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A Einleitung 

1 Natürliche und künstliche heteroaromatische 
Oligoamide mit sequenzspezifischer dDNS-Affinität 

1.1 Natürliche heteroaromatische Oligoamide 
Alle bekannten lebenden Organismen, mit Ausnahme einiger spezieller Viren, speichern 
ihre genetische Information in Form einer Desoxyribonucleinsäure- 
Doppelhelix (dDNS).1-4 Der biochemische Zugang zu diesen Daten beruht auf 
spezifischen Protein-dDNS Wechselwirkungen, die sowohl reversibel als auch 
irreversibel sein können. Im erst genannten Fall werden grundsätzlich drei Klassen von 
Interaktionen unterschieden.5-7 Dies sind zum einen elektrostatische Wechselwirkungen, 
zum anderen die Interkalation sowie die Bindung in der kleinen beziehungsweise 
großen Furche der dDNS. 
Klassische Interkalatoren wie z.B. das Ethidiumbromid, die ihren aromatischen Ring 
zwischen zwei Basenpaare einer dDNS insertieren,8 weisen nur eine geringe 
Sequenzspezifität auf. Die Mehrzahl der bisher untersuchten organischen Moleküle, die 
charakteristischerweise ein Molekulargewicht von weniger als 1500 Dalton besitzen,9 
assoziieren mit Doppelstrang-DNS in deren kleiner Furche. Formal lässt sich letzterer 
Prozess in zwei hypothetische Schritte gliedern.10 Im ersten Schritt wird der Ligand 
aufgrund elektrostatischer sowie hydrophober Wechselwirkungen mit der 
entsprechenden dDNS aus der Lösung in die kleine Furche dieser Doppelhelix 
transferiert. Im Fall des Distamycin-Moleküls, einer positiv geladenen Verbindung, 
wird dabei gleichzeitig ein positiv geladenes Gegenion aus der dDNS freigesetzt. Im 
zweiten Schritt kann das eingelagerte Substrat dann eine Vielzahl molekularer 
Wechselwirkungen mit der dDNS eingehen. Die sequenzspezifische Bindung ist dabei 
im Allgemeinen von einer Kombination aus Wasserstoffbrückenbindungen, 
hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen sowie van der Waals Kontakten 
abhängig.5 
Die aus zwei beziehungsweise drei N-Methylpyrrolcarboxamiden aufgebauten Peptide 
Netropsin11 und Distamycin12 (Abbildung 1) zeigen Aktivität gegenüber speziellen 
Tumoren, Bakterien und Viren 13,14 und waren die ersten entdeckten Naturstoffe, die 
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selektiv an AT-reiche Sequenzen in der kleinen Furche einer doppelhelicalen DNS 
binden.15 
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Abb. 1: Strukturen der Naturstoffe Netropsin und Distamycin. 

 
Während das Netropsin mit einer geeigneten Desoxyribonucleinsäure in einer 1:1 
Stöchiometrie bindet,16-18 kann das Distamycin sowohl einen 1:1 als auch einen 2:1 
dDNS-Substrat Komplex ausbilden.19-21 Wie von Wemmer und Mitarbeitern 
durchgeführte NMR-Studien zeigen, ist die Art des Bindungsmotivs dabei sowohl von 
der Konzentration des Distamycin als auch von der Basenpaarabfolge in der 
verwendeten dDNS abhängig.22,23 Im Falle des 2:1 Komplexes lagern sich zwei 
Distamycin-Moleküle antiparallel in die kleine Furche der dDNS ein, so dass jeweils 
zwei gegenüberliegende N-Methylpyrrolcarboxamid-Einheiten spezifisch an ein 
AT-Basenpaar binden. Die N-Methylpyrrol-Ringe des einen gebundenen Oligoamids 
liegen dabei über den Peptidbindungen des anderen Oligoamidstranges.22 
 

1.2 Künstliche heteroaromatische Oligoamide 
Auf der Basis dieser natürlichen Oligoamide gelang es der Arbeitsgruppe um Dervan, 
durch Variation der heterocyclischen Untereinheiten, selektiv alle vier Watson-Crick-
Basenpaare zu erkennen (Abbildung 2).24 Das Pyrrol (Py)/Imidazol (Im) Paar 
unterscheidet zwischen dem CG- und dem GC-Paar (umgekehrte 
Heterocyclenanordnung Py/Im) und trennt beide von AT bzw. TA.25-29 Mittels des 
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Paares Py/Py ist zwar eine Differenzierung zwischen AT und GC möglich, jedoch kann 
nicht zwischen den beiden Möglichkeiten AT und TA unterschieden 
werden.22,23,25-28,30,31  
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Abb. 2: Molekulare Erkennung in der kleinen Furche einer dDNS. 
(a) Wasserstoffbrückenbindungen zwischen komplementären Watson-Crick-Basen-
paaren. Die eingekreisten Punkte symbolisieren die Ionenpaare des Stickstoffs N 3 der 
Purine bzw. des Sauerstoffs O 2 der Pyrimidine; eingekreiste H-Atome veranschaulichen 
die 2-Aminogruppe des Guanins; R kennzeichnet das Zucker-Phosphat-Rückgrat der 
DNS. (b) Bindungsmodell für einen Komplex aus einem Hairpin-Oligoamid und der 
5’-TGTACA-3’-Sequenz einer doppelhelicalen DNS; die sich ausbildenden 
H-Brücken sind in Form gestrichelter Linien dargestellt. 

 
Durch die Verwendung eines weiteren Bausteins, des 3-Hydroxy-N-methylpyrrols (Hp), 
konnte schließlich der vollständige Bindungscode für die Einlagerung dieser 
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heteroaromatischen Oligoamide in die kleine Furche der dDNS angegeben werden.32 
Hp/Py bindet dabei das TA-, Py/Hp das AT-Basenpaar (Abbildung 2).33-35 
Die dDNS-bindenden Liganden bilden dabei Wasserstoffbrückenbindungen mit dem 
freien Elektronenpaar am Stickstoff N 3 der Purinbasen und den freien Elektronen-
paaren am Sauerstoff O 2 der Pyrimidinbasen sowie der 2-Aminogruppe des Guanins 
aus.22,35 

Die selektive Erkennung aller vier Watson-Crick Basenpaare in der kleinen Furche einer 
DNS-Doppelhelix erlaubt eine vorhersagbare und gezielte Bindung spezifischer 
Basenpaar-Sequenzen. Das Design geeigneter zellpermeabler Moleküle auf der Basis 
von heteroaromatischen Oligoamiden eröffnet damit die Möglichkeit die Genexpression 
zu regulieren.36-42 

Neben den bereits diskutierten N-Methylpyrrolen, N-Methylimidazolen bzw. N-Methyl-
hydroxypyrrolen ist eine Vielzahl weiterer Fünfringheteroaromaten (Abbildung 3) in 
Oligoamiden eingebaut worden. Diese synthetischen Analoga der Naturstoffe Netropsin 
und Distamycin werden in der Literatur nach Lown auch als Lexitropsine bezeichnet.44 
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Abb. 3: Überblick über die in Lexitropsinen eingebauten heteroaromatischen Fünfringe. 
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Im Folgenden sollen einige Eigenschaften dieser neuen Naturstoff-Analoga anhand 
ausgewählter Vertreter der jeweiligen Heterocyclen-Klasse dargestellt werden. 
Bezüglich weiterer nicht explizit angeführter Verbindungen sei auf die angegebene 
Literatur verwiesen. 
In einer von Boger und Mitarbeitern 45,46 synthetisierten Bibliothek von 2640 Analoga 
des Distamycins zeigen zwei Amide, welche den Thiophen-Baustein 1 enthalten, 
interessante Eigenschaften. So wird bei dem Derivat 12 (Abbildung 4) gegenüber 
poly[dA]-poly[dT] DNS mit 2.5 × 106 M-1 die zweithöchste Bindungskonstante der 
2640 dargestellten Verbindungen gemessen.47 Des Weiteren zeigt die Verbindung 13 
(Abbildung 4) in einem Assay zur Untersuchung der cytotoxischen Aktivität an 
L1210-Zellen eine 100-fach höhere Aktivität verglichen mit Distamycin A.48 
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Abb. 4: Strukturformeln der Verbindungen 12 und 13. 

 
Oligoamide, welche die Thiazol-Bausteine 2, 3, 4 oder 5 (siehe Abbildung 3) enthalten 
zeigen zwei gegensätzliche Trends. In Abhängigkeit von der Position des Schwefels 
lassen sie entweder ein GC-Basenpaar in ihrer Bindungsstelle zu oder zeigen strikte AT 
Präferenz.49-52 Das Derivat 14 (Abbildung 5), bei dem das Schwefel-Atom in Richtung 
der kleinen Furche einer DNS-Doppelhelix weist, bindet nicht an 
GC-Basenpaare. Die entsprechende Verbindung, bei der die Schwefel-Atome von der 
kleinen Furche wegzeigen (15, Abbildung 5), bindet am stärksten an alternierende 
Purin-Pyrimidin-Sequenzen wie z.B. 5’-TATGAC-3’ und 5’-TATGAC-3’.53,54 
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Die Bis-Thiazol-Einheit 6 (siehe Abbildung 3) aus der Klasse der Antitumor-Derivate 
der Bleomycine 55 eröffnet die Möglichkeit an GC-Basenpaare zu binden. Der 
Netropsin-Teil der Verbindung 16 (Abbildung 6) dirigiert den Arzneistoff zu 
AT-reichen Stellen einer dDNS und ermöglicht anschließend dem angeknüpften 
Bis-Thiazol 6 an ein Pyrimidin-Guanin-Pyrimidin Motiv zu binden.56,57 
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Abb. 6: Strukturformeln der Verbindungen 16 und 17. 

 
Das Bis-2,5-disubstituierte Furan 17 (Abbildung 6) bindet an eine Sequenz von vier 
Basenpaaren. Hierbei wird ein GC-Paar an den Positionen 1, 2 oder 3 toleriert, 
wohingegen an der Position 4 ein AT-Basenpaar für eine Bindung benötigt wird.58,59 
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Das Tallimustin (FCE24517)60, ein Distamycin-Analogon, bei dem die Formyl-Gruppe 
durch eine alkylierende Einheit (Abbildung 7) substituiert ist, ist ein stark cytotoxischer 
Wirkstoff, der ein breites Spektrum an anti-tumor Aktivitäten aufweist.61 In Analogie 
zum Distamycin zeigt dieses Derivat eine Präferenz für AT-Basenpaare. Der Austausch 
eines oder mehrerer N-Methylpyrrole gegen den Pyrazol-Baustein 8 (siehe Abbildung 3) 
liefert Verbindungen, die eine starke Affinität mit GC-reichen Sequenzen zeigen 
sollten. Die Leitstruktur 18 beispielsweise, die einen Pyrazol-Baustein enthält, besitzt, 
verglichen mit dem Tallimustin, die gleiche Aktivität gegenüber L1210-Zelllinien, aber 
eine geringere in-vivo Toxizität.54e,62 
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Abb. 7: Strukturformel des Tallimustin-Analogons 18. 

 
Die Verwendung eines Triazol-Bausteins 11 (siehe Abbildung 3) in Carboxamiden wird 
in der Literatur nur einmal beschrieben.63 Die hierbei dargestellten Analoga des 
Netropsins (Austausch eines Pyrrolrings sowie beider Pyrrolringe gegen ein 
1,2,4-Triazol) bzw. Distamycins (Austausch eines Pyrrol-Ringes) zeigen in den 
durchgeführten Untersuchungen im Vergleich zu den analogen Naturstoffen nur geringe 
Bindungskostanten und schwache Affinitäten bezüglich poly(dA)-poly(dT) DNS. Eine 
erhöhte Präferenz für poly(dG)-poly(dC) Desoxyribonucleinsäuren gegenüber den 
Imidazol-Derivaten kann ebenso wenig beobachtet werden. 
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2 Prinzipien der Verknüpfung heteroaromatischer 
Oligoamide  

Um eine einzige Bindungsstelle im menschlichen Genom, welches etwa drei Milliarden 
Basenpaare besitzt, zu spezifizieren, werden Liganden benötigt, welche 15 bis 16 
aufeinanderfolgende Basenpaare binden.64,65 Ein erster Ansatz hatte deshalb das Design 
von Oligoamiden mit vier, fünf und sechs N-Methylpyrrolcarboxamiden zum Ziel, um 
entsprechend sechs, sieben bzw. acht konsekutive AT-Basenpaare binden zu können. 
Theoretisch gelingt bei einer Verwendung von Derivaten, die n-1 fünfgliedrige 
Carboxamid-Bausteine bzw. n Amidbindungen enthalten, die Bindung von n+1 
aufeinanderfolgenden Basenpaaren.64,66 Bindungsstudien haben jedoch gezeigt, dass die 
Bindungskonstante ihr Maximum bereits bei der Verwendung eines Penta-Amids 
erreicht.67 Dieser Befund kann zum einen damit erklärt werden, dass sich die länger 
werdende Kette aufgrund der starren Struktur nicht mehr der natürlichen Windung der 
dDNS anpassen kann,67,68 zum anderen ist eine N-Methylpyrrolcarboxamid-Einheit etwa 
20 % länger, als das entsprechende Basenpaar, an das es bindet.69  
Um sowohl das Problem der auftretenden Geometrieunterschiede zu lösen als auch eine 
Erhöhung der Affinität sowie der Spezifität der Liganden an dDNS zu erreichen, 
wurden dimere, trimere und tetramere Oligoamid-Bausteine miteinander verknüpft. Im 
Folgenden soll ein Überblick über die entwickelten Verknüpfungsprinzipien gegeben 
werden.  
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Abb. 8: Über einen flexiblen Linker Kopf-Kopf verknüpfte Netropsin-Derivate 19-28. 

 
Eine Möglichkeit der kovalenten Verbrückung zweier Netropsin- bzw. Distamycin- 
Moleküle und deren Derivate besteht in der Verwendung von poly-Methylen Linkern. 
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Abbildung 8 zeigt die von Lown und Mitarbeitern synthetisierten Bis(netropsin)-
Derivate,70-72 deren Monomere über CH2-Spacer Kopf-Kopf („head-to-head“) verbrückt 
sind.73 Die Bindungskonstanten der Verbindungen 19-28 mit Kalbs-Thymus dDNS, die 
mittels des Ethidiumbromid-Verdrängungs-Essays bestimmt wurden,47 liegen zwischen 
0.9 und 7.2 × 107 M-1 und damit im Bereich des monomeren Netropsins.70 Aus 
„DNase I Footprinting“-Studien74 geht jedoch hervor, dass über poly-Methylen-Linker 
verbrückte Bis(netropsin)-Derivate bei einer minimalen Spacer-Länge von drei CH2-
Gruppen eine bidentale (Abbildung 9b) Bindung mit dDNS eingehen können. Aufgrund 
der Flexibilität des Linkers ist jedoch immer auch eine monodentale Bindung 
(Abbildung 9a) möglich.71,72 
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Abb. 9: Schematische Darstellung einer a) monodentalen und einer b) bidentalen 
Bindung eines Liganden in der kleinen Furche einer doppelhelicalen DNS. 

 
In Analogie zu obigen Kopf-Kopf verbrückten Derivaten können zwei Netropsin-
Moleküle unter Verwendung von poly-Methylen Linkern auch Kopf-Schwanz 
(„head-to-tail“) miteinander verknüpft werden. Abbildung 10 zeigt die von Guo und 
Mitarbeitern synthetisierten Bis(netropsin)-Derivate, deren Monomere über CH2-Spacer 
verbrückt sind.75,76 Die relativen Bindungskonstanten dieser Liganden an poly(dA)-
poly(dT) DNS, die mittels des Ethidiumbromid-Verdrängungs-Essays bestimmt wurden, 
liegen zwischen 0.55 und 1.67 × 109 M-1.47,75 
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Abb. 10: Über einen flexiblen Linker Kopf-Schwanz verknüpfte Netropsin- 
Derivate 29-35. 

 
Die Bindung an Kalbs-Thymus- bzw. poly(dG)-poly(dC) DNS, die in der Größenordung 
von 106 bzw. 105 liegt, bestätigt die erwartete Präferenz für AT-Basenpaare. 
„MPE • FeII Footprinting“ Studien77 lassen für die Bis(netropsin)-Analoga mit n = 2, 4 
und 6 auf eine bidentale Bindung (siehe Abbildung 9b) der jeweiligen Liganden an die 
dDNS schließen. Im Gegensatz dazu zeigen die Derivate mit n = 1, 3, 5 und 7 
vorwiegend eine monodentale Bindung (siehe Abbildung 9a). 
Die erstgenannten Bis(lexitropsine) (n = 2, 4, 6) zeigen zudem eine im Vergleich zum 
Distamycin erhöhte cytostatische Aktivität gegenüber bestimmten menschlichen 
Krebszellen. Diese Tatsache wird der effektiveren Bindung dieser Derivate an die 
dDNS zugeschrieben, da die mit einer ungeraden Methylenzahl verbrückten Netropsine 
keine vergleichbare Aktivität aufweisen.75 
Bis(distamycin)-Derivate, deren „Arme“ über einen Linker auf der Basis eines tertiären 
Amins kovalent verbunden sind, wurden erstmals im Jahr 2001 von der Arbeitsgruppe 
um Thomas veröffentlicht (Abbildung 11).78.  
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 Abb. 11: „Tail to tail“ verbrückte Bis(lexitropsine) 36-38. 
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Im Gegensatz zu oben beschriebenen Derivaten sind diese Monomere Schwanz-
Schwanz („tail-to-tail“) verknüpft. Die sowohl für die Bindung von doppelsträngiger 
DNS als auch für die Wasserlöslichkeit der dargestellten Verbindungen nötige positive 
Ladung ist bei diesem Ansatz im verwendeten Spacer lokalisiert, der unter 
physiologischen Bedingungen protoniert vorliegt. 
Die Verbindungen 36, 37 und 38 zeigen im Vergleich zu äquivalenten monomeren 
Derivaten eine signifikant höhere Affinität zu poly[(dAT)]-poly[(dAT)] DNS. Der 
größte Anstieg der Bindungskonstante (33-fach, bezogen auf ein analoges Monomer) 
wird bei dem Bis(lexitropsin) 36 beobachtet.79 Bei der Bindung an die dDNS überlappt 
jeder der beiden „Arme“ eines Dimers in einer antiparallelen Weise mit je einem 
entsprechenden „Arm“ zweier gegenüberliegender Moleküle. Bei dieser Form der 
Bindung werden 8 bis 10 aufeinanderfolgende AT-Basenpaare gebunden.  
Im Gegensatz zu diesen flexiblen Bis(lexitropsinen) binden Netropsin-Derivate, die 
über einen starren Linker miteinander verknüpft (Abbildung 12)80 sind, an Sequenzen 
mit 8 bis 10 aufeinanderfolgenden Basenpaaren. Hierbei wird die unerwünschte 
Monomer-Bindung an kürzere Sequenzen nicht beobachtet.72,81  

Bei den cis- bzw. trans-cyclopropyl verbrückten Netropsin-Analoga 41 bzw. 42 zeigen 
sich jedoch Unterschiede in den Bindungseigenschaften.81,82 Diese Bis(netropsin)-
Derivate interagieren mit einer geeigneten dDNS in einem Zwei-Stufen-Mechanismus, 
der von der Salzkonzentration des jeweiligen Liganden abhängt.  
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Abb. 12: Beispiele für die Bis(netropsin)-Derivate 39-42, deren Monomere über starre 
Linker verknüpft sind. 
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Hierbei könnten sich im Falle der trans-Verbindung bei hohen Salzkonzentrationen 
stabile Komplexe mit Desoxyribonucleinsäuren ausbilden. Bei dem cis-Derivat 
hingegen wird der zweite Bindungsschritt nicht beobachtet. Diese unterschiedlichen 
Bindungseigenschaften spiegeln sich auch in den differierenden Aktivitäten der 
Liganden gegenüber der dDNS-Topoisomerase Inhibition wieder. Das besser bindende 
trans-Bis(netropsin) zeigt eine im Vergleich zur analogen cis-Verbindung stärkere 
Blockierung der Enzymaktivität. Diese Befunde lassen sich auch hier mit einer 
monodentalen (cis-Derivat) gegenüber einer bidentalen Bindung (trans-Derivat) 
erklären (siehe Abbildung 9). 
Eine weitere Verknüpfungsmöglichkeit ist in Peptid-verbrückten Bis(oligoamiden) 
verwirklicht.83-85 Unter den dargestellten Derivaten besitzt Verbindung 43 
(Abbildung 13) die interessantesten Eigenschaften.84 Neben der erwarteten Bindung an 
poly(dA)-poly(dT) DNS werden auch Komplexe mit poly(dG)-poly(dC) 
Desoxyribonucleinsäuren beobachtet. Das Oligoamid bindet dabei stärker an 
Sequenzen, die eine zentrale GC-Einheit enthalten, wie beispielsweise 
(AT)3(GC)2(AT)3, als an streng homologe (AT)n-Sequenzen. Dieser Befund wird damit 
erklärt, dass sich eine Struktur ausbildet, in der die beiden Netropsin-Analoga spezifisch 
an je drei AT-Basenpaare binden, während das zentrale Peptid GC-erkennende 
Eigenschaften besitzt. Im Gegensatz zu den Methylen-verbrückten Lexitropsinen ist der 
hier verwendete Spacer also in der Basenpaar-Erkennung involviert. 
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Abb. 13: Beispiel des Peptid-verbrückten Lexitropsins 43. Die Pfeile weisen entlang der 
Richtung N-Cα-C’ in den Peptid-Fragmenten (Pr: Propyl-Rest). 

 
Ein Beispiel für ein Oligoamid, dessen dimere Bausteine über eine 
cis-Diammin-Platin(II)-Einheit miteinander verknüpft sind, ist in Abbildung 14 
dargestellt.86-91 
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Abb. 14: Über eine cis-Diammin-Platin(II)-Einheit miteinander verknüpfte Netropsin-
Analoga (Pr: Propyl-Rest). 

 
Das Bis(netropsin)-Analogon 44 bildet mit poly[(dAT)]-poly[(dAT)] DNS und 
Desoxyribonucleinsäure-Oligomeren der Sequenz 5’-CC(TA)nCC-3’ mit n = 4, 5, 6 
zwei Arten von Komplexen aus.88,91 Im ersten Typ bindet der Ligand in seiner 
gestreckten Konformation beispielsweise 8 bis 9 aufeinanderfolgende AT-Basenpaare 
einer poly[(dAT)]-poly[(dAT)] DNS. Im Gegensatz dazu weist der zweite Komplex 
eine Hairpinstruktur auf,92 in der die beiden Netropsin-verwandten Einheiten in einer 
zueinander parallelen Anordnung in die kleine Furche insertieren. Die Umwandlung der 
beiden Komplexe ineinander erfolgt „molecular modeling“ Studien zufolge durch 
Rotation um die N-Cα und Cα-C’ Einfachbindungen in einem der beiden Glycin Reste, 
die an den Platin(II)-Linker gebunden sind. 
In dem parallelen „side-by-side“ Bindungsmotiv des Hairpins liegen die Pyrrol-Ringe 
der beiden „Arme“, anders als bei der antiparallelen side-by-side Anordnung 92 direkt 
übereinander. Sie besetzten dabei nichtäquivalente Positionen in der kleinen Furche. 
Das eine Fragment bildet stärkere Kontakte mit den Basenpaaren aus, wohingegen das 
zweite Fragment weniger starke Interaktionen zeigt.88,91 

Ferner besitzt Verbindung 44 die Eigenschaft, Desoxyribonucleinsäure 
sequenzspezifisch zu spalten.86 Nach Einwirken von Röntgenstrahlung auf einen 
Platin(II)-Bis(netropsin)-dDNS Komplex, kann eine selektive Spaltung an den vom 
Liganden 44 bevorzugt gebundenen Stellen beobachtet werden. Hierbei wird jeder der 
beiden DNS-Stränge pro Bindungsstelle nur einmal geschnitten.  
 
Das 1989/90 gefundene 2:1 Ligand/dDNS-Bindungsmotiv, bei dem sich zwei 
Distamycine in einer „side-by-side“ Anordnung antiparallel in die kleine Furche einer 
DNS-Doppelhelix einlagern,21,22 führte zur Entwicklung neuer Klassen von dDNS-
bindenden Liganden. Durch die Kopf-Schwanz Verknüpfung der einzelnen Polyamid-
Untereinheiten über eine flexible Aminosäure gelang es, die auftretenden 
Geometrieunterschiede zwischen dem Liganden und den Basenpaaren der dDNS 
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auszugleichen und gleichzeitig die Spezifität sowie die Affinität zu erhöhen. Als idealer 
Linker hat sich dabei das β-Alanin (β) erwiesen.93,94 Eine Anordnung, bei der sich zwei 
dieser Aminosäuren gegenüberliegen, zeigt zudem eine 20-fach höhere Spezifität für 
AT- bzw. TA- im Vergleich zu GC- bzw. CG-Basenpaaren.95,96,93 Mittels dieser 
Strategie gelang es, eine Sequenz von 11 aufeinanderfolgenden Basenpaaren einer 
doppelhelicalen DNS zu erkennen (Abbildung 15a).  

 
a)

b)

a)

b)

 
Abb. 15: Schematische Darstellung gestreckter Polyamide an deren jeweiliger 
Bindungsstelle in der kleinen Furche einer doppelhelicalen DNS [Die schwarzen bzw. 
weißen Kreise symbolisieren Imidazol bzw. Pyrrol, die Diamanten symbolisieren 
β-Alanin, +) steht für den unter physiologischen Bedingungen protonierten 
N,N-Dimethylaminopropylamin-Rest]. a) vollständig überlappendes Homodimer, 
welches 11 Basenpaare erkennt, b) teilweise überlappendes Homodimer, welches 16 
Basenpaare erkennt. 

 
Wie NMR-Studien gezeigt haben, lagern sich hierbei zwei Achtring-Polyamide derart 
antiparallel in die kleine Furche der dDNS ein, dass sich die einzelnen Amidstränge 
vollständig überlappen.93 

Die sequenzspezifische Bindung an 16 aufeinanderfolgende Basenpaare in der kleinen 
Furche einer doppelhelicalen DNS wurde erstmals 1998 von der Arbeitsgruppe um 
Dervan beschrieben.94 Die Erkennung, mit einer Assoziationskonstanten 
Ka ≥ 3.5 × 1010 M-1, gelingt hierbei ebenfalls mittels eines Achtring-Polyamids aus 
N-Methylpyyrol, N-Methylimidazol und β-Alanin, das ein teilweise überlappendes 
Homo-Dimer ausbildet (Abbildung 15b). 
Obgleich diese 2:1 Ligand/dDNS-Bindung auf kooperative Art und Weise erfolgt, ist 
die Assoziation zweier Liganden mit einer Ziel-dDNS entropisch weniger begünstigt, 
als die Bindung eines einzelnen Substrates. 
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Eine Möglichkeit die beiden eingelagerten Amidstränge zu verknüpfen ist die 
Kreuzverbrückung über die Stickstoffatome zweier Fünfringe. Aus dem dimeren 
Bindungsmotiv resultiert dadurch eine bidentale Bindung mit einer 1:1 Stöchiometrie.97  
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Abb. 16: Über Methylen-Linker kreuzverbrückte Lexitropsine. 

 
Eine Vielzahl derartiger kreuzverbrückter Lexitropsine, die in der Literatur auch als 
H-Pin bezeichnet werden,98 wurden von den Arbeitsgruppen um Dervan 99-101 und 
Lown 97,102-109 synthetisiert. 
CD-Titrationsexperimente mit den Verbindungen 45-54 (Abbildung 16) zeigen in der 
Reihe von n = 4 bis n = 10 eine zunehmend stärkere Bindung an poly[(dAT)]-
poly[(dAT)]-DNS in einer 1:1 Stöchiometrie.97,103 Die Bindungskonstanten der H-Pins 
45-54 wurden mittels des Ethidiumbromid-Verdrängungs-Essays sowohl gegenüber 
poly[(dAT)]-poly[(dAT)] als auch poly(dA)-poly(dT) DNS bestimmt.47 Im Vergleich 
zum monomeren Baustein zeigt sich für die Verbindung mit n = 10 eine um den Faktor 
14000 höhere Bindungskonstante bei dieser bidentalen Bindung. Des Weiteren hat die 
Hydrophobizität des Liganden einen signifikanten Effekt auf die Bindungsstärke. So 
zeigt ein den Derivaten 45-54 analoges Lexitropsin, bei dem die beiden Amidstränge 
anstelle des Alkan-Linkers über (3,6)-Dioxaoctandiyl verbrückt sind, einen weiteren 
Anstieg der Bindungskonstante um den Faktor 10 im Vergleich zum Derivat 52 
(n = 10). 
Einen schnellen Zugang zu kreuzverbrückten Polyamiden ermöglicht ein 1998 
entwickeltes Festphasenprotokoll.98 Das hierbei synthetisierte Oligocarboxamid 55 
(Abbildung 17) bindet an eine geeignete Doppelstrang-DNS mit einer ca. 180-fachen 
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Affinität sowie einer 10-fachen Spezifität verglichen mit dem analogen 
nicht-verbrückten Monomer. 

 

N

N

N

N
O

N
H

N
H

O

O

N
H

CH3

CH3

N
H

O

N
CH3

CH3

N

N

N

N
O

N
H

N
H

O

O

N
H

CH3

CH3

N
H

O

N
CH3

CH3

(CH2)4

55  
Abb. 17: Beispiel für einen N-Methylpyrrol-N-Methylimidazol H-Pin. 

 
Der Durchbruch im rationellen Design von Liganden, welche in der kleinen Furche 
einer doppelhelicalen DNS binden, gelang durch die Synthese von Oligoamiden mit 
Hairpinstruktur.110 Diese Liganden binden Desoxyribonucleinsäuren mit Affinitäten und 
Spezifitäten, die in der Größenordnung von natürlichen dDNS-bindenden Proteinen 
liegen.33,34,111-114 Als optimaler Linker für die Verknüpfung der beiden Amidstränge hat 
sich die γ-Aminobuttersäure (γ) erwiesen (Abbildung 18).110  
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Abb. 18: ImPyPy-γ-ImPyPy-β-Dp (56) als Beispiel für Oligoamide mit Hairpinstruktur. 

 
Bei der Verwendung von Spacern mit nur einer (Glycin) bzw. zwei Methylen-Einheiten 
(β-Alanin) wurde keine bzw. nur eine geringe Affinität mit der Ziel-dDNS erreicht. 
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Auch bei dem Linker mit vier Methylen-Gruppen zeigte sich gegenüber dem 
γ-Aminobuttersäure-Spacer (drei CH2-Einheiten) eine geringere Affinität. Letzterer 
Befund wird dadurch erklärt, dass der Linker zwar einen „turn“ induziert, der Hairpin 
sich aber durch die zusätzliche CH2-Gruppe nicht mehr optimal in die kleine Furche 
einlagern kann.115  
Eine Alternative zu dem γ-Linker wurde von Boger und Mitarbeitern vorgestellt 
(Abbildung 19).116 Der von Ihnen verwendete (R)-α-Methoxy-β-Alanin-Spacer, welcher 
in einem Sechsring-Carboxamid zwei PyPyPy-Bausteine miteinander verknüpft, 
induziert, im Gegensatz zum unsubstituierten β-Alanin, ebenfalls eine Haarnadel-
Struktur. 
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Abb. 19: (R)-α-Methoxy-β-Alanin verbrücktes Oligoamid 57. 

 
Wird in einer Hairpinstruktur eines Oligoamides das N-Methylimidazol eines  
Im/Py-Paares gegen das 3-Pyrazol 58 (Abbildung 20) ausgetauscht, erhöht sich sowohl 
die Affinität als auch die Spezifität für ein Guanin-Cytosin-Basenpaar. Letztere 
resultiert dabei infolge der Ausbildung einer spezifischen H-Brücke zwischen der 
exocyclischen Aminogruppe des Guanins und dem Stickstoff N 2 des 3-Pyrazolringes. 
Die Addition eines C-terminalen β-Alanins erhöht sowohl die Spezifität als auch die 
Affinität der Hairpin-Derivate.117 Ferner weisen die endständige Aminosäure sowie der 
γ-Turn eine 200-400-fache Präferenz für AT/TA-Basenpaare im Vergleich zu 
GC-Paaren auf.118 
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Abb. 20: Strukturformel eines Pyrazolcarboxamid-Hairpins (58). 

 
Sowohl die Bindungskonstanten als auch die Affinitäten der Hairpinstrukturen sind im 
Vergleich zu analogen H-Pin Molekülen deutlich größer. So bindet beispielsweise das 
in Abbildung 18 dargestellte Derivat 56 an die Sequenz 5’-TGTCA-3’  
(Ka = 2.0 × 108 M-1) mit 20-facher Affinität und einer um den Faktor drei größeren 
Spezifität als das entsprechende kreuzverknüpfte Lexitropsin 55 (Abbildung 17, 
Ka = 9.3 × 106 M-1).98  
Einen schnellen Zugang zu den Hairpin-Derivaten ermöglichen die ebenfalls von der 
Arbeitsgruppe um Dervan entwickelten Festphasenprotokolle, welche sich sowohl der 
tert.-Butyloxycarbonyl (Boc)- 119 als auch der Fluorenyl-9-methoxycarbonyl (Fmoc)-
Schutzgruppenstrategie 120 bedienen. 
Auf der Grundlage der Hairpinstrukturen sind weitere Bindungsmotive entwickelt 
worden, die mit hoher Affinität und Spezifität an vorherbestimmte dDNS-Sequenzen 
binden (Abbildung 21). 
Die selektive Einführung einer Amino-Funktion an der prochiralen α-Position des 
γ-Aminosäure-Linkers erzeugt eine zweite positive Ladung in den Hairpin-Molekülen 
(Abbildung 21a).121,122 Diese Modifikation erhöht die Affinität dieses Liganden an die 
Ziel-dDNS um den Faktor 10 im Vergleich zum unsubstituierten Analogon, wobei kein 
Spezifitätsverlust für die gebundenen Basenpaare zu beobachten ist.121 
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Abb. 21: Neue Polymid-dDNS Bindungsmotive [Ka: Gleichgewichts-Assoziations-
Konstante, Bp: Basenpaare; die schwarzen bzw. weißen Kreise symbolsieren Imidazol 
bzw. Pyrrol, die Diamanten symbolisieren β-Alanin, +) steht für den unter 
physiologischen Bedingungen protonierten N,N-Dimethylaminopropylamin-Rest, in a), 
b) und d) symbolisiert die Kurvenlinie (R)-2,4-Diaminobuttersäure, in c) die 
γ-Aminobuttersäure]. 

 
Die Größe der Bindungsstelle kann durch kooperative Aneinanderlagerung zweier 
chiraler Sechsring Hairpins auf 10 Basenpaare erhöht werden, ohne das Molekular-
gewicht des Liganden zu vergrößern (Abbildung 22).122 Sowohl die Bindungsaffinität 
als auch die Spezifität sind vergleichbar mit denen von „normalen“ Sechsring-Hairpins, 
welche fünf Basenpaare erkennen.110,115,123,124 

 

 
Abb. 22: Schematische Darstellung eines kooperativ bindenden chiralen Hairpins [Die 
Halbkreise symbolisieren die (CH2)2-OH-Gruppe; zur weiteren Legende siehe 
Abbildung 21]. 

 

Des Weiteren können zwei der chiralen Haarnadel-Liganden, beispielsweise durch die 
Reaktion mit 5-Amino-Valeriansäure, über die eingeführte NH2-Gruppe kovalent 
miteinander verbunden werden. Dieses Bindungsmotiv wurde in dem sogenannten 
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Tandem-Hairpin verwirklicht (Abbildung 21b).125 Die Arbeitsgruppe um Dervan konnte 
zeigen, dass durch diese Verknüpfung sowohl die Größe der Bindungsstelle als auch die 
Affinität des dDNS-bindenden Liganden signifikant zunimmt. Der abgebildete Sechs-
ring/Sechsring-Hairpin bindet bei einer Konzentration im picomolaren Bereich an die 
Sequenz 5’-TGTTATTGTTA-3’ mit mindestens 4500-facher Spezifität gegenüber 
5’-TGTCATTGTCA-3’ (die „nicht-gewünschten“ Basenpaare in der betrachteten 
Sequenz sind unterstrichen).125 
Neben diesen Tandem-Hairpins, die über den Linker des einen Monomers mit dem 
Schwanz des anderen Monomers kovalent verbunden sind, wurden auch Linker-Linker 
verbrückte Derivate synthetisiert.126 Die dargestellten Sechsring/Sechsring-Tandem-
strukturen erreichen allerdings „nur“ Gleichgewichts-Assoziations-Konstanten von 
maximal 7.5 × 1010 M-1 bei einer Bindungsstelle von 10 aufeinanderfolgenden Basen-
paaren. 
Da die Mikrostruktur von doppelhelicaler DNS sequenzabhängig ist,127-130 sind 
bestimmte Sequenzen schwer zu erkennen.124 So zeigt beispielsweise das Achtring-
Polyamid ImPyImPy-γ-ImPyImPy-β-Dp, welches synthetisiert wurde, um an die 
Sequenz 5’-TGCGCA-3’ zu binden, nur eine mäßige Affinität (Ka = 3.7 × 107 M-1) mit 
dieser Basenpaarabfolge.131 Der selektive Ersatz eines N-Methyl-Imidazols oder eines 
N-Methyl-Pyrrols durch die aliphatische Aminosäure β-Alanin kann die Struktureffekte, 
die bei dieser dDNS-Sequenz auftreten, ausgleichen (Abbildung 21c). Das synthetisierte 
Derivat Im-β-ImPy-γ-Im-β-ImPy-β-Dp, welches das Im/β-Paar enthält bindet obige 
Sequenz im subnanomolaren Bereich (Ka = 3.7 × 109 M-1).131 
Cyclische Polyamide binden dDNS mit höherer Affinität als die entsprechenden 
Hairpin-Analoga.132-134 So zeigt beispielsweise der in Abbildung 21d dargestellte 
Cyclus mit Ka = 7.6 × 1010 M-1 eine, gegenüber dem entsprechenden Haarnadel-Derivat, 
um den Faktor acht höhere Gleichgewichts-Assoziations-Konstante bezüglich der 
Zielsequenz 5’-AGTACT-3’. Der Cyclus weist dabei eine Sequenzspezifität auf, die in 
der Größenordnung der entsprechenden Hairpinstruktur liegt.133 
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3 Schlussfolgerung und Ausblick 
Die in der letzten Dekade veröffentlichten Ergebnisse haben gezeigt, dass mittels 
heteroaromatischer Oligoamide eine spezifische Erkennung spezieller dDNS-Sequenzen 
in der kleinen Furche einer doppelhelicalen DNS möglich ist. Wenngleich das 
Zusammenspiel von Faktoren, welche die Affinität und die Sequenzspezifität steuern, 
noch nicht vollständig verstanden ist, so ist es doch gelungen Liganden zu 
synthetisieren, die in vielen Fällen mit der Proteinbindung interferieren können. Im 
Gegensatz zu den Naturstoffen Netropsin und Distamycin scheinen diese 
Pyrrol/Imidazol-Polyamide nicht giftig zu sein.24d,36 Der momentane Focus der 
Molekularen Medizin richtet sich daher auf die Entwicklung neuer Strategien zur 
Regelung der Genexpression in lebenden Zellen mittels dieser Oligocarboxamide.36-42  
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B Hauptteil 

1 Immobilisierte Oligoamide mit sequenzspezifischer 
dDNS-Affinität 

1.1 Heteroaromatische Oligoamide als Affinitätsliganden für 
eine chromatographische Trennung von dDNS1 

1.1.1 Einführung 
Die Affinitätschromatographie bezeichnet eine spezielle Methode der Chromatographie, 
die in der Biochemie beispielsweise zur Isolierung oder Anreicherung von speziellen 
Proteinen oder Nukleinsäuren aus komplexen biologischen Systemen benutzt wird.135 
Das Prinzip beruht auf der selektiven und reversiblen Bindung von Makromolekülen an 
Liganden, die auf einer stationären Träger-Matrix immobilisiert sind. Durch spezifische 
Ligand-Rezeptor Wechselwirkungen werden aus einem Gemisch selektiv nur 
vorherbestimmte Substanzen adsorbiert. Die anschließende Elution der gebundenen 
Komponenten kann durch die Änderung des pH-Wertes, der Ionenstärke oder 
biospezifisch mit einem kompetitiven, löslichen Inhibitor oder Ligand-Analogon 
erfolgen.135 

Erste Untersuchungen belegen, dass heteroaromatische Oligoamide zur Aufreinigung 
von dDNS-Fragmenten bzw. Abreicherung von dDNS aus biologischen Präparaten 
eingesetzt werden können.136 Im Folgenden wird ein eingehenderes Studium dieser 
Eigenschaften anhand eines tetrameren N-Methylpyrrol-Oligoamids, welches über eine 
endständige Glycin-Einheit auf einem polymeren Träger fixiert werden kann, 
angestrebt.  
Um die Synthese im Hinblick auf den Einsatz weiterer Bausteine möglichst flexibel zu 
gestalten bzw. um längere Sequenzen synthetisieren zu können, soll die Darstellung an 
der festen Phase erfolgen. Ziel ist es, das von der Arbeitsgruppe um Dervan entwickelte 
Festphasenprotokoll 137 auf den Peptidsyntheseautomaten „Modell 90“ der Firma 
Advanced ChemTech zu übertragen bzw. geeignet zu modifizieren. Des Weiteren soll 
ein HPLC-Protokoll, sowohl für eine analytische Kontrolle der einzelnen 

                                              
1 Das Projekt wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Merck KGaA, Darmstadt durchgeführt. 
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Kupplungsschritte bzw. des Produktes als auch für eine semipräparative Aufreinigung 
des Rohproduktes etabliert werden. 
Die Bindungseigenschaften des polymergebundenen Affinitätsliganden mit Plasmid-
dDNS sollen abschließend mittels eines UV-Assays untersucht werden. 
 

1.1.2 Monomer-Synthese 
Da die Synthese des verwendeten Bausteins Boc-Py-OBt 65 (Abbildung 23) 
literaturbekannt ist,137 soll im Folgenden nur kurz darauf eingegangen werden.138 
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Abb. 23: Synthese des Monomer-Bausteins Boc-Py-OBt (65). 

 
Ausgehend von N-Methylpyyrol 59 wird Verbindung 60 durch Umsetzung mit 
Trichloracetylchlorid in Diethylether erhalten. Anschließende Nitrierung mit HNO3 in 
Essigsäureanhydrid liefert das Derivat 61, das durch Behandeln mit NaH in Methanol 
zum entsprechenden Methylester 62 reagiert. Durch die Reduktion der Nitroverbindung 
mittels Wasserstoff und Pd/C in EtOAc wird ein instabiles Amin erhalten, das in situ 
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zum entsprechenden Hydrochlorid-Salz 63 umgesetzt wird. Die Einführung der Boc-
Schutzgruppe in Form des Anhydrids und anschließende Hydrolyse des Methylesters 
liefert die freie Carbonsäure 64. Die Darstellung des gewünschten Benzotriazol-
Aktivesters Boc-Py-OBt (65) gelingt schließlich durch eine Peptidkupplung mit DCC 
und HOBt in Dimethylformamid.  
 

1.1.3 Synthese am polymeren Träger 

1.1.3.1 Einführung 

Die Synthese von Peptiden in Lösung, d.h. in homogener Phase, ist neben den oft 
auftretenden Löslichkeitsproblemen bei länger werdenden Aminosäure-Sequenzen 
durch einen hohen Arbeitsaufwand gekennzeichnet. Eine erhebliche Erleichterung 
ergibt sich durch die 1963 von R. B. Merrifield entwickelte Peptid-Festphasensynthese 
an polymeren Trägern.139 Der Grundgedanke dieser Strategie besteht darin, eine 
Aminosäure mit ihrer Carboxylgruppe an ein unlösliches, filtrierbares Polymer zu 
knüpfen, und dann vom C-Terminus her die Peptidkette schrittweise aufzubauen. In 
Abbildung 24 ist der Ablauf dieser Festphasen-Peptidsynthese schematisch dargestellt. 
Im ersten Schritt (Abbildung 24, Schritt I) wird das Harz mittels einer geeigneten 
Ankergruppierung substituiert. Als polymerer Träger hat sich ein Copolymersiat aus 
Polystyrol und 1-2 % Divinylbenzol als besonders günstig erwiesen. Die durch 
Perlpolymerisation erhaltenen Harzkügelchen haben im trockenen Zustand einen 
Durchmesser von 20-80 µm. In den für die Peptidsynthese verwendeten Lösungsmitteln 
wie CH2Cl2, DMF oder N-Methylpyrrolidon (NMP) quellen sie bis zum Sechsfachen 
ihres ursprünglichen Volumens auf. Die Reaktionen vollziehen sich somit nicht an einer 
statischen Trägermatrix, sondern innerhalb eines gut solvatisierten Gels, das 
bewegliche, für die Reagentien zugängliche Ketten enthält.  
Die Anknüpfung der ersten Aminosäure kann über Ester-, Amid- oder 
Hydrazidbindungen erfolgen, wobei bevorzugt Esterverknüpfungen zum Einsatz 
kommen (Abbildung 24, Schritt II).  
Der sich wiederholende Deblockierungs/Kupplungs-Cyclus wird durch die selektive 
Abspaltung der Nα-Aminoschutzgruppe eingeleitet (Abbildung 24, Schritt III). Unter 
den mehr als 130 entwickelten Schutzgruppen für die α-Amino-Funktion 140 finden die 
acidolytisch abspaltbare Boc-Gruppe 141 sowie die, mittels verdünnter Piperidinlösungen 
entfernbare, Fmoc-Gruppe 142 bevorzugt Anwendung. 
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In dem sich anschließenden Kupplungsschritt wird die freie Amin-Funktion mit einer 
weiteren Nα-geschützten Aminosäure umgesetzt (Abbildung 24, Schritt IV). Als 
Kupplungsstrategien werden hierbei meist Carbodiimid- sowie Aktivestermethoden 
angewandt.143 
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Abb. 24: Schematischer Verlauf der Peptid-Festphasensynthese nach Merrifield 
(L = Linker bzw. Anker, Y = Nα-Aminoschutzgruppe). 

 
Auf der letzten Stufe der Festphasensynthese wird das synthetisierte Peptid vom 
Polymerharz abgespalten (Abbildung 24, Schritt VI). Der unlösliche Träger kann 
anschließend durch Filtration von dem nun in Lösung vorliegenden Peptid abgetrennt 
werden. Die Aufreinigung des Rohproduktes gelingt meist durch „Reversed-Phase 
(RP)“ HPLC. 
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1.1.3.2 Festphasensynthese 

Die Festphasensynthese des Liganden für die nachfolgende Affinitätschromatographie 
ist in Abbildung 25 dargestellt.  
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Abb. 25: Schema der Festphasensynthese von Boc-Gly-(Py)4-β-Dp (66) ausgehend von 
Boc-β-Pam-Harz: (i) 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3; (ii) Boc-Py-OBt, DIEA, DMF; 
(iii) 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3; (iv) Boc-Py-OBt, DIEA, DMF; (v) 80 % 
TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3; (vi) Boc-Py-OBt, DIEA, DMF; (vii) 80 % TFA/CH2Cl2, 
0.4 M PhOCH3; (viii) Boc-Py-OBt, DIEA, DMF; (ix) 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M 
PhOCH3; (x) Boc-Gly-OH, HBTU, DIEA; (xi) (N, N)-Dimethylaminopropylamin (Dp), 
55 °C. 

 
Als polymerer Träger kommt ein mit Boc-β-Alanin funktionalisiertes Pam-Harz 
(Korngröße 100-200 mesh) zum Einsatz, das einen Belegungsgrad von etwa 0.2 mmol/g 
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Harz aufweist.144 Alle Schritte der Festphasensynthese werden in dem 
Syntheseautomaten „Model 90“ der Firma Advanced ChemTech durchgeführt, wobei 
das Protokoll so geschrieben wird, dass sowohl die Lösungen der Monomere bzw. der 
Kupplungsreagenzien als auch die Base automatisch von den entsprechenden 
Vorratsgefäßen in das Reaktionsgefäß überführt werden. 
Im ersten Schritt der automatisierten Synthese werden die Schutzgruppen am Harz 
mittels 80 % TFA/CH2Cl2 unter Zusatz von 0.4 M Anisol (PhOCH3) abgespalten. 
Letzteres dient als Abfang-Reagenz („Scavanger“) für das bei der Entschützung 
entstehende Trityl-Kation.145 Um ein vollständiges Entfernen der Boc-Gruppen zu 
gewährleisten wird dieser Vorgang, nachdem das Reaktionsgefäß evakuiert und das 
Harz mit CH2Cl2 gewaschen wurde, wiederholt. Die nachfolgende Anknüpfung des 
ersten N-Methylpyrrol-Bausteins gelingt innerhalb von 180 Minuten.  
Der Grad der Erstbelegung des Harzes wird gravimetrisch nach der im Experimentellen 
Teil (Kapitel D) angegebenen Formel bestimmt.280 Es errechnet sich eine Beladung von 
0.19 mmol/g Harz. 
Die, nach Abspaltung der Boc-Schutzgruppe, durchgeführte direkte Verknüpfung 
zweier heterocyclischer Aminosäuren nimmt 240 Minuten in Anspruch. Nach den in der 
Literatur angegebenen 180 Minuten konnte keine vollständige Belegung des Harzes 
erreicht werden.137 

Die Reaktionskontrolle der einzelnen Kupplungsschritte erfolgt mittels analytischer 
HPLC bzw. HPLC-MS Kopplung, da die freie Amin-Funktion eines nicht umgesetzten 
heteroaromatischen N-Methylpyrrols nicht mittels Farbreaktionen (z.B. Kaiser-Test 146) 
nachgewiesen werden kann. Dazu wird ein Aliquot des Harzes entnommen (etwa 4 mg) 
und nach Zugabe von 100 µl (N, N)-Dimethylaminopropylamin (Dp) 5 Minuten auf 
100 °C erhitzt. Nach Abfiltrieren von der festen Phase werden 5 µl-Proben analysiert.147 
Bei den einzelnen Kupplungsschritten wird eine Kupplungseffizienz von >98 % 
erreicht. 
Die Anknüpfung des endständigen Glycin-Restes gelingt durch eine in-situ Aktivierung 
mit HBTU. Vollständiger Umsatz ist dabei nach einer Kupplungszeit von 120 Minuten 
zu beobachten. 
Die Abspaltung des Oligoamides erfolgt, nach Trocknung im Hochvakuum, in einem 
Glaskolben. Dazu wird (N, N)-Dimethylaminopropylamin zugegeben und 18 h auf 
55 °C erwärmt. Nach Abfiltrieren von der festen Phase wird die Reaktionsmischung 
durch H2O verdünnt und mittels semipräparativer HPLC gereinigt. Abbildung 26 zeigt 
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das analytische Chromatogramm des Oligoamids Boc-Gly-(Py)4-β-Dp (66) nach der 
Trennung.147 Das Produkt wird in Form eines farblosen Feststoffs in 81 %iger Ausbeute 
erhalten. 
 

5 10 15 20 25 30 35 40

0

500

1000

1500

2000

2500

200 250 300 350 400 450 500 550
0

200

600

1000

1400

A
ch

se
na

bs
ch

ni
tte

Zeit [min]
A

ch
se

na
bs

ch
ni

tte

Wellenlänge [nm]

5 10 15 20 25 30 35 40

0

500

1000

1500

2000

2500

200 250 300 350 400 450 500 550
0

200

600

1000

1400

A
ch

se
na

bs
ch

ni
tte

Zeit [min]
A

ch
se

na
bs

ch
ni

tte

Wellenlänge [nm]

5 10 15 20 25 30 35 40

0

500

1000

1500

2000

2500

200 250 300 350 400 450 500 550
0

200

600

1000

1400

A
ch

se
na

bs
ch

ni
tte

Zeit [min]
A

ch
se

na
bs

ch
ni

tte

Wellenlänge [nm]

 
Abb. 26: Analytisches Chromatogramm und zugehöriges UV/VIS-Spektrum des 
Oligoamides Boc-Gly-(Py)4-β-Dp (66) nach semipräparativer Trennung. 

 

1.1.4 Immobilisierung des Oligoamids auf einem polymeren Träger 
Als Träger-Matrix kommt das Fractogel® EMD Epoxy zum Einsatz, das eine 
Anknüpfung des Liganden über reaktive Epoxidgruppen ermöglicht.148 

Um das synthetisierte Peptid auf diesem Polymer zu immobilisieren, muss im ersten 
Schritt die Boc-Schutzgruppe entfernt werden (Abbildung 27). Die nachfolgende 
Anknüpfung erfolgt durch Suspendieren des entschützten Peptids sowie des Fractogels 
in wässrigem Carbonatpuffer (pH 10). Nach viertägigem Rühren bei 40 °C wird das 
Polymer abgesaugt. Nicht umgesetzte Epoxidgruppen werden durch anschließendes 
Erwärmen des peptidbeladenen Harzes (2h, 40 °C) in Tris/HCl-Puffer (pH 8), der 
0.2 mol/l Glycin enthält, deaktiviert. 
Die Belegung des Polymers lässt sich aus der Elementaranalyse von 67 berechnen. Es 
ergibt sich eine Beladung von 0.26 mmol Peptid/g Harz. 
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Abb. 27: Immobilisierung des Oligocarboxamids 66 auf Fractogel® EMD Epoxy. 

 

1.1.5 Untersuchung der Bindungseigenschaften des funktionalisierten 
Polymers Fractogel-Gly-(Py)4-ββββ-Dp an Plasmid-dDNS 

Die Bindung des immobilisierten Oligoamids an dDNS wird photometrisch bestimmt. 
Die Kapazität für die verwendete Desoxyribonukleinsäure kann dabei in einem 
UV-Essay aus der Absorption der Reaktionslösung bei 260 nm errechnet werden. Dazu 
wird das Fractogel-Gly-(Py)4-β-Dp in einem geeigneten Puffer mit der dDNS inkubiert 
und die überstehende Lösung, nach der Abtrennung vom Trägermaterial mittels 
Zentrifugation, analysiert. 
Aufgrund der vier N-Methylpyrrol-Bausteine sollte der immobilisierte Ligand besonders 
an AT-reiche Sequenzen einer doppelhelicalen DNS bzw. eines Plasmids binden. Aus 
diesem Grund wird als Bindungspartner der Vektor „pTriEx�-1 DNA“ eingesetzt.149 Es 
handelt sich dabei um ein Plasmid, das verschiedene poly(AT)-Sequenzen aufweist. Um 
die erhaltenen Ergebnisse einschätzen zu können, wird in einer Vergleichsreihe die 
Bindung dieses Vektors an das Fractogel®-TMAE HiCap,150 dessen Eigenschaften 
bekannt sind, untersucht. Hierbei handelt es sich um einen kommerziell erhältlichen 
Ionentauscher, der als Affinitätsgruppe das quartäre Ammoniumsalz 
Trimethylaminoethyl trägt. Der deaktivierte Fractogel® EMD-Basisträger dient als 
Negativkontrolle für die Versuche. Die Deaktivierung wurde analog zu oben 
Beschriebenem durchgeführt. 
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Als günstigster Puffer für die Messungen hat sich ein 10 mM TrisHCl-Puffer (pH 7) 
erwiesen, dem 10 mM NaCl sowie 1 mM EDTA zugesetzt werden. Bei Verwendung 
von höheren Salzkonzentrationen (500 mM bzw. 1000 mM NaCl) zeigte sich eine 
niedrigere Kapazität für das verwendete Plasmid, wohingegen eine Änderung des 
pH-Wertes nur einen geringen Einfluß auf die Bindung hat. Die erhaltenen Ergebnisse 
sind in Tabelle 1 dargestellt. 
 

 Fractogel-Gly-(Py)4-β-Dp 
(20-40µm) 

Fractogel®-TMAE HiCap 
(40-90µm) 

Liganden-Dichte ≈ 50 µmol/ml ≈100 µmol/ml 
Kapazität für 

„pTriExTM-1 DNA“ 

 

≤ 200 µg/ml 
 

2000 µg/ml 

Bindungszeit Stunden Minuten 
Tab. 1: Ergebnisse des UV-Assays für die Bindung von „pTriExTM-1 DNA“ an 
Fractogel-Gly-(Py)4-β-Dp (67) bzw. Fractogel®-TMAE HiCap. 

 
Das synthetisierte Fractogel-Gly-(Py)4-β-Dp (67) zeigt eine Kapazität für 
„pTriExTM-1 DNA“, die, bei Zugrundelegung gleicher Ligandendichten der beiden 
funktionalisierten Polymere, etwa um den Faktor 5 kleiner ist als die des untersuchten 
Ionentauschers. Dies wäre zwar für eine effiziente Aufreinigung von Plasmiden 
verhältnismäßig gering, für eine Trennung von dDNS-Fragmenten aber möglicherweise 
ausreichend. 
Die Bindungszeit, d.h. die Inkubationszeit, nach der eine maximale Kapazität erreicht 
wird, beträt im Falle des Fractogel-Oligoamid-Harzes mehrere Stunden, wohingegen 
das Maximum bei dem Ionentauscher schon nach wenigen Minuten beobachtet wird. 
Probleme ergeben sich allerdings beim Resuspendieren des funktionalisierten Polymers. 
Nach Erhitzen in dem verwendeten Bindungspuffer (5 min, 80 °C) zeigt sich eine 
deutliche Zunahme der Absorptionswerte im Bereich zwischen 230 und 320 nm. Dies 
deutet darauf hin, dass die Bindung zwischen dem Oligoamid und dem polymeren 
Trägermaterial unter diesen Bedingungen nicht stabil ist. Offensichtlich ist das 
Fractogel® EMD Epoxy als Matrix für diese Verwendung nicht geeignet. In weiteren 
Experimenten müssten demnach Harze eingesetzt werden, die eine stabilere Bindung zu 
dem Affinitätsliganden ausbilden. 
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1.2 Wege zur Entwicklung eines Biosensors für die 
sequenzspezifische Erkennung von dDNS in Lösung2 

1.2.1 Einführung 
Die Entwicklung von Biosensoren beispielsweise zur Diagnose von Krankheiten, zur 
Entwicklung von Arzneistoffen oder zum Studium biomolekularer Reaktionen ist von 
großem Interesse.151 Das grundlegende Aufbauprinzip derartiger Sensoren besteht in der 
Kopplung einer spezifischen (siehe Kapitel 1.1.1 des Hauptteils) Ligand-Rezeptor 
Wechselwirkung mit einer signalgebenden Einheit. Der jeweilige Ligand wird dabei in 
der Mehrzahl der Fälle über eine endständige Alkan-Thiol-Einheit auf einer planaren 
Metalloberfläche, meist Gold, immobilisiert. Monoschichten solcher Thiole, sogenannte 
„Self Assembled Monolayers (SAMs)“ 152 weisen ideale Strukturmerkmale für das 
Studium der molekularen Erkennung an festen Oberflächen auf.153 

Bis zum heutigen Zeitpunkt sind eine Vielzahl von Biosensoren basierend auf 
optischen,154 radioaktiven,155 elektrochemischen,156 piezoelektrischen,157 
magnetischen,158 mikromechanischen159 oder massenspektrometrischen 160 
Signaltransduktions-Methoden entwickelt worden. Unter den verschiedenen Techniken 
kommen in vielen affinitäts-biosensorischen Anwendungen, wie beispielsweise dem 
Studium von Protein-DNS Interaktionen,161 vor allem optische Detektionsmethoden, 
basierend auf der sogenannten „Surface Plasmon Resonance (SPR)“,162-164 zum 
Einsatz.154,165 Mittels dieses Verfahrens können geringe Änderungen der 
Brechungsindices an der Grenzfläche zwischen einem Analyten und einer 
Metalloberfläche, die aus der Wechselwirkung eines Rezeptors mit dem immobilisierten 
Liganden resultieren, spektroskopisch detektiert werden.151,165b  
Im Folgenden soll ein N-Methylpyrrol-Oligoamid synthetisiert werden, welches über ein 
endständiges Cystein auf einer Goldoberfläche verankert werden kann. Mittels des 
Ethidiumbromid-Verdrängungs-Essays soll ein möglicher Einfluss des endständigen 
Cystein-Bausteins auf die Bindungskonstante dieses Derivates mit dDNS untersucht 
werden. Die Bindungseigenschaften dieses immobilisierten Liganden mit 
Oligonukleotiden sollen anschließend SPR-spektroskopisch untersucht werden. 
 

                                              
2 Das Projekt wurde in Zusammenarbeit mit der Firma Graffinity, Heidelberg durchgeführt. 
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1.2.2 Festphasensynthese 
Die Darstellung des Bausteins Boc-Cys(pMB)-Gly-(Py)4-β-Dp (68, Abbildung 28) 
erfolgt in Analogie zu der in Kapitel 1.1.3.2 besprochenen Festphasensynthese. Als 
Monomer kommt wiederum der am N-Terminus geschützte Aktivester des 
N-Methylpyrrols (65, Abbildung 23) zum Einsatz. Die Anknüpfung des endständigen 
Seitenketten-geschützten Cysteins Boc-Cys(pMB)-OH gelingt durch eine in-situ 
Aktivierung mit HBTU unter Zusatz der Base DIEA. Vollständiger Umsatz ist dabei 
nach einer Kupplungszeit von 120 Minuten zu beobachten. 
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Abb. 28: Struktur von Boc-Cys(pMB)-Gly-(Py)4-β-Dp (68, pMB: p-Methoxybenzyl). 

 
Nach Abspalten von der festen Phase und Aufreinigung mittels semipräparativer HPLC 
(Abbildung 29) wird 68 in Form eines farblosen Feststoffs in 85 % Ausbeute 
erhalten.147 
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Abb. 29: Analytisches Chromatogramm und zugehöriges UV/VIS-Spektrum des 
Oligoamides Boc-Cys(pMB)-Gly-(Py)4-β-Dp (68) nach semipräparativer Trennung. 
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1.2.3 Immobilisierung und Bindungseigenschaften 
Die Bindungskonstante von Boc-Cys(pMB)-Gly-(Py)4-β-Dp (68) an dDNS kann über 
die Verdrängung von interkaliertem Ethidiumbromid (EtBr) bestimmt werden.47 Die 
Messungen werden in Wasser unter physiologischen Bedingungen mit einem 
Tis/HCl-Puffer (pH 7.4, 50 mmol/l NaCl) bei Raumtemperatur durchgeführt. Als 
Oligonukleotid wird Kalbs-Thymus dDNS verwendet, welche sowohl AT- als auch 
GC-Basenpaare aufweist. Die Bindungskonstante errechnet sich nach folgender Formel:  
 

 

c(EtBr) × K(EtBr) = c(68) × K(68) 
c: Konzentration [l-1] 
 

K: Bindungskonstante [M-1] 
 
Diese Beziehung gilt genau dann, wenn nach Zugabe eines definierten Volumens der 
Lösung von 68 die Hälfte der Ausgangsfluoreszenzintensität erreicht wird (sogenannter 
50 %-Wert). 
Die Konzentration des Ethidiumbromids (1.30 × 10-6 l-1) sowie dessen 
Bindungskonstante an dDNS (1 × 107 M-1) sind bekannt.166,167 Die Konzentration von 
68 lässt sich aus dem bis zum 50 %-Wert zugegebenen Volumen berechnen. 
Für die Bindungskonstante von Boc-Cys(pMB)-Gly-(Py)4-β-Dp (68) wird ein Wert von 
1 × 104 M-1 erhalten.168 Dieser Wert liegt im Bereich der Affinitäten vergleichbarer 
literaturbeschriebener Verbindungen.75 

Um das Derivat auf einer Goldoberfläche immobilisieren zu können, muss die 
pMB-Schutzgruppe an der Schwefel-Funktion abgetrennt werden. Die Abspaltung, bei 
der gleichzeitig der N-Terminus entschützt wird, gelingt mit siedender TFA (75 °C, 
1 h). Die Vollständigkeit der Freisetzung wird massenspektrometrisch verifiziert.  
Das so erhaltene Thiol-Derivat wird ohne weitere Aufreinigung auf einer Gold-
überzogenen Glasoberfläche immobilisiert. Da es sich hierbei um eine von der Firma 
Graffinity entwickelte Technologie handelt, können keine näheren Angaben bezüglich 
der Durchführung gemacht werden. 
Bei dem anschließenden Screening gegen eine geeignete dDNS konnte keine Bindung 
beobachtet werden.169 Dieser Befund kann durch unterschiedliche Überlegungen erklärt 
werden. Zum einen könnte durch die Immobilisierung auf der Goldoberfläche die 
Bindungskonstante des Oligoamids mit dDNS erniedrigt werden. Da die untere 
Detektionsgrenze dieses Verfahrens im millimolaren Bereich liegt (entspricht 
Bindungskonstanten von 103) könnten eventuell auftretende Wechselwirkungen bei 
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einer Erniedrigung der Bindungskonstante um den Faktor 10 nicht mehr erfasst werden. 
Zum anderen wird durch die Verankerung auf der Oberfläche eine antiparallele „side by 
side“ Einlagerung der Oligoamidstränge in die kleine Furche der dDNS verhindert. Dies 
geht ebenfalls mit einer Verringerung der Bindungskonstante einher. Abhilfe könnte die 
Synthese von längeren Oligoamid-Sequenzen mit Hairpinstruktur schaffen, die höhere 
Affinitäten mit doppelsträngiger Desoxyribonucleinsäure aufweisen (siehe Kapitel 2 der 
Einleitung). 
Des Weiteren ist es denkbar, dass sich die immobilisierten Oligoamide parallel zur 
Oberfläche anordnen, was eine Bindung an dDNS verhindern würde. In diesem Falle 
müssten die Thiol-Spacer variiert werden. 
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2 Synthese und Eigenschaften eines potentiell sequenz-
spezifisch DNS-hydrolysierenden Kobalt(III)-Cyclen 
Komplexes3 

 

2.1 Einführung 
Die hohe Stabilität von DNS − sie hydrolysiert unter physiologischen Bedingungen mit 
einer Halbwertszeit von 200 Millionen Jahren 170− ist im Hinblick auf die Speicherung 
der genetischen Information von großer Bedeutung. Neben einer Reihe von 
Hydrolyseenzymen sind auch verschiedene Metallionen in der Lage, das Phosphat-
Rückgrat der DNS zu spalten. So hydrolysieren insbesondere Lanthanoidionen 171 und 
Kobalt(III)komplexe unterschiedlicher Aza-Verbindungen 172-174 Phosphorsäurediester. 
Die direkte Untersuchung der Hydrolyseaktivität von Metallkomplexen gegenüber DNS 
ist analytisch schwierig.175 Bisnitrophenylphosphorsäurediester (BNPP), der unter 
physiologischen Bedingungen ebenfalls nur langsam hydrolysiert (k = 1.1•10-11s-1) wird 
daher vielfach als Modellsubstanz verwendet. Abbildung 30 zeigt exemplarisch den 
Mechanismus der hydrolytischen Spaltung dieses Esters durch das Kobalt(III)-Cylen 
69.176,177 Zur Spaltung des Phosphordiesters sind zwei Wassermoleküle nötig, die 
benachbart zueinander in der oktaedrischen Koordinationssphäre des Kobalts vorliegen 
müssen. Im Verlauf der Hydrolyse wird ein H2O gegen BNPP ausgetauscht, während 
das zweite Wassermolekül die entstandene P-O-Bindung intramolekular angreift 
(Abbildung 30). Die Aufnahme der Kinetik beruht auf der Messung des UV-
spektroskopischen Detektion des entstehenden p-Nitrophenolats, das bei 400 nm eine 
charakteristische Absorption zeigt. 

 

                                              
3 Die Experimente wurden in Zusammenarbeit mit M. Subat durchgeführt. 
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Abb. 30: Mechanismus der hydrolytischen Spaltung von BNPP durch Kobalt(III)-Cyclen 
69. 

 
Die Wechselwirkung derartiger Komplexe mit dem Phosphat-Rückgrat der DNS sind 
jedoch weitgehend unspezifisch, weshalb keine bevorzugte Position für die 
Phosphorsäureesterspaltung zu erwarten ist. Eine Verbindung, die aus einer 
sequenzspezifisch bindenden Einheit und einem hydrolyseaktiven Kobalt(III) Komplex 
aufgebaut ist, könnte hingegen den Weg für eine sequenzspezifische Hydrolyse der 
DNS ebnen. Abbildung 31 zeigt eine derartige Zielstruktur, die von M. Pelka 176 und M. 
Rödel 177 synthetisiert wurde. Die Sequenzspezifität des Komplexes wird hierbei durch 
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ein N-Methylpyrrolcarboxamid erreicht, das über ein endständiges β-Alanin an den 
freien C-Terminus eines funktionalisierten Cyclen-Derivates gekoppelt wurde. 
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Abb. 31: Kobalt(III)-Cyclen Komplex 70 von M. Pelka und M. Rödel. Die gestrichelte 
Linie zeigt die Verknüpfungsstelle der beiden synthetisierten Teilstrukturen. 

 
Im Gegensatz zu dem unsubstituierten Kobalt(III)-Cylen 69 zeigt der Komplex 70 
keinerlei Hydrolyseaktivität gegenüber verschiedenen Phosphorsäurediestern.176,177 Die 
Autoren führen diese Ergebnisse auf die Rückkoordination der benachbarten 
Carbonylgruppe an das Kobalt zurück (Abbildung 32). Dadurch wird das für die 
Hydrolyse nötige Wassermolekül (siehe Abbildung 30) aus der Koordinationssphäre des 
Kobalts verdrängt, was den beobachteten Verlust der Hydrolyseaktivität des Komplexes 
70 zur Folge hätte.  
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Abb. 32: Mögliche Rückkoordination der benachbarten Carbonyl-Gruppe an das Kobalt 
des Komplexes 70. 

 
Basierend auf diesen Untersuchungen soll im Folgenden die Synthese eines Komplexes 
beschrieben werden, dessen Teilstrukturen über einen starren Spacer verbrückt sind. 
Dies soll eine mögliche Rückkoordination der Oligoamidkette an das Kobalt 
verhindern. In ersten UV-spektroskopischen Messungen soll die Hydrolyseaktivität des 
synthetisierten Komplexes gegenüber BNPP untersucht werden. 
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2.2 Synthese des Kobalt(III)-Cyclen Komplexes 
Die Synthese des Zielmoleküls beginnt mit der Darstellung der sequenzspezifisch 
bindenen Einheit. Hierbei wird das dimere N-Methylpyrrolcarboxamid 73 aufgebaut, 
das anschließend über den freien C-Terminus an ein geeignetes Cyclen-Derivat 
gekuppelt wird. Da die Synthese literaturbekannt ist, soll im Folgenden nur kurz darauf 
eingegangen werden.178 
Die Umsetzung der freien Säure 71, die durch Verseifung des bereits beschriebenen 
Methylesters 62 (siehe Abbildung 23) erhalten wird, mit Thionylchlorid in THF unter 
DMF-Katalyse liefert das Säurechlorid 72 (Abbildung 33). Parallel dazu wird die Nitro-
Gruppe von 62 mittels Wasserstoff und Pd/C (10 % Pd) in EtOAc reduziert. Das so 
erhaltene instabile Amin wird in situ mit 72 umgesetzt. Nachfolgende Abspaltung des 
Esters liefert das C-terminal ungeschützte Dimer 73. 
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Abb. 33: Darstellung des dimeren N-Methylpyrrolcarboxamid-Derivates 73. 

 
Im zweiten Teil der Synthese muss ein Cyclen-Derivat mit einer freien NH2-Funktion 
aufgebaut werden, über die das Oligoamid 73 angekuppelt werden kann. Dazu wird das 
1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclo-dodecan 74 179 mit dem Sanger-
Reagenz 1-Fluor-2,4-dinitrobenzol unter Zusatz von NaHCO3 in Acetonitril zum 
Derivat 75 umgesetzt (Abbildung 34).180 Anschließende Reaktion der Dinitro-
verbindung mit Natriumsulfid/Schwefel liefert das Mono-Reduktionsprodukt 76 in 
guten Ausbeuten.181 Wird die Reaktionsmischung 40 min bei 90 °C belassen, kann das 
Diamin 77 isoliert werden. Die Ausbeuten bei dieser Reaktion sind allerdings nur 
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schlecht. Einen effektiveren Zugang zu dem Diamino-Derivat liefert hingegen die 
Reduktion von 75 mit Wasserstoff unter Palladium-Katalyse. Nach 48 h bei 
Raumtemperatur wird 77 in Form eines schwach gelben Feststoffs in 74 %iger 
Ausbeute isoliert. Dadurch eröffnet sich die Möglichkeit, einen Komplex mit zwei 
Oligoamid-Seitenketten aufzubauen. Im Folgenden wird als eine erste Testverbindung 
nur das einfach derivatisierte Cyclen synthetisiert. 
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Abb. 34: Darstellung der Cyclen-Derivate 76 und 77. 

 
Die Derivate 73 und 76 können nun in DMF unter Peptidkupplungsbedingungen 
miteinander verknüpft werden (Abbildung 35). Als Kupplungsreagenz kommt eine 
Mischung aus HATU, HOAt und der Base Collidin zum Einsatz. Die Cyclen-
Oligoamid-Spezies 78 wird als gelber Feststoff in 82 %iger Ausbeute isoliert. Die 
Abspaltung der BOC-Schutzgruppen erfolgt mit TFA in CH2Cl2 (60:40, v/v) unter 
Zusatz von wenig Methanol, wodurch die dreifach positiv geladene Verbindung 79 in 
quantitativer Ausbeute (gelber Feststoff) erhalten wird. Anschließend werden die 
Amine durch Eluieren über einen stark basischen Ionentauscher freigesetzt (80, 
quantitative Ausbeute, gelber Feststoff). Die nachfolgende Bildung des Kobalt(III)-
Cyclen Komplexes 81-Cl gelingt durch Erhitzen der Verbindung 80 mit 
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Na3[Co(CO3)3]•3H2O in einer Mischung aus Methanol und Wasser. Nach Zugabe von 
konzentrierter HCl fällt der Chloro-Komplex 81-Cl in Form eines gelblich-grünen 
Feststoffs mit quantitativer Ausbeute an. Das hier eingesetzte Kobalt(III)-Salz lässt sich 
in einer literaturbekannten Synthese durch Oxidation von Co(NO3)2•3H2O mit 
Wasserstoffperoxid darstellen.182  
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Abb. 35: Darstellung des Kobalt(III)-Cyclen Komplexes 81-Cl und 81-OH. 

 
Das Überführen des Chloro-Komplexes 81-Cl in den für die Untersuchungen benötigten 
Aquo-Komplex (siehe Abbildung 30) gelingt durch Behandeln mit wässriger NaOH 
(Abbildung 35). 

81-OH wird nun auf Hydrolyseaktivität gegenüber dem BNPP-Ester untersucht. 
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3 Molekulare Erkennung von Naturstoffen mit Imid-
Einheiten durch polymergebundenes Zink(II)-Cyclen4 

 

3.1 Einführung 
Reversible koordinative Metall-Ligand Wechselwirkungen treten in vielen biologischen 
Systemen auf.183-186 Da die natürlichen Rezeptoren sehr komplex sind, wird dieses 
Bindungsmotiv anhand kleinerer Moleküle studiert. Als Modellverbindungen kommen 
häufig Azamakrocyclen zum Einsatz, mit Hilfe derer das Metallatom gebunden 
wird.187-190 Vor allem Zink-Komplexe des 1,4,7,10-Tetraazacyclododekans (Cyclens)179 
besitzen dabei interessante Anwendungen im Bereich der molekularen Erkennung und 
Katalyse.191 

Abbildung 36 zeigt die Struktur von Zn(II)-Cyclen in Wasser. Der Komplex besitzt eine 
leicht verzerrte quadratisch-planare Geometrie, wobei das zentrale Metallatom aus der 
Ebene, die von den vier Stickstoffatomen gebildet wird, herausragt. Ein axial 
gebundenes Wassermolekül vervollständigt die Koordinationssphäre. 
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Abb. 36: Struktur und Koordinationssphäre von Zn(II)-Cyclen in Wasser. 

 
Eine charakteristische und für die molekulare Erkennung wichtige Eigenschaft von 
Zn(II)-Cyclen ist die Lewis-Acidität. Das koordinierte Wassermolekül besitzt einen 
pKs-Wert von 7.9,192 was deutlich saurer ist als der pKs von 9.0 193 für freie, solvatisierte 
Zn2+-Ionen in wässriger Lösung. 

                                              
4 Die Ergebnisse dieses Projekts wurden bereits veröffentlicht: König, B.; Gallmeier, H.-C.; 
Reichenbach-Klinke, R.; Chem. Commun. 2001, 2390-2391. Die Experimente wurden in 
Zusammenarbeit mit R. Reichenbach-Klinke durchgeführt. 
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Das axial koordinierende Wasser kann durch andere Lewisbasen ersetzt werden. So 
kann beispielsweise eine deprotonierte Imid-Funktion durch 82 gebunden 
werden,194-196 wobei der negativ geladene Stickstoff an das Lewis-acide Metallatom 
koordiniert (Abbildung 37). Diese Bindung wird zudem durch Wasserstoffbrücken 
zwischen den NH-Funktionen des Cyclens und den Carbonyl-Sauerstoffen des Imids 
verstärkt. 
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Abb. 37: Bindung einer Imid-Funktion an Zn(II)-Cyclen 82. 

 

Diese erstmals von der Arbeitsgruppe um Kimura beobachtete Zn(II)-Cyclen – Imid 

Koordination194 wurde zum Aufbau vieler künstlicher Rezeptoren für Barbiturate,197 

Thymine198 und Flavine196 verwendet.  

 

3.2 Synthese von polymergebundenem Zn(II)-Cyclen 
Die quantitative Bestimmung von Vitamin B 2 (Riboflavin) im Urin, in Blutplasma und 
in Vitamintabletten ist von analytischer Bedeutung.199-201 Daher soll nun, basierend auf 
der oben besprochenen Zn(II)-Cyclen – Imid Bindung, eine quantitative Analytik von 
Riboflavin entwickelt werden.  
Um dies zu erreichen, wird zunächst ein Polymer mit Zn(II)-Cyclen Bindungsstellen 
funktionalisiert. Dazu wird das 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan 74 179 an Fractogel® EMD Epoxy 148 (siehe auch Kapitel 1.1.4) gekoppelt. 
Nach dem Deaktivieren der verbleibenden reaktiven Epoxidgruppen werden die 
Boc-Schutzgruppen durch Behandlung mit TFA abgespalten (Abbildung 38). Die 
Beladung des Polymers lässt sich aus der Elementaranalyse von 83 berechnen. Es ergibt 
sich eine Belegung von 0.14 mmol Cyclen/g Polymer.  
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Abb. 38: Synthese des polymergebundenen Cyclens 83. 

 
Die Darstellung des entsprechenden Zn(II)-Komplexes erfolgt durch Umsetzung von 83 
mit einer wässrigen Zink(II)-perchlorat-hexahydrat Lösung (Abbildung 39). Die, 
ebenfalls mittels Elementaranalyse bestimmte, Beladung des Komplexes 84 
(0.15 mmol Zn(II)-Cyclen/g Polymer), zeigt im Rahmen der Fehlergrenze gute 
Übereinstimmung mit dem für 83 erhaltenen Wert. Daraus lässt sich eine vollständige 
Komplexierung der Azamacrocyclen durch Zn2+ schlussfolgern. 
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Abb. 39: Synthese des polymergebundenen Zn(II)-Cyclen Komplexes 84. 

 

3.3 Molekulare Erkennung von Vitamin B2 

3.3.1 Bindung von Riboflavin bzw. Riboflavintetraacetat an 84 
Aufgrund der großen Anzahl von Bindungsstellen auf dem funktionalisierten Polymer 
84, sollte eine quantitative Isolierung von Flavin aus einer wässrigen Lösung möglich 
sein. Um dies zu verifizieren, werden 1.0 g des funktionalisierten Harzes 84 in eine 
Chromatographiesäule gefüllt und 10 ml einer physiologischen Riboflavinlösung 
(c = 4.9 × 10-5 mol/l in Tris/HCl-Puffer, pH 7.4) über das Polymer gegeben.  
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Abb. 40: UV/VIS-Spektren der verschiedenen Pufferlösungen. 

 
Wie in Abbildung 40 deutlich zu erkennen ist, wird das Riboflavin quantitativ 
gebunden. Die typischen Absorptionen des Flavins sind im Eluat nach dem Passieren 
der polymerbeladenen Säule vollständig verschwunden. Das gebundene Flavin kann 
anschließend mit einem schwach sauren Puffer (Acetatpuffer, pH 4.4) wieder 
vollständig vom Polymer gewaschen werden. Das erhaltene Spektrum der sauren 
Waschlösung ist identisch mit dem der Riboflavin-Stammlösung. 
Um sicherzustellen, dass es sich bei der beobachteten Bindung nicht nur um Adsorption 
am polymeren Material handelt, wird ein Kontrollexperiment mit einem Fractogel® 
EMD Epoxy durchgeführt, welches durch Behandeln mit Glycin deaktiviert wird und 
keine Bindungsstellen für Flavin aufweist. Nachfolgend wird eine 
Riboflavintetraacetatlösung (c = 5.5×10-5 mol/l in Tris/HCl-Puffer, pH 7.4) über die 
beiden Polymere gegeben. Die erhaltenen Eluate werden anschließend UV/VIS-
spektroskopisch analysiert. Abbildung 41 zeigt, dass durch das nicht-funktionalisierte 
Harz nur ein geringer Teil des Riboflavintetraacetats zurückgehalten wird, der durch 
anschließendes Nachspülen mit reinem Puffer aber leicht wieder vom Polymer 
gewaschen werden kann. Dies lässt auf unspezifische Adsorptionen des Vitamin 
B2-Derivates an das Harz schließen. 
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Abb. 41: Vergleich der UV-Spektren von 84 mit einem Polymer ohne Zn(II)-Cyclen 
Bindungsstellen. 

 

3.3.2 Quantitative Bestimmung von Riboflavin in einer Vitamintablette 
Nachdem gezeigt werden konnte, dass eine reversible Bindung von Riboflavin an dem 
funktionalisierten Polymer 84 möglich ist, soll im Folgenden eine quantitative Analytik 
des Flavins in einer Vitamintablette 5 durchgeführt werden. Dazu wird die Tablette in 
Wasser gelöst und durch Zugabe von NaOH ein pH-Wert zwischen 8 und 9 eingestellt. 
Im Absorptionsspektrum der Vitamintablette (Abbildung 42) sind neben anderen 
Banden die charakteristischen Peaks des Riboflavins zu erkennen. Letztere Signale sind 
nach dem Eluieren der Lösung über das Polymer 84 vollständig verschwunden. Das 
Flavin wird demnach quantitativ am Polymer gebunden. Nach anschließendem Waschen 
des Harzes mit Acetatpuffer pH 4.4 sind im Spektrum der Waschlösung nur die 
typischen Absorptionsbanden von Riboflavin zu erkennen. Daraus lässt sich folgern, 
dass von der Vielzahl der in der Vitamintablette enthaltenen Substanzen ausschließlich 
das Flavin gebunden wird. Die quantitative Auswertung des Absorptionsspektrums der 
Waschlösung ergibt einen Riboflavingehalt von 1.7 mg pro Tablette. Dieser Wert zeigt 
im Rahmen der Fehlergrenzen eine gute Übereinstimmung mit der Herstellerangabe 
(1.6 mg/Tablette). 

                                              
5 Die Vitamintablette mit Orangengeschmack der Firma Krüger GmbH enthält in 100 g neben 35.6 mg 

Riboflavin: Vitamin B1 (31.1 mg), Vitamin B6 (44.4. mg), Nicotinamid (400 mg), Folsäure (4.4 mg), 
Vitamin B12 (22.2 µg), Biotin (3.3 mg), Vitamin C (1.33 g), Vitamin E (222 mg), Pantothensäure 
(133 mg), Kohlenhydrate (7.2 g). Weitere Zutaten sind: Citronensäure, Fructose, Stärke, 
Natriumbicarbonat, Farbstoff aus Roter Beete, Natriumcyclamat und Natriumsaccharin.  
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Abb. 42: UV/VIS-Spektren der verschiedenen Lösungen. 

 

3.4 Molekulare Erkennung von Kreatinin 

3.4.1 Einführung 
Kreatinin ist das Endprodukt des Muskelstoffwechsels und entsteht spontan und 
irreversibel durch Cyclisierung von Kreatin. Der Kreatinin-Gehalt im Blut bzw. Urin ist 
direkt proportional zur Muskelmasse eines Individuums. Da die täglich ausgeschüttete 
Menge an Kreatinin konstant ist, kann diese Verbindung als endogener Stoff für die 
Bestimmung der glomerulären Filtrationsrate verwendet werden.3 Sowohl die Analytik 
als auch die molekulare Erkennung von Kreatinin besitzen daher großes 
Anwendungspotential in der Medizin.202 
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Abb. 43: Durch potentiometrische pH-Titration bestimmte pKs-Werte von Kreatinin in 
Wasser. 

 
Kreatinin-hydrochlorid besitzt zwei acide Wasserstoffatome mit pKs-Werten von 4.9 
und 13.4 (Abbildung 43). 
Bei der potentiometrischen pH-Titration von Kreatinin-hydrochlorid mit Zn(II)-Cyclen 
(Abbildung 44) in Wasser wird eine Affinitätskonstante von logK = 6.8 gemessen. Im 
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Spezies-Verteilungsdiagramm (Abbildung 45) ist zu erkennen, dass bereits bei einem 
pH-Wert von 8.4 die Hälfte des Kreatinins an das Zn(II)-Cyclen gebunden ist. Die 
Bindungskonstante zwischen Zn(II)-Cyclen und Kreatinin ist etwa um eine 
Größenordnung höher als diejenige zwischen Zn(II)-Cyclen und verschiedenen Imiden 
(siehe Kapitel 3.1). Allerdings ist dieser Unterschied nicht groß genug, um eine 
Selektivität gegenüber Imiden, wie beispielsweise Riboflavin oder Thymidin, zu 
erhalten. 
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Abb. 44: Potentiometrische pH-Titration von Kreatinin-hydrochlorid und Zn(II)-Cyclen. 
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Abb. 45: Spezies-Verteilung im System Kreatinin – Zn(II)-Cyclen. 

 
Die Koordination von Kreatinin an Zn(II)-Cyclen konnte zudem durch eine 
Röntgenstrukturanalyse verifiziert werden (Abbildung 46).203 Durch langsames 
Eindampfen einer äquimolaren Lösung aus Kreatinin und Zn(II)-Cyclen in wässriger 
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NaOH werden farblose Cokristalle erhalten, die vermessen werden können. Der 
Abstand zwischen N 5 und Zink beträgt in der Kristallstruktur 1.996 Å. Dieser Wert ist 
vergleichbar mit dem Abstand von 2.053 Å zwischen dem imidischen Stickstoff und 
dem Zink(II) in der Röntgenstruktur von Zn(II)-Cyclen mit 3’-Azido-3’-deoxy-
thymidin.194 Die Ebene des Kreatinins liegt in etwa zwischen N 1 und N 2 bzw. N 3 und 
N 4, was an den Abständen zwischen O 1−N 1(3.175 Å) und O 1−N 2 (3.244 Å) bzw. 
N 7−N 3 (4.080 Å) und N 7−N 4 (3.915 Å) deutlich wird. Diesen Werten zufolge 
könnten Wasserstoffbrückenbindungen zwischen O 1 und N 1 bzw. N 2 möglich sein. 
Daneben enthält die Elementarzelle ein Wassermolekül, welches deutlich näher an N 3 
als an N 4 lokalisiert ist (O 2−N 3: 3.113 Å, O 2−N 4: 5.116 Å). Aufgrund dieser 
Abstände sind H-Brücken dieses Kristallwassers zu den beiden nächstgelegenen 
Aminen N 3 und N 7 denkbar (O 2−N 7: 3.395 Å). 
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Abb. 46: Röntgenstruktur eines Cokristalls aus Zn(II)-Cyclen und Kreatinin (Die 

Schwingungsellipsoiden zeigen 50 % Aufenthaltswahrscheinlichkeit an).204 Die 
Elementarzelle enthält zusätzlich ein Wassermolekül und zwei Perchlorat-Anionen 
(letztere sind aus Gründen der Übersichtlichkeit hier nicht abgebildet). 

 

3.4.2 Anreicherung von Kreatinin aus hochverdünnten Lösungen  
Wie in Kapitel 3.3.2 gezeigt werden konnte, ist mittels des polymergebundenen 
Zn(II)-Cyclen Komplexes 84 eine quantitative Isolierung von Naturstoffen mit Imid-
Strukturen möglich. Kreatinin (siehe Abbildung 43), welches eine zu dieser Gruppe 
isoelektronische Einheit besitzt,205 sollte ebenfalls durch das funktionalisierte Harz 84 
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gebunden werden können. Ziel der nachfolgenden Untersuchungen ist es, Kreatinin aus 
hochverdünnten Lösungen (µM) anzureichern. Die Bestimmung der 
Wiederfindungsrate dieses Naturstoffs im Eluat nach Passieren von 84 soll anschließend 
unter Verwendung der HPLC erfolgen. 
Dazu werden 1.0 g des Polymers 84 in eine Chromatographiesäule gefüllt und 1000 ml 
einer Kreatininlösung (c = 1.0 × 10-6 mol/l in Tris/HCl-Puffer, pH 9) über das Harz 
gegeben. Das gebundene Kreatinin kann anschließend mit 10 ml eines schwach sauren 
Puffers (Acetatpuffer, pH 4.4) wieder vom Polymer gewaschen werden, wodurch eine 
Aufkonzentration der Ausgangslösung um den Faktor 100 erreicht wird. Abbildung 47 
zeigt das erhaltene Chromatogramm des Eluats nach Passieren der Säule.  
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Abb. 47: Ausschnitt aus dem Chromatogramm des Eluats nach Passieren der Säule. Zur 
Quantifizierung des Kreatinins wurde anschließend ein Tracer (Acetanilid) zugesetzt. 

 
Der Peak bei einer Retentionszeit von 3.0 min konnte mittels LC-MS-Kopplung dem 
Kreatinin zugewiesen werden. Bei den Signalen mit einer Elutionszeit kleiner 3 min 
handelt es sich zum einen um Artefakte der verwendeten Messmethode 147 zum anderen 
um Peaks, die aus der Pufferlösung stammen. Vor der Aufnahme des Chromatogramms 
wird der Lösung ein interner Standard (IS, „Tracer“) zugesetzt (bei diesen 
Untersuchungen wurde Acetanilid verwendet). Durch Vergleich dieser Lösung mit einer 
Eichlösung bekannter Konzentration kann die Menge an eluiertem Kreatinin 
quantifiziert werden.206-208 

Nach dieser Methode wird für die Konzentration des Eluats ein Wert von 
c = 3.3 × 10-6 mol/l erhalten, was einer relativ geringen Wiederfindungsrate (32 %) des 
eingesetzten Kreatinins entspricht. Offensichtlich reichen die polyvalenten 
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Bindungsstellen in dem funktionalisierten Polymer 84 nicht aus, um eine quantitative 
Bindung des Kreatinins im micromolaren Bereich zu gewährleisten. 
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4 Künstliche Rezeptoren zur Erkennung von 
ββββ-Faltblattstrukturen in Peptiden 

4.1 Einführung 
Die biologischen Funktionen von Proteinen werden neben der Reihenfolge der 
Verknüpfung der einzelnen Aminosäuren vor allem durch die sich ausbildende drei-
dimensionale Struktur bestimmt.1-3 Die sehr komplexe Gesamtstruktur dieser 
Polypeptide lässt sich durch einfachere Elemente wie α-Helices, β-Faltblätter 
(„β-sheets“), „Turns“ oder „Loops“ beschreiben. Neben einer Vielzahl nicht-kovalenter 
Interaktionen, wie elektrostatische oder hydrophobe Wechselwirkungen, sind vor allem 
Wasserstoff-Brücken zwischen den Amidbindungen des Polypeptid-Rückgrates an 
deren Aufbau beteiligt. Sowohl in α-Helices als auch in „β-sheets“ bilden sich durch 
diese H-Brücken regelmäßige, sich wiederholende Sekundärstrukturen aus.209 
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Abb. 48: Schematische Darstellung einer a) parallelen, b) antiparallelen und c) 
gemischten β-Faltblattstruktur. 
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In parallelen β-Faltblattstrukturen beispielsweise werden durch zwei gleichsinnig 
laufende Peptidstränge Wasserstoffbrücken-gebundene Zwölfringe gebildet 
(Abbildung 48a), wohingegen im antiparallelen Struktur-Typ abwechselnd Zehn- und 
Vierzehnringe zwischen den Peptidsträngen geformt werden (Abbildung 48b). Die 
dritte Art der gemischten β-Faltblätter wird in Peptiden seltener beobachtet 
(Abbildung 48c). 
Eine Reihe pathologischer Prozesse ist eng mit der Entstehung derartiger  
β-Faltblattstrukturen und einer anschließenden Proteinaggregation verbunden. So lagern 
sich bei der Alzheimererkrankung „β-sheet“-enthaltende Konglomerate, sogenannte 
β-Amyloide, in Form von Fibrillen im Gehirn ab.210-213 Die Umwandlung von α-Helices 
zu größeren β-Faltblattkomplexen ist charakteristisch für die Creutzfeldt-
Jakob Krankheit, BSE („bovine spongiform encephalopathy“) und andere 
Prionenerkrankungen.214-217 
Liganden, welche die Ausbildung und Aggregation von β-Faltblattstrukturen regulieren, 
verlangsamen oder ganz verhindern können, bieten die Möglichkeit, neue 
therapeutische Strategien zur Behandlung dieser Krankheiten zu entwickeln. Ein 
Ansatz, der unter anderem von der Arbeitsgruppe um Nowick verfolgt wird, ist das 
Design künstlicher β-Faltblattstrukturen.218,219 Die von ihnen dargestellten Mimetika 
sind aus zwei unterschiedlichen molekularen Templaten, einem β-Turn- und einem 
β-Strang-Mimetikum sowie einem oder mehrerer Peptid-Stränge aufgebaut 
(Abbildung 49). Mittels der verwendeten Template werden β-Faltblattstrukturen in dem 
angeknüpften Peptid bzw. in den angeknüpften Peptiden induziert.220-223 Als 
Grundgerüst (β-Turn-Mimetikum) dienen N, N-verknüpfte Oligo-Harnstoff-Derivate, 
welche die angebundenen Peptidstränge in räumliche Nähe zueinander bringen sollen. 
Die Wasserstoff-Brückenbindungsfunktionalitäten werden mittels substituierter 
Aromaten (β-Strang-Mimetikum) nachgeahmt. Hierbei finden intramolekulare 
Wechselwirkungen statt. 
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Abb. 49: Beispiele für künstliche a) Zwei- und b) Drei-Strang β-Faltblatt-Mimetika. 

 
Eine Weiterentwicklung dieser künstlichen „β-sheets“ ist in Abbildung 50 dargestellt. 
Durch den Einbau eines modifizierten Ornithin-Derivates in eine peptidische Sequenz, 
wird in diesem Peptid, ebenfalls in Folge der Ausbildung intramolekularer H-Brücken, 
eine β-Faltblattstruktur induziert.224  
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Abb. 50: Neues β-Faltblatt-Mimetikum 87 nach Nowick und Mitarbeitern. 

 
NMR-spektroskopische Untersuchungen der beiden Zwei-Strang Derivate 85 und 87 
zeigen, dass diese Verbindungen in Chloroform dimere „β-sheets“ mit einer definierten 
Struktur ausbilden.220,224 Dieser Befund ist insofern bemerkenswert, da er hoffen lässt, 
dass derartige oder analoge Mimetika mit spezifischen Protein-Protein-
Wechselwirkungen interferieren können. 
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Fünfring-Heteroaromaten können, neben der bereits besprochenen Erkennung von 
dDNS, ebenfalls zur selektiven Bindung an β-Faltblattstrukturen in Peptiden eingesetzt 
werden. Die erste intermolekulare Stabilisierung eines „β-sheets“ mittels des 
3-Aminopyrazols wurde 1996 von Schrader und Kirsten veröffentlicht.225,226 Durch 
NMR-Titrationen und Kraftfeldrechnungen konnten sie zeigen, dass N/C-geschützte 
Dipeptide zunächst von der Oberseite durch drei und anschließend von der Unterseite 
durch zwei Wasserstoffbrücken gebunden werden. Dieser Erkennungsprozess fixiert das 
Peptid in der thermodynamisch günstigeren β-Faltblattstruktur (Abbildung 51).  
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Abb. 51: 2:1-Komplex zwischen 3-Aminopyrazol und N/C-geschützten Dipeptiden. Die 
Oberseite des Peptides bildet drei H-Brücken mit dem Rezeptor-Molekül aus, auf der 
Unterseite des Peptides werden zwei H-Brücken gebildet (exemplarisch sei hier ein 
N/C-geschützten dimeres Glycin abgebildet). 

 
Mittels verschiedener acylierter 3-Aminopyrazole erreichen sie dabei 
Bindungskonstanten von 880 M-1 in Chloroform. Neben den Substituenten des 
Rezeptors hängt die Stärke der Bindung dabei jedoch stark vom Grad der 
Vororientierung des verwendeten Dipeptides ab. Aminosäuren mit sterisch 
anspruchsvollen Resten, wie beispielsweise Valin, zeigen im Vergleich zum Glycin eine 
größere Tendenz zur Ausbildung von β-Faltblattstrukturen.227 Dementsprechend wird 
für die Bindung eines Pyrazols an Ac-Val-Val-OMe eine etwa um den Faktor drei 
höhere Bindungskonstante im Vergleich zur Bindung eines analogen Rezeptors an 
Ac-Gly-Val-OMe erhalten.226 
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4.2 Problemstellung und Konzeption 
Im Folgenden Teil dieser Arbeit soll nun, basierend auf den oben beschriebenen 
Arbeiten von Schrader und Mitarbeitern, das im Falle der DNS so erfolgreiche Konzept 
heteroaromatischer Oligoamide 228 zur molekularen Erkennung kleiner Peptide und 
Peptidstrukturen genutzt werden. Unser Ansatz basiert dabei auf der Annahme, dass die 
Assoziationskonstante zwischen Ligand und Rezeptor deutlich ansteigt, wenn sich 
anstelle des monomeren Aminopyrazols Di- oder Trimere auf beiden Seiten größerer 
Peptide anordnen. Dies lässt sich durch die Kupplung von künstlichen 
Pyrazolaminosäuren verwirklichen. Dabei ist zu beachten, dass die verknüpften 
Pyrazole und das Peptid im Hinblick auf die Abfolge von Donoren (D) und Akzeptoren 
(A) für eine ideale Bindung ein komplementäres Bindungsmuster aufweisen müssen 
(Abbildung 52a). 
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Abb. 52: a) mögliches Bindungsmuster zwischen einer dimeren Pyrazolaminosäure mit 
3, 5-Substitutionsmuster (am C-Terminus als Methylester geschützt, am N-Terminus 
acetyliert) und einem N/C-geschützten tetrameren Glycin (auf ein zweites Rezeptor-
Molekül, welches − wie in 52 b dargestellt − gleichzeitig an die Unterseite des Peptides 
binden kann, sei aus Gründen der Übersichtlichkeit verzichtet); b) semiempirisch auf 
PM3-Niveau berechnete Molekülgeometrie eines 2:1 Pyrazol/Peptid-Komplexes (die 
gestrichelten Linien symbolisieren die theoretisch möglichen Wasserstoffbrücken 
zwischen dem Peptid und den Pyrazol-Oligoamiden). 

 
Wie von uns durchgeführte theoretische Berechnungen zeigen,229 müssen die beiden 
Funktionalitäten der monomeren Aminosäure in 3,5-Stellung zueinander angeordnet 
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sein, um diese optimale Anordnung in den Dimeren bzw. höheren Homologen zu 
gewährleisten (Abbildung 52b). 
Neben der direkten Verknüpfung der heteroaromatischen Bausteine wird der Einbau 
natürlicher Aminosäuren in die Oligoamidsequenz angestrebt. Dieses Vorgehen hat 
mehrere Gründe. Zum einen soll dadurch die Flexibilität der länger werdenden Kette 
aufrecht erhalten werden, um eventuell auftretende Geometrieunterschiede zwischen 
Substrat und Rezeptor zu vermeiden. Zum anderen soll durch den Einbau chiraler 
Aminosäuren mit sterischem Anspruch (beispielsweise Valin) eine ideale 
Vororientierung der Rezeptoren für eine mögliche Bindung an β-Faltblattstrukturen 
gewährleistet werden. Ferner soll die Alternanz künstlicher und natürlichen 
Aminosäuren die Löslichkeit der neuen Rezeptor-Moleküle in organischen Solventien 
aufrecht erhalten. 
Durch die Aufnahme zweidimensionaler NMR-Spektren (COSY, ROESY) werden 
Hinweise auf mögliche Konformationen der dargestellten Strukturen erwartet. Die 
Bindungseigenschaften der Zielmoleküle an geeignete Peptidstränge sollen mittels 
NMR-Titration sowie CD-spektroskopischen Methoden untersucht werden. 
 

4.3 Darstellung von Pyrazol-Oligoamiden aus monomeren 
Bausteinen mit freiem Ringstickstoff 

4.3.1 Versuch der Synthese in Lösung 
Pyrazol tritt infolge eines Protonen-Austausches zwischen den beiden benachbarten 
Ringstickstoffen in zwei identischen tautomeren Formen auf.230-232 Im Falle des 
3(5)-Aminopyrazols kann bis zum heutigen Zeitpunkt nicht eindeutig geklärt werden, 
welches der beiden Tautomere überwiegend vorliegt. 
3, 5-substituierte Pyrazole mit freiem Ringstickstoff unterliegen ebenfalls dieser 
annularen Tautomerie (Prototopie), weshalb nicht zwischen den Positionen drei und 
fünf unterschieden werden kann (Abbildung 53).230-232 Als eine weitere Konsequenz 
dieser Prototopie können für die künstlichen Pyrazolaminosäuren zwei unterschiedliche 
Bindungsmuster formuliert werden. Zur Bindung an Peptidsequenzen ist allerdings nur 
das 3-Aminopyrazol-5-carbonsäure-Tautomer mit DAD-Motiv befähigt.226 Diese 
Erkenntnis lässt darauf schließen, dass das Gleichgewicht bei der Komplexbildung auf 
die Seite dieses „bindenden“ Tautomers verschoben wird. In dieser Arbeit soll deshalb 
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bei Pyrazol-Derivaten mit freiem Ringstickstoff nur das entsprechende 3-Amino-5-
carbonsäure-Derivat angegeben werden. 
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Abb. 53: Annulare Tautomerie bei 3, 5-substituierten Pyrazolen mit freiem 
Ringstickstoff und das daraus resultierende Wasserstoffbrückenbindungsmuster (D: 
Donor, A: Akzeptor). 

 
Der Aufbau des gewünschten Zielmoleküls ist, retrosynthetisch betrachtet, durch die 
Reaktion eines Hydrazins mit einem Derivat des Cyanopyruvates denkbar 
(Abbildung 54). Wird letztere Verbindung als entsprechender Ester (R = Me oder Et) 
eingesetzt, könnte direkt der erste kupplungsfähige Baustein erhalten werden 
(Abbildung 54, I). Nachfolgende Schützung der exocyclischen Amino-Funktion mit 
einer bezüglich der Carboxy-Funktion orthogonalen Schutzgruppe und anschließende 
Verseifung des Esters sollte den zweiten Kupplungspartner liefern (Abbildung 54, II). 
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Abb. 54: Retrosynthese einer nicht-natürlichen Pyrazolaminosäure mit 
3, 5-Substitutionsmuster. 

 
Im Folgenden soll nun dieser retrosynthetische Ansatz zum Aufbau der künstlichen 
Aminosäure verfolgt werden. Im ersten Schritt wird in einer literaturbekannten Synthese 
das Kaliumsalz des Ethylcyanopyruvates 88 dargestellt (Abbildung 55).233 Nach Zugabe 
von Acetonitril zu einer Lösung von Oxalsäurediethylester und Kalium in 
Ethanol/Diethylether fällt Verbindung 88 in Form eines gelblichen Feststoffs aus. Nach 



 Hauptteil 
 

59

Absaugen und Trocknen des Rückstandes im Hochvakuum wird 88 in quantitativer 
Ausbeute erhalten. 
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Abb. 55: Darstellung der Verbindung 88. 

 
Bei dem anschließenden Versuch, 88 direkt mit Hydrazin-Hydrat unter Säurekatalyse 
umzusetzen, konnte kein Produkt isoliert werden. Aus diesem Grund wird der 
geschützte Hydrazinoameisensäuremethylester eingesetzt. Reaktion mit 88 in 
Chloroform unter Zugabe von Chlorwasserstoff-gesättigtem EE und nachfolgende 
säulenchromatographische Reinigung liefert das offenkettige Kondensationsprodukt 89 
in Form eines farblosen Feststoffs in 39 %iger Ausbeute (Abbildung 56). Durch 
anschließende basenkatalysierte Umsetzung dieser Verbindung in Acetonitril wird das 
heterocyclische Pyrazol-Derivat 90 erhalten (Abbildung 56). Die Aufreinigung des 
Rohproduktes gelingt durch Umkristallisation aus EE (farblose Kristall-Nadeln, 
98 % Ausbeute).  
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Abb. 56: Darstellung der Verbindung 89 und nachfolgende Cyclisierung zum Derivat 90. 
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Das Grundgerüst einer künstlichen Pyrazolaminosäure konnte demnach mittels einer 
dreistufigen Synthese in einer Gesamtausbeute von 79 % aufgebaut werden. 
Die bei dem Derivat 89 mögliche cis-/trans-Isomerie konnte NMR-spektroskopisch 
nicht beobachtet werden. Offensichtlich wandeln sich die beiden Isomere in dem 
verwendeten organischen Lösungsmittel schnell ineinander um, so dass im Rahmen der 
NMR-Zeitskale nur ein Gleichgewichtszustand detektiert werden kann. Dieses 
Phänomen wird in vergleichbaren literaturbeschrieben Verbindungen ebenfalls 
beobachtet.234,235 Eine genaue Untersuchung der Konformation ist hier aber nur von 
untergeordnetem Interesse, da die Verbindung, wie oben bereits erwähnt, im nächsten 
Schritt zum entsprechenden Fünfring cyclisiert wird.  
Das in Abbildung 56 dargestellte 3, 5-Substitutionsmuster dieser nicht-natürlichen 
Pyrazolaminosäure 90 konnte röntgenstrukturanalytisch verifiziert werden. Die 
Verbindung kristallisiert in der triklinischen Raumgruppe P1 (Abbildung 57).236 
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Abb. 57: Kristallstruktur der Verbindung 90. 

 
Zur nachfolgenden Darstellung eines dimeren Pyrazolamides, kann als 
Aminkomponente direkt das am C-Terminus geschützte Derivat 90 eingesetzt werden. 
Im Anschluss an eine erfolgreiche Kupplung müsste dann abschließend die 
Carbamat-Schutzgruppe entfernt werden. 
Die ferner benötigte N-terminal geschützte Aminosäure lässt sich durch die Umsetzung 
des Heterocyclus 90 mit Fmoc-Cl darstellen. Durch das während der Reaktion frei 
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werdende HCl wird gleichzeitig die Schutzgruppe am Ringstickstoff abgespalten, 
wodurch das N/C-terminal geschützte Derivat 91 in 96 %iger Ausbeute (farbloser 
Feststoff) erhalten wird (Abbildung 58). Nachfolgende Umsetzung von 91 in einer 
Mischung aus halbkonzentrierter HCl, Essigsäure und Ethanol liefert die künstliche 
Pyrazolaminosäure 92 mit freiem C-Terminus in Form eines farblosen Feststoffs in 
91 % Ausbeute. 
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Abb. 58: Darstellung der geschützten Aminosäure 91 und anschließende Entschützung 
des C-Terminus. 

 
Bei der nachfolgenden Kupplung der beiden Bausteine 90 und 92 konnten keine 
dimeren Strukturmotive isoliert werden. Auf die durchgeführten Reaktionen soll im 
Folgenden dennoch kurz eingegangen werden. 
Eine Strategie bestand in der Kupplung des heterocyclischen Säurechlorids, welches aus 
92 in situ durch Umsetzung in Thionylchlorid unter DMF-Katalyse erhalten wird, mit 
dem Amin 90 ohne Zusatz einer Base (Abbildung 59, Weg a). Dadurch sollte eine 
Reaktionsführung bei höheren Temperaturen ermöglicht werden. Es wurden Ansätze bei 
variabler Temperatur (25 °C bis 70 °C) und variabler Reaktionszeit (5 h bis 2 d) 
durchgeführt, bei denen zum einen das Amin, zum anderen das Säurechlorid als 
Überschusskomponente (jeweils 1.1 eq bis 1.3 eq) eingesetzt wurde. Bei letzteren 
Reaktionen sollte, in Analogie zur Darstellung von Verbindung 91 (siehe 
Abbildung 58), infolge der Abspaltung der Schutzgruppe am Pyrazol-Ringstickstoff, 
das Gleichgewicht auf die Seite des Produktes verschoben werden. 
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Der parallel durchgeführte Ansatz, bei dem durch den Zusatz einer Base ein möglicher 
Abbruch der Reaktion − Protonierung des Amins 90 − verhindert werden sollte, führte 
ebenso wenig zum Ziel (Abbildung 59, Weg b). 
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Abb. 59: Versuch der Darstellung N/C-terminal geschützter Pyrazolaminosäure-Dimere. 

 
Ein möglicher Grund für das Scheitern dieser Reaktionen könnte eine zu geringe 
Nukleophilie der heterocyclischen Aminofunktion von 90 sein. Hinweise darauf lieferte 
die bereits besprochene Schützung dieser Verbindung (siehe Abbildung 58). Hierbei 
konnte, im Gegensatz zu literaturbeschriebenen Umsetzungen von Aminen mit 
Fmoc-Cl,237 nur bei einer Temperaturerhöhung und vergleichsweise langen 
Reaktionszeiten vollständiger Umsatz erhalten werden. Des Weiteren wird bei 
stickstoffhaltigen Fünfring-Heteroaromaten, wie beispielsweise der N-Methyl-
Imidazolaminosäure, eine verringerte Carbonyl-Aktivität beobachtet.119,120 Diese 
Eigenschaften könnten eine erfolgreiche Kupplung von 90 mit 92 verhindern. 
Als Lösungsansatz wurde im Folgenden die Anknüpfung einer oder zweier aliphatischer 
Aminosäuren an den N-Terminus des Heterocyclus 90 verfolgt. Dadurch würde das 
Problem einer möglichen verringerten Nukleophilie der exocyclischen Aminofunktion 
umgangen und die anschließende Kupplung mit einer weiteren nicht-natürlichen 
Pyrazolaminosäure 92 könnte gelingen. Computerberechnungen mit dem Tetramer 
Ac-Pz(H)-Gly-Gly-Pz(H)-OEt deuten zudem darauf hin, dass eine derartige Verbindung 
ein ideales Bindungsmuster im Hinblick auf eine Interaktion mit β-Faltblattstrukturen 
aufweisen müsste (Abbildung 60).229 
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Abb. 60: Semiempirisch auf PM3-Niveau berechnete Molekülgeometrie eines 
Komplexes zwischen einem N/C-terminal geschützten hexameren Glycin und 
Ac-Pz(H)-Gly-Gly-Pz(H)-OMe (die gestrichelten Linien symbolisieren die theoretisch 
möglichen Wasserstoffbrücken zwischen dem Peptid und den Pyrazol-Oligoamiden). 

 
In Analogie zu oben besprochener Synthese (siehe Abbildung 58) ist Verbindung 93 
(farbloser Feststoff, 97 % Ausbeute) durch Umsetzung von 90 mit Fmoc-Gly-Cl 
darstellbar (Abbildung 61). Letzteres wird aus der käuflichen N-terminal geschützten 
Aminosäure in einer literaturbekannten Vorschrift durch Reaktion mit Thionylchlorid 
erhalten.237 Abspaltung der Schutzgruppe mit Piperidin in DMF liefert das Derivat 
H-Gly-Pz(H)-OEt 94 in 93 %iger Ausbeute in Form eines farblosen Feststoffs. Die 
Verlängerung der Sequenz um eine weitere Glycin-Einheit gelingt durch Umsetzung 
von 94 in DMF unter Zusatz einer Base (95, farbloser Feststoff, 41 % Ausbeute). Nach 
Entfernen der Fmoc-Gruppe wird das am C-Terminus geschützte Trimer 96 in 98 %iger 
Ausbeute (farbloses Pulver) isoliert (Abbildung 61). 
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Abb. 61: Darstellung der C-terminal geschützten Pyrazolaminosäure-Derivate 93, 94 und 
96. 

 
Die nachfolgende Kupplung des Trimers 96 mit dem Säurechlorid von 92 lieferte 
jedoch auch hier nicht das gewünschte Produkt. Vielmehr konnte unter den 
angewandten Reaktionsbedingungen eine Übertragung der Fmoc-Schutzgruppe 
beobachtet werden (Abbildung 62). Neben nicht umgesetztem Edukt 92 (33 % 
Ausbeute) wurde die N/C-terminal geschützte Verbindung 97 in 18 %iger Ausbeute 
(leicht gelblicher Feststoff) isoliert.  
Eine alternative Verknüpfung der beiden Bausteine 92 und 96 unter Verwendung von 
Peptidkupplungsreagenzien ist nicht möglich. Wie von uns durchgeführte Arbeiten 
gezeigt haben, führt eine Umsetzung von Pyrazolbausteinen mit freiem Ringsstickstoff 
unter diesen Bedingungen stets zur Reaktion der Säurekomponente mit dem cyclischen 
NH.238 Eine mögliche Erklärung dieser Selektivität liefert das 1963 von Pearson 
eingeführte HSAB-Prinzip, wonach „harte“ Säuren bevorzugt mit „harten“ Basen und 
„weiche“ Säuren bevorzugt mit „weichen“ Basen reagieren.239 



 Hauptteil 
 

65

N
N

FmocHN

OH
N

N

N

OH

H

O
N

OEtH

O
N
H

N
N

FmocHN

O

OH

H

N
N O

H OEt

N
H

O
N

O

H

FmocHN

97

1. SOCl2, DMF
    CH2Cl2, ∆ T

2. 96, DIEA
    DMF, RT

92
18 %

 
Abb. 62: Versuch der Darstellung eines N/C-terminal geschützten Tetrapeptids. 

 
Die exocyclische Amino-Funktion der künstlichen Pyrazolaminosäure kann aufgrund 
der hohen lokalen Ladungskonzentration und der damit einhergehenden niedrigen 
Polarisierbarkeit des Stickstoffs als „harte“ Base aufgefasst werden. Demgegenüber 
weist die cyclische NH-Gruppe, die sich in einem konjugierten aromatischen System 
befindet, eine hohe Polarisierbarkeit (niedrige lokale Ladungskonzentration) auf, was 
einen „weichen“ Charakter dieses Ringstickstoffs zur Folge hat. Somit reagieren die, 
nach obigem Prinzip als „hart“ eingestuften Säurechloride bevorzugt mit der 
exocyclischen NH2-Gruppe, wohingegen die „weichen“ Aktivester, die unter 
Peptidkupplungsbedingungen gebildet werden, selektiv den Ringstickstoff angreifen. 
 

4.3.2  „Liquid Phase“ Synthese von Pyrazol-Oligoamiden an 
Polyethylenglycol Monomethylether als Trägermaterial 

Eine Möglichkeit der schutzgruppenfreien Synthese von heteroaromatischen 
Oligoamiden besteht in der Verwendung von löslichen Polymerharzen als 
Trägermaterialien.240 Im Gegensatz zu der bereits besprochenen Festphasensynthese 
nach Merrifield (siehe Kapitel 1.1.3) erfolgt die Darstellung der Zielmoleküle hierbei 
unter homogenen Reaktionsbedingungen. Durch die Löslichkeit des Trägermaterials in 
gängigen organischen Solventien lassen sich die einzelnen Kupplungsschritte direkt, 
ohne Abspaltung der jeweiligen Sequenz vom Polymer, mittels NMR-spektroskopischer 
Methoden untersuchen. Die Aufreinigung der polymergebundenen Produkte kann nach 
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beendeter Reaktion durch Dialyse, Ultrazentrifugation oder Ausfällen infolge der 
Zugabe eines Lösungsmittels erfolgen.  
Wie in unserem Arbeitskreis erstmals gezeigt werden konnte, können künstliche 
N-Methylpyrrol- und N-Methylimidazol-Oligoamide an Polyethylenglycol 
Monomethylether (MeO-PEG-OH, mittlere Molmasse 5000) aufgebaut werden.136,177,241 
Die endständige Methoxygruppe dient als interner Standard für die Reaktionskontrolle 
mit Hilfe der 1H-NMR-Spektroskopie. Als monomere Bausteine kommen dabei 
geeignete Nitrocarbonsäure-Derivate zum Einsatz, die über die entsprechenden 
Säurechloride auf dem Polymer immobilisiert werden. Die Anknüpfung eines weiteren 
Bausteins erfolgt nach Reduktion der Nitro-Gruppe zum einen mit Hilfe von 
Peptidkupplungsreagenzien zum anderen unter Verwendung der Säurechloride.  
Im Folgenden soll eine analoge Methodik zur schutzgruppenfreien Darstellung 
oligomerer Pyrazolaminosäuren entwickelt werden.  
Im ersten Schritt der Synthese wird ausgehend von der käuflichen 3-Nitropyrazol- 
5-carbonsäure das entsprechende Säurechlorid dargestellt. Umsetzung in Thionylchlorid 
unter Zugabe katalytischer Mengen DMF liefert Verbindung 98 in 94 %iger Ausbeute 
(gelber Feststoff). Zur Immobilisierung dieses Bausteins auf dem löslichen Polymerharz 
wird 98 (2 eq) in DMF gelöst und unter Rühren in eine Lösung von MeO-PEG-OH und 
Pyridin in CH2Cl2 getropft (Abbildung 63). Zur Aufreinigung wird das 
polymergebundene Produkt 99 durch Zugabe von Diethylether ausgefällt und über einen 
Büchnertrichter abgesaugt. Die vollständige Abtrennung sowohl des Pyridins als auch 
des überschüssigen Säurechlorids gelingt durch Lösen des erhaltenen Feststoffs in 
CH2Cl2 und erneutes Ausfällen mit Diethylether. Verbindung 99 wird als farbloses 
Pulver isoliert. 1H-NMR-spektroskopische Untersuchung zeigt eine quantitative 
Belegung des Trägermaterials. 
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Abb. 63: Anknüpfung des ersten Pyrazolbausteins an MeO-PEG-OH. 

 
Als nächster Schritt schließt sich die Reduktion der heteroaromatischen Nitrogruppe am 
Trägermaterial an. Dazu wird 99 in Methanol suspendiert und durch Zugabe von 
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CH2Cl2 vollständig gelöst. Transferhydrierung mit Ammoniumformiat und Palladium 
auf Aktivkohle (10 % Pd) liefert nach bereits beschriebener Aufarbeitung das Amin 100 
in Form eines farblosen Pulvers (Abbildung 64). Die Vollständigkeit der Reduktion 
wird mittels 1H-NMR-Spektroskopie verifiziert. 
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Abb. 64: Reduktion der Nitrogruppe des polymergebundenen Pyrazolbausteins und 
Anknüpfung einer weitern künstlichen Aminosäure. 

 
Die Anknüpfung eines weiteren monomeren Bausteins und die anschließende 
Aufreinigung erfolgt analog zu bereits Beschriebenem, wodurch Verbindung 101 in 
Form eines farblosen Pulvers erhalten wird (Abbildung 64). Die Belegung des 
Trägermaterials ist auch hier quantitativ.  
Zur Abspaltung der dimeren Pyrazolaminosäure wird die Verbindung 101 in 2 N NaOH 
gelöst und nach beendeter Reaktion mit EE extrahiert. Nach Umkristallisation des 
Rohproduktes in EE wird Verbindung 102 in 85 %iger Ausbeute (farbloser Feststoff) 
erhalten (Abbildung 65). 
Ausgehend von dem leicht zugänglichen 3-Nitropyrazol-5-carbonsäurechlorid 98 
konnte eine dimere Pyrazolaminosäure mit einer Gesamt-Ausbeute von 85 % über vier 
Stufen dargestellt werden. Die einzelnen Arbeitsschritte sind äußerst effizient, die 
Aufreinigung der Zwischenprodukte gelingt durch einfaches Ausfällen mit Diethylether. 
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Abb. 65: Abspaltung des Pyrazolaminosäure-Dimers vom Trägermaterial. 

 
Bei dem Versuch, eine dritte Pyrazolaminosäure anzuknüpfen, konnte kein einheitliches 
Produkt erhalten werden. Dies könnte an der zunehmenden statistischen Konkurrenz-
Reaktion zwischen dem freien Ringstickstoff und der NH2-Funktion liegen. Aus diesem 
Grunde soll in den weitergehenden Arbeiten auf diesem Gebiet ein monomerer 
Bausteine mit geschütztem Ringstickstoff verwendet werden.242 Ein weiteres Problem 
ist die Abnahme der Belegung des Trägermaterials. Diese Tatsache wurde bereits bei 
der Synthese längerer N-Methylpyrrol- und N-Methylimidazol-Oligoamide beobachtet, 
wobei die Ursachen nicht eindeutig geklärt werden konnten.177 Ein möglicher Grund 
könnte die Spaltung des PEG-Esters durch freies Amin sein.  
Im Folgenden soll deshalb die Entwicklung eines Festphasenpotokolls zum Aufbau 
längerer Pyrazol-Oligoamide beschrieben werden. 
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4.4  Chirale Pyrazol-Oligoamide 

4.4.1 Einführung 
Vor der Durchführung der Festphasensynthesen wird mittels „molecular modeling“ 
Studien nach Hinweisen auf eventuell geeignete Zielstrukturen gesucht.229  

 

a)a)

 

b)

 
Abb. 66: Semiempirisch auf PM3-Niveau berechnete Molekülgeometrie eines 
Komplexes zwischen einem N/C-terminal geschützten hexameren Glycin und 
a) Ac-Pz(H)-Val-Val-Pz(H)-NH2 (110) bzw. b) Ac-Val-Pz(H)-Pz(H)-Val-NH2 (111; die 
gestrichelten Linien symbolisieren die theoretisch möglichen Wasserstoffbrücken 
zwischen dem Peptid und den Pyrazol-Oligoamiden). 
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Das Augenmerk der Rechnungen soll hierbei vor allem darauf gelegt werden, 
Geometrien auszuwählen, die eine optimale Anordnung der synthetisierten Oligoamide 
an das betrachtete Peptid gewährleisten. D.h. unter Berücksichtigung des 
Aminopyrazol-Bindungsmotivs (siehe Abbildung 51, Kapitel 4.1) soll eine maximale 
Anzahl von Wasserstoffbrückenbindungen mit dem Peptid ausgebildet werden. 
Die Pyrazol-Bausteine sollen zum einen direkt, zum anderen über das aliphatische 
L-Valin miteinander verknüpft werden. Die Verwendung dieser Aminosäure soll eine 
ideale Vororientierung der synthetisierten Oligoamide für eine mögliche Bindung an 
β-Faltblattstrukturen sicherstellen. Abbildung 66 zeigt die aus den Rechnungen 
erhaltenen Molekülgeometrieen eines Komplexes zwischen einem N/C-terminal 
geschützten hexameren Glycin und den tetrameren Oligoamiden Ac-Pz(H)-Val-Val-
Pz(H)-NH2 (110, Abbildung 66a) bzw. Ac-Val-Pz(H)-Pz(H)-Val-NH2 (111, 
Abbildung 66b). 
 

4.4.2 Monomer-Synthese6 
Vorraussetzung für die Darstellung von Oligoamiden bzw. Peptiden an der Festphase ist 
die Entwicklung einer effizienten Synthese-Route für den entsprechenden monomeren 
Baustein. Im Falle der künstlichen Pyrazolaminosäure müssen, aus bereits diskutierten 
Gründen (siehe Kapitel  4.3.1), sowohl der N-Terminus als auch der Ringstickstoff 
geschützt werden. Hierbei ist eine orthogonale Schutzgruppentaktik notwendig, um eine 
selektive Deblockierung der Nα-Aminofunktion zu gewährleisten.243 Als Schutzgruppe 
für das cyclische NH wird das p-Methoxybenzyl (pMB) verwendet, das sich in 
siedender TFA in guten Ausbeuten wieder entfernen lässt.244 Demgegenüber bietet sich 
für die exocyclische Amino-Gruppe der Einsatz der basenlabilen Fmoc-Schutzgruppe 
an.  
Abbildung 67 zeigt die Synthese, die den kupplungsfähigen Baustein 107 in einer 
Gesamt-Ausbeute von 45 % über vier Stufen liefert. Ausgehend von der käuflichen 
3-Nitropyrazol-5-carbonsäure 103 wird der Methylester 104 durch Umsetzung in 
Chlorwasserstoff-gesättigtem Methanol in quantitativer Ausbeute (farbloser Feststoff) 

                                              
6 Die Synthese des monomeren Bausteins 106 wurde von Dipl. Chem. Petra Rzepecki am Arbeitskreis 
von Prof. Dr. T. Schrader (Philips Universität Marburg) entwickelt. Im Rahmen einer Kooperation 
wurden von beiden Gruppen Pyrazol-Oligoamide synthetisiert und hinsichtlich ihrer 
Bindungseigenschaften mit geeigneten Peptiden untersucht. 
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erhalten. Die anschließende Reaktion mit pMB-Chlorid in DMF unter Zusatz von 
Kaliumcarbonat liefert 105 in Form eines leicht gelblichen Feststoffs in 94 %iger 
Ausbeute. Abhängig von der jeweiligen Charge wird ein Gemisch der beiden möglichen 
Tautomere (siehe auch Abbildung 53) in unterschiedlichen Verhältnissen erhalten. Aus 
Gründen der Übersichtlichkeit und in Analogie zu obiger Vorgehensweise (siehe 
Kapitel 4.3.1) sei im Folgenden jeweils das Isomer abgebildet, welches nach 
Abspaltung der Schutzgruppe das „richtige“ Bindungsmuster (DAD) aufweist. Nach 
Freisetzung der Carbonsäure 106 (farbloser Feststoff, 94 % Ausbeute) mittels 
Lithiumhydroxid in einem Methanol-Tetrahydrofuran-Wasser-Gemisch wird die Fmoc-
Schutzgruppe eingeführt. Dies gelingt durch Reduktion der Nitrogruppe mit 
Wasserstoff unter Palladium-Katalyse (10 % Pd) und nachfolgender Umsetzung mit 
Fmoc-Cl und DIEA. Der kupplungsfähige Baustein Fmoc-Pz(pMB)-OH (107) wird in 
Form eines farblosen bis leicht gelben Feststoffs isoliert.  
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Abb. 67: Synthese der kupplungsfähigen Pyrazolaminosäure Fmoc-Pz(pMB)-OH (107). 
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Die nur moderate Ausbeute (51 %) lässt sich durch die bereits erwähnte verringerte 
Nukleophilie heteroaromatischer Aminofunktionen (siehe Kapitel 4.3.1) erklären. So 
liefern beispielsweise analoge Umsetzungen mit N-Methylpyrrol- bzw. 
N-Methylimidazolaminosäuren ebenfalls nur Ausbeuten von 66  bzw. 35 %.120 

 

4.4.3 Festphasensynthese 
Verglichen mit analogen Festphasen-Peptidsynthesen (siehe auch Kapitel 1.1.3.1) sind 
Peptidsynthesen in Lösung vielfach durch einen höheren Zeitaufwand und niedrigere 
Gesamtausbeuten gekennzeichnet. So sind z.B. bei der direkten Verknüpfung der hier 
verwendeten Pyrazol-Derivate hohe Temperaturen und lange Reaktionszeiten von bis zu 
48 h nötig.244 Um einen effizienteren Zugang zu Oligoamiden mit künstlichen Pyrazol-
Aminosäuren zu gewährleisten, soll im Folgenden ein Festphasenprotokoll etabliert 
werden. Hierbei wird der Aufbau sowohl linearer als auch pinzettenartiger 
Strukturmotive angestrebt. 
Alle Schritte der Festphasensynthese werden in dem Syntheseautomaten „Model 90“ der 
Firma Advanced ChemTech durchgeführt. Das Protokoll wird so geschrieben, dass die 
Mischungen aus Monomer, Kupplungsreagenzien und der Base automatisch von den 
entsprechenden Vorratsgefäßen in das Reaktionsgefäß überführt werden. 
Als polymerer Träger kommt das Sieber Amid-Harz zum Einsatz.245 Es handelt sich 
hierbei um ein funktionalisiertes Polystyrol, das mit 1 % 
Divinylbenzol quervernetzt ist (Abbildung 68). Der 
Belegungsgrad beträgt etwa 0.2 mmol/g Harz, wobei der 
Träger im trockenen Zustand eine Korngröße von 100-200 
mesh besitzt. Die Abspaltung der synthetisierten Sequenzen 
vom Polymer erfolgt mit 2 %iger TFA in CH2Cl2. Die 
Oligoamide werden dabei in Form der entsprechenden 
Amide erhalten, wodurch eventuell eine zusätzliche 
Bindungsstelle zum Peptid erzeugt werden soll.  
Im Folgenden sei exemplarisch die Synthese des tetrameren Oligoamids 
Ac-Pz(H)-Val-Val-Pz(H)-NH2 (110, siehe Abbildung 73) vorgestellt. 
Vor der Anknüpfung der ersten Aminosäure wird das Harz in CH2Cl2 aufgequollen und 
die Fmoc-Schutzgruppe am Sieber Amid-Harz mittels 20 % Piperdin in NMP (20 min) 
entfernt. Zur Vervollständigung der Abspaltung wird der Vorgang wiederholt. Nach 
jeder Entschützung muss intensiv mit CH2Cl2 und NMP gewaschen werden. Die 
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     Abb. 68: Sieber Amid-Harz. 
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nachfolgende Erstbelegung (Abbildung 69) erfolgt innerhalb 360 min durch Reaktion 
des funktionalisierten Polymers mit Fmoc-Pz(pMB)-OH (107) in NMP unter Zusatz der 
Kupplungsreagenzien HOBt und DIPCDI. Um einen quantitativen Umsatz zu erzielen 
wird die Kupplung wiederholt. Bei Verwendung von nur einem Kupplungscyclus 
konnte keine vollständige Belegung des Harzes erreicht werden. Der Grad der 
Erstbelegung wird gravimetrisch durch Vergleich der Polymermasse vor und nach der 
Belegung unter Berücksichtigung der entsprechenden Molekulargewichte bestimmt.280 
Es errechnet sich eine Beladung von 0.19 mmol/g Harz.  
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Abb. 69: Erstbelegung des Sieber Amid-Harzes mit Fmoc-Pz(pMB)-OH (107). 

 
Die Reaktionskontrolle der einzelnen Kupplungsschritte erfolgt mittels analytischer 
HPLC bzw. HPLC-MS Kopplung, da die freie Amino-Funktion eines nicht umgesetzten 
Pyrazol-Bausteins nicht zuverlässig mittels Farbreaktionen (Kaiser-Test,146 NF-31 246) 
nachgewiesen werden kann. Dazu wird ein Aliquot des Harzes entnommen (etwa 4 mg), 
in eine Kunststoffspritze mit eingelegtem Filterplättchen überführt und die jeweilige 
Sequenz durch Aufziehen einer 2 %igen TFA in CH2Cl2 (1-2 ml) abgespalten (zweimal 
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1 min). Es werden jeweils 5 bis 10 µl-Proben analysiert.147 Bei den einzelnen 
Kupplungsschritten wird dabei eine Kupplungseffizienz >98 % erreicht. 
Nach erneutem Entfernen der Fmoc-Schutzgruppe (in Analogie zu oben beschriebener 
Vorgehensweise) kann eine weitere Aminosäure angeknüpft werden. Als 
Kupplungsreagenzien kommen entweder Mischungen aus TBTU, HOBt und DIEA, 
oder Gemische aus HATU, HOAt und Collidin zum Einsatz.247,248 Der äquimolare 
Zusatz der Additive HOBt bzw. HOAt steigert zum einen die Produktausbeute, zum 
anderen wird dadurch das Racemisierungsrisiko minimiert.249,250 Werden zwei 
aliphatische Aminosäuren miteinander gekuppelt, ist die Aktivierung mit TBTU 
ausreichend. In allen anderen Fällen ist die effizientere HATU/HOAt-Methode 249,251,252 
notwendig, um einen vollständigen Umsatz zu erhalten. Jeder Kupplungscyclus wird 
wiederholt, wobei die einzelnen Schritte jeweils 420 min in Anspruch nehmen. 
Abbildung 70 zeigt exemplarisch die Reaktionsfolge zur Verlängerung der 
Oligoamidkette am polymeren Träger. 

 

N
N

O

N

N

O

O
H

H
O

O

MeO

N
N

O

N

N

O

O
H

H

OH
O

O

N

MeO

1. 20 % Piperidin
    in NMP

2. Fmoc-Val-OH
    HATU, HOAt, Collidin
    NMP, 420 min

N
N

O

N

N

O

O
H

H
O

O

MeO

N
N

O

N

N

O

O
H

H

OH
O

O

N

MeO

1. 20 % Piperidin
    in NMP

2. Fmoc-Val-OH
    HATU, HOAt, Collidin
    NMP, 420 min

 
Abb. 70: Exemplarische Darstellung der Fmoc-Abspaltung und Peptidketten-
verlängerung durch Fmoc-Val-OH. 

 
Die Festphasen-Peptidsynthese am Harz wird durch die Entfernung der endständigen 
Fmoc-Schutzgruppe und eine nachfolgende Acetylierung des freien Amins mit einem 
Gemisch aus Essigsäureanhydrid und DIEA in CH2Cl2 abgeschlossen.  
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Zur Abspaltung des Oligoamids vom polymeren Träger (Abbildung 71) wird das 
peptidbeladene Harz getrocknet und in eine handelsübliche Kunststoffspritze mit 
eingelegtem Filterplättchen überführt. Über eine Kanüle wird eine 2 %ige Lösung von 
TFA in CH2Cl2 aufgezogen (etwa 8 ml/g Harz) und die Spritze auf einem Vortexer 
5 min geschüttelt. Um eine quantitative Ausbeute zu erzielen wird dieser Vorgang acht- 
bis zehnmal wiederholt. Die vereinigten CH2Cl2-TFA-Gemische werden am 
Rotationsverdampfer abgezogen. Anschließend wird der erhaltene Feststoff in CH2Cl2 
gelöst und durch Zugabe von Et2O wieder ausgefällt. Nach Absaugen wird das 
Rohprodukt säulenchromatographisch an Kieselgel gereinigt. 
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Abb. 71: Abspaltung des Tetrapeptids vom Sieber Amid-Harz. 

 
Neben dem in Abbildung 71 dargestellten Ac-Pz(pMB)-Val-Val-Pz(pMB)-NH2 (108) 
wird auf diesem Wege das Tetrapeptid 109 synthetisiert (Abbildung 72). Die beiden 
Produkte werden in Form farbloser Feststoffe in 91 % (108) bzw. 92 % (109) Ausbeute 
isoliert. 
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Abb. 72: Struktur des Tetrapeptids Ac-Pz(pMB)-Val-Val-Pz(pMB)-NH2 (109). 

 
Zur nachfolgenden Abspaltung der pMB-Schutzgruppe werden die Derivate 108 und 
109 in absoluter TFA gelöst und unter Argon-Atmosphäre innerhalb von 20 min auf 70 
bis 72 °C erwärmt. Nach 5 min bei dieser Temperatur sind die Tetrapeptide vollständig 
entschützt. Nach Abziehen der Säure werden die verbleibenden Feststoffe in CH2Cl2 
gelöst, durch Zugabe von Et2O wieder ausgefällt und anschließend abgesaugt.  
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Abb. 73: Strukturen der freien Tetrapeptide Ac-Pz(H)-Val-Val-Pz(H)-NH2 (110) und 
Ac-Val-Pz(H)-Pz(H)-Val-NH2 (111). 

 
Die Aufreinigung der so erhaltenen Rohprodukte gelingt durch semipräparative 
HPLC.146 Infolge der sauren Abspaltungsbedingungen sowie einem geringen 
TFA-Zusatz bei der Chromatographie liegen die basischen Ring-Stickstoffe des 
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Pyrazols in Form ihrer Triflatsalze vor. Zur Untersuchung der Bindungseigenschaften 
mit geeigneten Peptiden werden allerdings die freien NH-Funktionen benötigt, weshalb 
die aus der HPLC erhaltenen Salze in gesättigter Natriumhydrogencarbonat-Lösung 
suspendiert, 5 bis 10 min im Ultraschallbad behandelt und anschließend abgesaugt 
werden. In nachfolgend aufgenommenen 19F-NMR-Spektren sind keine Fluor-Signale 
mehr zu erkennen. Die Tetrapeptide 110 und 111 (Abbildung 73) werden in 81 % bzw. 
71 % Ausbeute (farblose Feststoffe) erhalten. 
 

4.4.4 1H-NMR- und Bindungsstudien 
Die Assoziation eines Gastes (z.B. eines Peptides) an einen Wirt (z.B. einen Peptid-
Rezeptor) unter Ausbildung eines supramolekularen Komplexes bedingt die 
Veränderung der chemischen Umgebung von Gast- und Wirtprotonen. Die damit 
einhergehende Verschiebung der Signale im 1H-NMR-Spektrum wird als 
komplexinduzierte chemische Verschiebung (CIS) bezeichnet. Die Stärke der 
Komplexierung, d.h. die Bindungskonstante zwischen Peptid und Rezeptor, kann 
mittels 1H-NMR-Titrationen quantitativ bestimmt werden.253,254 Als Sonden für das 
Maß der Komplexierung dienen meist die NH-Protonen der Amidbindungen, da diese 
infolge der leichten Polarisierbarkeit der entsprechenden Kerne im Allgemeinen die 
größten Verschiebungen aufweisen. Deuteriertes Chloroform, das vorwiegend als 
Lösungsmittel für die 1H-NMR-Titration zum Einsatz kommt, kann hier aufgrund der 
ungenügenden Löslichkeit der Pyrazol-Oligoamide 110 bzw. 111 in diesem Medium 
nicht verwendet werden. Die Untersuchung der Bindungseigenschaften erfolgt deshalb 
zum einen in reinem DMSO, zum anderen in Chloroform/DMSO-Gemischen.  
Als Peptid wird das N/C-terminal geschützte Ac-Val-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OMe (112) 
verwendet, welches eine Tendenz zur Ausbildung einer β-Faltblattstruktur aufweist 
(Abbildung 74).227 Ferner konnte von der Arbeitsgruppe um Soto gezeigt werden, dass 
durch derartige Sequenzen das Ausfallen von Proteinplaques (Ursache der Alzheimer-
Krankheit, siehe auch Kapitel 4.1) inhibiert werden kann.255 Infolge einer Bindung des 
Peptides an das infektiöse Agens kann letzteres in die lösliche Form zurückgefaltet 
werden. 
Die Darstellung der Verbindung 112 gelingt mittels manueller Festphasensynthese an 
einem Wang-Harz 256 unter Verwendung der Fmoc-Schutzgruppenstrategie. Nach 
Abspalten des Peptides vom polymeren Träger wird die freie Säure durch Umsetzung in 
Chlorwasserstoff-gesättigtem Methanol verestert und das erhaltene Rohprodukt durch 
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semipräparative HPLC gereinigt. Verbindung 112 wird in Form eines farblosen 
Feststoffs in 71 % Ausbeute erhalten (Abbildung 74). 
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Abb. 74: Struktur des Peptides Ac-Val-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OMe (112). 

 
In den nachfolgenden 1H-NMR-Titrationen wird das Peptid 112 (c ≈ 1 × 10-3 M-1) 
vorgelegt und 1.52 eq an Pyrazol-Oligoamid 110 bzw. 111 schrittweise zugegeben. Alle 
Messungen werden in einer Argon-Atmosphäre unter Verwendung getrockneter 
Lösungsmittel durchgeführt.  
Es konnte allerdings bei keiner der beiden untersuchten Verbindungen, weder in reinem 
DMSO-d6, noch in 20 % DMSO-d6 in CDCl3 (v/v), eine Verschiebung der Signallagen 
im 1H-NMR-Spektrum beobachtet werden. In Anbetracht der bekannten Bindung des 
monomeren 3-Aminopyrazols an kurze Peptide (K = 880 M-1 in CDCl3, siehe Kapitel 
4.1) ist dieses negative Ergebnis verwunderlich. Ein möglicher Grund könnte die 
kompetitive Assoziation zwischen dem hier verwendeten DMSO und den Pyrazol-
Derivaten 110 bzw. 111 sein. Dimethylsulfoxid kann als starker 
Wasserstoffbrückenakzeptor H-Brücken mit dem Peptid eingehen. Diese Brücken 
können zum einen stärker als mögliche Wechselwirkungen zwischen dem Peptid und 
den Rezeptoren 110 und 111 sein, zum anderen könnte eine Verdrängung des DMSO 
durch die Pyrazol-Oligoamide mit einem unmessbar kleinen „shift“ der beteiligten 
Amid-Signale einhergehen. In beiden Fällen wäre dann − im Rahmen der 
Messgenauigkeit − keine Bindung beobachtbar. 
Dass auch keine Komplexbildung unter Verwendung von nur 20 % DMSO (v/v) zu 
detektieren ist, kann zudem durch die Nichtlinearität der Polarität (ET-Wert) des binären 
DMSO/CHCl3-Gemisches erklärt werden (Abbildung 75). Infolge der Ausbildung einer 
Wasserstoffbrücke vom CHCl3 zum DMSO wird ein Lösungsmittelgemisch erhalten, 
welches im Vergleich zu den einzelnen Komponenten völlig andere Eigenschaften 
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aufweist.257-259 Demnach ist das verwendete Gemisch deutlich polarer als es der Gehalt 
von 20 % (v/v) erwarten lässt. 
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Abb. 75: Abhängigkeit des ET-Wertes vom Mischungsverhältnis in dem binären 
CHCl3/DMSO-Gemisch (X: Molenbruch; die gestrichelte Linie gibt den theoretischen 
linearen Verlauf an). 

 
Ein möglicher Lösungsansatz zur Detektion einer Assoziation zwischen dem Peptid 112 
und den Rezeptoren 110 bzw. 111 könnte die Verwendung chiroptischer Messverfahren 
sein. Da es sich sowohl bei dem Gast als auch bei den verwendeten Wirten um chirale 
Substanzen handelt, bietet sich hierfür die Circulardichroismus-(CD) Spektroskopie 
an.260 Im Gegensatz zur 1H-NMR-Titration können derartige Untersuchungen bei einer 
100fach geringeren Konzentration (etwa 1 × 10-5 M-1) durchgeführt werden. Als 
Lösungsmittel wird Acetonitril verwendet, das eine hohe optische Durchlässigkeit 
besitzt.  
Abbildung 76 zeigt exemplarisch die CD-Spektren des Pyrazol-Oligoamides 110 sowie 
des Peptides 112. Während das Derivat 110 ein positives CD-Couplet bei 230 nm 
aufweist (Cotton-Effekte bei 242 nm, ∆ε = + 17.07 l mol-1 cm-1 und 209 nm, 
∆ε = - 16.88 l mol-1 cm-1), zeigt 112 keine definierte Sekundärstruktur. Wenn sich in 
Mischungen der beiden Verbindungen ein supramolekularer Komplex ausbildet, 
müssten Änderungen in diesen Ausgangsspektren zu sehen sein. Dies könnte sich 
beispielsweise dahingehend bemerkbar machen, dass in dem Peptid 112 eine 
β-Faltblattstruktur induziert wird. Es werden jeweils 2:1-, 1:1-, 1:2- und 
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1:4-Verhältnisse von Peptid:Rezeptor vermessen. Leider sind auch mit dieser Methode 
keine Hinweise auf eine Komplexbildung zu detektieren.  
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Abb. 76: CD-Spektren des Oligoamids 110 und des Hexapeptids 112 in CH3CN. 

 
Ein weiterer Grund für das Ausbleiben einer Assoziation zwischen dem Peptid und den 
Pyrazol-Oligoamiden 110 bzw. 111 könnte eine nicht-lineare Konformation der 
Rezeptoren sein. So ist es denkbar, das diese Derivate − anders als in Abbildung 73 
schematisch dargestellt − eine gefaltete Konformation einnehmen. Um dies zu 
untersuchen werden stellvertretend für das Tetrapeptid 110, das aufgrund der Bis-Valin-
Einheit im Vergleich zu 111 eine größere Flexibilität aufweisen sollte, (H, H)-COSY 
und ROESY-Experimente sowie temperaturabhängige 1H-NMR-Messungen 
durchgeführt. 
Die eindeutige Zuordnung sowohl der CH- als auch der NH-Protonen von Verbindung 
110 gelingt durch die Aufnahme des in Abbildung 77 dargestellten ROESY-Spektrums 
(durch Pfeile gekennzeichnete Peaks bzw. Kreuzsignale werden im Anschluss 
diskutiert) in Verbindung mit COSY- bzw. HMQC-Spektren (nicht abgebildet).  
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Abb. 77: Phasensensitives ROESY-Spektrum der Verbindung 110 in DMSO-d6 (positive 
Kreuzpeaks: Austausch-Effekte, negative Kreuzpeaks: NOE-Effekte; die Signale der 
beiden Ring-Stickstoffe bei 12.97 ppm bzw. 13.01 ppm sind nicht abgebildet; mit Pfeilen 
gekennzeichnete Peaks im 1H-NMR-Spektrum bzw. Kreuzsignale im 2D-Spektrum 
werden im Anschluss diskutiert; aus Gründen der Übersichtlichkeit seien die 
CH3-Gruppen 8-H, 9-H, 13-H und 14-H im 2D-Spektrum durch CH3 abgekürzt). 

 
Bei höherer Auflösung können im ROESY-Spektrum zusätzlich NOE-Effekte zwischen 
4-NH und 3-H, 18-NH und 17-H sowie 4-NH und 1-NHa/b/6-NH beobachtet werden 
(siehe dazu die in Abbildung 78 mit einem Kasten markierten Kreuzpeaks). Unter den 
verwendeten Bedingungen werden für 110 keine Signale detektiert, die auf eine 
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mögliche Rückfaltung des Tetrapeptids bzw. eine nicht-lineare Anordnung des 
Oligoamid-Rückgrates schließen lassen. 
Neben der Hauptkonformation wird eine zweite Konformation beobachtet, die analoge 
Kreuzpeaks zeigt (Abbildung 78). 
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Abb. 78: Ausschnitt aus dem phasensensitiven ROESY-Spektrum der Abbildung 10 (die 
zugeordneten Kreuzsignale zeigen den Austausch zwischen zwei Konformeren der 
Verbindung 110; die mit einem Kasten markierten Signale sind NOE-Effekte zwischen 
Protonen der Hauptkonformation, die erst bei höherer Auflösung zu sehen sind) 

 
Auch hier werden keine „unerwarteten“ Signale beobachtet. Bei dem mit einem Pfeil 
gekennzeichneten Peak handelt es sich um ein sogenanntes „Geistersignal“, das einen 
NOE-Effekt zwischen den beiden Konformeren vorspiegelt. Dieses Phänomen ist 
bereits bei anderen Strukturen beobachtet worden.261 
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Weitere Hinweise auf die Sekundärstruktur von Peptiden können durch die Aufnahme 
temperaturabhängiger 1H-NMR-Spektren gewonnen werden, da die Orientierung der 
Amidbindungen im Allgemeinen durch intra- bzw. intermolekulare sowie zum 
Lösungsmittel ausgebildete Wasserstoffbrückenbindungen festgelegt ist. Nimmt das 
Peptid in Lösung nur eine Konformation ein oder ist eine Konformation sehr dominant, 
so beobachtet man bei der Ausbildung intramolekularer H-Brücken einen 
Temperaturgradienten (∆δ/∆T) der beteiligten NH-Signale von ∆δ/∆T < 2-3 × 10-3 
ppm/K in DMSO. Dagegen weisen Temperaturgradienten von über 4 × 10-3 ppm/K auf 
externe NH-Orientierungen hin.262 

Von 302 K bis 343 K ergibt sich für die NH-Protonen 2-NH/16-NH ein 
Temperaturgradient von 5.55 × 10-3 ppm/K, für 4-NH 6.74 × 10-3 ppm/K, für 18-NH 
6.07 × 10-3 ppm/K sowie für 11-NH 7.76 × 10-3 ppm/K. Diese Werte stützen die bereits 
erhaltenen Ergebnisse und weisen nicht auf eine Hauptkonformation in Lösung mit 
intramolekularen Wasserstoffbrücken hin. 
 

4.5 Synthese eines Rezeptors mit Pinzettenstruktur 

4.5.1 Einführung 
Neben den bereits beschriebenen Peptidrezeptoren findet vielfach eine weitere Klasse 
von synthetischen Modellverbindungen, die als sogenannte Pinzetten- oder „Tweezer“-
Rezeptoren 263,264 bezeichnet werden, Anwendung. Das Grundgerüst derartiger 
Erkennungseinheiten besteht aus einer Kopfgruppe, an der zwei Seitenarme fixiert sind. 
Letztere sind aus geeigneten Funktionalitäten aufgebaut, um an das Rückgrat des 
gewünschten Substrates zu binden (Abbildung 79a). 
Ein Ansatz, der von Kilburn und Mitarbeitern verfolgt wird, ist in Abbildung 79b 
dargestellt. Zusätzlich zu den Erkennungseinheiten in den beiden Seitenarmen, die aus 
peptidisch verknüpften Aminosäuren aufgebaut sind, besitzen die Rezeptoren eine 
Bindungsstelle für den freien C-Terminus geeigneter Peptide.265-267 Diese als 
„Carboxylic Acid Binding Site“ oder kurz CBS bezeichnete Einheit ist in der 
Kopfgruppe der pinzettenförmigen Rezeptoren lokalisiert. 
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Abb. 79: a) Schematische Darstellung eines Pinzetten-Rezeptors, der aus einer 
Kopfgruppe und zwei Seitenarmen aufgebaut ist, und dessen Wechselwirkung mit einem 
geeigneten Gastsubstrat. b) Schematische Darstellung eines Pinzetten-Rezeptors mit 
einer Bindungsstelle für Carbonsäuren („carboxylic acid binding site“, CBS) und dessen 
Interaktion mit einem Peptid. 

 
Basierend auf den Arbeiten aus der Gruppe um Hamilton 268,269 synthetisierten Kilburn 
und Mitarbeiter „Tweezer“-Strukturen, die als zentralen Baustein ein Derivat des 
2,6-Diaminopyridins tragen (Abbildung 80). 
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Abb. 80: Beispiel eines Pinzetten-Rezeptors nach Kilburn zur Erkennung C-terminal 
ungeschützter Tripeptide (CBS: 2,6-Diaminopyridin, Seitenarme: N-terminal geschütztes 
Tetrapeptid Phe-Val-Leu-Trp) 

 
Die zusätzliche Funktionalisierung in der 4-Position des Pyridins, ermöglicht die 
Anknüpfung der CBS-Einheit an einen polymeren Träger, an dem die Synthese der 
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beiden Rezeptor-Arme nach der „split-and-mix“-Strategie 270 durchgeführt wird. Die 
Selektivitäten der „Tweezer“-Moleküle für bestimmte Tripeptide beruhen auf dem 
unterschiedlichen sterischen Anspruch der jeweiligen Peptide. Unter Verwendung des 
Rezeptors 113 erreichen sie Bindungskonstanten von Ka = 2.6 × 105 M-1 in DMSO-
Chloroform Gemischen (2/98, v/v). 
Eine mögliche Erhöhung der Bindungskonstanten der synthetisierten Pyrazol-
Oligoamide 110 und 111 (siehe Abbildung 73) sowie dazu analogen Strukturen könnte 
durch den Einbau einer zusätzlichen Bindungsstelle für den freien C-Terminus der zu 
erkennenden Peptide erreicht werden. Im Folgenden soll deshalb die Synthese eines 
pinzettenförmigen Peptidrezeptors vorgestellt werden, der, neben Erkennungseinheiten 
auf der Basis des Aminopyrazols (Seitenarme), eine Bindungsstelle für C-terminal 
ungeschützte Peptide (Kopfgruppe) besitzt. 
 

4.5.2 Synthese 
Um die Darstellung des „Tweezers“ an der festen Phase durchführen zu können, muss 
zuerst ein Anker-Baustein synthetisiert werden, der auf dem polymeren Träger 
immobilisiert werden kann. Die von Kilburn und Mitarbeitern eingeführte Kopfgruppe 
(siehe Abbildung 80) kann hier nicht eingesetzt werden, da die so erhaltene 
Bindungstasche zwischen den beiden Pyrazol-Oligoamid-Seitenketten nicht genug Platz 
für eine Erkennung von Peptiden bietet. Zudem ist die von ihnen etablierte Synthese 
sehr aufwendig (10 Stufen) und liefert nur geringe Gesamt-Ausbeuten (4.5 %).267 
Aus diesen Gründen wird eine CBS verwendet, die durch die Verknüpfung zweier 
2,6-Diaminopyridin-Einheiten über einen 5-Nitro-Isophthalsäure-Spacer darstellbar 
ist.271 Die NO2-Gruppe in meta-Stellung zu den beiden Säure-Funktionalitäten dient zur 
späteren Verankerung auf dem Harz. Computerberechnungen mit einem Pinzetten-
Molekül, das aus einer derartigen Kopfgruppe und zwei Pyrazol-Oligoamid-
Seitenarmen aufgebaut ist, zeigen, dass die Erkennung eines Peptides mit 
β-Faltblattstrukturen prinzipiell möglich sein könnte (Abbildung 81).229 Eine 
eingehendere Diskussion möglicher Konformationen dieses „Tweezers“ mittels 
1H-NMR-spektroskopischer Methoden erfolgt im Anschluss an dieses Kapitel. 
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Abb. 81: Semiempirisch auf PM3-Niveau berechnete Molekülgeometrie eines 
Komplexes zwischen einem N/C-terminal geschützten hexameren Glycin und einem 
„Tweezer“ mit zwei Ac-Pz(H)-Pz(H)-Gly-Gly Seitenarmen (die gestrichelten Linien 
symbolisieren die theoretisch möglichen Wasserstoffbrücken zwischen dem Peptid und 
den Pyrazol-Oligoamiden). 

 
Die Synthese des Anker-Moleküls beginnt mit der Umsetzung der Verbindung 114 mit 
Oxalylchlorid in CH2Cl2 unter DMF-Katalyse zum entsprechenden Säurechlorid, das 
ohne weitere Reinigung umgesetzt wird (Abbildung 82).271 Nach Zugabe eines 
Überschusses von 2,6-Diaminopyridin (10 eq) und NEt3 in THF wird 115 in Form eines 
leicht gelben Feststoffs in 81 %iger Ausbeute isoliert. Anschließende Peptidkupplung 
mit Fmoc-Gly-OH, EDC•HCl und HOAt in DMF liefert das geschützte Derivat 116 in 
guter Ausbeute (80 %, farbloser Feststoff). Eine analoge Kupplung unter Verwendung 
von DCC und HOBt lieferte auch nach sehr langen Reaktionszeiten (5 d) keinen 
vollständigen Umsatz. Auf dem alternativen Weg, die freien Amino-Gruppen der 
Verbindung 115 direkt durch Reaktion mit Fmoc-Cl unter Zusatz von Base (DIEA, 
NEt3) zu schützen konnte kein Produkt isoliert werden. 
Im nächsten Schritt der Synthese muss die Nitro-Gruppe reduziert werden. Dies gelingt 
durch Umsetzung mit Raney-Nickel und H2 in einem THF-MeOH-Gemisch (2:1). Das 
Amin 117 wird in 96 %iger Ausbeute in Form eines farblosen Feststoffs erhalten 
(Abbildung 82). Andere Standard-Reduktionsmethoden (Pd/C 10 % oder Pd-black) 
liefern ausschließlich das Hydroxylamin. 
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Abb. 82: Synthese der Verbindungen 116 und 117. 

 
Nachfolgende Reaktion der Verbindung 117 mit Bernsteinsäureanhydrid in Dioxan 
liefert unter Ringöffnung das Carbonsäure-Derivat 118 (farbloser Feststoff, 87 % 
Ausbeute, Abbildung 83),272 das auf einem polymeren Träger verankert werden kann. 
Bei der nun folgenden Festphasen-Peptidsynthese kommt wiederum das Sieber 
Amid-Harz zum Einsatz (Beladung 0.2 mmol/g Harz).245 Die Immobilisierung des 
Anker-Bausteins Fmoc-Gly-BPP-Ber-OH (118) auf dem polymeren Träger, die 
einzelnen Kupplungsschritte sowie die Abspaltung vom Harz werden in Analogie zu 
bereits Beschriebenem (siehe Kapitel 4.4.3) durchgeführt. Deshalb soll hier nur kurz 
darauf eingegangen werden. 
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Abb. 83: Darstellung des Derivates 118. 

 
Die Erstbelegung des Polymers nimmt 360 min in Anspruch, wobei nochmals 360 min 
nachgekuppelt wird (Harzbeladung: 0.18 mmol/g Harz). Die Anknüpfung eines 
weiteren Glycins gelingt unter Verwendung von TBTU, HOBt und DIEA in NMP 
(zweimal 120 min). Die nachfolgende Kettenverlängerung um zwei Pyrazol-
Aminosäuren erfolgt jeweils mit 107 (siehe Abbildung 67), HATU, HOAt und Collidin 
in NMP (zweimal 420 min). Abschließend werden die endständigen Fmoc-
Schutzgruppen entfernt, die freien Amino-Funktionen mit einer Mischung aus Ac2O 
und DIEA in CH2Cl2 acetyliert und das Peptid vom Harz abgenommen.  
Abbildung 84 zeigt das nach Abspalten vom Polymer erhaltene pinzettenförmige 
Oligoamid [Ac-Pz(pMB)-Pz(pMB)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (119). Zur Aufreinigung 
des Rohproduktes wird der Feststoff in CH2Cl2 suspendiert, im Ultraschallbad behandelt 
und anschließend wieder abfiltriert. Dieses Vorgehen wird mehrmals wiederholt. 
Verbindung 119 wird in 88 %iger Ausbeute in Form eines beigen Pulvers isoliert. 
Die nachfolgende Entfernung der pMB-Schutzgruppen sowie die Freisetzung der 
cyclischen NH-Funktionen aus ihren Triflat-Salzen gelingt nach bereits beschriebener 
Methode (siehe Kapitel 4.4.3). Die Aufreinigung erfolgt in Analogie zu der von 119. 
Der Pinzetten-Rezeptor [Ac-Pz(H)-Pz(H)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (120) wird in Form 
eines beigen bis leicht gelblichen Pulvers in 87 %Ausbeute isoliert (Abbildung 84). 
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Abb. 84: Struturformeln des nach Abspalten von der Festphase erhaltenen „Tweezers“ 
[Ac-Pz(pMB)-Pz(pMB)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (119) sowie des entschützten 
Analogons [Ac-Pz(H)-Pz(H)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (120). 

 

4.5.3 1H-NMR- und Bindungsstudien  
Analog zu Kapitel 4.4.4 werden anhand der Pinzettenstrukturen 119 und 120 mittels 
zweidimensionaler (H, H)-COSY und ROESY-Experimente Aussagen bezüglich 
möglicher Konformationen erwartet. Temperaturabhängige 1H-NMR-Messungen des 
vollständig entschützten „Tweezers“ 119 sollen die erhaltenen Ergebnisse 
unterstreichen. 
Die ROESY-Spektren der Strukturen 119 und 120 zeigen analoge Kreuzpeaks. Da 
letztere jedoch intensitätsschwächer und somit nur bei hoher Vergrößerung zu sehen 
sind, soll die Diskussion anhand des geschützten Derivates 119 erfolgen 
(Abbildung 85). Unter den verwendeten Bedingungen werden keine Signale detektiert, 
die auf eine mögliche Rückfaltung bzw. eine nicht-lineare Anordnung des Oligoamid-
Rückgrates der beiden Seitenarme des Pinzetten-Rezeptors schließen lassen. 



90 Hauptteil 
 
 

1-NH b/a

1-NHa/b

22-NH
8-H

34-NH
4-NH

14-NH

9-NH

16-NH,
6-H18-NH

33-H
21-H

16-H

18-H
2-H

3-H

2

ppm

ppm

11

10

9

8

7

6

5

4

3

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

43-NH → 44-H
4-NH →2-H

14-NH → 16-H

4-NH →3-H

16-NH → 16-H

18-NH → 18-H 16-NH → 18-H

33-H → 44-H

1-NHa/b →2-H

22-NH → 21-H
22-NH → 33-H

34-NH → 33-H

4-NH →6-H

9-NH →6-H

9N-H →8-H

1-NHb/a →2-H

18-NH → 21-H

1-NH b/a

1-NHa/b

22-NH
8-H

34-NH
4-NH

14-NH

9-NH

16-NH,
6-H18-NH

33-H
21-H

16-H

18-H
2-H

3-H

2

ppm

ppm

11

10

9

8

7

6

5

4

3

11 10 9 8 7 6 5 4 3 2

43-NH → 44-H
4-NH →2-H

14-NH → 16-H

4-NH →3-H

16-NH → 16-H

18-NH → 18-H 16-NH → 18-H

33-H → 44-H

1-NHa/b →2-H

22-NH → 21-H
22-NH → 33-H

34-NH → 33-H

4-NH →6-H

9-NH →6-H

9N-H →8-H9N-H →8-H

1-NHb/a →2-H

18-NH → 21-H

N
N

N
N

N

O

NCH3

O

pMB

pMB

H

H

N O
N

N
H

N

O

H

N
H

O
N
H

O

H

O

O
NH2

4

5

67

8

9

10

11

1213
14

15
16

1718

19

20

212231

32

333443
44

1

3

2

N
N

N
N

N

O

NCH3

O

pMB

pMB

H

H

N O
N

N
H

N

O

H

N
H

O
N
H

O

H

O

O
NH2

4

5

67

8

9

10

11

1213
14

15
16

1718

19

20

212231

32

333443
44

1

3

2

 
Abb. 85: Phasensensitives ROESY-Spektrum der Verbindung 119 in DMSO-d6 (die 
Signale der Ring-Stickstoffe im Bereich von 13.00-13.80 ppm sind nicht abgebildet; es 
sind ausschließlich Kreuzpeaks zugeordnet, die zur Aufklärung der vorliegenden 
Konformation von Interesse sind). 

 
Hervorzuheben ist der − in Abbildung 85 mit einem Kasten markierte − intensitäts-
starke Kreuzpeak zwischen dem Amid-NH am Kohlenstoff C-9 und dem Proton am 
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Kohlenstoff C-8. Dieses Signal belegt, dass der Isophthalsäure-Spacer der verwendeten 
Kopfgruppe in Lösung zu einem gewissen Teil in der für eine mögliche Bindung 
nötigen cisoiden-Konformation vorliegt.  
Die temperaturabhängigen Messungen mit dem Rezeptor 119 im Bereich von 302 K bis 
343 K ergeben für die betrachteten NH-Signale (siehe Abbildung 85) folgende 
Temperaturgradienten: 8.22 × 10-3 ppm/K (22a, b-NH), 5.43 × 10-3 ppm/K (34a, b-NH), 
6.08 × 10-3 ppm/K (9a, b-NH), 6.80 × 10-3 ppm/K (14a, b-NH) sowie 6.81 × 10-3 ppm/K 
(18a, b-NH). Diese Werte weisen nicht auf eine Hauptkonformation in Lösung mit 
intramolekularen Wasserstoffbrücken zwischen den beiden Seitenarmen des 
„Tweezers“ hin. 
Die abschließenden Untersuchungen der Bindungseigenschaften des synthetisierten 
Rezeptors mittels 1H-NMR-Titration müssen aufgrund der ungenügenden Löslichkeit in 
anderen Solventien in reinem DMSO durchgeführt werden. Als Peptid kommt die mit 
112 (siehe Abbildung 74) identische Sequenz 121 zum Einsatz, die einen freien 
C-Terminus besitzt (Abbildung 86). 
In Analogie zu bereits beschriebener Vorgehensweise (siehe Kapitel 4.4.4) wird das 
Peptid 121 (c ≈ 1 × 10-3 M-1) vorgelegt und 1.52 eq des „Tweezers“ 120 schrittweise 
zugegeben. Alle Messungen werden in einer Argon-Atmosphäre unter Verwendung von 
getrocknetem DMSO durchgeführt. 
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Abb. 86: Struktur des Peptides Ac-Val-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OH (121). 

 
Es konnte allerdings auch durch die zusätzliche Bindungsstelle das Isophthalamids 
keine Verschiebung der Signallagen im 1H-NMR-Spektrum und somit keine 
Assoziation zwischen 120 und dem Peptid 121 beobachtet werden.  
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4.6 Schlussfolgerung und Ausblick 
Die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse deuten darauf hin, dass die bisher 
verwendeten Lösungsmittel bzw. Lösungsmittel-Gemische nicht ideal für eine 
Detektion möglicher Wechselwirkungen zwischen Peptid und Rezeptor sind. Aus 
diesem Grund sollen die hier synthetisierten Derivate in den weiterführenden Arbeiten 
auf diesem Gebiet geeignet modifiziert werden, um eine Löslichkeit in anderen 
Solventien zu gewährleisten. Mittels der etablierten Festphasensynthese sind derartige 
Strukturvariationen leicht durchführbar. So soll insbesondere die Einführung polarer 
Aminosäuren bzw. geladener Kopfgruppen Untersuchungen in Wasser oder 
wasserhaltigen Gemischen ermöglichen. Erste Studien aus der Arbeitsgruppe um 
Schrader sowie mikrokalorimetrische Untersuchungen aus unserer Arbeitsgruppe 
zeigen Wechselwirkungen zwischen Peptidstrukturen und Pyrazol-Rezeptoren in diesen 
Medien. Im Gegensatz zu organischen Solventien beruhen die Interaktionen hier 
vermutlich auf hydrophoben Kontakten zwischen den Peptiden und den Pyrazol-
Derivaten. 
In einem weiteren Ansatz soll die Kopfgruppe des in dieser Arbeit entwickelten 
Pinzetten-Rezeptors 120 gegen andere Erkennungseinheiten ausgetauscht werden. 
Hierfür bietet sich beispielsweise der in unserer Arbeitsgruppe bereits entwickelte 
Baustein zur selektiven Bindung der Imidazol-Seitenkette des Histidins („His-Tag“) 
an.273 Die nach Koordination sich ausbildenden H-Brücken oder hydrohoben Kontakten 
zwischen Peptid und Rezeptor sollten so begünstigt sein. 
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C Zusammenfassung 
 
Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit werden heteroaromatische Oligoamide als 
Liganden für eine affinitätschromatographische Aufreinigung von dDNS eingesetzt. 
Dazu wird das tetramere N-Methylpyrrol-Peptid 66 unter Verwendung eines 
Peptidsyntheseautomaten dargestellt, das über eine endständige Glycin-Einheit auf 
einem polymeren Träger immobilisiert werden kann. Die Eigenschaften dieses 
funktionalisierten Polymers (67) werden anschließend mittels eines UV-Assays 
untersucht. Verglichen mit einem kommerziell erhältlichen Ionentauscher zeigt sich 
eine etwa um den Faktor 5 geringere Kapazität für „pTriExTM-1 DNA“. Diese Affinität 
ist für eine effiziente Aufreinigung von Plasmiden verhältnismäßig gering, für eine 
Trennung von dDNS-Fragmenten aber möglicherweise ausreichend. 
 
Durch den Austausch des endständigen Glycins der Verbindung 66 gegen einen 
Cystein-Baustein wird die Sequenz 68 erhalten, die auf einer Goldoberfläche verankert 
werden kann. Mittels der „Surface Plasmon Resonance (SPR)“ Spektroskopie werden 
die Bindungseigenschaften dieses immobilisierten Liganden mit verschiedenen 
Oligonukleotiden untersucht. Es konnte jedoch keine Wechselwirkung detektiert 
werden. Als Erklärung wird eine mögliche Erniedrigung der Bindungskonstante von 68 
mit dDNS infolge der Immobilisierung das Liganden auf der Oberfläche angeführt. 
Auch ist es denkbar, dass sich die kovalent verankerten Ketten parallel zur Goldschicht 
anordnen, wodurch eine Bindung verhindert werden würde.  
 
Die Verknüpfung des heteroaromatischen N-Methylpyrrol-Oligoamids 73 mit dem 
Cyclen-Derivat 76 liefert nach Umsetzung mit einem Kobalt(III)-Salz den potentiell 
sequenzspezifisch dDNS-hydrolisierenden Komplex 81-OH. Die Verwendung eines 
Phenyl-Spacers soll dabei den von M. Rödel und M. Pelka diskutierten Verlust der 
Hydrolyse-Aktivität in einer analogen Verbindung durch Koordination einer Carbonyl-
Funktion der Oligoamid-Kette an das Metall-Zentrum verhindern.  
 
Die Immobilisierung von Zn(II)-Cyclen auf einer polymeren Trägermatrix liefert das 
funktionalisierte Harz 84, das eine Erkennung von Naturstoffen mit Imid-Einheiten 
ermöglicht. Es wird gezeigt, dass sich dieses Polymer zur Bindung der Flavin-Derivate 
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Vitamin B 2 (Riboflavin) und Riboflavintetraacetat eignet. In wässrigen Lösungen 
erlaubt die Verwendung von 84 eine quantitative Bestimmung von Vitamin B 2. 
Die für die medizinische Diagnostik wichtige Substanz Kreatinin kann mit Hilfe des 
Polymers 84 aus hochverdünnten Lösungen angereichert werden. Nachfolgende 
Untersuchungen der Bindung dieses Naturstoffs an Zn(II)-Cyclen mittels 
potentiometrischer Titration liefert eine Bindungskonstante von logK = 6.8 in Wasser. 
Das Bindungsmotiv wird zudem durch die Röntgenstruktur eines Cokristalls verifiziert. 
 
Im letzten Teil der Arbeit werden Oligoamide aus Pyrazolaminosäuren aufgebaut und 
ihre Fähigkeit zur Wechselwirkung mit kleinen Peptiden getestet. Der Ansatz basiert auf 
den Untersuchungen von Schrader und Mitarbeitern, die in unpolaren Lösungsmitteln 
eine definierte Wechselwirkung von Aminopyrazol mit Peptiden nachweisen konnten. 
Dazu wird eine künstliche Pyrazolaminosäure mit 3, 5-Substitutionsmuster synthetisiert, 
die zu längeren Sequenzen verknüpft werden kann. Die Darstellung des 
kupplungsfähigen Monomers 90 mit freiem Ringstickstoff gelingt in einer dreistufigen 
Synthese mit einer Gesamtausbeute von 79 %. Das gewünschte 3, 5-Substitutionsmuster 
der beiden Funktionalitäten wird durch eine Röntgenstruktur verifiziert. Bei der 
nachfolgenden Kupplung der geeignet modifizierten Bausteine 90 und 92 können 
allerdings keine dimeren Strukturmotive isoliert werden. Auch die Verwendung 
natürlicher Aminosäuren als Spacer zwischen den Pyrazol-Einheiten führt nicht zum 
Ziel. 
Demgegenüber kann das Pyrazolaminosäure-Dipeptid 102 in einer schutzgruppenfreien 
Synthese unter Verwendung von Polyethylenglycol Monomethylether (MeO-PEG) als 
Trägermaterial dargestellt werden. Das Produkt wird ausgehend von dem leicht 
zugänglichen 3-Nitropyrazol-5-carbonsäurechlorid 98 in einer Gesamtausbeute von 
85 % über vier Stufen erhalten. 
Um einen effektiven Zugang zu chiralen Pyrazol-Oligoamiden zu erhalten, wird im 
abschließenden Teil dieser Arbeit ein Festphasenprotokoll entwickelt. Als Monomer 
kommt die am Ringstickstoff sowie am N-Terminus geschützte Pyrazolaminosäure 107 
zum Einsatz. Die künstlichen Bausteine werden zum einen direkt, zum anderen mit 
natürliche Aminosäuren verknüpft. Alle Schritte der Synthese werden in einem 
Peptidsyntheseautomaten durchgeführt, die Aufreinigung erfolgt mittels semi-
präparativer HPLC. Neben den verknüpften Peptiden 110 und 111 wird der Rezeptor 
120 mit Pinzettenstruktur aufgebaut, der eine zusätzliche Bindungsstelle für 
Carboxylatgruppen C-terminal ungeschützter Peptide besitzt. 
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Die Untersuchung der Bindungseigenschaften erfolgt zum einen mittels 1H-NMR-
Titration, zum andern durch Circulardichroismus (CD)-Spektroskopie. Als Peptide 
werden die synthetisierten hexameren Derivate 112 und 121 verwendet. Es konnte 
jedoch keine Bindung detektiert werden. Als Erklärungsmöglichkeit wird im Falle der 
1H-NMR-Titration das für ein vollständiges Lösen der Rezeptoren nötige DMSO 
diskutiert. Infolge einer starken Koordination dieses Lösungsmittels an die Amid-
Funktionen des Peptids wird eine mögliche Bindung des Rezeptors verhindert. 
Demgegenüber ist eine eventuelle Wechselwirkung in dem bei CD-Messungen in 
Acetonitril verwendeten Konzentrationsbereich zu schwach, um Änderungen in den 
Ausgangsstrukturen zu induzieren. 
Um die synthetisierten Oligoamide in organischen Lösungsmitteln oder aber in Wasser 
besser löslich zu machen, müssen nun weitere funktionelle Gruppen eingeführt werden. 
Mittels der etablierten Festphasensynthese sind derartige Strukturvariationen leicht 
durchführbar. 
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D Experimenteller Teil 

1 Allgemeines 

1.1 Spektroskopie 
IR-Spektren  
Bio-Rad FT-IR-Spektrometer FTS 155. 

NMR-Spektren 
• Bruker AC-250 (1H: 250.1 MHz, 13C: 62.9 MHz), Messtemperatur: 24 °C. 
• Bruker Avance 300 (1H: 300.1 MHz, 13C: 75.5 MHz), Messtemperatur: 27 °C. 
• Bruker ARX-400 (1H: 400.1 MHz, 13C: 100.6 MHz), Messtemperatur: 21 °C. 
• Bruker Avance 400 (1H: 400.1 MHz, 13C: 100.6 MHz), Messtemperatur: 27 °C. 
• Bruker Avance 600 (1H: 600.1 MHz, 13C: 150.1 MHz), Messtemperatur: 27 °C. 
Die chemischen Verschiebungen sind in δ-Werten (ppm) relativ zu TMS als internem 
Standard angegeben. Die Auswertung erfolgt soweit möglich nach erster Ordnung.  
Angabemodus: Chemische Verschiebung (Multiplizität, Anzahl der Protonen, 
 Kopplungskonstante, Zuordnung). 
 Abkürzungen: s = Singulett, bs = breites Singulett, d = Dublett, 
 dd = Dublett vom Dublett, t = Triplett, q = Quartett, m = Multiplett, 
 br = breit. 
Genauigkeit der Angabe: chemische Verschiebung i.d.R. 0.01 ppm sowohl bei 1H-NMR 
  als auch bei 13C-NMR; Kopplungskonstante: 0.1 Hz.  
Bei jedem Spektrum ist das verwendete Lösungsmittel vermerkt.  

UV/Vis-Spektren 
Cary BIO 50 UV/Vis/NIR-Spektrophotometer der Firma Varian. 
Verwendet werden 1 cm-Quarzküvetten der Firma Hellma sowie Uvasol-Lösungsmittel 
der Firmen Acros und Aldrich. Angabemodus: λmax in nm (ε) 

Polarimetrie 
Polarimeter PE 241 der Firma Perkin-Elmer. 
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Die Länge der Messküvette beträgt 10 cm. Verwendet werden Uvasol-Lösungsmittel 
der Firmen Acros und Aldrich. In der Regel wird die Messung mit Licht der 
Wellenlänge 589 nm durchgeführt.  

Angabemodus: [ ]α D
20  in 

°⋅
⋅











ml
g dm

, c in 
g

ml100








  

Circulardichroismus-Spektren 
Jasco-Elmer PE 241 Polarimeter. 
Verwendet werden 1 cm- und 2 cm-Quarz-Rundküvetten der Firma Helma sowie 
Uvasol-Lösungsmittel der Firmen Acros und Aldrich. 

Massenspektren 
• Varian CH-5 (EI) 
• Finnigan MAT 95 (CI; FAB und FD) 
• Finnigan MAT TSQ 7000 (ESI) 
Bei FAB dient Xenon als Ionisationsgas. Die Matrix ist jeweils aufgeführt. 
 

1.2 Analytik 
Schmelzpunkte 
Die Schmelzpunkte wurden mit einer Apparatur nach Tottoli der Firma Büchi bestimmt 
und sind unkorrigiert. 

Elementaranalysen 
Mikroanalytisches Labor des Fachbereichs Chemie und Pharmazie der Universität 
Regensburg. 

HPLC 
• Analytische HPLC: LC-System HP1090M mit DA-Detektor, Chromatographiesäule:  
 Phenomenex Luna C18 (3 µm, 15 mm, 4.6 mm); 
• Semipräparative HPLC: LC-System Knauer HPLC Pump K-1001 mit UV-Detektor  
  K-2600, Chromatographiesäule: Phenomenex Luna C18  
 (10 µm, 250 mm, 21.2 mm),  
• HPLC-MS: LC-System Agilent 1100 mit MS-Detektor Finnigan MAT TSQ 7000  
 (ESI); Chromatographiesäule: Phenomenex Luna C18 (3 µm, 15 mm,  
 2.0 mm) und Phenomenex Luna C18 (3 µm, 15 mm, 4.6 mm); 
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Die analytischen Retentionszeiten werden bei einem Fluss von 
1 ml/min ermittelt. Präparationen werden bei Flüssen von 10 ml/min durchgeführt. 
Als Eluenten kommen sowohl bei der analytischen als auch bei der semipräparativen 
HPLC lineare Gradienten aus Acetonitril und Wasser zum Einsatz, die 0.075 Gew.% 
TFA (Methoden 1 und 2) bzw. 0.006 Gew.% TFA (Methode 3) enthalten. 
 

1.3 Synthese 
Säulenchromatographie 
Kieselgel Merck Geduran SI 60. 

Dünnschichtchromatographie 
Aluminiumfolien Merck 60 F254 Kieselgel, Schichtdicke 0.2 mm. 

Lösungsmittel 
Reinigung und Trocknung nach den üblichen Verfahren.274 
Wenn nicht anders vermerkt, werden handelsübliche Qualitäten eingesetzt. 
 

1.4 Quantenmechanische Berechnungen 
Alle Molekülgeometrien werden mit dem Programm Spartan durchgeführt.275 Nach 
Voroptimierung durch Kraftfeldrechnung (MMFF) werden die entsprechenden 
Energieminima auf semiempirischem Niveau mittels PM3-Rechnungen 276 ermittelt. 
 

1.5 Messmethoden 

Potentiometrische Titration 

Die potentiometrischen pH-Titrationen werden in wässriger 0.1 M TEAP-Lsg. 
durchgeführt, um eine konstante Ionenstärke von I = 0.1 zu gewährleisten. Als Base 
dient 0.1 M Tetraethylammoniumhydroxid, welches mit Hilfe eines Dosimats (Dosimat 
665 bzw. 765, Metrohm) zu der auf 25°C thermostatisierten Messlösung gegeben wird. 
Der pH Wert wird mit einem Microprocessor pH-Meter (pH 3000) der Firma WTW 
(Wiss.-techn. Werkstätten, Weilheim) gemessen. Die Base wird in regelmäßigen 
Abständen mit Natriumphthalat geeicht. Die Eigendissoziation des Wassers (logKw) 
wird durch Titration von 0.1 M Perchlorsäure bestimmt. 
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Die Auswertung erfolgt mit dem Computerprogramm Hyperquad 2000 (Version 2.1).277 

1H-NMR Titration 

Alle NMR-Titrationen werden bei einer Messfrequenz von 500 MHz in einer Argon-
Atmosphäre unter Verwendung getrockneter Lösungsmittel durchgeführt. 
Dazu wird das jeweilige Peptid (c ≈ 1 × 10-3 M-1) vorgelegt und nachfolgend werden 
1.52 eq. an Pyrazol-Oligoamid schrittweise zugegeben.. 
Die Auswertung erfolgt durch nicht-lineare Regression 253,254 der erhaltenen Messwerte 
mit dem PC-Programm SigmaPlot 2000.  

Röntgenstrukturananlyse 

Cokristall aus Zn(II)-Cyclen und Kreatinin 
C12H27N7OZn, 2 ClO4, H2O; M = 574.59 g/mol, orthorhombisch, Raumgruppe Pbca, 
a = 12.4683 (7) Å, α = 90°, b = 29.6664 (15) Å, β = 90°, c = 12.4080 (5) Å, γ = 90°, 
V = 4.5896 nm3, Z = 8, Dx = 1.663 Mg/m3, λ (Mo-Kα) = 71.073 pm, µ = 1.368 mm-1, 
F(000) = 2380, T = 297 (2) K. Ein farbloser, flacher Kristall mit den Maßen 0.48 × 0.45 
× 0.05 mm wurde verwendet, um auf einem STOE-IPDS Diffraktometer eine 
Gesamtzahl von 35813 Reflexen (4147 unabhängige Reflexe, Rint = 0.0538) von 2.14° 
bis 25.30° zu messen. 
Die Struktur wurde durch direkte Methoden gelöst (SIR97) 278 und der F2-Wert mit dem 
Programm SHELXL-97 279 für alle nicht-Wasserstoff-Atome verfeinert. Die Position 
der Wasserstoffatome wurde rechnerisch ermittelt. Der endgültige ωR(F2)-Wert für alle 
Reflexe betrug 0.1386; R(F) = 0.0555, S = 1.063, max. ∆ρ = 525 e⋅nm-3. 
 
5-Amino-pyrazol-1, 3-dicarbonsäure-3-ethylester-1-methylester (90) 
C8H11N3O4; M = 213.20 g/mol, triklinisch, Raumgruppe P1, a = 6.3241(7) Å, 
α = 93.687(14)°, b = 6.4956(8) Å, β = 96.857(13)°, c = 12.4132(15) Å, 
γ = 95.235(14)°,V = 0.5027 nm3, Z = 2, Dx = 1.408 Mg/m3, λ (Mo-Kα) = 71.073 pm, 
µ = 0.114 mm-1, F(000) = 224, T = 173 (1) K. Ein farbloser, nadelförmiger Kristall mit 
den Maßen 0.70 × 0.12 × 0.06 mm wurde verwendet, um auf einem STOE-IPDS 
Diffraktometer eine Gesamtzahl von 4238 Reflexen (1567 unabhängige Reflexe, 
Rint = 0.0380) von 3.16° bis 25.73° zu messen. 
Die Struktur wurde durch direkte Methoden gelöst (SIR97) 278 und der F2-Wert mit dem 
Programm SHELXL-97 279 für alle nicht-Wasserstoff-Atome verfeinert. Die Position 
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der Wasserstoffatome wurde rechnerisch ermittelt. Der endgültige 
ωR(F2)-Wert für alle Reflexe betrug 0.0754; R(F) = 0.0560, S = 0.905, max. 
∆ρ = 158 e⋅nm-3. 
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2 Synthese 

2.1 Allgemeine Versuchsvorschriften 

2.1.1 Festphasensynthese von unnatürlichen Oligopeptiden nach der 
Boc–Schutzgruppenstrategie (AAV1) 

 
• Peptid Festphasensynthese 
Als Festphase kommt das Boc-β-Alanin-Pam-Harz (maximale Belegung etwa 
0.2 mmol/g Harz) zum Einsatz.144 

Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe am Harz sowie die Kupplung der ersten 
Boc-geschützten Aminosäure erfolgt nach folgendem Schema: 
 

 Operation Reagentien (6 ml / g Harz) Zeit [min] Anzahl 

1 Quellung DMF 10 1 

2 Entschützen 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3 5 1 

3 Waschen CH2Cl2  1 

4 Entschützen 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3 20 1 

5 Waschen CH2Cl2  2 

 Schütteln CH2Cl2 3 1 

 Waschen DMF   1 

 Schütteln DMF 3 1 

6 Kuppeln Boc-Py-OBt, DIEA, DMF 180 1 

7 Waschen DMF  1 

 Schütteln DMF 3 1 

 Waschen CH2Cl2  2 

8 Trocknen Hochvakuum   
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Der Belegungsgrad wird gravimetrisch nach folgender Formel bestimmt:280 
 

 

2

12 1000)(
mMG

mmN
X ⋅

⋅−=  

 

N      = Harzbelegung [mmol/g] 
MGX = Masse des neu hinzukommenden Fragments 
             [g/mol] 
m2     = Harzgewicht nach Belegung 
m1     = Harzgewicht vor Belegung 

 
• Peptid-Festphasensynthese 
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosäure bzw. des 
harzgebundenen Peptids sowie die Kupplung einer weiteren Boc-geschützten 
Aminosäure erfolgt nach folgendem Schema:281 

 

 Operation Reagentien (6 ml / g Harz) Zeit [min] Anzahl 

1 Quellung DMF 10 1 

2 Entschützen 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3 5 1 

3 Waschen CH2Cl2 3 1 

4 Entschützen 80 % TFA/CH2Cl2, 0.4 M PhOCH3 20 1 

5 Waschen CH2Cl2  2 

 Schütteln CH2Cl2 3 1 

 Waschen DMF   1 

 Schütteln DMF 3 1 

6 Kuppeln a) Boc-Py-OBt, DIEA, DMF 240 1 

  oder   

  b) Boc-AS-OH, HBTU, DIEA, DMF 120 1 

7 Waschen DMF  1 

 Schütteln DMF 3 1 

8 Waschen CH2Cl2 3 2 

9 Trocknen Hochvakuum   

 
Die Schritte 9 und 10 werden nur durchgeführt, wenn die Peptid-Festphasensynthese für 
mehrere Tage unterbrochen wird oder beendet ist. 
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Die Kupplung der Boc-Aminosäuren erfolgt nach folgenden Methoden: 
 a) 5.5 eq Boc-Py-OBt und 16.5 eq DIEA werden in DMF gelöst und zum 

N-terminal entschützten Peptidyl-Harz gegeben; 
 b) 11 eq Boc-AS-OH, 11 eq HBTU und 32 eq DIEA werden in DMF gelöst und zum 

N-terminal entschützten Peptidyl-Harz gegeben. 
 
• Peptidabspaltung vom Pam-Harz282 
Das peptidbeladene Harz wird nach Zugabe von Dimethylaminopropylamin (etwa 
4 ml/g Harz) 18 h bei 55 °C gerührt. Nach Abfiltrieren der festen Phase wird die 
Reaktionsmischung mit 10 ml H2O verdünnt und mittels semipräparativer HPLC 
gereinigt. Die vereinigten Fraktionen werden, nach Entfernen des Acetonitrils im 
Rotationsverdampfer, lyophilisiert. 
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2.1.2 Festphasensynthese von Peptiden nach der Fmoc–
Schutzgruppenstrategie (AAV2) 

 
• Kupplung von Fmoc-geschützter Aminosäure an Sieber Amid-Harz 
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe vom Harz bzw. die Anknüpfung der ersten 
Aminosäure an das Sieber Amid-Harz (maximale Belegung etwa 0.2 mmol/g Harz) 
wird wie folgt durchgeführt: 
 

 Operation Reagentien (8 ml / g Harz) Zeit [min] Anzahl 

1 Quellung CH2Cl2 30 1 

2 Waschen NMP  1 

3 Entschützen 20 % Piperidin in NMP 20 1 

4 Waschen NMP  1 

5 Entschützen 20 % Piperidin in NMP 20 1 

6 Waschen CH2Cl2  2 

 Schütteln CH2Cl2 3 1 

 Waschen DMF  1 

 Schütteln DMF 3 1 

7 Kuppeln 5 eq Fmoc-AS, 5 eq HOBt, 
5 eq DIPCDI, NMP 

360 1 

8 Waschen NMP  1 

9 Kuppeln 5 eq Fmoc-AS, 5 eq HOBt, 
5 eq DIPCDI, NMP 

360 1 

10 Waschen NMP  1 

 Schütteln NMP 3 1 

 Waschen CH2Cl2  2 

11 Trocknen Hochvakuum   

 
Der Belegungsgrad wird gravimetrisch nach oben bereits angegebener Formel 
bestimmt.280 
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• Peptid-Festphasensynthese 
Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe der harzgebundenen Aminosäure bzw. des 
harzgebundenen Peptids und die Kupplung einer weiteren Fmoc-Aminosäure erfolgt 
nach folgendem Schema: 
 

 Operation Reagentien (8 ml / g Harz) Zeit [min] Anzahl 

1 Quellung CH2Cl2 30 1 

2 Waschen NMP  1 

3 Entschützen 20 % Piperidin in NMP 20 1 

4 Waschen NMP  1 

5 Entschützen 20 % Piperidin in NMP 20 1 

6 Waschen CH2Cl2  2 

 Schütteln CH2Cl2 3 1 

 Waschen NMP  1 

 Schütteln NMP 3 1 

7 Kuppeln Fmoc-AS, HATU, HOAt, Collidin, NMP 
oder 

Fmoc-AS, TBTU, HOBt, DIEA, NMP 

420 1 

8 Waschen NMP  1 

9 Kuppeln Fmoc-AS, HATU, HOAt, Collidin, NMP 
oder 

Fmoc-AS, TBTU, HOBt, DIEA, NMP 

420 1 

10 Waschen NMP  1 

 Schütteln NMP 3 1 

11 Waschen CH2Cl2 3 2 

12 Trocknen Hochvakuum   

 
Die Schritte 11 und 12 erfolgen nur, wenn die Peptid-Festphasensynthese für mehrere 
Tage unterbrochen wird oder beendet ist. 
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Die Kupplung der Fmoc-Aminosäuren erfolgt entweder mit HATU oder TBTU 283 nach 
folgender Methode: 
Je 3 eq geschützter Fmoc-Aminosäure, 3.3 eq Kupplungsreagens, 3.3 eq Additiv (HOAt 
bzw. HOBt), 30 eq Collidin (bei HATU) und 8.4 eq DIEA (bei TBTU) werden in NMP 
gelöst, zum N-terminal entschützten Peptidyl-Harz gegeben und 420 min geschüttelt.284 
 
• Acetylierung der freien Aminogruppe einer endständigen harzgebundenen 

Aminosäure 
1.00 g des Harzes (Beladung etwa 0.2 mmol/g) werden zweimal jeweils 30 min mit 
einer Lösung von 190 µl (2.0 mmol, 10 eq) Ac2O und 68 µl (0.2 mmol, 1 eq) DIEA in 3 
ml CH2Cl2 geschüttelt. Nach Evakuieren der Lösung wird dreimal mit CH2Cl2 
gewaschen. 
 
• Peptidabspaltung vom Sieber Amid-Harz 
Das peptidbeladene Sieber Amid-Harz wird in eine Kunststoffspritze mit eingelegtem 
Filterplättchen überführt und 10 min in CH2Cl2 gequollen. Anschließend wird TFA in 
CH2Cl2 (2 % v/v, 8 ml/g Harz) zugegeben und 5 min geschüttelt. Die Peptidabspaltung 
wird acht- bis zehnmal wiederholt und die vereinigten Filtrate am Rotationsverdampfer 
bis zur Trockne eingeengt. Der erhaltene Feststoff wird in wenig CH2Cl2 gelöst, 
intensiv im Ultraschallbad behandelt und durch Zugabe von Et2O wieder ausgefällt. 
Nach Absaugen wird das Rohprodukt im Hochvakuum getrocknet und mittels 
Säulenchromatographie oder semipräparativer HPLC gereinigt.  
 

2.1.3 pMB-Entschützung von Pyrazol-Oligoamiden (AAV 3) 
Das pMB-geschützte Peptidamid wird in wenig absoluter TFA gelöst und unter 
Argonatmosphäre innerhalb von etwa 20 min auf 70-72 °C erwärmt. Es wird 5 min bei 
dieser Temperatur belassen und anschließend das Lösungsmittel abgezogen. Der 
erhaltene Feststoff wird in wenig CH2Cl2 gelöst, intensiv im Ultraschallbad behandelt 
und durch Zugabe von Et2O wieder ausgefällt. Nach Absaugen wird das Rohprodukt im 
Hochvakuum getrocknet und mittels semipräparativer HPLC gereinigt. Die vereinigten 
Fraktionen werden, nach Entfernen des Acetonitrils im Rotationsverdampfer, 
lyophilisiert. 
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2.2 Darstellung der Verbindungen 
 
Boc-Gly-(Py)4-ββββ-Dp (66) 
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Durchführung analog AAV1. 
Peptidsynthese-Ansatz: 
900mg (0.18 mmol) Boc-β-Alanin-Pam-Harz. 
 
Es werden 123 mg (0.15 mmol, 81 %) der Verbindung 66 in Form eines farblosen 
Feststoffs erhalten. 
 
Schmpkt.: 212 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3441, 2924, 1645, 1549, 1436, 1259; UV/VIS 
(CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 239 (3.50), 308 (3.54); 1H-NMR (250 MHz, CD3CN/D2O, 
TMS): δ [ppm] = 1.36 (s, 9 H, CH3-Boc), 1.51-1.75 (m, 2 H, CH2), 2.18 (s, 6 H, 
CH3-Dp), 2.32-2.47 (m, 4 H, 2 CH2), 3.08 (t, 2 H, 3J = 6.7 Hz, CH2), 3.44 (t, 2 H, 
3J = 6.7 Hz, CH2), 3.69-3.74 (m, 5 H, CH2, CH3-Pyrrol), 3.75-3.79 (m, 9 H, 
CH3-Pyrrol), 6.90 (d, 1 H, 4J = 2.0 Hz, CH-Pyrrol), 6.78 (br, 1 H, CH-Pyrrol), 6.83 (br, 
2 H, CH-Pyrrol), 7.06 (d, 1 H, 4J = 2.0 Hz, CH-Pyrrol), 7.10 (d, 1 H, 4J = 2.0 Hz, 
CH-Pyrrol), 7.12-7.15 (m, 2 H, CH-Pyrrol); 13C-NMR (62 MHz, CD3CN/D2O, TMS): 
δ [ppm] = 25.03 (−), 28.61 (+,), 36.64 (−), 36.77 (−), 36.86 (−), 36.99 (+), 37.11 (+), 
37.15 (+), 37.18 (+), 43.62 (+), 44.57 (−), 56.19 (−), 81.52 (Cquart), 105.97 (+), 
106.05 (+), 120.01 (+), 120.37 (+), 121.64 (+), 121.79 (+), 122.28 (Cquart), 122.31 
(Cquart), 122.36 (Cquart), 122.43 (Cquart), 123.60 (Cquart), 123.65 (Cquart), 123.74 (Cquart), 
123.81 (Cquart), 158.20 (Cquart), 160.61 (Cquart), 160.67 (Cquart), 160.80 (Cquart), 163.84 
(Cquart), 169.75 (Cquart), 174.92 (Cquart); MS (ESI, CH3CN + 1% AcOH): m/z (%) = 819 
(100) [MH]+. 
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Fractogel-Gly-(Py)4-ββββ-Dp (67) 
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115 mg (0.14 mmol) Boc-Gly-(Py)4-β-Dp (66) werden in 5 ml 80 %iger TFA:CH2Cl2 
30 min bei RT gerührt. Anschließend wird das Lösungsmittel entfernt und der orange 
Feststoff in 20 ml wässrigem Carbonatpuffer (pH 10) suspendiert. Nach Zugabe von 
500 mg Fractogel® EMD Epoxy wird unter Rühren (KPG-Rührer) 4 Tage auf 40 °C 
erwärmt. Die Polymer-Oligoamid-Spezies wird abgesaugt und zur Deaktivierung nicht 
umgesetzter Epoxidgruppen 2 h bei 40 °C in 20 ml Tris/HCl-Puffer (pH 8), der 
0.2 mol/l Glycin enthält, gerührt. Nach erneutem Absaugen wird das funktionalisierte 
Polymer über Nacht bei 50 °C im Hochvakuum getrocknet. 67 wird in Form eines 
gelben Feststoffs (520 mg) erhalten. 
Elementaranalyse: C 52.45, H 7.52, N 3.70. 
 
 
Boc-Cys(Mob)-Gly-(Py)4-ββββ-Dp (68): 
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Durchführung analog AAV1. 
Peptidsynthese-Ansatz: 
900mg (0.18 mmol) Boc-β-Alanin-Pam-Harz. 
 
Es werden 156 mg (0.15 mmol, 85 %) der Verbindung 68 in Form eines farblosen 
Feststoffs erhalten 
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Schmpkt.: 187 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3441, 2361, 1647, 1541, 1466, 1255; UV/VIS 
(CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 231 (3.70), 309 (3.68); 1H-NMR (250 MHz, CD3CN/D2O, 
TMS): δ [ppm] = 1.42 (s, 9 H, CH3-Boc), 1.79-1.89 (m, 2 H, CH2), 2.48 (t, 2 H, 
3J = 6.8 Hz), 2.70-2.80 (m, 8 H, CH3-Dp, CH2), 2.86-2.93 (m, 1 H, CH), 2.98-3.04 (m, 2 
H, CH2), 3.20-3.25 (t, 2 H, 3J = 6.6 Hz, CH2), 3.52 (t, 2 H, 3J = 6.8 Hz, CH2), 3. 74 (m, 
5 H, OCH3, CH2), 3.80 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 3.81 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 3.84 (s, 3 H, 
CH3-Pyrrol), 3.85 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 3.94 (bs, 2 H, CH2), 6.80 (d, 1 H, 4J = 1.9 Hz, 
CH-Pyrrol), 6.82-6.84 (m, 1 H, CH-Pyrrol), 6.85-6.89 (m, 2 H, CH-aromatisch Benzyl), 
6.90 (d, 1 H, 2J = 1.9 Hz, CH-Pyrrol), 6.92 (d, 1 H, 2J = 1.9 Hz, CH-Pyrrol), 7.10 (d, 
1 H, 4J = 1.9 Hz, CH-Pyrrol), 7.14-7.16 (m, 1 H, CH-Pyrrol),7.18-7.20 (m, 2 H, 
CH-Pyrrol), 7.24-7.28 (m, 2 H, CH-aromatisch Benzyl); 13C-NMR (100 MHz, 
CD3CN/D2O, TMS): δ [ppm] = 25.06 (−), 28.47 (+, 3 C), 33.85 (−), 36.02 (−), 
36.51 (−), 36.68 (−), 36.69 (−), 36.88 (+), 36.91 (+), 36.99 (+), 37.02 (+), 43.52 (−), 
43.49 (+), 55.02 (+), 55.92 (+), 56.06 (−), 81.43 (Cquart), 105.80 (+,), 105.92 (+), 
114.86 (+), 120.36 (+), 120.51 (+), 120.53 (+), 120.59 (+), 122.27 (Cquart), 122.31 
(Cquart), 122.36 (Cquart), 122.43 (Cquart), 123.53 (Cquart), 123.66 (Cquart), 123.77 (Cquart), 
123.94 (Cquart), 130.95 (Cquart), 131.08 (+), 157.47 (Cquart), 159.42 (Cquart), 160.39 
(Cquart), 160.56 (Cquart), 160.67 (Cquart), 163.64 (Cquart), 168.24 (Cquart), 173.56 (Cquart), 
174.73 (Cquart); MS (ESI, CH3CN + 1% AcOH): m/z (%) = 1042 (81) [MH]+, 521 (100) 
[M+2H]2+. 
 
 
10-(2,4-Diamino-phenyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbonsäure-tri-
tert-butylester (77) 
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1.00 g der Dinitroverbindung 75 werden in 10 ml EtOH gelöst und nach Zugabe von 
etwa 50 mg Pd/C (10 % Pd) in einer Wasserstoff-Atmosphäre (5 bar) 48 h bei RT 
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gerührt. Anschließend wird der Katalysator über Celite® abfiltriert, das Lösungsmittel 
abdestilliert und der erhaltene Rückstand an Kieselgel chromatographiert (Laufmittel: 
PE:EE = 20:80, Rf = 0.25, EE:PE = 1:1). Es werden 668 mg (1.16 mmol, 74 %) eines 
leicht gelben Feststoffs isoliert. 
 
Schmpkt.: 110 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 2976, 2930, 1685, 1529, 1478, 
1417, 1366, 1249, 1168; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 217(4.39), 307 (3.49); 
1H-NMR (MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 2.81-3.16 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 
3.18-3.41 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.43-3.82 (m, 8 H, CH2-Cyclen), 6.02-6.07 (m, 2 H, 
CH-aromatisch Phenyl), 6.78 (d, 1 H, 3J = 7.9 Hz, CH-aromatisch Phenyl); 13C-NMR 
(62 MHz, DMSO-d6, TMS), δ [ppm] = 79.83 (Cquart), 102.78 (+), 105.01 (+), 
122.22 (+), 128.94 (Cquart), 143.85 (Cquart), 155.77 (Cquart), 156.27 (Cquart); MS (ESI, 
MeOH + 1 % AcOH): m/z (%)= 579 (100) [MH]+. 
 
 
10-[4-({1-Methyl-4-[(1-methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonyl)-amino]-1H-pyrrol-2-
carbonyl}amino)-2-nitro-phenyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-1,4,7-tricarbon-
säure-tri-tert-butylester (78) 
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242 mg (0.40 mmol) des Cyclen-Derivates 76, 128 mg (0.44 mmol) der Säure 73, sowie 
181 mg (0.48 mmol) HATU, 65 mg (0.48 mmol) HOAt und 481 mg (3.98 mmol) 
Collidin werden in 6 ml DMF gelöst und 48 h bei 60 °C gerührt. Anschließend wird die 
Reaktionsmischung mit 3 ml H2O verdünnt und mit CH2Cl2 extrahiert. Die vereinigten 
organischen Phasen werden über Na2SO4 getrocknet, es wird vom Trockenmittel 
abfiltriert und zur Trockne einrotiert. Das erhaltene Rohprodukt wird an Kieselgel mit 
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EE:PE = 1:1 chromatographiert. Verbindung 78 (198 mg, 0.22 mmol, Rf = 0.22 in 
EE:PE = 70:30) wird in Form eines gelben Feststoffs in 82 %iger Ausbeute isoliert. 

 
Schmpkt.: 186 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 3460, 2927, 1668, 1504, 1419, 
1367, 1167, 850; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 201 (sh, 4.67), 238 (4.36), 272 
(sh, 442) 307 (4.52); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6): δ [ppm] = 1.43 (s, 18 H, 
CH3-Boc), 1.46 (s, 9 H, CH3-Boc), 3.19-3.27 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.34-3.41 (m, 4 H, 
CH2-Cyclen), 3.42-3.49 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.50-3.58 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.95 (s, 
3 H, CH3-Pyrrol), 4.05 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 7.22 (d, 1 H, 4J = 1.9 Hz, CH-Pyrrol), 7.33 
(d, 1 H, 4J = 1.7 Hz, CH-Pyrrol), 7.40 (d, 1 H, 3J = 8.9 Hz, 2-H), 7.60 (d, 1 H, 
4J = 1.9 Hz, CH-Pyrrol), 7.90 (dd, 1 H, 3J = 8.9 Hz, 4J = 2.5 Hz, 3-H), 8.19 (d, 1 H, 
4J = 1.7 Hz, CH-Pyrrol), 8.30 (d, 1 H, 4J = 2.5 Hz, 5-H), 10.17 (bs, 1 H, NH), 10.32 (bs, 
1 H, NH); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6), δ [ppm] = 27.87, 28.03, 36.22, 37.35, 
46.29, 47.24, 48.01, 78.51 (Cquart), 105.67 (CH-Pyrrol), 107.53 (CH-Pyrrol), 115.44 
(5C), 119.66 (CH-Pyrrol), 123.96 (3C), 126.05 (2C), 128.15 (CH-Pyrrol), 121.44, 
122.22, 125.55, 133.71, 135.51, 138.92, 154.66, 154.86, 156.78, 159.55 (Carbonyl, 
Cquart); MS (ESI, MeOH + 10 mmol NH4Ac): m/z (%) = 883 (100) [MH]+, 391 (78) 
[MH-C5H9O2]+; HRMS (C41H58N10O12): ber. 883.4314, gef. 883.4322 ± 1.19 ppm. 
 
 
1-[4-({1-Methyl-4-[(1-methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonyl)-amino]-1H-pyrrol-2-
carbonyl}amino)-2-nitro-phenyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-tri-triflat (79) 
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Zur Entfernung der Boc-Schutzgruppen werden 50 mg (0.06 mmol) der Verbindung 78 
in 7 ml TFA/CH2Cl2 (60:40, v/v) unter wenig Zusatz von Methanol 36 h bei RT gerührt. 
Anschließend wird das Lösungsmittel abgezogen und der erhaltene Feststoff im 
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Hochvakuum getrocknet. Das Triflat-Salz 79 (52 mg, 0.06 mmol) wird in Form eines 
gelben Pulvers in quantitativer Ausbeute erhalten. 
 
Schmpkt.: 147-149 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3430, 2951, 1667, 1515, 1423, 1161; 
UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 202 (sh, 4.55), 239 (4.45), 273 (4.58), 305 (4.60); 
1H-NMR (400 MHz, D2O, TMS): δ [ppm] = 2.92-3.03 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.10-3.25 
(m, 8 H, CH2-Cyclen), 3.25-3.36 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.58 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 3.68 
(s, 3 H, CH3-Pyrrol), 6.64 (s, 1 H, HSQC: CH-Pyrrol), 6.89 (s, 1 H, HSQC: CH-Pyrrol), 
6.97 (d, 1 H, 4J = 1.9 Hz, HSQC: CH-Pyrrol), 7.44 (d, 1 H, 4J = 1.6 Hz, HSQC: 
CH-Pyrrol), 7.53 (dd, 1 H, 3J = 8.9 Hz, 4J = 1.9 Hz, 3C-H), 7.58 (d, 1 H, 3J = 8.9 Hz, 
2C-H), 8.01 (d, 1 H, 4J = 2.3 Hz, 5C-H); 13C-NMR (100 MHz, D2O, TMS), 
δ [ppm] = 36.44, 37.55, 41.54, 42.61, 44.61, 49.90, 105.93 (CH-Pyrrol), 108.05 
(CH-Pyrrol), 115.64 (CH-Pyrrol), 116.09 (5C), 116.35 (q, 1J = 291.5 Hz, -CF3), 126.06 
(3C), 126.95 (2C), 128.70 (CH-Pyrrol), 120.79, 125.16, 125.66, 133.68, 136.88, 137.60, 
146.89, 157.81, 160.52 (Carbonyl, Cquart), 162.92 (q, 1J = 291.5 Hz, CO(CF3)); MS 
(ESI, CH3CN): m/z (%) = 583 (100) [MH]+. 
 
 
1-[4-({1-Methyl-4-[(1-methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonyl)-amino]-1H-pyrrol-2-
carbonyl}amino)-2-nitro-phenyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (80) 
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118 mg (0.13 mmol) des Eduktes 79 werden in 12 ml H2O und 1 ml CH3CN gelöst und 
über einen stark basischen Ionentauscher gegeben. Das erhaltene Eluat wird vom 
organischen Lösungsmittel befreit und gefriergetrocknet. Das freie Amin 80 wird als 
gelber Feststoff in quantitativer Ausbeute (76 mg,  0.13 mmol) isoliert. 
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Schmpkt.: 156 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 3441, 2913, 1661, 1506, 1417, 
1159; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 203 (sh, 4.72), 236 (4.54), 279 (4.63), 306 
(4.71); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 2.42-2.48 (m, 8 H, 
CH2-Cyclen), 2.60-2.66 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 2.96-3.03 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.87 (s, 
3 H, CH3-Pyrrol), 3.97 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 7.21 (d, 1 H, 4J = 1.9 Hz, HSQC: 
CH-Pyrrol), 7.33 (d, 1 H, 4J = 1.7 Hz, HSQC: CH-Pyrrol), 7.60 (d, 1 H, 4J = 1.9 Hz, 
HSQC: CH-Pyrrol), 7.61 (d, 1 H, 3J = 8.9 Hz, 2C-H), 7.88 (dd, 1 H, 3J = 8.9 Hz,  
4J = 2.4 Hz, 3C-H), 8.17 (d, 1 H, 4J = 2.4 Hz, 5C-H), 8.18 (d, 1 H, 4J = 1.7 Hz, HSQC: 
CH-Pyrrol), 10.19 (bs, 1 H, NH), 10.34 (bs, 1 H, NH); 13C-NMR (100 MHz, 
DMSO-d6, TMS), δ [ppm] = 36.21, 37.35, 44.98, 45.40, 46.51, 52.02, 105.80 
(CH-Pyrrol), 107.53 (CH-Pyrrol), 114.25 (5C), 119.74 (CH-Pyrrol), 123.92 (3C), 
126.97 (2C), 128.14 (CH-Pyrrol), 121.56, 122.22, 126.11, 133.70, 136.21, 139.04, 
147.81, 156.88, 159.67 (Carbonyl, Cquart); MS (ESI, CH3CN): m/z (%)= 583 (100) 
[MH]+. 
 
 
1-[4-({1-Methyl-4-[(1-methyl-4-nitro-1H-pyrrol-2-carbonyl)-amino]-1H-pyrrol-2-
carbonyl}amino)-2-nitro-phenyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-cobalt(III)-tri-
chlorid (81-Cl) 
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20 mg (0.03 mmol) der Verbindung 80 werden in 6 ml H2O/MeOH (1:1) gelöst und 
nach Zugabe von 12 mg (0.03 mmol) Na3[Co(CO3)2]•3H2O 30 min auf 70 °C erhitzt. 
Nach Abkühlen auf RT werden 5 bis 7 Tropfen konzentrierte HCl zugetropft, wobei ein 
Farbumschlag nach gelblich-grün zu beobachten ist. Nach Entfernen des organischen 
Lösungsmittels wird die wässrige Phase gefriergetrocknet. Der Kobalt(III)-Cyclen 



 Experimenteller Teil 
 

117

Komplex 81-Cl wird in Form eines gelblich-grünen Feststoffs in quantitativer Ausbeute 
(25 mg, 0.03 mmol) isoliert. 
 
Schmpkt.: 177-179 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3437, 2934, 1668, 1549, 1093, 740; 
UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 298 (3.90); 1H-NMR (400 MHz, D2O, TMS): 
δ [ppm] = 2.97-3.06 (m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.13-3.28 (m, 8 H, CH2-Cyclen), 3.29-3.41 
(m, 4 H, CH2-Cyclen), 3.56 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 3.56 (s, 3 H, CH3-Pyrrol), 6.77 (bs, 
1 H, CH), 6.87 (bs, 1 H, CH), 7.09 (bs, 1 H, CH), 7.48 (bs, 1 H, CH), 7.60 (bs, 2 H, 
CH), 8.03 (bs, 1 H, CH); MS (ESI, MeOH/H2O + 10 mmol NH4Ac): m/z (%) = [M3+ 
+ CH3COO-]2+. 
 
 
Fractogel-1,4,7,10-tetraazacyclododecan (83) 

 

OH
N

N

N

N

H

HH

OH
N

N

N

N

H

HH

 
 

0.60 g (1.27 mmmol) 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 
74 und 4.00 g Fractogel® EMD Epoxy werden unter Rühren (KPG-Rührer) in 80 ml 
wässrigem Carbonatpuffer (pH 10) 4 d auf 40 °C erwärmt. Die Polymer-Oligoamid-
Spezies wird abgesaugt und zur Deaktivierung nicht umgesetzter Epoxidgruppen 2 h bei 
40 °C in 20 ml Tris/HCl-Puffer (pH 8), der 0.2 mol/l Glycin enthält, gerührt. Das 
Polymer wird abgesaugt, mit 20 ml TFA versetzt und 10 min bei RT gerührt. Danach 
wird der Feststoff filtriert und mit 50 ml 2 N NaOH sowie 100 ml H2O gewaschen. 
Nach Trocknen im Hochvakuum bei 50 °C (über Nacht) wird das Produkt 83 (4.01 g) in 
Form eines farblosen Feststoffs isoliert. 
Elementaranalyse: C 53.32, H 8.02, N 0.80. 
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1-Fractogel-1,4,7,10-tetraazacyclododecan-zink(II)-di-perchlorat (84) 
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Das funktionalisierte Polymer 83 (2.02 g) und Zn(ClO4)2 × 6 H2O (1.34 g, 3.6 mmol) 

werden in 10 ml Wasser suspendiert und 3 h auf 80 °C erwärmt. Anschließend wird das 

Produkt abfiltriert und gründlich mit H2O und MeOH gewaschen. Nach Trocknen im 

Hochvakuum wird Verbindung 84 (1.90 g) in Form eines farblosen Feststoffs erhalten. 

Elementaranalyse: C 51.45, H 7.60, N 0.85. 

 
 
Kalium-1-ethoxycarbonyl-but-1-en-3-in-1-olat (88):  
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In einem Schlenckkolben werden 50.0 g (1.28 mol) Kalium in 320 ml absolutem EtOH 
und 225 ml absolutem Et2O gelöst Nach Abkühlen auf 0°C (Eisbad) werden 93.5 g 
(0.64 mol) Oxalsäuredietylester in 30 ml Et2O zugetropft und 30 min bei dieser 
Temperatur gerührt. Anschließend werden 26.3 g (0.64 mol) CH3CN in 30 ml Et2O 
hinzugefügt. Nach Entfernen des Eisbades wird 1 h bei Raumtemperatur gerührt und der 
ausfallende Feststoff abgesaugt. Das in Form eines gelblichen Feststoffs erhaltene 
Kaliumsalz des Cyanopyruvates 88 (115 g, 0.6 mol, 100%) wird ohne weitere 
Aufreinigung umgesetzt. 
 
Schmpkt.: 105 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 3393, 2170, 1626, 1558, 1363, 
1310, 1112, 594, 526; 1H-NMR (250 MHz, D2O): δ [ppm] = 1.19 (t, 3 H,  
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3J = 7.1 Hz, CH3), 4.13 (q, 2 H, 3J = 7.1 Hz, CH2), 4.80 (s, 1H, CH); MS (ESI, H2O): 
m/z (%) = 140 (100) [M]−. 
 
 
2-(Methoxycarbonyl-hydrazono)-pent-4-in-säure-ethylester (89) 
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895 mg (5.00 mmol) des Eduktes 88 werden in 50 ml absolutem Chloroform 
suspendiert und anschließend mit 3 ml chlorwasserstoffgesättigtem EE versetzt. Nach 
Zugabe von 450 mg (5.00 mmol) Hydrazinoameisensäuremethylester wird 24 h bei RT 
gerührt und vom ungelösten Feststoff abfiltriert. Das nach Einengen erhaltene ölige 
Rohprodukt wird über Kieselgel mit EE als Laufmittel gereinigt (Rf = 0.72). 89 wird in 
Form eines farblosen Feststoffs (1.95 mmol, 39 %) erhalten. 
 
Schmpkt.: 131 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3250, 2250, 1700; 1H-NMR (250 MHz, 
CDCl3, TMS): δ [ppm] = 1.40 (t, 3 H, 3J = 7.1, CH3-Ester), 3.61 (s, 2 H, CH2), 3.89 (s, 3 
H, OCH3), 4.38 (q, 2 H, 3J = 7.1, CH2-Ester), 11.93 (bs, 1 H, NH); MS (CI, CH2Cl2, 
NH3): m/z (%) = 214 (34) [MH]+, 231 (100) [M + NH4]+; Elementaranalyse ber. für 
C8H11N3O4: C 45.07; H 5.20, N 19.71, gef. C 44.91; H 5.10, N 19.50. 
 
 
5-Amino-pyrazol-1, 3-dicarbonsäure-3-ethylester-1-methylester (90) 
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107 mg (0.50 mmol) des Eduktes 89 werden in 5 ml absolutem CH3CN gelöst und mit 
0.14 ml (1.00 mmol) Triethylamin versetzt. Nach 10 min Rühren bei RT wird die 
Lösung eingeengt und der erhaltene Feststoff aus EE umkristallisiert. Das Produkt 90 
wird in Form farbloser Kristalle (104 mg, 0.49 mmol, 98 %) isoliert (Rf = 0.52, EE). 
 
Schmpkt.: 163 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3490, 3287, 3157, 1744, 1729, 1614, 1457, 
1243; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 216 (4.37), 292 (3.58); 1H-NMR 
(250 MHz, CDCl3, TMS): δ [ppm] = 1.38 (t, 3 H, 3J = 7.1, CH3-Ester), 4.06 (s, 3 H, 
OCH3), 4.39 (q, 2 H, 3J = 7.1, CH2), 5.50 (bs, 2 H, NH2), 5.90 (s, 1 H, CH); 13C-NMR 
(62 MHz, CDCl3, TMS): δ [ppm] = 14.26 (+), 54.82 (+), 61.52 (−), 89.82 (+), 147.34 
(Cquart), 151.26 (Cquart), 152.16 (Cquart), 161.92 (Cquart); MS (EI, CH2Cl2): m/z (%) = 213 
(36) [M+•], 169 (24) ([M+•-C2H4O], 141 (100) ([M+•-C3H4O2]; HRMS (C8H11N3O4): 
ber. 213.0750, gef. 213.0752 ± 0.56 ppm; Elementaranalyse ber. für C8H11N3O4: C 
45.07; H 5.20, N 19.72, gef. C 44.87; H 5.04, N 19.44.  
 
 
3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-1H-pyrazol-5-carbonsäureethylester 
(91) 
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Verbindung 90 (4.00 g, 18.76 mmol) wird in 100 ml absolutem THF gelöst und nach 
Zugabe von 6.40 g (24.74 mmol) (9-Fluorenylmethyl)-chloroformiat 22 h bei 70 °C 
gerührt. Die Lösung wird eingeengt, der zurückbleibende Feststoff in CH2Cl2 gelöst und 
auf Kieselgel aufgezogen. Nach säulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit 
EE:PE = 1:2 als Laufmittel werden 6.80 g (18.01 mmol, 96 %) des Produktes 91 in 
Form eines farblosen Feststoffs (Rf = 0.18) isoliert. 
 
Schmpkt.: 180 °C ; IR (KBr): ν [cm-1] = 3366, 3247, 3124, 1706, 1636, 1586, 1523, 
1297, 1254, 1221, 1061, 10283; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 208 (4.79), 220 
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(sh, 4.51), 265 (4.32), 275 (sh, 4.14), 289 (3.71), 300 (3.74); 1H-NMR (250 MHz, 
DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 1.30 (t, 3 H, 3J = 7.1 Hz, CH3), 4.23-4.46 (m, 5 H, CH2, 
CH), 7.43 (bs, 1 H, CH), 7.35-7.41 (m, 4 H, CH-aromatisch Fmoc), 7.73-7.77 (m, 2 H, 
CH-aromatisch Fmoc), 7.89-7.93 (m, 2 H, CH-aromatisch Fmoc), 10.39 (bs, 1 H, NH), 
13.48 (bs, 1 H, NH-Pyrazol); 13C-NMR (62 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 13.96 
(+), 46.44 (+), 60.72 (−), 66.03 (−), 98.07 (+), 120.04 (+), 125.14 (+), 127.08 (+), 
127.69 (+), 134.51 (Cquart), 140.69 (Cquart), 143.55 (Cquart), 146.50 (Cquart), 153.39 
(Cquart), 159.25 (Cquart); MS (FAB, CH2Cl2/MeOH, Glycerin): m/z (%) = 378 (100) 
[MH]+; HRMS (C21H19N3O4): ber. 378. 1454 [MH]+, gef. 378.1453 [MH]+ ± 0.78 ppm; 
Elementaranalyse ber. für C21H19N3O4: C 66.83; H 5.07, N 11.13, gef. C 66.43; 
H 5.05, N 10.87. 
 
 
3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-1H-pyrazol-5-carbonsäure 
(Fmoc-Pz(H)-OH, 92): 
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7.90 g (20.93 mmol) des Eduktes 91 werden in einer Mischung aus 100 ml 
halbkonzentrierter HCl, 70 ml Eisessig und 40 ml EtOH suspendiert. Nach Behandeln 
im Ultraschallbad wird die Reaktionsmischung 2 d bei 115 °C gerührt und anschließend 
das Lösungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene gelbliche Feststoff wird in 
CH2Cl2 suspendiert, mehrerer Minuten im Ultraschallbad behandelt und anschließend 
das Lösungsmittel abpipettiert. Der Vorgang wird zweimal wiederholt, wobei der 
zurückbleibende Feststoff beim letzten Mal abgesaugt wird. Nach Trocknen in der 
Trockenpistole (40 °C) über P4O10 wird die Verbindung 92 (6.65 g, 19.05 mmol, 91 %) 
in Form eines farblosen Feststoffs erhalten (Rf = 0.1, CH2Cl2:MeOH:NH3 = 80:20:1). 
 
Schmpkt.: 250 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 3350, 3110, 1702, 1631, 1561, 
1240; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 208 (4.82), 220 (sh, 4.43), 265 (4.35), 276 
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(sh, 4.16), 288 (3.77), 300 (3.78); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 4.27 (t, 1 H, 3J = 7.1 Hz, CH), 4.38 (d, 2 H, 3J = 7.1 Hz, CH2), 7.29-7.46 (m, 
4 H, CH-aromatisch Fmoc), 7.76 (d, 2 H, 3J = 6.9 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 7.88 (d, 
2 H, 3J = 7.5 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 10.43 (bs, 1 H, NH), 11.50-14.50 (bs, 2 H, 
NH-Pyrazol, OH); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 46.51 (+), 66.07 
(-), 98.24 (+), 120.16 (+), 125.35 (+), 127.11 (+), 127.71 (+), 134.96 (Cquart), 140.76 
(Cquart), 143.71 (Cquart), 147.08 (Cquart), 153.52 (Cquart), 160.52 (Cquart); MS (FAB, 
DMSO/Glycerin): m/z (%) = 348 (20) [M−H]−; HRMS (C19H15N3O4): ber. 348.0984 
[M−H]−, gef. 348.0989 [M−H]− ± 1.85 ppm. 
 
 
Fmoc-Gly-Pz(H)-OEt (93): 
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3.80 g (17.82 mmol) der Verbindung 90 werden in 120 ml absolutem THF gelöst und 
nach Zugabe von 6.19 g (19.61 mmol) N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-glycinchlorid 
24 h bei 70 °C gerührt. Nach Entfernen des Lösungsmittels wird das gelbliche 
Rohprodukt auf Kieselgel aufgezogen und an Kieselgel mit EE:PE = 4:1 als Laufmittel 
chromatographiert. Verbindung 93 (7.50 g, 17.26 mmol, 97 %) wird als farbloser 
Feststoff isoliert (Rf = 0.32, EE:PE = 2:1). 
 
Schmpkt.: 132 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3307, 3173, 1704, 1591, 1548, 1506, 1254; 
UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 208 (4.73), 220 (sh, 4.47), 266 (4.27), 276 
(sh, 4.12), 289 (3.73), 300 (3.74); 1H-NMR (250 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 1.30 (t, 3J = 7.1 Hz, 3 H, CH3), 3.81 (d, 2 H, 3J = 5.7 Hz, CH2-Glycin), 
4.15-4.41 (m, 5 H, CH2-Ester, CH2-Fmoc, CH-Fmoc), 6.96 (bs, 1 H, CH-Pyrazol), 
7.29-7.47(m, 4H, CH-aromatisch Fmoc), 7.62 (t, 1 H, 3J = 5.7 Hz, NH), 7.73 (d, 2 H, 
3J = 5.9 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 7.90 (d, 2 H, 3J = 7.1 Hz, CH-aromatisch Fmoc); 
10.67 (bs, 1 H, NH), 13.55 (bs, 1 H, NH-Pyrazol); 13C-NMR (62 MHz, DMSO-d6), 
δ [ppm] = 14.10 (+), 43.44 (−), 46.60 (+), 60.78 (−), 65.72 (−), 99.20 (+), 120.10 (+), 



 Experimenteller Teil 
 

123

125.23 (+), 127.06 (+), 127.61 (+), 133.02 (Cquart), 140.71 (Cquart), 143.83 (Cquart), 
147.53 (Cquart), 156.56 (Cquart), 158.83 (Cquart), 167.53 (Cquart); MS (FAB, CH2Cl2, 
Glycerin): m/z (%) = 435 (100) [MH]+; HRMS (C23H22N4O5): ber. 435.1668 [MH]+, 
gef. 435.1662 [MH]+ ± 1.40 ppm. 
 
 
H-Gly-Pz(H)-OEt (94): 
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Verbindung 93 (200 mg, 0.46 mmol) wird in 2 ml 20 %igem Piperidin in DMF gelöst 
und 15 min bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wird entfernt und der erhaltene Feststoff 
auf Kieselgel aufgezogen. Nach säulenchromatographischer Reinigung an Kieselgel mit 
CH2Cl2:MeOH:NH3 = 80:20:1 werden 91 mg (0.43 mmol, 93 %) des Produktes 94 in 
Form eines farblosen Feststoffs erhalten (Rf = 0.54). 
 
Schmpkt.: 188 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 3374, 3236, 1722, 1654, 1528, 
1472; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 219 nm (3.79); 1H-NMR (250 MHz, 
DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 1.31 (t, 3 H, 3J = 7.1 Hz, CH3), 3.32 (s, 2 H, CH2-Glycin), 
4.30 (q, 2 H, 3J = 7.1 Hz CH2), 6.94 (s, 1 H, CH); 13C-NMR (62 MHz, DMSO-d6, 
TMS), δ [ppm] = 14.10 (+), 44.51 (−), 60.64 (−), 98.27 (+), 134.72 (Cquart), 145.89 
(Cquart), 159.39 (Cquart), 170.90 (Cquart); MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 212 (10) [M]•+, 155 
(12) [M-NHCOCH2NH2]•+; HRMS (C8H12N4O3): ber. 212.0909, gef. 212.0908 
± 0.39 ppm. 
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Fmoc-Gly-Gly-Pz(H)-OEt (95) 
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100 mg (0.23 mmol) der Verbindung 94 und 145 mg (0.46 mmol) 
N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-glycinchlorid werden in 4 ml absolutem DMF gelöst. 
Durch Zugabe von N, N-Diisopropylethylamin wird der pH-Wert der Lösung auf 8-9 
eingestellt. Nach 30 min Rühren bei RT wird das Lösungsmittel im Hochvakuum 
entfernt. Der ölige Rückstand wird in CH2Cl2 suspendiert, einige Minuten im 
Ultraschallbad behandelt und das Lösungsmittel anschließend wieder entfernt. Der 
erhaltene Feststoff wird auf Kieselgel aufgezogen und mittels Säulenchromatographie 
an Kieselgel mit CH2Cl2:MeOH:NH3 = 100:10:1 als Laufmittel gereinigt (Rf = 0.20). Es 
werden 46 mg (0.09 mmol, 41 %) des Produktes 95 in Form eines farblosen Feststoffs 
isoliert. 
 
Schmpkt.: 198 °C (Zersetzung); IR (KBr): ν [cm-1] = 3325, 3140, 1701, 1640, 1571, 
1211; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 208 (4.73), 220 (sh, 4.49), 265 (4.28), 275 
(sh, 4.12), 289 (3.69), 300 (3.70); 1H-NMR (250 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 1.30 (t, 3 H, 3J = 7.1 Hz, CH3), 3.69 (d, 2 H, 3J = 6.0 Hz, CH2-Glycin), 3.91 
(d, 2 H, 3J = 5.6 Hz CH2-Glycin), 4.19-4.36 (m, 5 H, 2 CH2-Ester, CH2-Fmoc, 
CH-Fmoc), 6.92 (bs, 1 H, CH-Pyrazol), 7.29-7.47 (m, 4 H, CH-aromatisch Fmoc), 7.60 
(t, 1 H, 3J = 6.0 Hz, 1 H, NH), 7.72 (d, 2 H, 3J = 7.1 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 7.89 (d, 
2 H, 3J = 7.1 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 8.19 (t, 1 H, 3J = 5.6 Hz, NH), 10.63 (s, 1 H, 
NH), 13.55 (bs, 1 H, NH-Pyrazol); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 
14.11 (+), 42.11 (−), 43.43 (−), 46.62 (+), 60.73 (−), 65.73 (−), 99.02 (+), 120.11 (+), 
125.25 (+), 127.08 (+), 127.62 (+), 133.17 (Cquart), 140.71 (Cquart), 143.84 (Cquart), 
147.30 (Cquart), 156.51 (Cquart), 159.02 (Cquart), 167.22 (Cquart), 169.57 (Cquart); MS (FAB, 
DMSO/Glycerin): m/z (%) = 492 (100) [MH]+; HRMS (C25H25N5O6): ber. 492.1883 
[MH]+, gef. 492.1879 [MH]+ ± 1.20 ppm. 
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H-Gly-Gly-Pz(H)-OEt (96) 
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Das Edukt 95 (360 mg, 0.73 mmol) wird in 2 ml 20 %igem Piperidin in DMF gelöst und 
15 min bei RT gerührt. Das Lösungsmittel wird abgezogen und der erhaltene Feststoff 
in CH2Cl2 suspendiert. Nach Behandeln im Ultraschallbad wird die überstehende 
Lösung abpipettiert. Der Vorgang wird weitere zweimal wiederholt, wobei der 
zurückbleibende Feststoff beim letzten Mal abgesaugt wird. Das Produkt 96 wird in 
Form eines farblosen Feststoffs (193 mg, 0.72 mmol, 98 %) erhalten (Rf = 0.16, 
CH2Cl2:MeOH:NH3 = 80:20:1). 
 
Schmpkt.: 190 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3363, 3249, 1723, 1663, 1547, 1473; UV/VIS 
(CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 223 (3.60); 1H-NMR (250 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 1.30 (t, 3 H, 3J = 7.1 Hz CH3), 3.19 (s, 2 H, CH2-Glycin), 3.93 (s, 2 H, 
CH2-Glycin), 4.29 (q, 2 H, 3J = 7.1 Hz, CH2-Ester), 6.90 (s, 1 H, CH), 8.24 (bs, 1 H, 
NH), 10.67 (bs, 1 H, NH); 13C-NMR (62 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 14.10 (+), 
41.97 (−), 44.29 (−), 60.69 (−), 98.83 (+), 134.13 (Cquart), 146.37 (Cquart), 159.20 (Cquart), 
167.31 (Cquart), 172.84 (Cquart); MS (CI, NH3): m/z (%) = 270 (58) [MH]+, 156 (100) 
[M-C4H5N2O2]+; HRMS (C10H15N5O4): ber. 270.1202 [MH]+, gef. 270.1204 [MH]+ 
± 0.78 ppm. 
 
 
3(5)-Nitropyrazol-5(3)-carbonsäurechlorid (98) 
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5.00 g (31.83 mmol) 3(5)-Nitropyrazol-5(3)-carbonsäure werden in 10 ml 
Thionylchlorid unter Zugabe von 2 Tropfen DMF innerhalb 3 h auf Rückfluss erhitzt. 
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Nach Abkühlen auf RT wird das überschüssige SOCl2 im Vakuum entfernt. Das 
zurückbleibende Rohprodukt wird in 10 ml Benzol suspendiert, geschallt und 
anschließend zur Trockne einrotiert. Nach Trocknen im Hochvakuum wird 98 in Form 
eines gelben Feststoffs (5.25 g, 29.92 mmol, 94 %) erhalten. 
Die 1H-NMR-spektroskopische Charakterisierung der Verbindung erfolgt in Form des 
entsprechenden Methylesters. Dazu wird eine Probe (etwa 10 mg) in wasserfreiem 
Methanol gelöst, kurz gerührt und anschließend das Lösungsmittel wieder abgezogen. 
IR (KBr): ν [cm-1] = 3620, 3019, 1744, 1516, 1320, 1215; 1H-NMR (250 MHz, CDCl3, 
TMS): δ [ppm] = 4.05 (s, 3 H, CH3), 8.47 (s, 1 H, CH-Pyrazol). 
 
 
MeO-PEG-Pz(H)-NO2 (99) 
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31.8 g (6.35 mmol) MeO-PEG-OH werden unter Zugabe von 9.8 ml Pyridin in 65 ml 
CH2Cl2 gelöst. Innerhalb 15 min wird zu dieser Lösung eine Lösung von 2.23 g 
(12.7 mmol) des Säurechlorids 98 in 65 ml DMF getropft. Die Reaktionsmischung wird 
12 h bei RT gerührt und das polymergebundene Produkt anschließend durch Zugabe 
von Et2O (etwa 1000 ml) ausgefällt. Der erhaltene Rückstand wird abgesaugt, kurz 
getrocknet und in 300 ml CH2Cl2 aufgenommen. Nach Erneutem Ausfällen mit Et2O 
und Absaugen wird Verbindung 99 in Form eines farblosen Feststoffs isoliert. Die 
Belegung des Polymers ist quantitativ. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ [ppm] = 3.64 (s, 3 H, CH3), 7.42 (s, 1 H, 
CH-Pyrazol). 
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MeO-PEG-Pz(H)-NH2 (100) 
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1.0 g (0.19 mmol) der Verbindung 99 werden in 10 ml MeOH suspendiert und durch 
Zugabe von 0.3 ml CH2Cl2 vollständig gelöst. Anschließend werden 0.5 g 
Ammoniumformiat und 0.1 g Palladium auf Aktivkohle (10 %ig) zugegeben. Der 
Beginn der Reaktion lässt sich durch die Entwicklung des bei der Zersetzung des 
Ammoniumformiats freiwerdenden CO2 überprüfen. In Fällen, bei denen dies nicht zu 
beobachten ist, wird vorsichtig mit einer Heizpistole erwärmt. Nach dem Einsetzen der 
Reaktion wird 1 h bei RT gerührt und anschließend über Celite® filtriert. Durch Zugabe 
von Et2O wird das polymergebundene Amin 100 zusammen mit überschüssigem 
Ammoniumformiat ausgefällt. Der erhaltene Feststoff wird in CH2Cl2 aufgenommen, 
wobei letzteres ungelöst zurückbleibt und abfiltriert werden kann. Das so erhaltene 
Filtrat wird erneut mit Et2O versetzt und der ausfallende Feststoff abgesaugt. 
Verbindung 100 wird mit quantitativer Belegung des Polymers isoliert. 
 
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, TMS): δ [ppm] = 3.64 (s, 3 H, CH3), 6.26 (s, 1 H, 
CH-Pyrazol). 
 
 
MeO-PEG-Pz(H)-Pz(H)-NO2 (101) 
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0.70 g (0.14 mmol) der Verbindung 100 werden unter Zugabe von 0.5 ml Pyridin in 
10 ml CH2Cl2 gelöst. Innerhalb von 5 min wird zu dieser Lösung eine Lösung von 
0.15 g (0.85 mmol) des Säurechlorids 98 in 7 ml DMF getropft. Die Reaktionsmischung 
wird 12 h bei RT gerührt und das polymergebundene Produkt anschließend durch 
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Zugabe von Et2O (etwa 100 ml) ausgefällt. Der erhaltene Rückstand wird abgesaugt, 
kurz getrocknet und in 10 ml CH2Cl2 aufgenommen. Nach Erneutem Ausfällen mit 
Et2O und Absaugen wird Verbindung 101 in Form eines farblosen Feststoffs isoliert. 
Die Belegung des Polymers ist quantitativ. 
 
1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 3.39 (s, 3 H, CH3), 7.08 (s, 1 H, 
CH-Pyrazol), 7.97 (s, 1 H, CH-Pyrazol), 11.49 (s, 1 H, NH), 13.82 (s, 1 H, NH-Pyrazol), 
14.97 (s, 1 H, NH-Pyrazol). 
 
 
O2N-Pz(H)-Pz(H)-OH (102) 
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700 mg (0.13 mmol) der Verbindung 101 werden in 15 ml 2 N NaOH gelöst und 5 h bei 
RT gerührt. Anschließend wird die wässrige Phase mit EE extrahiert und über Na2SO4 
getrocknet. Nach Abfiltrieren vom Trocknungsmittel wird das Lösungsmittel abgezogen 
und das erhaltene Rohprodukt aus EE umkristallisiert. Verbindung 102 wird in Form 
eines farblosen Feststoffs isoliert (30 mg, 0.11 mmol, 85 %). 
 
Schmpkt.: 214-216 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3212, 2925, 1665, 1542, 1480, 1320, 
1251, 991; 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 7.04 (s, 1 H, 
CH Pyrazol), 8.92 (s, 1 H, CH-Pyrazol), 11.24 (s, 1 H, NH), 13.52 (s, 1 H, NH-Pyrazol), 
14.16 (s, 1 H, NH-Pyrazol; 13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 99.94 (+), 
102.19 (+), 134.57 (Cquart), 138.49 (Cquart), 146.21 (Cquart), 155.01 (Cquart), 155.72 
(Cquart), 160.16 (Cquart); MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 266 (68) [M]•+; HRMS (C8H6N6O5): 
ber. 266.0399 [M]•+, gef. 266.0397 [M]•+ ± 0.99 ppm. 
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N-4-Methoxybenzyl-3-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-amino-5-carbonsäure 
(Fmoc-Pz(pMB)-OH, 107) 
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In einem Schlenckkolben werden zu einer Lösung von 910 mg (3.28 mmol) 
N-4-Methoxybenzyl-3-nitro-pyrazol-5-carbonsäuremethylester (106) in 4 ml absolutem 
DMF 65 mg Pd/C (10 %ig) gegeben. Das Reaktionsgemisch wird anschließend in einen 
Autoklaven überführt und bei einem Wasserstoffdruck von 5 bar 4 h bei RT gerührt. 
Nach Filtrieren über Celite werden bei 0 °C 1.26 ml (959 mg, 7.42 mmol) 
N, N-Diisopropylethylamin und 891 mg (3.44 mmol) 9-(Fluorenylmethyl)-chlorfomiat 
zugegeben. Die Lösung wird 5 h bei RT gerührt, anschließend wird mit 4 ml H2O 
verdünnt, mit 1 N HCl angesäuert (bis pH ~ 1) und mit Et2O (3 × 5 ml) extrahiert. Die 
vereinigten organischen Phasen werden mit H2O gewaschen und über Na2SO4 
getrocknet. Nach Einengen wird das Rohprodukt säulenchromatographisch über 
Kieselgel gereinigt (Laufmittel: CH2Cl2:MeOH:NH3 = 100:10:1, Rf = 0.2), wodurch 107 
in Form eines farblosen bis leicht gelblichen Feststoffs (784 mg, 1.67 mmol, 51 %) 
isoliert wird. 
 
Schmpkt.: 236 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3424, 3263, 3100, 2930, 1733, 1586, 1513, 
1249; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 208 (4.51), 265 (4.03), 275 (sh, 3.88), 289 
(3.45), 300 (3.44); 1H-NMR (200 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 3.71 (s, 3 H, 
CH3), 4.20-4.36 (m, 3 H, CH2-Fmoc, CH-Fmoc), 5.63 (s, 2 H, CH2-Benzyl), 6.62 (bs, 
1 H, CH-Pyrazol), 6.82-6.89 (m, 2 H, CH-aromatisch pMB), 7.14-7.22 (m, 2 H, 
CH-aromatisch pMB), 7.28-7.47 (m, 4 H, CH-aromatisch Fmoc), 7.78 (d, 2 H, 
3J = 7.1 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 7.90 (d, 2 H, 3J = 7.1 Hz, CH-aromatisch Fmoc), 
10.19 (bs, 1 H, NH); 13C-NMR (62 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 46.44 (+), 52.02 
(−), 55.02 (+), 66.03 (−), 99.44 (+), 113.60 (+), 120.09 (+), 125.45 (+), 127.07 (+), 
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127.67 (+), 128.88 (+), 130.69 (Cquart), 138.69 (Cquart), 140.69 (Cquart), 143.71 (Cquart), 
145.43 (Cquart), 153.40 (Cquart), 158.41 (Cquart), 162.18 (Cquart); MS (FAB, 
Glycerin/MeOH): m/z (%) = 470 (100) [MH]+; HRMS (C27H23N3O5): ber. 470.1716 
[MH]+, gef. 470.1708 [MH]+ ± 1.32 ppm; Elementaranalyse ber. für C27H23N3O5: 
C 69.07; H 4.94, N 8.95, gef. C 68.93; H 4.88; N 8.64. 
 
 
Ac-Pz(pMB)-Val-Val-Pz(pMB)-NH2 (108) 
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Durchführung der Peptidsynthese analog AAV2 
Peptidsyntheseansatz: 
Fmoc-Sieber Amid-Harz: 1.00 g (0.20 mmol/g) 
Erstbelegung: 
Fmoc-Pz(pMB)-Sieber Amid-Harz: 0.19 mmol/g 
 
Das Produkt wird mittels Säulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: 
CH2Cl2:MeOH = 10:1, Rf = 0.32) gereinigt. Es werden 124 mg (0.17 mmol, 91 %) eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
 
Schmpkt.: 185°C; Drehwert: [α] D

20  = +19.4 (c = 0.07 in DMSO); IR (KBr): 

ν [cm-1] = 3414, 3298, 2963, 2930, 1668, 1577, 1514, 1250; UV/VIS (CH3CN): 
λmax [nm] (lg ε) =222 (4.72), 271 (sh, 4.13); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 0.85-0.93 (m, 12 H, CH3-i-Prop), 2.00 (s, 3 H, CH3-Acetyl), 2.02-2.20 (m, 
2 H, CH-i-Prop), 3.69 (s, 3 H, CH3), 3.71 (s, 3 H, CH3), 4.28 (dd, 1 H, 3J = 8.7 Hz, 
3J = 7.3 Hz, α-CH), 4.34 (dd, 1 H, 3J = 8.5 Hz, 3J = 7.3 Hz, α-CH), 5.45-5.65 (m, 4 H, 
CH2-pMB), 6.79-6.89 (m, 4 H, CH-aromatisch pMB), 7.12-7.18 (m, 5 H, 
CH-aromatisch pMB, CH-Pyrazol), 7.26 (s, 1 H, CH-Pyrazol), 7.51 (bs, 1 H, NH von 
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NH2), 7.97 (d, 1 H, 3J = 8.5 Hz, NH), 8.06 (bs, 1 H, NH), 8.63 (d, 1 H, 3J = 8.7 Hz, 
NH), 10.58 (s, 1 H, NH), 10.67 (s, 1 H, NH); 13C-NMR (62 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 18.16 (+), 19.09 (+), 19.29 (+), 23.02 (+), 29.56 (+), 30.62 (+), 52.50 (−), 
52.57 (−), 55.01 (+), 55.03 (+), 57.89 (+), 59.02 (+), 98.72 (+), 99.10 (+), 113.65 (+), 
113.73 (+), 128.93 (+), 129.08 (+), 129.78 (Cquart), 129.93 (Cquart), 134.66 (Cquart), 
134.76 (Cquart), 145.35 (Cquart), 145.93 (Cquart), 158.58 (Cquart), 158.60 (Cquart), 159.25 
(Cquart), 160.86 (Cquart), 167.54 (Cquart), 169.22 (Cquart), 170.78 (Cquart); MS (FAB, 
Glycerin/DMSO): m/z (%) = 716 (100) [MH]+; HRMS (C36H45N9O7): ber. 716.3520 
[MH]+, gef. 716.3528 [MH]+ ± 1.23 ppm. 
 
 
Ac-Val-Pz(pMB)-Pz(pMB)-Val-NH2 (109) 
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Durchführung der Peptidsynthese analog AAV2 
Peptidsyntheseansatz: 
Fmoc-Sieber Amid-Harz: 1.00 g (0.20 mmol/g) 
Erstbelegung: 
Fmoc-Val-Sieber-Amid-Polystyrol-Harz: 0.19 mmol/g 
 
Das Produkt wird mittels Säulenchromatographie an Kieselgel (Laufmittel: 
CH2Cl2:MeOH = 10:1, Rf = 0.34) gereinigt. Es werden 125 mg (0.18 mmol, 92 %) eines 
farblosen Feststoffs erhalten. 
 
Schmpkt.: 251 °C; Drehwert: [α] D

20  = +26.7 (c = 0.06 in DMSO); IR (KBr): 

ν [cm-1] = 3423, 2965, 1669, 1576, 1514, 1470, 1250; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] 
(lg ε) = 227 (4.37), 271 (sh, 4.05); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): 
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δ [ppm] = 0.84-0.93 (m, 12 H, CH3-i-Prop), 1.88 (s, 3 H, CH3-Acetyl), 1.95-2.02 (m, 
1 H, CH-i-Prop), 2.05-2.12 (m,1 H, CH-i-Prop), 3.70 (s, 3 H, CH3), 3.71 (s, 3 H, CH3), 
4.21 (dd, 1 H, 3J = 8.6 Hz, 3J = 7.0 Hz, α-CH), 4.29 (dd, 1 H, 3J = 8.6 Hz, 3J = 7.2 Hz, 
α-CH), 5.50-5.67 (m, 4 H, CH2-pMB), 6.83-6.89 (m, 4 H, CH-aromatisch pMB), 
6.83-6.89 (m, 4 H, CH-aromatisch pMB), 7.09 (bs, 1 H, NH), 7.13-7.20 (m, 4 H, 
CH-aromatisch pMB), 7.41 (s, 1 H, CH-Pyrazol), 7.45 (bs, 1 H, NH), 7.45 (bs, 1 H, 
NH), 7.46 (s, 1 H, CH-Pyrazol), 7.96 (d, 1 H, 3J = 8.6 Hz, NH), 8.47 (d, 1 H, 
3J = 8.6 Hz, NH), 10.59 (s, 1 H, NH), 11.18 (s, 1 H, NH); 13C-NMR (62 MHz, 
DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 18.27 (+), 18.74 (+), 19.16 (+), 19.36 (+), 22.43 (+), 
30.29 (+), 31.28 (+), 52.77 (−), 52.84 (−), 55.03 (+), 55.05 (+), 58.10 (+), 58.59 (+), 
100.09 (+), 100.12 (+), 113.72 (+), 113.81 (+), 128.74 (+), 129.01 (+), 129.73 (Cquart), 
129.76 (Cquart), 134.14 (Cquart), 134.85 (Cquart), 145.17 (Cquart), 145.55 (Cquart), 
157.14 (Cquart), 158.61 (Cquart), 158.63 (Cquart), 159.10 (Cquart), 169.36 (Cquart), 
169.83 (Cquart), 172.65 (Cquart); MS (FAB, Glycerin/DMSO): m/z (%) = 716 (100) 
[MH]+; HRMS (C36H45N9O7): ber. 716.3520 [MH]+, gef. 716.3509 [MH]+ ± 1.21 ppm. 
 
 
Ac-Pz(H)-Val-Val-Pz(H)-NH2 (110) 
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Durchführung der Entschützung analog AAV3 
Ansatz: 
Ac-Pz(pMB)-Val-Val-Pz(pMB)-NH2 (108): 100 mg (0.14 mmol) 
 
Das Rohprodukt wird mittels semipräparativer HPLC gereinigt. Die gesammelten 
Fraktionen werden vereinigt und nach Entfernen des organischen Lösungsmittels am 
Rotationsverdampfer lyophilisiert. Zur Freisetzung der Amine des Pyrazol-Ringes wird 
der erhaltene Feststoff in gesättigter NaHCO3-Lösung suspendiert, 10 min im 
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Ultraschallbad behandelt und anschließend filtriert. Das Oligoamid 110 wird in Form 
eines farblosen Feststoffs erhalten (54 mg, 0.17 mmol, 81 %). 
 
Schmpkt.: 201 °C; Drehwert: [α] D

20  = +34.3 (c = 0.07 in DMSO); IR (KBr): 

ν [cm-1] = 3264, 2967, 1665, 1594, 1526; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 222 
(4.62); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 0.86-0.94 (m, 12 H, 8-H, 
9-H, 13-H, 14-H), 1.98-2.13 (m, 5 H, 7-H, 12-H, 20-H), 4.29-4.41 (m, 2 H, 6-H, 11-H), 
7.10 (s, 1 H, 3-H), 7.28 (s, 1 H, 17-H), 7.37 (s, 1-NHb/a), 7.90 (br, 2 H, 6-NH, 1-NHa/b), 
8.44 (d, 1 H, J = 8.1 Hz, 11-NH), 10.43 (s, 1 H, 18-NH), 10.49 (s, 1 H, 4-NH), 12.97 (s, 
1 H, NH-Pyrazol), 13.01 (s, 1 H, NH-Pyrazol); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 18.24 (+), 18.78 (+), 19.08 (+), 19.25 (+), 23.01 (+), 30.11 (+), 30.55 (+), 
57.87 (+), 57.92 (+), 95.98 (+), 96.53 (+), 137.45 (Cquart), 146.33 (Cquart), 158.88 (Cquart), 
160.45 (Cquart), 167.52 (Cquart), 169.11 (Cquart), 170.87 (Cquart); MS (ESI, MeOH + 
10 mmol NH4Ac): m/z (%) = 474 (100) [M]−; HRMS (C20H29N9O5): ber. 476.2370 
[MH]+, gef. 476.2362 [MH]+ ± 0.90 ppm. 
 
 
Ac-Val-Pz(H)-Pz(H)-Val-NH2 (111) 
 

O
N
H

O

CH3

N
N

N
H

N
N

O

N
H

O N
H O

NH2

H

H

 
 
Durchführung der Entschützung analog AAV3 
Ansatz: 
Ac-Val-Pz(pMB)-Pz(pMB)-Val-NH2 (109): 100 mg (0.14 mmol) 
 
Das Produkt wird mittels semipräparativer HPLC gereinigt. Die geeigneten Fraktionen 
werden vereinigt und nach Entfernen des organischen Lösungsmittels am 
Rotationsverdampfer lyophilisiert. Zur Freisetzung der Amine des Pyrazol-Ringes wird 
der erhaltene Feststoff in gesättigter NaHCO3-Lösung suspendiert, 10 min im 
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Ultraschallbad behandelt und anschließend filtriert Es werden 47 mg (0.11 mmol, 71 %) 
eines farblosen Feststoffs erhalten. 
 
Schmpkt.: 188 °C; Drehwert: [α] D

20  = +38.8 (c = 0.07 in DMSO); IR (KBr): 

ν [cm-1] = 3402, 2967, 1664, 1600, 1541; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 222 
(4.56); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 0.87-0.94 (m, 12 H, 
CH3-i-Prop), 1.90 (s, 3 H, CH3-Acetyl), 1.96-2.12 (m, 2 H, CH-i-Prop), 4.25-4.35 (m, 2 
H, α-CH), 7.07-7.36 (br, 3 H, 2 NH, CH-Pyrazol), 7.52 (bs, 1 H, CH-Pyrazol), 8.01 (d, 
1 H,3J = 8.5 Hz, NH), 8.05-8.27 (bs, 1 H, NH), 10.60 (bs, 1 H, NH), 10.92 (s, 1 H, NH), 
12.60-13.80 (br, 2 H, 2 NH-Pyrazol); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 18.32 (+), 19.12 (+), 19.34 (+), 22.41 (+), 30.31 (+), 57.65 (+), 58.09 (+), 
97.05 (+), 137.05 (Cquart), 145.92 (Cquart), 156.90 (Cquart), 156.29 (Cquart), 169.44 (Cquart), 
169.83 (Cquart), 172.71 (Cquart); MS (FAB, Glycerin/DMSO): m/z (%) = 476 (38) [MH]+; 
HRMS (C20H29N9O5): ber. 476.2370 [MH]+, gef. 476.2366 [MH]+ ± 1.48 ppm. 
 
 
Ac-Val-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OMe (112) 
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Die Darstellung des Peptides erfolgt mittels manueller Festphasensynthese. Als 
polymerer Träger kommt das Wang-Harz mit einer mittleren Beladung von 0.9 mmol/g 
zum Einsatz.256 

Die Kupplung der Fmoc-Aminosäuren wird mit DIPCDI und HOBT unter Zusatz 
geringer Mengen DMAP nach folgender Methode durchgeführt: 
Je 2 eq geschützter Fmoc-Aminosäure, 2.5 eq Kupplungsreagenz (DIPCDI), 5.0 eq 
Additiv (HOBt) sowie eine Spatelspitze DMAP werden in CH2Cl2:DMF = 9:1 gelöst, 
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und bei 0 °C 60 min gerührt. Anschließend wird die Mischung zum N-terminal 
entschützten Peptidyl-Harz gegeben und es wird 120 min bei RT geschüttelt. 
Bei der Anknüpfung der ersten Aminosäure an das Harz wird 60 min nachgekuppelt. 
Die Vollständigkeit der Kupplung wird mit dem Kaiser-Test 146 und dem NF 31-Test 246 
verifiziert. Bei Bedarf wird 60 min nachgekuppelt.  
Die Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgt mit 10 % Piperidin in DMF 
(2 × 30 min). Das entschützte Harz wird solange mit DMF gewaschen, bis im Filtrat 
kein Piperidin mehr nachweisbar ist. 
Die Abspaltung des Peptides vom Harz gelingt mit TFA:CH2Cl2 = 1:1 (2 × 30 min). Die 
vereinigten Lösungen werden mit Toluol versetzt und zur Trockne einrotiert. 
Zur Synthese des Methylesters wird die erhaltene freie Säure in Chlorwasserstoff-
gesättigtem MeOH gelöst und 120 min bei RT gerührt. Nach Abziehen des 
Lösungsmittels am Rotationsverdampfer wird das Rohprodukt mittels semipräparativer 
HPLC gereinigt. 
Das N/C-terminal geschützte Hexapeptid wird in 72 %iger Ausbeute in Form eines 
farblosen Feststoffs isoliert. 
 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 0.69-0.88 (m, 18 H, CH3-Valin, 
CH3-Leucin), 1.25-1.64 (m, 9 H), 1.87 (s, 3 H, CH3-Acetyl), 1.89-1.96 (m, 2 H), 
2.71-2.79 (m, 2 H), 2.92-2.98 (m, 2 H), 3.01-3.06 (m, 2 H), 3.58 (s, 3 H, CH3-Ester), 
4.08-4.16 (m, 2 H), 4.22-4.28 (m, 1 H), 4.29-4.36 (m, 1 H), 4.49 (dd, 1 H, 3J = 8.0 Hz, 
3J = 7.8 Hz, α-CH), 4.54-4.60 (m, 1 H), 7.15-7.32 (m, 10 H, CH-aromatisch Phenyl), 
7.60 (br, 3 H), 7.64 (d, 1 H, 3J = 9.1 Hz, NH), 7.89 (d, 2 H, 3J = 8.0 Hz, NH), 7.94 (d, 
1 H, 3J = 8.5 Hz, NH), 8.02 (d, 1 H, 3J = 7.8 Hz, NH), 8.40 (d, 1 H, 3J = 7.3 Hz, NH); 
MS (ESI, MeOH + 10 mmol NH4Ac): m/z (%) = 809 (100) [MH]+. 
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N, N’-Bis-(6-amino-pyridin-2-yl)-5-nitro-isophthalamid (115) 
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Zu einer Suspension von 5.00 g (25.37 mmol) 5-Nitroisophthalsäure in 100 ml CH2Cl2 
werden 38.0 ml (76.1 mmol) Oxalylchlorid und 0.20 ml (0.25 mmol) DMF gegeben. 
Die Reaktionsmischung wird 10 h bei RT gerührt, worauf sich eine klare gelbe Lösung 
bildet. Nach Abdestillieren des Lösungsmittels sowie des überschüssigen Oxalylchlorids 
wird das erhaltene Säurechlorid in 200 ml CH2Cl2 gelöst und unter starkem Rühren zu 
einer Lösung von 27.7 g (254 mmol) 2,6-Diaminopyridin und 8.84 ml (63.4 mmol) NEt3 
in 500 ml THF getropft. Die Lösung wird 3 h bei RT gerührt und anschließend zur 
Trockne einrotiert. Der grünlich-braune Feststoff wird in Wasser suspendiert, im 
Ultraschallbad behandelt, abgesaugt und mit Wasser gewaschen. Zur weiteren 
Reinigung wird das Rohprodukt in THF gelöst und über Kieselgel (Laufmittel: EE, 
Rf = 0.7) chromatographiert. Das Isophthalamid-Derivat 115 (8.10 g, 20.6 mmol, 81 %) 
wird in Form eines leicht gelben Feststoffs isoliert. 
 
Schmpkt.: 265-266 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3482, 3337, 3088, 1652, 1626, 1535, 
1462, 1305, 1246, 795; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 198 (4.89), 223 (4.82), 
316 (4.39); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 5.83 (s, 4 H, 2 NH2), 
6.31 (dd, 2 H, 3J = 7.1 Hz, 4J = 1.1 Hz, 5a, b-H), 7.40 (dd, 2 H, 3J = 7.1 Hz, 4J = 1.1 Hz, 
3a, b-H), 7.46 (t, 2 H, 3J = 7.7 Hz, 4a, b-H), 8.82 (d, 2 H, 4J = 1.4 Hz, 1a, b-H), 8.94 (t, 
1 H, 4J = 1.4 Hz, 2a, b-H), 10.58 (s, 2 H, 2 NH); 13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6, 
TMS): δ [ppm] = 101.90 (+), 104.39 (+), 125.38 (+), 132.62 (+), 135.82 (Cquart), 138.92 
(+), 147.80 (Cquart), 149.90 (Cquart), 158.52 (Cquart), 162.85 (Cquart); MS (ESI, 
MeOH + 1 % HOAc): m/z (%) = 394 (100) [MH]+; HRMS (C18H15N7O4): ber. 
393.1186 [MH]+, gef. 393.1198 [MH]+ ± 0.51 ppm. 
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{[6-(3-{6-[2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-acetylamino]-pyridin-2-
ylcarbamoyl}-5-nitro-benzoylamino)-pyridin-2-ylcarbamoyl]-methyl}-carbamin-
säure 9H-fluoren-9-ylmethylester ([Fmoc-Gly]2-BPP-NO2, 116) 
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Unter Eiskühlung werden nacheinander 100 mg (0.25 mmol) N, N’-Bis-(6-amino-
pyridin-2-yl)-5-nitro-isophthalamid 115, 164 mg (0.55 mmol) N-(9-Fluorenylmethoxy-
carbonyl)-glycinchlorid, 144 mg (0.75 mmol) EDC•HCl sowie 204 mg (1.50 mmol) 
HOAt in 4 ml DMF gelöst. Die Reaktionsmischung wird 24 h bei RT gerührt, mit 
Wasser auf das doppelte Volumen verdünnt und dreimal mit je 3 ml CH2Cl2 extrahiert. 
Die vereinigten organischen Phasen werden über MgSO4 getrocknet, es wird vom 
Trockenmittel abfiltriert und eingeengt. Der erhaltene gelbe Feststoff wird durch 
Säulenchromatographie über Kieselgel mit 5 % MeOH in CH2Cl2 (v/v, Rf = 0.6) als 
Laufmittel gereinigt. Verbindung 116 194 mg (0.20 mmol, 80 %) wird als farbloser 
Feststoff isoliert. 
 
Schmpkt.: 168 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3415, 3067, 2926, 1690, 1586, 1533, 1449, 
1301, 1244, 739; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 209 (4.84), 221 (4.73), 264 
(4.56), 290 (4.47), 300 (4.50); 1H-NMR (300 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 3.91 
(d, 4 H, 3J = 5.8 Hz, CH2-Glycin), 4.19-4.38 (m, 6 H, 2 CH2-Fmoc, 2 CH-Fmoc), 7.15 
(bs, 0.4 H, NH cis-Rotamer), 7.28-7.46 (m, 8 H, CH-aromatisch Fmoc), 7.64 (t, 2 H, 
3J = 5.8 Hz, NH), 7.69-7.94 (m, 14 H, CH-aromatisch Fmoc, CH-aromatisch Pyridin), 
8.92 (s, 3 H, CH-Phenyl), 10.08 (s, 2 H, 2 NH), 10.97 (bs, 2 H, 2 NH); 13C-NMR 
(75 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 44.18 (−), 46.62 (+), 65.75 (−), 109.97 (+), 
110.69 (+), 120.10 (+), 125.10 (+), 125.19 (+), 125.76 (+), 127.06 (+), 127.61 (+), 
133.62 (+), 135.79 (Cquart), 140.36 (+), 140.71 (Cquart), 143.81 (Cquart), 147.63 (Cquart), 
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149.95 (Cquart), 150.22 (Cquart), 156.66 (Cquart), 163.54 (Cquart), 168.93 (Cquart); MS (ESI, 
CH2Cl2/MeOH + 10 mmol NH4Ac): m/z (%) = 952 (20) [MH]+, 730 (100) 
[MH-Fmoc]+; HRMS (C52H41N9O10): ber. 952.3055 [MH]+, gef. 952.3041 [MH]+ 
± 0.79 ppm. 
 
 
{[6-(3-Amino-5-{6-[2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-acetylamino]-
pyridin-2-ylcarbamoyl}-benzoylamino)-pyridin-2-ylcarbamoyl]-methyl}-
carbamin-säure 9H-fluoren-9-ylmethylester ([Fmoc-Gly]2-BPP-NH2, 117) 
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300 mg (0.32 mmol) der Verbindung 116 werden in 6 ml THF:MeOH (2:1) gelöst und 
nach Zugabe einer Spatelspitze Raney-Nickel 16 h in einem Autoklaven bei 10 bar 
Wasserstoffdruck und 70 °C gerührt. Anschließend wird die Suspension über Celite 
filtriert und das Lösungsmittel abgezogen. Nach säulenchromatographischer Reinigung 
über Kieselgel (Laufmitel: 5 % MeOH in CH2Cl2 (v/v), Rf = 0.3) wird das Produkt 117 
als farbloser Feststoff (283 mg, 0.31 mmol, 96 %) erhalten. 
 
Schmpkt.: 116 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3406, 3318, 3067, 2927, 1690, 1586, 1527, 
1449, 1294, 1243, 1159, 742; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 210 (4.69), 222 
(4.57), 265 (4.39), 290 (4.33), 299 (4.36); 1H-NMR (500 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 3.93 (s, 4 H, 2 CH2-Glycin), 4.24 (t, 2 H, 3J = 6. 4 Hz, CH-Fmoc), 4.34 (d, 
4 H, 3J = 6.4 Hz, CH2-Fmoc), 5.69 (s, 2 H, NH2), 7.14 (bs, 0.4 H, NH cis-Rotamer), 
7.24-7.46 (m, 10 H, CH-aromatisch Fmoc, CH-aromatisch Pyridin), 7.54-7.98 (m, 17 H, 
CH-aromatisch Fmoc, CH-aromatisch Pyridin, CH-aromatisch Phenyl), 10.07 (s, 2 H, 
NH), 10.24 (bs, 2 H, 2 NH); 13C-NMR (75 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 44.22 
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(−), 46.66 (+), 65.77 (−), 109.53 (+), 110.45 (+), 113.97 (+), 116.43 (+), 120.11 (+), 
125.21 (+), 127.08 (+),127.64 (+), 134.96 (Cquart), 140.27 (+), 140.76 (Cquart), 143.84 
(Cquart), 149.33 (Cquart), 150.16 (Cquart), 150.36 (Cquart), 156.66 (Cquart), 163.54 (Cquart), 
168.93 (Cquart); MS (ESI, CH2Cl2/MeOH + 10 mmol NH4Ac): m/z (%) = 922 (80) 
[MH]+, 700 (100) [MH-Fmoc]+; HRMS (C52H43N9O8): ber. 922.3313 [MH]+, gef. 
922.3290 [MH]+ ± 0.67 ppm. 
 
 
N-(3, 5-Bis-{6-[2-(9H-fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-acetylamino]pyridin-2-
ylcarbamoyl}-phenyl)-succinsäure ([Fmoc-Gly]2-BPP-Ber-OH, 118) 
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1.00 g (1.08 mmol) des Amins 117 und 450 mg (4.50 mmol) Bernsteinsäureanhydrid 
werden in 6 ml Dioxan gelöst und 1.5 h bei 100 °C gerührt. Aus der anfangs klaren 
Lösung scheidet sich ein farbloser Feststoff ab. Dieser wird nach Erkalten des 
Reaktionsgemisches abgesaugt und mit H2O gewaschen. Um das überschüssige 
Anhydrid abzutrennen wird das erhaltene Rohprodukt in 5 ml Dioxan suspendiert, zum 
Rückfluss erhitzt und in heißem Zustand über eine Fritte abgesaugt. Nach dreimaligem 
Wiederholen dieses Vorgangs und Trocknen im Hochvakuum wird die freie Säure 118 
in Form eines farblosen Pulvers (964 mg, 0.94 mmol, 87 %) isoliert. 
 
Schmpkt.: 195-198 °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3426, 3336, 3065, 2926, 1695, 1587, 
1523, 1450, 1297, 1244, 1159, 739; UV/VIS (CH3CN): λmax [nm] (lg ε) = 210 (4.51), 
222 (4.38), 266 (4.31), 289 (4.19), 300 (4.19); 1H-NMR (400 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 2.53-2.59 (m, 2 H, CH2), 2.60-2.66 (m, 2 H, CH2), 3.89 (d, 4 H, 3J = 5.7 Hz, 
CH2-Glycin), 4.24 (t, 2 H, 3J = 6.8 Hz, CH-Fmoc), 4.33 (d, 4 H, 3J = 6.8 Hz, 
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CH2-Fmoc), 7.14 (bs, 0.4 H, NH cis-Rotamer), 7.29-7.45 (m, 8 H, CH-aromatisch 
Fmoc), 7.64 (t, 2 H, 3J = 5.7 Hz, NH), 7.68-7.93 (m, 14 H, CH-aromatisch Fmoc, 
CH-aromatisch Pyridin), 8.22 (s, 1 H, CH-Phenyl), 8.36 (s, 2 H, CH-Phenyl), 10.08 (bs, 
2 H, NH), 10.37 (s, 1 H, NH), 10.42 (bs, 2 H, 2 NH), 12.10 (bs, 1 H, OH); 13C-NMR 
(75 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 28.73 (−), 31.12 (−), 44.22 (−), 46.67 (+), 
65.78 (−), 109.71 (+), 110.48 (+), 120.13 (+), 121.45 (+), 121.69 (+), 125.23 (+), 
127.11 (+),127.66 (+), 134.87 (Cquart), 139.84 (Cquart), 140.37 (+), 140.77 (Cquart), 143.86 
(Cquart), 150.24 (Cquart), 156.72 (Cquart), 165.33 (Cquart), 168.96 (Cquart), 170.78 (Cquart), 
173.84 (Cquart); MS (ESI, CH2Cl2/MeOH + 10 mmol NH4Ac): m/z (%) = 1022 (100) 
[MH]+; HRMS (C52H43N9O8): ber. 1020.3317 [M-H]-, gef. 1020.3301 [MH]+ 
± 1.20 ppm. 
 
 
[Ac-Pz(pMB)-Pz(pMB)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (119) 
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Durchführung der Peptidsynthese analog AAV2 
Peptidsyntheseansatz: 
Fmoc-Sieber Amid-Harz: 815 mg (0.20 mmol/g Harz) 
Erstbelegung: 
[Fmoc-Gly]2-BPP-Ber-Sieber Amid-Harz: 0.18 mmol/g Harz 
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Das erhaltene Rohprodukt wird in CH2Cl2 suspendiert, im Ultraschallbad behandelt und 
anschließend wieder abfiltriert. Dieses Vorgehen wird insgesamt viermal wiederholt. 
Verbindung 119 wird in in Form eines beigen Pulvers (214 mg, 0.13 mmol, 88 %) 
isoliert. 
 
Schmpkt.: >200 °C (Zersetzung) °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3398, 3081, 2923, 1658, 
1578, 1514, 1449, 1299, 1246, 1177, 760; 1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 2.00 (s, 6 H, HSQC: 44a, b-H), 2.43 (t, 2 H, 3J = 7.0 Hz, HSQC/ROESY: 
2-H), 2.59 (t, 2 H, 3J = 7.0 Hz, HSQC/ROESY: 3-H), 3.67-3.69 (m, 12 H, HSQC: 
30a, b-H; 42a, b-H), 3.91 (d, 4 H, 3J = 5.8 Hz, HSQC/COSY/ROESY: 18a, b-H), 4.02 
(d, 4 H, 3J = 5.8 Hz, HSQC/COSY/ROESY: 16a, b-H), 5.58 (bs, 8 H, HSQC: 23a, b-H; 
35a, b-H), 6.78 (bs, 1 H, ROESY: 1-NHa/b), 6.81-6.86 (2 d, 8 H, 3J = 8.8 Hz, 
3J = 8.8 Hz, HSQC: 26a, b-H; 28a, b-H; 38a, b-H; 40a, b-H), 7.11-7.19 (2 d, 8 H, 
3J = 8.8 Hz, 3J = 8.5 Hz, HSQC: 25a, b-H; 29a, b-H; 37a, b-H; 41a, b-H), 7.36 (bs, 1 H, 
ROESY: 1-NHb/a), 7.38 (s, 2 H, HSQC/ROESY: 21a, b-H), 7.47 (s, 2 H, 
HSQC/ROESY: 33a, b-H), 7.76-7.88 (m, 6 H, HSQC: 11a, b-H, 12a, b-H, 13a, b-H), 
8.20 (s, 1 H, HSQC: 8-H), 8.32-8.37 (m, 4 H, HSQC/COSY/ROESY: 6a, b-H, 
16a, b-NH), 9.00 (t, 2 H, 3J = 5.8 Hz, COSY/ROESY: 18a, b-NH), 10.11 (s, 2 H, 
ROESY: 14a, b-NH), 10.34 (s, 1 H, ROESY: 4-NH), 10.42 (s, 2 H, ROESY: 9a, b-NH), 
10.53 (s, 2 H, ROESY: 34-NH), 11.20 (s, 2 H, ROESY: 22a, b-NH); 13C-NMR (151 
MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 22.92 (44a, b-C), 29.63 (2-C), 31.35 (3-C), 42.04 
(18a, b-C), 42.83 (16a, b-C), 54.89, 54.93 (30a, b-C; 42a, b-C), 99.72 (21a, b-C), 99.89 
(33a, b-C); 109.70, 111.41 (11a, b-C; 13a, b-C), 113.58, 113.67 (26a, b-C; 28a, b-C; 
38a, b-C, 40a, b-C), 121.15 (8-C), 121.53 (6a, b-C), 128.61, 128.93 (25a, b-C; 29a, b-C; 
37a, b-C, 41a, b-C), 140.16 (12a, b-C), 129.72, 134.64, 133.88, 139.71, 145.18, 145.94, 
150.06, 157.09, 157.96, 158,34, 158.49, 159.38, 165.14, 167.37, 168.41, 169.11, 
171.04, 173.11 (Carbonyl, Cquart); MS (ESI, CH2Cl2/MeOH + 1 % HOAc): 
m/z (%) = 1692 (100) [MH]+, 846 (27) [MH]2+. 
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[Ac-Pz(H)-Pz(H)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (120) 
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Durchführung der Entschützung analog AAV3 
Ansatz: 
[Ac-Pz(pMB)-Pz(pMB)-Gly-Gly]2-BPP-Ber-NH2 (119) 100 mg (0.06 mmol) 
 
Der erhaltene Feststoff wird in CH2Cl2 suspendiert, im Ultraschallbad behandelt und 
anschließend wieder abfiltriert. Dieses Vorgehen wird insgesamt viermal wiederholt. Es 
werden 87 mg (0.05 mmol, 87 %) eines beigen bis leicht gelben Pulvers isoliert. 
 
Schmpkt.: >190 °C (Zersetzung) °C; IR (KBr): ν [cm-1] = 3394, 2925, 1654, 1572, 
1514, 1451, 1298, 1246, 1172, 753; 1H-NMR (600 MHz, DMSO-d6, TMS): 
δ [ppm] = 2.03 (s, 6 H, HSQC: 21a, b-H), 2.43 (t, 2 H, J = 7.1 Hz, HSQC/ROESY: 
2-H), 2.59 (t, 2 H, J = 7.1 Hz, HSQC/ROESY: 3-H), 3.94 (d, 4 H, 3J = 5.8 Hz, 
HSQC/COSY/ ROESY: 18a, b-H), 4.02 (d, 4 H, 3J = 5.8 Hz, HSQC/COSY/ROESY: 
16a, b-H), 6.78 (bs, 1 H, ROESY: 1-NHa/b), 7.08 (bs, 2 H, HSQC/ROESY: 21a, b-H), 
7.26 (bs, 2 H, HSQC/ROESY: 25a, b-H), 7.36 (bs, 1 H, ROESY: 1-NHb/a), 7.76-7.89 
(m, 6 H, HSQC: 11a, b-H, 12a, b-H, 13a, b-H), 8.21 (s, 1 H, HSQC: 8-H), 8.32 (t, 2 H, 
J = 5.8 Hz, COSY/ROESY: 16a, b-NH), 8.36 (s, 2 H, HSQC/COSY/ROESY: 6a, b-H), 
8.73 (br, 2 H, COSY/ROESY: 18a, b-H), 10.15 (s, 2 H, ROESY: 14a, b-NH), 10.35 (s, 
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1 H, ROESY: 4-NH), 10.46 (s, 2 H, ROESY: 9a, b-NH), 10.53 (s, 2 H, ROESY: 
26a, b-NH), 10.91 (s, 2 H, ROESY: 22a, b-NH), 13.00-13.80 (br, 4 H, 20a, b-NH, 24a, 
b-NH); 13C-NMR (100 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 21.65 (27a, b-C), 28.36 
(2-C), 31.35 (3-C), 40.52 (18a, b-C), 41.57 (16a, b-C), 95.30 (21a, b-C; 24a, b-C), 
108.38, 109.07 (11a, b-C; 13a, b-C), 119.98 (8-C), 120.26 (6a, b-C), 138.92 (12a, b-C), 
148.75, 148.80, 155.67, 156.66, 157.03, 158.39, 163.94, 166.22, 167.12, 168.04, 
169.80, 171.88, 175.39 (Carbonyl, Cquart) ; MS (ESI, CH2Cl2/MeOH + 10 mmol 
NH4Ac): m/z (%) = 1210 (37) [M-H]+, 606 (100) [MH]2+. 
 
 
Ac-Val-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-OH (121) 
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Die Synthese erfolgt in Analogie zur Darstellung der Verbindung 112. Nach Abspaltung 
des Peptids vom Harz werden die vereinigten Lösungen mit Toluol versetzt, zur 
Trockne einrotiert und der erhaltene Feststoff mittels semipräparativer HPLC gereinigt. 
Das Hexapeptid 121 wird in 74 %iger Ausbeute in Form eines farblosen Feststoffs 
erhalten. 
 
(500 MHz, DMSO-d6, TMS): δ [ppm] = 0.67-0.87 (m, 18 H, CH3-Valin, CH3-Leucin), 
1.21-1.63 (m, 9 H), 1.86 (s, 3 H, CH3-Acetyl), 1.87-1.94 (m, 2 H), 2.73-2.80 (m, 2 H), 
2.93-2.99 (m, 2 H), 3.01-3.05 (m, 2 H), 3.59 (s, 3 H, CH3-Ester), 4.09-4.18 (m, 2 H), 
4.21-4.31 (m, 2 H), 4.45-4.50 (m, 1 H,), 4.55-4.60 (m, 1 H), 7.13-7.31 (m, 10 H, 
CH-aromatisch Phenyl), 7.62 (br, 3 H), 7.64 (d, 1 H, 3J = 9.0 Hz, NH), 7.88 (d, 1 H, 
3J = 8.0 Hz, NH), 7.90 (d, 1 H, 3J = 8.0 Hz, NH), 7.96 (d, 1 H, 3J = 8.4 Hz, NH), 8.04 
(d, 1 H, 3J = 7.8 Hz, NH), 8.40 (d, 1 H, 3J = 7.3 Hz, NH); MS (ESI, MeOH + 10 mmol 
NH4Ac): m/z (%) = 795 (100) [MH]+. 
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Abb.  Abbildung 
AcOH  Essigsäure 

Ac2O  Essigsäureanhydrid 

A  Adenin 

β  β-Alanin 

Bn  Benzyl 

Boc  tert-Butoxycarbonyl 

ber.  berechnet 

c  Konzentration 

CD  Circulardichroismus 

C  Cytosin 

Cys  Cystein 

d  Tage 

DCC  Dicyclohexylcarbodiimid 

DIEA  (N,N)-Diisopropylethylamin 

DIPCDI Diisopropylcarbodiimid 

DMAP Dimethylaminopyridin 

DMF   N,N-Dimethylformamid 

DMSO Dimethylsulfoxid 

dDNS  doppelsträngige Desoxyribonucleinsäure 

EDC•HCl  N-(3-Dimethylaminopropyl)-N‘-ethyl-carbodiimid Hydrochlorid 

EI  Ionenstossionisation 

EE   Essigsäureethylester 

eq  Äquivalent(e) 

ESI  Elektrosprayionisation 

EtOH   Ethanol 

FAB  Fast-Atom Bombardement 
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Fmoc   Fluorenyl-9-methoxycarbonyl 

Gly  Glycin 

gef.  gefunden 

G  Guanin 

h  Stunde(n) 

HATU O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’,-tetramethyluroniumhexfluoro-

phosphat 

Hp 3-Hydroxy-N-methylpyrrol 

HOAt   1-Hydroxy-7-azabenzotriazol 

HOBt   1-Hydroxybenzotriazol 

HPLC  High Performance Liquid Chromatography 

Ile  Isoleucin 

Im  N-Methylimidazol 

IR  Infrarot-Spektroskopie/-Spektrum 

J  Kopplungskonstante 

Leu  Leucin 

Lys  Lysin 

M   Molekülion 

min  Minuten 

MS  Massen-Spektrometrie/-Spektrum 

MeOH  Methanol 

NMP  N-Methylpyrrolidon 

NMR  Kernresonanzspektroskopie 

NOE  Kern-Overhauser-Effekt 

Phe  Phenylalanin 

Py  N-Methylpyrrol 

PE   Petrolether 40/60 

Pz(H)  Pyrazol mit feiem Ring-Stickstoff 

RP  Reversed Phase 

RT  Raumtemperatur 
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Schmp. Schmelzpunkt 

sh  Schulter in optischen Spektren 

Tab.  Tabelle 

TBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’,-tetramethyluroniumhexfluoroborat 

TFA  Trifluoressigsäure 

THF  Tetrahydrofuran 

TMS  Tetramethylsilan 

Tris  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

T  Thymin 

UV  Ultraviolett-Spektroskopie/-Spektrum 

Val  Valin 

Vis  sichtbarer Spektralbereich 

X-Ray  Röntgenstrukturanalyse 
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