg (0.42 mmol, 1eq.) DKP zusammen mit 210 ul (1.12 mmol, 3 eq.) iPr,NEt in abs. CH,Cl, (2 ml)
versetzt. Die tiefrote Suspension wurde im N2-Strom eingeengt, nach 20 min Rihren bei RT mit
weiteren 140 ul (0.84 mmol, 2 eq.) iPr,NEt versetzt. Die Mischung wurde Gber Nacht gerihrt, mit
CH,Cl, (5 ml) verdiinnt und mit 10 ml ag. Na,PO,-Puffer (pH = 7.6) gewaschen. Die wassrige Phase
wurde mit CH,Cl, (3 x 10 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Portionen wurden mit 0.5 M
NaOH-Lésung (15 ml) und ges. NaCl-Lésung (15 ml) gewaschen, tGber MgSO, getrocknet und im
Vakuum von ihren fliichtigen Bestandteilen getrennt. Eine sadulenchromatographische Trennung
(CH,Cl; + 2 % MeOH + 0.5 % Et,NMe auf 3 % MeOH) lieferte 369.5 mg (66%) eines roten Feststoffes.

Wenn notig, kann der Reinheitsgrad durch eine Fallung aus Et,0 erhéht werden.

R¢=0.30 (CH,Cl, + 3 % MeOH + 0.5 % Et,NMe).
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'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6/ppm = 8.29 (d, J = 9.0 Hz, 4H; dye-H,,), 7.88 (dd, J = 9.1 Hz, J = 5.8
Hz, 8H; dye-H,,), 7.07 (dd, J = 8.4 Hz, J = 6.0 Hz, 4H; Tyr-H,,), 6.85-6.72 (m, 8H; Tyr-H,,, dye-H,,), 5.23
(m, 2H; NH), 4.33 (bs, 2H; Tyr-Ha), 4.25-4.04 (m, 8H; OCH,, Ha, Hy), 3.87-3.71 (m, 6H; NCH,, H&),
3.64-3.24 (m, 6H; OCH,, H8), 3.01-2.81 (m, 4H; Tyr-HB), 2.56-1.94 (m, 4H; HB), 1.6 (s, 9H; ‘Bu), 1.3-
1.19 (m, 3H; CH,CHs).

BC-NMR (101 MHz, CDCl;, 25 °C): §/ppm = 171.7, 166.1, 157.1, 151.7, 147.8, 144.1, 130.8, 126.7,
125.1,123.0, 115.0, 111.8, 65.8, 59.4, 58.9, 55.9,51.8, 50.2, 47.9, 46.5, 37.9, 33.9, 28.6, 12.7.

MS (ESI): m/z (%) = 1366 [M+Na]" (100), gerechnet fiir C;oHg,N14014.

3.3.2 Synthese von Fmoc-GIn(Trt)-Tyr(dye)-DKP

H
N.
Fmoc-GIn(Trt)-Boc-Tyr(dye)” ",

Fmoc-GIn(Trt)—Boc-Tyr(dye)\N\\\“~
H
267.6 mg (0.20 mmol, 1 eq.) Boc-Tyr(dye)-DKP wurden in 2 ml CH,Cl,/MeOH (1:1) gelost und die
tiefrote Lésung wurde mit 4 M HCl in Dioxan (5 ml) versetzt, wobei ein sofortiger Farbumschlag nach
violett erfolgte. Die Mischung wurde fiir 1 h bei RT gerihrt, das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und es konnte ein tief violetter Feststoff gewonnen werden. In einem getrocknetem
10 ml Rundkolben wurden 486.7 mg (0.80 mmol, 4 eq.) Fmoc-GIn(Trt)-OH und 303.0 mg (0.80 mmol,
4 eq.) HATU vorgelegt und in einem Gemisch aus CH,Cl,/MeOH (2:1) suspendiert, mit 136 pl (0.80
mmol, 4 eq.) iPr,NEt versetzt und fiir 8 min bei RT gerihrt. Die so aktivierte Reaktionslésung wurde
zu dem DKP-Vorlaufer, gel6st in abs. CH,Cl, (2.5 ml) und 103 ul (0.60 mmol, 3 eq.) iPr,NEt, gegeben
und im N,-Strom konzentriert. Die viskose Mischung wurde fir 1 h bei RT gerihrt mit CH,Cl, (25 ml)
verdinnt und zwei Mal mit 15 ml ag. Na,PO,-Puffer (pH = 7.6) gewaschen. Die wassrige Phase wurde
mit CH,Cl, (2 x 20 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte wurden mit ges. NaCl-
Losung (25 ml) gewaschen, Gber MgS0O, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt. Eine
sdulenchromatographische Trennung (100g SiO,, CH,Cl, + 2 % MeOH + 0.5 % Et,NMe auf 3 % MeOH)

lieferte 452.6 mg eines roten Feststoffes. Der Riickstand wurde erneut in 6 ml CH,Cl, gel6st und
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unter starkem Rihren in 80 ml Et,0 getropft, wodurch sich ein Prazipitat ausfallen lies, welches
abdekantiert und getrocknet wurde. Es konnten 383.0 mg (82%) eines dunkelroten Feststoffes

isoliert werden.

R¢=0.25 (CH,Cl, + 1 % MeOH + 0.5 % Et,NMe).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 8.30 (d, J = 9.1 Hz, 4H; dye-H,,), 7.93 — 7.79 (m, 8H; dye-
H.), 7.75 — 7.65 (d, J = 7.8 Hz, 4H; Fmoc), 7.60 — 7.30 (m, 8H, Fmoc), 7.30 — 7.07 (m, 34H; Fmoc, Trt),
7.07 — 6.81 (m, 4H; Tyr-H,,), 6.80 — 6.41 (m, 8H; Tyr-H,,, dye-H,,), 4.56 — 4.39 (d, J = 8.9 Hz, 2H; Tyr-
Ha), 4.23 (bs, 1H; Ha), 4.18 (d, J = 4.0 Hz, 4H; Fmoc), 4.13 — 3.94 (m, 6H; Hy, GIn-H,, Fmoc), 3.92 —
3.67 (m, 6H, HS, OCH,), 3.62 — 3.49 (m, 6H; HS, NCH;), 3.42 (q, J = 7.6 Hz, 4H; CH,CHs), 3.07 - 2.67 (m,
4H; Tyr-Hg), 2.51 — 2.30 (m, 4H; GIn-H,), 2.27 — 2.06 (m, 4H; HP), 1.99 — 1.51 (m, 4H; GIn-Hg), 1.28 —
1.04 (m, 3H; CH3CH,).

B3C-.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 166.11, 157.95, 157.13, 151.65, 147.77, 144.11, 130.83,
126.67, 125.08, 123.01, 114.99, 111.82, 65.75, 60.80, 58.90, 53.84, 50.21, 47.92, 46.53, 28.68, 21.46,
14.60, 12.70.

MS (MALDI): m/z (%) = 1883 [M-2Fmoc]® (60), 2106 [M-Fmoc]* (100), 2350 [M+Na]* (88), gerechnet
fir Cy3gH130N15015.

3.3.3 Synthese von Fmoc-Phe-GIn(Trt)-Tyr(dye)-DKP

H
N.
Fmoc-GIn(Trt)-Boc-Tyr(dye)” ",

Fmoc-GIn(Trt)-Boc-Tyr(dye)\N\\\‘“
H
In einem 10 ml Rundkolben wurden 130 mg (0.056 mmol, 1 eq.) Fmoc-GIn(Trt)-Tyr(dye)-DKP
vorgelegt und in CH,Cl, (4 ml) gelost. Die Mischung wurde mit 420 ul (2.78 mmol, 50 eq.) TAEA
versetzt und bei RT gerihrt. Nach 0.5 h hatte sich ein Niederschlag aus der tiefroten Losung

abgeschieden. Die Suspension wurde weitere 10 min bei RT gerihrt, mit CH,Cl, (15 ml) verdliinnt und
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dreimal mit 10 ml Na,PO,-Puffer (pH = 7.6) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x 20
ml) extrahiert, die vereinigten organischen Extrakte wurden mit ges. NaCl-Losung (20 ml) gewaschen,
Uber MgS0O, getrocknet und unter vermindertem Druck konzentriert. In einem zweiten Rundkolben
wurden 92.7 mg (0.224 mmol, 4 eq.) HCTU vorgelegt, in 0.2 ml abs. DMF gel6st und mit 86.8 mg
(0.224 mmol, 4 eq.) Fmoc-Phe-OH versetzt. Die Mischung wurde durch die Zugabe von 480 pul (0.280
mmol, 5 eq.) iPr,NEt in 0.6 ml abs. CH,Cl, auf einen basischen pH-Wert gebracht, mit einem CacCl,-
Rohr verschlossen und fiir 10 min bei RT geriihrt. Die aktivierte Reaktionslésung wurde zu dem DKP-
Vorlaufer, suspendiert in abs. CH,Cl, (0.2 ml), gegeben und unter einer Ar-Atmosphare (iber Nacht
bei RT gerihrt. Die tiefrote Mischung wurde mit CH,Cl, (15 ml) verdiinnt, dreimalig mit 10 ml Na,PO,-
Puffer (pH = 7.6) gewaschen und die wassrige Phase mit CH,Cl, (2 x 15 ml) extrahiert. Die vereinigten
organischen Extrakte wurden mit ges. NaCl-Losung (10 ml) gewaschen, tiber MgSO, getrocknet und
unter vermindertem Druck eingeengt. Nach einer sdulenchromatographische Trennung (20 g SiO,, 19
cm x 2 cm; CH,Cl, + 0.5 % MeOH + 1 % Et,NMe mit Gradient auf 2 % MeOH) konnten 107 mg (73%)

eines roten Feststoffes isoliert werden.

R = 0.24 (CH,Cl, + 0.5 % MeOH + 1 % Et,NMe).

Analytische HPLC: tz = 19.3 min (68 %), 20.7 min (27 %); Gradient: 100 % CH,Cl, auf CH,Cl, + 3.5 %

MeOH in 15 min und 15 min bei konstantem Verhaltnis; Flussrate: 1 ml/min.

MS (MALDI)' m/z (%) =2645 ['\/H'Na]+ (90), 2662 ['VH'K]+ (100), gerechnet fur C156H148N20020.

3.3.4 Synthese von Ac-Phe-GiIn(Trt)-Tyr(dye)-DKP (1)

H
N.
Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)” ",

H""'

Ac-L-Phe-L-GIn(Trt)-L-Tyr(dye)_
N\
H

In einem 10 ml Rundkolben wurden 100 mg (0.038 mmol, 1 eq.) DKP-Vorlaufer in 4 ml CH,Cl,

suspendiert und durch die Zugabe von 0.2 ml MeOH vollstandig in Lésung gebracht. Die Mischung
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wurde mit 284.5 pl (1.91 mmol, 50 eq.) TAEA versetzt und fir 1.5 h bei RT gerihrt, wobei sich ein
Prazipitat bildete. Die Suspension wurde mit CH,Cl, (10 ml) verdiinnt, zweimal mit 5 ml Na,PO,-
Puffer (pH = 7.6) gewaschen und die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x 10 ml) rickextrahiert. Die
vereinigten organischen Extrakte wurden mit ges. NaCl-Losung (10 ml) gewaschen, iber MgSO,
getrocknet und im Vakuum von ihren leicht fllichtigen Bestandteilen befreit. Der verbliebene
Rickstand wurde in 4 ml abs. CH,Cl, geldst, mit 20 pl (0.114 mmol, 3 eq.) iPr,NEt versetzt und mit 11
pl (0.114 mmol, 3 eq.) Ac,0 gemischt. Die Reaktionsmischung wurde fiir 1 h bei RT gerihrt, mit
CH,Cl, (10 ml) verdiinnt und mit H,0 (2 x 5 ml) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x
5 ml) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung (10 ml)
gewaschen, Gber MgS0O, getrocknet und unter vermindertem Druck eingeengt, um 110 mg eines
stark verunreinigten Rohproduktes zu erhalten. Eine sdulenchromatographische Trennung (50 g SiO;
30cm x 3 cm; 4 % MeOH in CH,Cl, + 0.5 % Et,NMe auf 5 % MeOH) lieferte 53.2 mg (62%) eines roten

Feststoffes.

R = 0.20 (CH,Cl, + 4 % MeOH + 0.5 % Et,NMe).

Analytische HPLC: tz = 8.5 min (88 %); Gradient: 3.5 % MeOH in CH,Cl, auf 6 % MeOH in 15 min;

Flussrate: 1 ml/min; Nucleosil.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, 25 °C): &/ppm = 8.28 (d, J = 8.9 Hz, 4H; dye-H,,), 7.86 (d, J = 9.2 Hz, 4H; dye-
H.), 7.82 (d, J = 8.8 Hz, 4H; dye-H,,), 7.39 — 7.01 (m, 44H; Phe-H,,, Tyr-H,,, Trt), 6.72 (d, J = 8.4 Hz, 4H;
Tyr-H,,), 6.70 (d, J = 9.2 Hz, 4H; dye-H,,), 4.66 — 4.35 (m, 6H, Tyr-H,, Ha, Hy), 4.14 (dd, J = 5.2, 10.0 Hz;
2H; Phe-Hy), 3.97 (t, J = 5.6 Hz, 4H; OCH,), 3.88 (dd, J = 4.0, 6.8 Hz, 2H; Gln-H,), 3.69 — 3.55 (m, 6H,
H8, NCH,), 3.51 — 3.44 (m, 6H; H8, CH,CHs), 3.29 (dd, J = 3.6, 14.4 Hz, 4H; Tyr-Hg), 2.93 (dd, J = 4.4,
14.0 Hz, 4H; Phe-Hg), 2.80 (dd, J = 3.2, 14.0 Hz, 4H; Tyr-Hg), 2.59 (dd, J = 4.0, 14.8 Hz, 4H; Phe-Hj),
2.34-2.13 (m, 4H; HB), 1.86 — 1.62 (m, 8H; GIn-H,, GIn-Hp), 1.65 (s, 3H; OCHs), 1.19 (t, J = 7.2 Hz, 6H;
CH,CH;).

MS (MALDI): m/z (%) = 2263 [M+H]" (15), 2286 [M+Na]" (100), 2302 [M+K]" (84), gerechnet fiir
C130H132N20018-
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4. Synthese des Rezeptor-Fragments 11
4.1 Fmoc-GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe

(TrHN.__O

H
FmocHN N\/COOMe

T L
O(

In einem 25 ml Rundkolben wurden 440.0 mg (0.74 mmol, 1 eq.) Boc-Tyr(dye)-OMe in abs. CH,Cl, (1

dye)

ml) geldst und unter starkem Riihren mit 4 N HCl in Dioxan (3 ml) versetzt, wobei sich die Losung
sofort von Rot nach Dunkelviolett farbte. Die Mischung wurde fiir 0.5 h bei RT gerihrt und im
Vakuum von ihren leicht fliichtigen Bestandteilen getrennt. Der dunkelviolette Riickstand wurde in
abs. CH,Cl, (3 ml) aufgenommen, durch die Zugabe von 140 ul (0.82 mmol, 1.1 eq.) iPr,NEt in Losung
gebracht und mit 445.1 mg (0.73 mmol, 0.98 eq.) Fmoc-GIn(Trt)-OH versetzt. Die Losung wurde auf O
°C gekihlt, mit 171.1 (0.89 mmol, 1.2 eq.) EDC vermischt und fir 20 min im Eisbad gerihrt. Nach
weiteren 20 h Rithren bei RT wurde die Reaktionsmischung mit CH,Cl, (10 ml) verdiinnt und mit H,0
(2 x 5 ml) gewaschen. Die wassrige Schicht wurde mit CH,Cl, (2 x 3 ml) extrahiert und die vereinigten
organischen Phasen wurden mit ges. NaCl-Losung (5 ml) gewaschen, liber MgSO, getrocknet und im
Vakuum eingeengt. Der rote Riickstand (845 mg) wurde durch eine sdulenchromatographische
Trennung (40 g SiO,; Hex/EE, 1:1) gereinigt und es konnten 577 mg (72%) eines roten Feststoffes

isoliert werden.
R¢=0.32 (Hex/EE, 1:1).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 8.32 (d, J = 9.0 Hz, 2H, dye-H,,), 7.96 — 7.83 (m, 4H, dye-
Har), 7.74 (d, J = 7.6 Hz, H, Fmoc), 7.62 — 7.51 (m, NH), 7.38 (t, / = 7.2 Hz, 2H, Fmoc ), 7.33 - 7.12 (m,
19H, Trt, Fmoc), 6.93 (d, J = 7.2 Hz, 2H, Tyr-H,,), 6.77 (d, J = 9.1 Hz, 2H, dye-H,,), 6.69 (d, J = 7.2 Hz,
2H, Tyr-H,,), 4.63 (g, J = 5.6 Hz, 1H Tyr-Ha), 4.33 (m, 2H, Fmoc), 4.12 — 4.02 (m, GIn-Ha, CH,0), 3.76
(t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,N), 3.66 (s, 3H, OMe), 3.56 (t, J = 6.1 Hz, 2H, CH5CH,), 2.98 (d, J = 5.1 Hz, 2H, Phe-
HB), 2.83 (m, 2H, GIn-HB), 2.04 (s, 2H, GIn-Hy), 1.30 — 1.20 (m, 3H, CHs).

BC-NMR (101 MHz, CDCl;, 25 °C): §/ppm = 172.9, 171.5, 156.9, 156.6, 155.5, 151.8, 150.1, 145.0,
143.1, 1294, 127.0, 126.1, 125.1, 124.2, 120.9, 114.3, 111.7, 80.7, 67.4, 66.4, 58.8, 58.3, 56.7, 47 4,
27.7,12.9.

MS (ESI): m/z (%) = 1084 [M]" (100), 949 (9), gerechnet fiir CssHg1N;Os.
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4.2 Fmoc-Phe-GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe

(Tr)HN_O
0 H
FmoctN. I A__N.__coome
©/E H O \@\
O(

In einem 35 ml Rundkolben wurden 490 mg (0.45 mmol, 1 eq.) Fmoc- GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe in abs.

dye)

CH,Cl, (9 ml) gelost, mit TAEA (3.4 ml, 22.6 mmol, 50 eq.) versetzt und bei RT gerihrt. Nach 30 min
wurde die Reaktionslosung mit CH,Cl, (10 ml) verdlinnt, in einen Scheidetrichter Gberfihrt und mit
Phosphat-Puffer (2 x 15 ml, pH = 5.5) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x 8 ml)
extrahiert und der Extrakt mit (ibrigen organischen Anteilen vereinigt. Die vereinigten Extrakte
wurden mit ges. NaCl-Lésung (10 ml) gewaschen, Gber MgSO, getrocknet, unter vermindertem Druck
eingeengt und der rote Riickstand im Vakuum getrocknet. Der tiefrote Feststoff wurde in abs. CH,Cl,
(3 ml) aufgenommen, mit 172.0 mg (0.44 mmol, 0.98 eq.) Fmoc-Phe-OH versetzt und bei RT gerihrt,
bis kein Feststoff mehr erkennbar war. Die Losung wurde mit einem CaCl,-Rohr verschlossen und auf
0°C gekihlt, mit 104.0 mg (0.54 mmol, 1.2 eq.) EDC und 7.7 ul i-Pr,NEt (0.05 mmol, 0.1 eq.) gemischt
und fiir 1 h bei gleicher Temperatur geriihrt. Man liess die Reaktionsmischung auf RT erwarmen und
Uber Nacht weiterriihren. Anschliessend wurde die Suspension mit CH,Cl, (5 ml) verdiinnt, in einen
Scheidetrichter tberfiihrt und mit H,O (5 ml) gewaschen. Die wassrige Phase wurde mit CH,Cl, (2 x 8
ml) extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte wurden mit ges. NaCl-Lésung (6 ml)
gewaschen, Uber MgSO, getrocknet und im Vakuum eingeengt, um 840 mg eines leicht
verunreinigten Produktes zu erhalten. Eine saulenchromatographische Reinigung (60 g SiO2,
Cyclohexan/Ethylacetat (von 1:1 auf 1:1.5) mit 0.5% Et,NMe) lieferte 220.0 mg (40%) eines roten

Feststoffes.

R¢=0.18 (Hex/EE, 1:1, 0.5% Et,NMe).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 8/ppm = 8.31 (d, J = 9.1 Hz, 2H, dye-H,,), 7.93 (d, J = 7.0 Hz, 4H, dye-
Har), 7.74 (d, J = 7.6 Hz, 2H, Fmoc), 7.38 (t, J = 7.0 Hz, 2H, Fmoc), 7.32 — 7.12 (m, 21H, Phe-H,,, Trt,
Fmoc), 7.08 (d, J = 6.4 Hz, 2H, Phe-H,,), 6.95 (d, J = 8.0 Hz, 3H, Phe-H,,, Tyr-H,,), 6.78 (d, J = 9.3 Hz, 2H,
dye-H,,), 6.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Tyr-H,,), 4.44 —4.21 (m, 3H, Tyr-Ha, Phe-Ha, GIn-Ha), 4.12 — 4.01 (m,
4H, Fmoc,CH,0), 3.78 (t, / = 5.8 Hz, 2H, CH,N), 3.65 (s, 3H, OMe), 3.57 (q, J = 7.0 Hz, 2H, CH;CH,), 3.12
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—2.87 (m, 4H, Phe-HB, Tyr-HB), 2.54 — 2.38 (m, 2H, GIn-HpB), 2.20 — 2.14 (m, 2H, GIn-Hy), 1.28 — 1.26
(m, 3H, CHs).

BBC-.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 172.7, 172.2, 157.9, 151.7, 147.8, 144.8, 144.1, 141.7,
130.7, 129.7, 129.1, 129.0, 128.4, 128.1, 127.5, 126.7, 125.1, 123.0, 120.4, 114.9, 111.8, 77.8, 77.6,
71.1, 67.4, 65.6,52.7,50.2, 47.5, 46.5, 33.8, 22.4, 12.7.

MS (MALDI): m/z (%) = 1231 [M+H]" (100), 1253 [M+Na]® (62), 1269 [M+K]" (39), gerechnet fiir
C74H70NgO10.

4.3 Ac-Phe-GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe (11)

(Tr)HN._O

0
H
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In einem 10 ml Rundkolben wurden 50.0 mg Fmoc-Phe-GIn(Trt)-Tyr(dye)-OMe (0.036 mmol, 1 eq.) in

dye)

CH,Cl,/MeOH (95:5, 5 ml) gelost und tropfenweise mit 270 pl TAEA (1.82 mmol, 50 eq.) versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde fiir 30 min bei RT geriihrt. Anschliessend wurde die Suspension mit CH,Cl,
(5 ml) verdiinnt, in einen Scheidetrichter Gberfiihrt und mit Phosphat-Puffer (2 x 5 ml, pH = 5.5)
gewaschen. Die wéssrige Phase wurde mit CH,Cl, (4 ml) extrahiert, die organischen Anteile wurden
vereinigt, mit ges. NaCl-Losung gewaschen, Gber MgSO, getrocknet und unter vermindertem Druck
eingeengt. Der tiefrote Riickstand wurde in abs. CH,Cl, (4 ml) aufgenommen und mit 37 pl j-Pr,NEt
(0.22 mmol, 6 eq.) und 20 pl Ac,0 (0.22 mmol, 6 eq.) versetzt. Die Reaktionsmischung wurde im N,-
Strom eingeengt und fiir 2h bei RT gerihrt. Die viskose Losung wurde mit CH,Cl, (10 ml) verdiinnt, in
einen Scheidetrichter Gberfiihrt und mit Phosphat-Puffer (5 ml), 0.5 M NaOH (2 x 5 ml) und ges. NaCl-
Losung gewaschen. Die organische Losung wurde iber MgSO, getrocknet und im Vakuum von ihren
leichtfliichtigen = Bestandteilen getrennt. Eine prdparative  Diinnschichtchromatographie
(Cyclohexan/Ethylacetat, 1:10) lieferte 17.4 mg (46%) des Produktes; es konnten ausserdem 18.0 mg

(50%) der nicht-acetylierten Verbindung isoliert werden.
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R¢=0.17 (Hex/EE, 1:10, 0.5% Et,NMe).

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 6/ppm = 8.24 (d, J = 9.0 Hz, 2H, dye-H,,), 7.89 (d, J = 8.8 Hz, 4H, dye-H,,),
7.25-7.07 (m, 17H, Phe-H,,, Trt), 7.03 (d, J = 6.9 Hz, 2H, Phe-H,,), 6.97 — 6.86 (m, 3H, Tyr-H.,, Phe-H,,), 6.75 (d, J
= 9.0 Hz, 2H, dye-H,,), 6.67 (d, J = 8.5 Hz, 2H, Tyr-H,,), 4.52 (m, 1H, Phe-Ha), 4.45 — 4.38 (m, 1H, Tyr-Ha), 4.20
(dd, J = 12.7, 6.8 Hz, 1H, Gln-Ha), 4.04 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH,CH,N), 3.74 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CH,CH,0), 3.70 (s, 3H,
CH;0), 3.46 — 3.41 (m, 2H, CH,CHs), 3.03 — 2.94 (m, 2H, Phe-HB), 2.84 — 2.78 (m, 2H, Tyr-HB), 2.38 — 2.26 (m,
2H, GIn-HB), 1.96 — 1.82 (m, 5H, Gln-Hy, CH;CONH), 1.20 (t, J = 7 Hz, 3H, CH;).

BC.NMR (101 MHz, CDCls, 25 °C): §/ppm = 157.4, 156.8, 151.3, 147.4, 144.4, 143.7, 143.6, 136.5,
130.4, 129.1, 128.7, 128.6, 128.0, 127.2, 127.0, 126.29, 125.5, 124.7, 122.6, 114.4, 111.4, 77.2, 70.8,
65.3, 58.5, 52.3,52.2, 49.8, 47.8, 46.1, 37.7, 29.4, 24.8, 23.0, 14.3, 12.1, 1.3.

MS (MALDI): m/z (%) = 1052 [M+H]" (23), 1074 [M+Na]" (100), 1090 [M+K]" (74), gerechnet fiir
C61H62N809-

5. Synthesen an fester Phase

5.1 Ac-Phe-GIn(Trt)-Tyr(O'Bu)-NH, (12)

(Tr)HN._O
0 e
AciN L \)J\NHZ

Die Synthese erfolgte an fester Phase mit SieberAmid Harz; Ausbeute: 54 %

Analytische HPLC (Reprosil Gold): tg = 22.3 min; Gradient: 15% ACN in H,0 (Lsg. B) auf 90% ACN in 30

min bei 50°C und einer Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, 25 °C): 8/ppm = 7.40 — 6.91 (m, 22H, Phe-H,,, Tyr-H,,, Trt), 6.79 (d, J = 8.4
Hz, 2H, Tyr-H,,), 5.61 — 5.47 (m, 1H, NH), 5.36 (s, 1H, NH), 4.68 (t, J = 9.4 Hz, 1H, Phe-Ha), 4.15 (s, 1H,
Tyr-Hay), 4.02 (s, 1H, GIn-Hay), 3.45 (dd, J = 13.5, 3.5 Hz, 1H, Phe-HB), 3.13 (d, J = 12.6 Hz, 1H, Phe-HB),
2.80 (t, J = 13.3 Hz, 1H, Tyr-HP), 2.52 (t, J = 12.0 Hz, 1H, Tyr-HB), 2.23 — 1.79 (m, 4H, GIn-HB, GIn-Hy),
1.62 (s), 1.51 (s, 3H, CH;CONH), 1.29 (s), 1.18 (s, 9H, tBu).
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MS (MALDI): m/z (%) = 796 [M+H]" (14), 818 [M+Na]" (100), 834 [M+K]" (13), gerechnet fiir
C49H54N4O7'

5.2 Synthese des pegylierten Peptids (2d)

H,N

Q GOOH

-0

H,N
®
oY 4 9 o)
: NH
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H H H
o) o) 11 o)
~ O NH
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Die Synthese erfolgte an fester Phase (RinkAmid MBHA).

Analytische HPLC: tz = 38.2 min; Gradient: 10% ACN in H,0 (Lsg. B) auf 25% ACN in 43 min bei 50°C

und einer Flussrate von 1 ml/min.

'H-NMR (400 MHz, CDCl;, 25 °C): §/ppm = 7.94 — 7.83 (q, J = 8.5 Hz, 2H, Rhd-H,,), 7.53 (s, 1H, His-H,,),
7.47 (s, 1H, Rhd-H,,), 7.07 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Rhd-H,,), 6.82 (s, 1H, His-H,), 6.74 — 6.63 (m, 4H, Rhd-
H.r), 4.43 (t, J = 7.5 Hz, 1H, His-Ha), 4.15 (dd, J = 9.5, 4.5 Hz, 1H, Lys-Ha), 3.99 (d, J = 8.3 Hz, 1H, Val-
Ha), 3.91 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Val-Ha), 3.74 —3.35 (m, 66 H, PEG, His-HB), 3.35 — 3.15 (m, 4H, NCH,, Val-
HB), 2.88 (m, 2H, Lys-HP), 2.39 (t, J = 5.7 Hz, OCH,), 1.96 — 1.82 (m, 5H, OCHs, Lys-He), 1.51 (m, 2H,
Lys-H8), 1.35 (m, 2H, Lys-Hy), 0.83 — 0.78 (m, 6H, Val-CH;), 0.76 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Val-CHs), 0.71 (d, J =
6.5 Hz, 3H, Val-CHs).

MS (MALDI): m/z (%) = 1481 [M+H]" (83), 1503 [M+Na]" (100), 1519 [M+K]" (44), gerechnet fiir
C72H108N11()22-
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6. Katalyse

6.1 Aligemeine Vorschrift fiir die direkte Aldolreaktion von 4-Nitrobenzaldehyd mit Cyclohexanon

in organischen Lésungsmittel

The reactions were performed in 1.5 ml glass vials with screw caps that were agitated in a
thermomixer (700 rpm). The catalyst 14b (3.5 mg, 0.007 mmol, 0.05 eq.) and 4-nitrobenzaldehyde
(20.0 mg, 0.13 mmol, 1 eq.) were placed in a glass vial and mixed with cyclohexanone (150 pl, 1.45
mmol, 11 eq.). The addition of the specified solvent (350 pl) resulted in a clear solution after 1 min of
agitation. The reaction mixture was agitated until full conversion (3-48h, monitored by TLC-analysis:
20% EtOAc in cyclohexane), diluted with CH,Cl, (3 ml) and quenched with a half saturated solution of
NH,CI (2 ml). The layers were separated, extracted with CH,Cl, (3 x 2 ml) and the combined organic
phases were washed with sat. NaCl (3 ml) and dried over MgSO,. The filtrate was concentrated in
vacuo and purified by flash chromatography on silica gel (5.6 g, 25% EtOAc in cyclohexane) to afford
the aldol product as a colourless liquid that crystallized in long needles upon standing. The
enantiomeric excess (ee) and the diastereomeric excess (de) were determined by chiral-phase HPLC
analysis and by 'H NMR analysis, respectively. Assignment of the stereoisomers was performed by
comparison with published data’® and chromatographic data obtained after separating the

diastereoisomers.

6.2 Allgemeine Vorschrift fiir die direkte Aldolreaktion von 4-Nitrobenzaldehyd mit Cyclohexanon

in Wasser

Die Reaktionen wurden in 1.5 ml Glasgefassen mit Schraubverschluss durchgefiihrt und in einem
Thermoschittler (1800 rpm) vermischt. Der Katalysator (3.5 mg, 0.007 mmol, 0.05 eq.) wurde
zusammen mit 4-Nitrobenzaldehyd (20.0 mg, 0.13 mmol, 1 eq.) vorgelegt, mit Cyclohexanon (100 pl,
0.10 mmol, 7.5 eq.) versetzt und gut durchmischt. Entsprechend den Versuchen wurden Additive
zugesetzt und die Reaktionsmischung als Emulsion fiir den angegebenen Zeitraum bei 1800 rpm
geschittelt oder bis ein vollstandiger Umsatz erreicht wurde (4-30 h, an Hand von TLC-Analysen
Uberprift, 20% EtOAc in Cyclohexan). Anschliessend wurde die Reaktionsmischung mit CH,Cl, (3ml)
verdinnt und mit einer halb gesattigten Losung aus NH,Cl (2 ml) gewaschen. Die wassrige Phase
wurde abgetrennt und mit CH,Cl, (2 x 2ml) extrahiert und die vereinigten organischen Extrakte

wurden mit einer gesattigten NaCl-Losung gewaschen und tGber MgSO, getrocknet. Das Filtrat wurde

2 (a) Mase, N.; Nakai, Y.; Ohara, N.; Yoda, H. Takabe, K.; Tanaka, F.; Barbas, III C. F. J. Am. Chem. Soc. 2006,
128, 734-735. (b) Tzeng, Z. H.; Chen, H. Y.; Reddy, R. J.; Huang, C. T.; Chen, K. Tetrahedron 2009, 65, 2879-
2888.
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unter vermindertem Druck eingeengt und mittels Sdulenchromatographie gereinigt, um das
Aldolprodukt als farblose Flissigkeit zu erhalten. Der Enantiomereniberschuss und der
Diastereomereniiberschuss wurden mittels Chiral-Phasen HPLC-Analyse bzw. mittels "H-NMR-
Analyse ermittelt. Die Zuordnung der Stereoisomere erfolgte an Hand publizierter Daten und der

chromatographischen Daten, die erhalten wurden nachdem die Diasteromere getrennt wurden.

6.3. Synthese des peptidischen Katalysators 14b
6.3.1 Synthese des Fragments 19

6.3.1.1 Boc-Pro-Pro-OMe

i
NBoc

To a solution of H-Pro-OMe (1.65 g, 12.8 mmol, 1 eq.) in dry CH,Cl, (40 ml) was added Boc-Pro-OH
(2.69 g, 12.5 mmol, 0.98 eq.). The yellow solution was cooled to 0°C and iPr,NEt (128 pul, 1.27 mmol,
0.1 eq.) was added followed by EDC-HCI (2.93 g, 15.31 mmol, 1.2 eq.). The flask was closed with a
CaCl,-tube and the turbid solution was stirred for one hour at 0°C and overnight at rt, by which time
the solution had become clear again. Removal of the solvent gave 7.3 g of the crude product that was
dissolved in 15 ml CH,Cl,, washed once with H,0O (5 ml) and then with 1 M HCI (5 ml) and an
additional portion of water (5 ml). The organic phase was washed with sat. ag. NaHCO; (8 ml), sat.
aq. NaCl (5 ml) solution and dried over MgSO,. Removal of the solvent under reduced pressure

yielded 3.58 g of an amber colored oil (11.0 mmol, 86%):

TLC Hex/EtOAc (1:3), R¢ = 0.29;

s-cis/s-trans Conformers around the Pro-Pro amide bond are observed in a ratio of 1 : 0.75 in the 'H

and *C NMR spectra in CDCl.

Major Isomer: "H NMR (400MHz, CDCl3) & 4.58 (dd, J = 4.0 Hz, J = 8.8 Hz, 1H, H,Pro), 4.49 (dd, J = 3.2,
J=8.4 Hz, 1H, H,Pro), 3.79 — 3.35 (m, 4H, HsPro), 3.69 (s, 3H, OMe), 2.18 — 1.83 (m, 8H, HgPro, H,Pro),
1.44 (s, 9H, O'Bu).
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3C NMR (100MHz, CDCl;) 6 168.6, 166.8, 154.7, 81.2, 60.9, 60.1, 51.9, 46.8, 46.6, 30.9, 28.8, 24.0,
23.7.

MS (ESI) m/z (%) = 349 [M+Na]* (100), 675 [2M+Na]" (20), calcd for C1gH,6N-Os.

6.3.1.2 Boc-Pro-Pro-OH (19)

.

@]
NBoc

The dipeptide 3 (3.58 g, 11.0 mmol, 1eq) was dissolved in a mixture of THF/MeOH (1:1, 20 ml). An
aqueous solution of NaOH (5 ml, 0.79 g, 19.8 mmol, 1.8 eq) was slowly added to the peptide
whereupon an increase of the reaction temperature was observed. The solution was stirred at rt for
2.5 h. The organic solvents were removed under reduced pressure and the aqueous phase was
acidified to pH 2 by dropwise addition of conc. HCl (ca. 2 ml). The aqueous solution was extracted
with CH,Cl, (2 x 10 ml) and the combined organic layers were washed with H,0 (10 ml), sat. aq. NaCl
(10 ml) and dried over MgS0O,. After removal of the solvent a clear oil was obtained which solidified

upon drying (2.84 g, 9.1 mmol, 83%):

s-cis/s-trans Conformers around the Pro-Pro amide bond are observed in a ratio of 1 : 0.75 in the 'H

and *C NMR spectra in CDCl.

Major isomer: "H NMR (400MHz, CDCls) & 4.63 (dd, J = 2.8 Hz, J = 8.0 Hz, 1H, H.Pro), 4.48 (dd, J = 3.6,
J=8.0 Hz, 1H, HyPro), 3.75 (dd, J = 7.6 Hz, J = 9.6, 1H, HsPro), 3.58 — 3.36 (m, 3H, HsPro), 2.32 — 1.80
(m, 8H, HgPro, H,Pro), 1.44 (s, 9H, O'Bu).

3C NMR (100MHz, CDCl5) 6 174.3, 173.7, 155.1, 80.3, 60.1, 58.2, 47.6, 47.4, 30.5, 29.7, 28.9, 25.4,
24.6.

MS (ESI) m/z (%) = 335 [M+Na]" (100), 647 [2M+Na]" (30), 213 [M-Boc]" (30), calcd for C;5H,4N,0s.
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6.3.2 Synthese des Fragments 16

6.3.2.1 Cbz-Asp(O'Bu)-NH(CH,)1,CH;

COztBU

H
CszN/g(NVH\
10

)

Cbz-Asp(0'Bu)-OH (3.50 g, 10.83 mmol, 1 eq.) and dodecylamine (1.97 g, 12.13 mmol, 0.98 eq.) were
dissolved in CH,Cl,, the flask was closed with a CaCl, tube and cooled with an ice bath. iPr,NEt (40 pul)
was added and the mixture was vigorously stirred while EDC-HCI (2.12 g, 11.05 mmol, 1.2 eq.) was
added. The resulting suspension was stirred at 0°C for one hour and overnight at rt. The solvent was
removed under reduced pressure and the residue was taken up in EtOAc (30 ml). The organic phase
was washed with H,0 (20 ml) and the aqueous phase was extracted with EtOAc (10 ml). The
combined organic layers were washed with 0.1 M HCI (20 ml), sat. NaHCO; (15 ml), sat. NaCl (15 ml)

and dried over MgS0,. Removal of the solvent yielded 5 as a colorless solid (4.86 g, 9.91 mmol, 90%):

'H NMR (400MHz, CDCls) & 7.35 (s, 4H, Cbz), 6.48 (s, 1H, Asp-NH), 5.98 (d, J = 7.2 Hz, NHCH,), 5.12 (s,
2H, Cbz), 4.47 (s, 1H, HeAsp), 3.21 (dt, J = 6.8 Hz, J = 6.4 Hz, NHCH,CH,), 2.89 (dd, J = 4.0 Hz, J = 16.8
Hz,1H, HpAsp), 2.61 (dd, J = 6.8 Hz, J = 16.8 Hz,1H, HgAsp), 1.43 (s, 11H, 'Bu, CH,CH,), 1.25 (s, 18H,
9XCH,), 0.87 (t, J = 6.0 Hz, CHs).

3C NMR (100MHz, CDCl3) 6 171.7, 170.6, 136.5, 129.0 128.7, 128.5, 82.2, 67.6, 51.5, 40.1, 37.9, 32.3,
30.1,29.7,28.4,27.2,23.1, 21.5, 14.6.

MS (ESI) m/z (%) = 677 (100), 514 [M+Na]" (82), 492 [M+H]" (6), calcd for C,gH4sN,0s.

6.3.2.2 H-Asp(0'Bu)-NH(CH,)1,CH; (16)

COztBU

H
L

o)

Under a nitrogen atmosphere, MeOH (10 ml) was added to 10% (w/w) Pd/C (490 mg) followed by
Peptide 5 (4.86 g, 9.91 mmol, 1leq.). The suspension was stirred vigorously and ammonium formate
(5.00 g, 79.3 mmol, 8 eq.) was added, whereupon the mixture evolved a gas. The mixture was stirred

at rt for 3 h, filtered through a glass funnel and the filtrate was washed with additional MeOH (3 x 15
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ml). The solvent was removed under reduced pressure to obtain an amber colored oil. The residue
was dissolved in CH,Cl, (40 ml), washed with sat. NaHCO; (20 ml) and H,0 (2 x 20 ml). The aqueous
phase was extracted with CH,Cl, (2 x 15 ml) and the combined organic extracts were washed with
sat. NaCl (20 ml) and dried over MgS0O,. The solvent was removed under reduced pressure to obtain

a colorless, sticky solid (3.37 g, 9.45 mmol, 95%):

'H NMR (400MHz, CDCl) 6 3.63 (dd, J = 4.0 Hz, J = 8.4 Hz, 1H, H,Asp), 3.21 (dt, J = 5.2 Hz, J = 7.6 Hz,
NHCH,CH,), 2.84 (dd, J = 4.0 Hz, J = 16.8 Hz, 1H, HgAsp), 2.47 (dd, J = 8.4 Hz, J = 16.8 Hz, 1H, HgzAsp),
1.43 (s, 11H, 'Bu, CH,CH;), 1.24 (s, 18H, 9xCH,), 0.87 (t, J = 6.4 Hz, CH;).

C NMR (100MHz, CDCls) 6§ 173.7, 171.8, 81.5, 41.1, 39.7, 32.3, 30.0, 29.8, 28.5, 27.4, 23.1, 14.5.

MS (ESI) m/z (%) = 736 [2M+Na]" (100), 379 [M+Na]* (40), 357 [M+H]" (10), calcd for CyoHoN,Os.

6.3.3 Synthese des alkylierten Katalysators 14b

6.3.3.1 Boc-Pro-Pro-Asp(0'Bu)-NH(CH,)1:CH;

The alkylated amino acid 6 (2.46 g, 6.89 mmol, 0.98 eq.) was dissolved in CH,Cl, (25 ml) and
dipeptide 4 (2.20 g, 7.03 mmol, 1 eq.) was added. The solution was cooled to 0°C, EDC-HCI (1.62 g,
8.44 mmol, 1.2 eq.) and iPr,NEt (24 upl, 0.14 mmol, 0.02 eq.) were added and the resulting
suspension was stirred at 0°C for 1 h and for another 15 h at rt. The reaction mixture was diluted
with CH,Cl, (10 ml), washed with H,0 (15 ml) and the aqueous phase was extracted with CH,Cl, (3 x
10 ml). The combined organic extracts were washed with 0.1 M HCI (20 ml), H,0 (15 ml), sat. aq.
NaHCO; (15 ml), sat. ag. NaCl (15 ml) and dried over MgS0O,. All volatiles were removed under
reduced pressure to yield 3.60 g of the crude product. The oily residue was subjected to a column

chromatography (cyclohexane:EtOAc, 1:5) to yield 7 (2.74 g, 4.20 mmol, 61%) as a colorless solid:

s-cis/s-trans Conformers around the Pro-Pro amide bond (1 : 0.10) and around the Asp(OtBu)

carbamate bond are observed in the *H and **C NMR spectra in CDCls.
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Major isomer: *H NMR (400MHz, CDCl3) § 7.50 (t, J = 11.2 Hz, 1H, CONH), 6.96 (m, 1H, CONH), 4.74 —
4.18 (m, 3H, HPro, H,Pro, H,Asp), 3.73 —3.45 (m, 4H, HsPro)

3.25 - 3.09 (m, 2H, NHCH,CH,), 2.89 (dd, J = 5.6 Hz, J = 16.4 Hz,1H, HgAsp), 2.63 (dd, J = 4.8 Hz, J =
16.8 Hz,1H, HgAsp), 2.28 — 1.80 (m, 8H, HgPro, H,Pro), 1.52 — 1.34 (m, 20H, 2x'Bu, CH,CH;), 1.32 —
1.16 (s, 18H, 9xCH,), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, CH).

Minor isomer: *H NMR (400MHz, CDCl;) 6 7.87 (d, J = 7.6 Hz, 1H, CONH), 4.64 (d, J = 8 Hz, 1H, H.Pro),
4.55 — 4.39 (m, 1H, HyAsp), 4.32 (d, J = 8 Hz, 1H, H.Pro), 3.73 —3.45 (m, 4H, HsPro), 3.25 — 3.09 (m,
2H, NHCH,CH;,), 3.06 (dd, J = 4.0 Hz, J = 17.2 Hz, 1H, HgAsp), 2.44 (dd, J = 5.6 Hz, J = 17.2 Hz, 1H,
HgAsp), 2.28 — 1.80 (m, 8H, HgPro, H,Pro), 1.52 —1.34 (m, 20H, 2x'Bu, CH,CH3), 1.32 — 1.16 (s, 18H,
9xCH,), 0.85 (t, J = 6.8 Hz, CH3).

C NMR (100MHz, CDCl;) 6 173.2, 171.5, 170.3, 155.0 81.7, 80.4, 62.0, 59.5, 58.2, 49.8, 47.6, 47.2,
40.3, 37.0, 32.3, 30.0, 29.7, 29.1, 28.8, 28.4, 27.3, 25.8, 24.8, 24.1, 23.1, 14.6.

MS (ESI) m/z (%) = 674 [M+Na]" (100), 1325 [2M+Na]" (26), calcd for C3sHg,N405.

6.3.3.2 H-Pro-Pro-Asp-NH(CH,),,CH; (14a)

0
0 CO,H

NH

Under a nitrogen atmosphere, tripeptide 7 (2.63 g, 4.05 mmol, leq.) was dissolved in dry CH,Cl, (4.5
ml) and Et;SiH (1.62 ml, 10.13 mmol, 2.5 eq.) was added dropwise, followed by TFA (4 ml, 52.60
mmol, 13 eq.) whereupon the solution evolved a gas. The mixture was stirred at rt for 5 h and the
solvent was removed under reduced pressure. The oily residue was dissolved in MeOH (1 ml) and
subjected to an ion-exchange column chromatography. The column was washed with additional
MeOH (5 x 2 ml) and the combined portions were concentrated under reduced pressure. The
concentrated solution was added dropwise to a 100 fold excess of Et,0 at 0°C under rapid stirring
which caused the immediate formation of a precipitate. The solvent was decanted and the
precipitate was dried under reduced pressure to yield 1a (1.90 g, 3.85 mmol, 95%) as a colorless

solid:
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s-cis/s-trans Conformers around the Pro-Pro amide bond are observed in a ratio 1 : 0.10 in the *H and

3C NMR spectra in CDCls.

Major isomer: 'H NMR (400MHz, CDCl;) & 8.14 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CONH), 7.89 (m, 1H, CONH), 6.97
(m, 1H, CONH), 4.74 — 4.52 (m, 3H, HPro, HaPro, HuAsp), 3.72 — 3.38 (m, 4H, HsPro), 3.28 — 3.10 (m,
2H, NHCH,CH,), 2.88 — 2.66 (m, 2H, HgAsp), 2.52 — 1.88 (m, 8H, HgPro, H,Pro), 1.50 — 1.40 (m, 2H,
CH,CH3), 1.32 — 1.20 (m, 18H, 9xCH,), 0.87 (t, J = 6.4 Hz, CHs).

Minor isomer: *H NMR (400MHz, CDCl;) & 8.38 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CONH), 7.64 (m, 1H, CONH), 6.72
(m, 1H, CONH), 4.92 (dd, J = 4.4 Hz, J = 8.8 Hz, 1H, H.Pro), 4.47 (d, J = 8 Hz, 1H, H,Asp), 4.26 (m, 1H,
HuPro), 3.72 —3.38 (m, 4H, HsPro), 3.28 — 3.10 (m, 2H, NHCH,CH,), 2.88 — 2.66 (m, 2H, HgAsp), 2.52 -
1.88 (m, 8H, HgPro, H,Pro), 1.50 — 1.40 (m, 2H, CH,CHs), 1.32 — 1.20 (m, 18H, 9xCH,), 0.87 (t, J = 6.4
Hz, CHs).

3C NMR (100MHz, CDCl5) 6 174.1, 172.1, 171.0, 168.1, 61.0, 59.2, 50.5, 47.9, 40.3, 32.3, 30.1, 29.8,
27.3,25.5,25.0, 23.1, 14.5.

MS (ESI) m/z (%) = 495 [M+Na]" (100), 517 [M+Na]* (15), 1013 [2M+Na]" (17), calcd for CpsHasN4Os.
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D Anhang

1.Dynamische Lichtstreuung

1.1 Beispiel fiir DLS-Analysen von Vesikeln die aus DPPC bestehen

Beispiel fir Lipid-Vesikel aus Dipalmitoylphosphatidylcholin (DPPC) erlautert. Bei allen Arbeiten
wurde sorgfiltig darauf geachtet eine moglichst geringe Belastung der Probe durch Staubpartikel zu
gewabhrleisten; diese fihren zu verfalschten Ergebnissen, da sie Durchmesser zwischen 1 und 2 um
zeigen konnen. Fir die Probe wurde DPPC in CHCl; gelost, das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und der organische Film oberhalb der Phasen-Ubergangstemperatur
(40-50°C) von DPPC in Wasser (lUber Membranfilter von 1 um gefiltert) suspendiert. Durch eine
Ultraschallbehandlung wurden die geldsten Stoffe in kolloidale Partikel zerkleinert und auf eine
Konzentration von 40 uM verdiinnt:

Die Probe wurde in eine Messkiivette iberfiihrt (1200 pl) und die Intensitat des Streulichts in 20er
Schritten zwischen 30° und 150° gemessen. Die Messdauer pro Winkel betrug 120s. Anschliessend
wurde die Probe bis zu 4 Mal verdiinnt und dabei jeweils ihre Lichtstreuung in Abhangigkeit des
Winkels bestimmt.

c(DPPC) Ko PD Ry

g ameon [uM] [m’s™] [%]  [nm]

; 40 (1.1:0.26)E-15 34  217+65

* 30 (1.2+0.21)E-15 30 194455

5 1oocors ] : 20 (1.240.21)E-15 30 16942
10 (1.2+0.21)E-15 30 16942

Winkel (a”[1/m’1)

Abb. 1: Lineare Regression der Diffusionskonstanten fiir DPPC in Abhangigkeit des Streuwinkels.

Da grossere Partikel das Licht starker streuen, weisen die einzelnen Diffusionskonstanten einer
polydispersen Probe eine starke Abhdngigkeit von dem Streuungswinkel auf. Dies flihrt zu einem
relativ grossen Fehler in der Bestimmung des hydrodynamischen Radius. Daher werden die Gber den
Winkelbereich gemittelten Diffusionskonstanten, die weniger Fehler-belastet sind, verwendet und
durch eine lineare Regression Uber den Konzentrationsbereich gemittelt, so dass sich ein genauerer

Durchschnittswert fur Ry, bilden lasst.
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Abb.2: Lineare Regression der KDiff von DPPC (iber den Konzentrationsbereich.

1.2 Grossenverteilung der Partikel aus der Selbst-Organisation von 1 und 2d bei 90°
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1.3 Grossenverteilung der Partikel aus den Fragmenten des Diketopiperazin Rezeptors
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Abb.3: Grossen-Verteilungsfunktion der Partikel des Rezeptorfragmentes 11 (a) und 12 (b) in

Abhangigkeit der relativen Streuintensitat und des Molekulargewichtes.

123



2. Untersuchungen zur Selbst-Aggregation des Rezeptors in THF

2.1. UV-Vis-Spektren des Diketopiperazin-Rezeptors in THF

UV-Vis
1.2
1 /\
0.8
é 0.6 —— DKP alt
0.4 DKP frisch
0.2 /
0 ‘ ‘ ‘ ‘
_0_2350 400 450 500 550 600
lambda/nm

2.2. HPLC-Chromatogram

DKP-frisch: DCM/MeOH 2.5-5%, 33min

Chromatogram
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DKP-alt: DCM/MeOH 2.5-5%, 33min

Chromatogram
C:\Data Archive\zFormerGroupMembers\Matthias\Data\MM14-55\MM57_F1.LCD
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2.3 Massenspektrometrie

R -y
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L ]

MALDI-TOF: DKP alt gegen neu
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3. Fluorescence Correlation spectroscopy
1 Vergleich der unterschiedlichen Selbstorganisationsprozesse

Der Diketopiperazin-Rezeptor 1 zeigt in seiner Fahigkeit zur Selbst-Organisation ein hochst
interessantes Verhalten; er ist sehr leicht I6slich in organischen Losungsmitteln und besitzt
ausserdem in CHCl; die Fahigkeit mit dem Tripeptid Ac-D-Val-D-Val-D-His-R eine selektive nicht-
kovalente Bindung mit einer Affinitdt von AG = -3.9 kcal/mol einzugehen. Die Selektivitat dieser
Bindung bleibt auch in Wasser erhalten, wenn eine pegylierte Version des Peptides (2b-d) verwendet
wird. Eine frisch hergestellte Losung aus Rezeptor 1 und den pegylierten Peptiden flhrt zu der
Ausbildung von makromolekularen Partikeln, die auf der selektiven Rezeptor-Ligand-Bindung
basieren. Dabei bildet sich vermutlich ein anfanglicher Host-Guest-Komplex, der den hydrophoben
Rezeptor in Losung halt und fir die Ausbildung der makroskopischen Struktur des Vesikels

verantwortlich ist.

0* = peptide-PEG conjugate 2d () = receptor 1

Abb. 36: Vorgeschlagenes Model der Selbst-Organisation aus Rezeptor 1 und pegyliertem Peptid 2d.

Da dieser Komplex auf nicht-kovalenten Wechselwirkungen beruht, die zwar durch den hydrophoben
Effekt stabilisiert werden, ist die entstandene Formation dennoch sehr sensibel gegeniiber dusseren
Einflissen (pH-Wert, Temperatur). Nichtsdestotrotz scheint das pegylierte Peptid die
Rezeptormolekiile auszurichten und die Grenzfliche zum wassrigen Medium zu bilden, so dass eine
stabile und auch flexible Struktur entsteht. Uber die PEG-Kette lassen sich ausserdem zusitzliche
funktionelle Gruppen, wie z.B. ein Fluorophor, an der Oberfliche des Vesikels verankern, wodurch
sich die Eigenschaften und Funktion der makromolekularen Struktur sehr leicht tunen lassen sollten.
Diese ,bottom-up“ Strategie ist durch die Selektivitat der urspriinglichen Rezeptor-Ligand Bindung
mit neuartigen Steuerungs- und Selektionsfahigkeiten versehen, welche eine zusatzliche Hierarchie in
die sonst nicht selektive Selbst-Organisation von Ublichen Amphiphilen einbringt, in der lediglich
hydrophobe Teile mit hydrophoben und hydrophile Kom ponenten mit hydrophilen zusammenlagern.
Diese Selektion der richtigen Peptidsequenz, die notig ist um den hydrophoben Rezeptor zu binden
und seine Strukturen von der wassrigen Umgebung abzuschirmen, geht allerdings beim Altern der

Rezeptorstammldsung verloren. Wenn diese THF-Losung (ber langeren Zeitraum gelagert wird, ist
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der Rezeptor auch in der Lage mit sich selbst zu aggregieren und so ohne die Hilfe des pegylierten
Peptides in Wasser vesikuldre Strukturen auszubilden. Die Beimischung des pegylierten Peptides
bringt unter diesen Umstanden lediglich eine erhdhte Stabilitdat, doch kann diese auch mit anderen

hydrophoben Aminosduren erreicht werden.

2.2 A

2 4
1.8
E 16 4
U]
1.4 A
1.2
1 Tt Tt =TT T 1 T T T aal
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—1/2d —1/3 Rhd 2d —1/2d —_1/3 Rhd 2d

Abb. 37: Exponentielle Kurvenanpassung fiir die normierten Autokorrelationsfunktionen (a) zwischen
pegylierten Peptiden 2d bzw. 3 oder Rhodamin und dem Diketopiperazin Rezeptor 1 aus (a) frischer

Losung und aus (b) gealterter Losung.

Die Autokorrelationsfunktionen aus Abbildung 37 zeigen das Verhalten von frisch gelostem
Diketopiperazin-Rezeptor (1) in Kombination mit moglichen Liganden. Einzig die Verbindung mit dem
komplementdren Peptid (2d) fiihrt zur Ausbildung von Vesikeln (Abb. 37a). Eine gealterte
Rezeptorlosung fiihrt hingegen auch bei der Zugabe von nur Fluorophor zu makromolekularen
Strukturen. Hierbei lassen sich fiir die pegylierten Peptide 2d und 3 in Verbindung mit dem Rezeptor
1 keine Unterschiede mehr in den Diffusionszeiten erkennen (Abb. 37b). Das heisst, der Rezeptor
benotigt keinen solubilisierenden Partner mehr und ist durch eine spezielle Ausrichtung seiner
Molekiilgruppen in der Lage sich alleine in eine stabile makromolekulare Struktur anzuordnen. Die
Grossenverteilung bleibt dabei, unabhangig von der zweiten Komponente (Peptid oder Fluorophor),
sehr dhnlich und befindet sich innerhalb eines hydrodynamischen Radius von 70-90 nm. Diese liegt
dennoch deutlich unter der fiir eine Selbst-Organisation aus Rezeptor und Ligand gemeinsam (R}, =
170 nm) und konnte bedeuten, dass der Diketopiperazin-Rezeptor 1 unabhangig von der zweiten
Komponente ein Vesikel bildet und das pegylierte Peptid bzw. der Fluorophor wird lediglich im

Inneren des Vesikels eingeschlossen.
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Direkte Aldolreaktion in DMSO (Table2, entry 1):

(2R, 1’S)-2-[Hydroxy(4-nitrophenyl)methyl]cyclohexanone

5 .
HPLC analysis Chiracel AD-H (iPrOH/hexanes=20:80, m
0.5 ml/min, 254 nm), tg = 32.0 min (major isomer). NO

1(21.6 min, 10%, 2R,1"R)); 2 (22.9 min, 10%, (25,1°5)); 3 (25.0
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min
min, 17%, (25,1°R)); 3 (32.0 min, 63%, (2R,1°5)).
Direkte Aldolreaktion in DMSO + 10% H,O (Table 1, entry 4):
(2S, 1’R)-2-[Hydroxy(4-nitrophenyl)methyl]cyclohexanone O OH
2
HPLC analysis Chiracel AD-H (iPrOH/hexanes=20:80, : 1
0.5 ml/min, 254 nm), tg = 25.0 min (major isomer). NO,
mAU
N = PDA Multi 2
1000- - I\
8| ; o~ 1 i
!I| L .! i
T I| e | | ™
500-] A %
LI o
0 e RN _ Y
B R R N e e L A R
0 = 10 15 20 25 30 35

min
1 (21.6 min, 28%, (2R,1'R)); 2 (22.9 min, 14%, (25,1°S)); 3 (25.0 min, 47%, (2S,1'R)); 3
(32.0 min, 12%, (2R,1°5)).

129



	Namensnennung-Keine kommerzielle Nutzung-Keine Bearbeitung 2.5 Schweiz
	Sie dürfen:
	Zu den folgenden Bedingungen:

	Namensnennung-Keine kommerzielle Nutzung-Keine Bearbeitung 2.5 Schweiz
	Sie dürfen:
	Zu den folgenden Bedingungen:


