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A Einleitung*

Nichtkovalente Wechselwirkungen sind in biologischen Systemen allgegenwértig. Sie
spielen bei der Erkennung eines Substrats durch ein Enzym oder bei der DNA-
Replikation eine fundamentale Rolle. Angeregt durch die Wichtigkeit und die Effizienz
der molekularen Erkennung in der Natur beschiftigt sich die Supramolekulare Chemie
mit diesen schwachen zwischenmolekularen Wechselwirkungen.'” Wasserstoff-
briickenbindungen, Salzbriicken, hydrophobe Wechselwirkungen und labile,
koordinative Metall-Ligand Interaktionen sind typische nichtkovalente Bindungsarten.

Alle diese Wechselwirkungen sind reversibel.
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Abbildung 1: Zink-Finger Motiv im Enzym Carboanhydrase

Ein Nachteil der Wasserstoffbriickenbindungen und Salzbriicken ist allerdings die
Beschriankung auf unpolare, organische Losungsmittel. Um in polaren Lésungsmitteln
wie DMSO oder gar im wissrigen Medium stabile Uberstrukturen zu erhalten, muss
eine Vielzahl von Bindungsstellen vorhanden sein. Dies verwirklicht die Natur
beispielsweise im DNA—Doppelstrang, der durch eine Vielzahl von Wasserstoffbriicken

zusammengehalten wird. In kleineren Rezeptoren ldsst sich dieses Konzept aber nicht

" Diese Einleitung wurde bereits im Rahmen eines Ubersichtsartikels verdffentlicht: Reichenbach-Klinke,
R.; Konig, B. J. Chem. Soc., Dalton Trans. 2002, 121-130.



realisieren und wére iiberdies synthetisch sehr aufwendig. Reversible, koordinative
Metall-Ligand Wechselwirkungen kénnen dagegen sogar in polaren und wéssrigen
Umgebungen eine hohe Bindungsstirke zeigen. Auch in biologischen Systemen wird
dieses Bindungsmotiv genutzt, beispielsweise zur Sauerstofffixierung ** oder in den
sogenannten Zink—Finger Proteinen.”® In diesen Proteinen wird das Zink fest von den
Aminosdureseitenketten des Proteins gebunden. Eine weitere Koordinationsstelle bleibt
frei fiir die Wechselwirkung mit dem Substrat.

Dieses Bindungsmotiv ldsst sich aber auch mit Hilfe von kleineren Molekiilen
verwirklichen, indem man das zentrale Metallatom in einem Azamacrocyclus bindet.
Beispielsweise kann der Zn®"-Komplex von 1,5,9-Triazacyclodecan als Modellsystem
fir das Enzym Carboanhydratase dienen.”'" Auch Zn(II)-Porphyrine '* und vor allem
Ubergangsmetallkomplexe des Cyclen (Cyclen = 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan)
besitzen interessante Anwendungen im Bereich der molekularen Erkennung und

Katalyse.

1. Molekulare Erkennung und Katalyse mit Zn(II)-Cyclen

1.1. Bindung von Imiden

Zn(II)-Cyclen 1 besitzt eine leicht verzerrte quadratisch-planare Geometrie, wobei das
zentrale Metallatom aus der Ebene, die von den vier Stickstoffatomen gebildet wird,
herausragt. Die Koordinationssphire wird im wissrigen Milieu durch ein axial

gebundenes Wassermolekiil vervollstandigt.
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Abbildung 2: Deprotonierung von Zn(II)-Cyclen.



Dieses Wassermolekiil besitzt einen pKs-Wert von 7.9 7 was deutlich saurer ist als der
pKs von 9.0 " fiir freie, solvatisierte Zn®"-Ionen in wissriger Losung. Dies verdeutlicht
eine charakteristische und fiir die molekulare Erkennung wichtige Eigenschaft von
Zn(II)-Cyclen — die Lewis-Aciditét.

Das axial koordinierte Wasser kann aber auch durch andere Lewisbasen ersetzt werden.
So kann beispielsweise eine deprotonierte Imid-Funktion durch 1 gebunden werden.
Dabei koordiniert der negativ geladene Stickstoff an das Lewis-acide Metallatom. Die
Bindung wird auBBerdem noch durch Wasserstoffbriicken zwischen den NH-Funktionen

des Cyclens und den Carbonyl-Sauerstoffen des Imids verstérkt.

Abbildung 3: Bindung von Imid durch Zn(II)-Cyclen.

Diese Zn(I[)-Cyclen - Imid Koordination wurde erstmals von Kimura et al
beobachtet.'* Hierbei wurden durch potentiometrische Titration die Bindungskonstanten
von 1 mit einer Reihe von Imiden im wéssrigen Medium bestimmt. Die hochsten
Affinititen von logK = 5.6 besitzen das Nucleosid Thymidin (dT), 3’-Azido-3’-
deoxythymidin (AZT) und Riboflavin (Vitamin B,). Die Bindungskonstanten von
anderen Imiden wie Uridin (logK = 5.2) und 5-Fluoro-1-(tetrahydro-2-furyl)uracil (logk
= 4.6) sind deutlich kleiner. Als allgemeiner Trend ldsst sich feststellen, dass die
Affinitdt mit dem pK-Wert des Imid-Stickstoffs korreliert. D. h. je leichter das Imid
deprotoniert wird, desto stirker ist die Bindung zu 1.

Die starke Wechselwirkung mit imidischen Nucleosiden wurde auch bei der Reaktion
von 1 mit verschiedenen Polynucleotiden ausgenutzt.'™'® So lagert sich 1 in
Doppelstrang-Polynucleotide ein und unterbricht die komplementire Basenpaarung

zwischen Thymin und Adenin bzw. Uracil und Adenin. Schon ein dreifacher



Uberschuss von 1 gegeniiber den Uracilbasen reicht aus, um eine vollstindige

Dissoziation des Doppelstranges bei Raumtemperatur und pH 7.6 zu erreichen.

pH 7.6 N
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Abbildung 4: Denaturierung eines Polynucleotids durch Zn(II)-Cyclen.

Die selektive Erkennung von Thymidin und Uridin gegeniiber den anderen Nucleosiden
Adenin, Cytosin und Guanin findet auch Anwendung in Transportexperimenten durch
eine lipophile Membran aus Chloroform."” Dazu wurde das Cyclen in 1-Position mit
langen Alkylketten substituiert, um eine Loslichkeit des entsprechenden Zn*'-
Komplexes in Chloroform zu erméglichen.

Durch eine geeignete Funktionalisierung des Azamacrocyclus kann durch Einbeziehung
zusidtzlicher -t Wechselwirkungen auch eine Erhohung der Affinitdt von Thymidin an
den Zn**-Komplex erreicht werden. Sowohl der mit 2,4-Dinitrophenyl, als auch der mit
Acridin derivatisierte Zn(II)-Cyclen Komplex bindet wesentlich stiarker an Thymin als
1. Die logK-Werte betragen 6.9 '® und 7.2 '* im Vergleich zu 5.6 beim unsubstituierten
Komplex. Auch die Wechselwirkung des Acridinylcyclens 2 mit verschiedenen

Oligonucleotiden wurde eingehend untersucht.'®*
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Abbildung 5: Bindung von 1-Methylthymin an Zn**-Acridinylcyclen 2.

Dieses ,,Zweipunkt™ - Bindungsmotiv wurde auf andere aromatische Seitenketten wie
Quinolin und Naphthalin erweitert.”'** Dabei wurde Cyclen mit jeweils ein oder zwei
gleichen Aromaten funktionalisiert. Die entsprechenden Zn(II)-Komplexe binden
selektiv an AT-reiche Regionen von Doppelstrang-DNA, wobei die hochsten
Affinititen mit den zweifach substituierten Komplexen erreicht werden.

Zur Erkennung von Bisimiden wie beispielsweise Barbital wurde der Bis(Zn(II)-
Cyclen)-Komplex 3 synthetisiert.” In diesem Rezeptor sind zwei Zn(II)-Cyclen
Einheiten durch ein para-Xylen verbunden. Die pK-Werte der beiden axial
koordinierten Wassermolekiile betragen 7.2 und 7.9; eines der Zn(Il)-Zentren besitzt
also eine noch stirkere Lewis-Aciditdt. Wie erwartet wird Barbital durch 3 wesentlich
besser gebunden als durch 1. Bei pH 8 wurde ein logK von 5.8 fiir die Koordination von
Barbital mit 3 bestimmt, gegeniiber einem Wert von 4.2 mit 1.

Uberdies denaturiert 3 Polynucleotide noch effektiver als 1. Schon bei einem Verhiltnis
3 / Uracilbasen = 0.4 wird PolyA-PolyU bei Raumtemperatur und pH 7.6 vollstindig

gespalten.”
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Abbildung 6: Bis(Zn>*-Cyclen) 3 als Rezeptor fiir Barbital und Thymidin-3’-monophosphat.

Ein etwas anderes Bindungsmotiv wird bei der Reaktion von 3 mit Thymidin- und
Uridin-Nucleotiden beobachtet.”> Hierbei koordiniert ein Metallzentrum von 3 an das
Imid und das andere Zn(II)-Atom an das terminale Phosphatdianion. Auch hier werden
hohe Affinititen in einem Bereich von logK = 5.5 bis 6.4 gemessen.

Autfbauend auf diesen Ergebnissen wurde auch ein Tris[Zn(II)-Cyclen] synthetisiert.26
In jenem Komplex sind drei Zn(II)-Cyclen Einheiten iiber zwei para-Xylene verbunden.
Eine interessante Anwendung des Tris[Zn(I)-Cyclen] ist seine anti-HIV Aktivitit.?’
Diese wird dadurch erreicht, dass der macrocyclische Zink-Komplex an eine Uracil-
reiche Sequenz der viralen RNA bindet und somit eine Replikation verhindert.
AuBerdem wurde noch ein weiteres Cs-symmetrisches Tris[Zn(II)-Cyclen] dargestellt.”®
Hierbei sind die drei Zn(II)-Cyclene durch eine 1,3,5-Trimethylbenzol-Briicke
verknlipft. Dieser Komplex ist ein guter Rezeptor fiir organische Phosphatdianionen.
Die Zn(II)-Cyclen — Imid Koordination wurde auch genutzt, um photoinduzierten
Elektronentransfer im wéssrigen Medium unter physiologischen Bedingungen zu
studieren.”” Dazu wurde Cyclen an einem Stickstoff selektiv mit einem redoxaktiven
Phenothiazin derivatisiert. Der resultierende Zn(II)-Komplex bildet dann zusammen mit
Riboflavintetraacetat {iber die koordinative Bindung eine Donor-Akzeptor Diade. Bei

Anregung mit Licht wird das Riboflavintetraacetat ein stidrkeres Oxidationsmittel und



das Phenothiazin kann ein Elektron auf das Flavin iibertragen. Dieser ladungsgetrennte

Zustand wurde mit Hilfe der Transientenspektroskopie nachgewiesen.

Licht

Abbildung 7: Photoinduzierter Elektronentransfer zwischen Riboflavintetraacetat und einem
Phenothiazin-substituierten Zn(I1)-Cyclen.

1.2. Esterhydrolyse

Eine interessante Anwendung von azamacrocyclischen Metallkomplexen ist die
katalytische Spaltung von Esterbindungen. In diesem Zusammenhang wurde von
Kimura et al. ein Hydroxy-substituiertes Cyclen — 1-(2-Hydroxyethyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan — synthestisiert.*® Der entsprechende Zn**-Komplex 4 wurde in
der Hydrolyse von 4-Nitrophenylacetat (NA) eingesetzt und die Kinetik der Reaktion
wurde eingehend untersucht. Dabei steht 4 im Gleichgewicht mit seinem Monoaqua-
Komplex. Das axial koordinierte Wasser besitzt einen pKs,-Wert von 7.6 und aktiviert in
der deprotonierten Form die Hydroxylgruppe in der Seitenkette, welche dadurch ein
starkes Nucleophil wird und am NA angreift. Im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt
wird NA mit einer Geschwindigkeitskonstanten 2.0Ordnung von kns = 0.46 M

gespalten. Dies ist etwa zehnmal schneller als die Reaktionsgeschwindigkeit mit einer



Vergleichsverbindung ohne Hydroxylgruppe. In neutralem oder basischem Milieu wird
die gebildete Acyl-Zwischenstufe deprotoniert und sofort zum Katalysator 4 und einem
Acetat-Anion hydrolysiert.
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Abbildung 8: Reaktionsmechanismus der Hydrolyse von 4-Nitrophenylacetat katalysiert durch 4.

Auch Kim et al. studierten die katalytische Spaltung von NA mit Cylen-Derivaten.’' Sie
funktionalisierten den Azamacrocylus mit einer 3-Cyclodextrin — Seitenkette. Bei der
Reaktion von NA mit dem derivatisierten Macrocyclus wird nun das aromatische Acetat
in der hydrophoben Cylodextrin-Kavitidt gebunden und dadurch die hydrolytische
Spaltung des Esters beschleunigt.



2. Esterhydrolyse mit Co(III)-Cyclen

Die Spaltung von Phosphorestern durch Co(III)-Cyclen wurde in den letzten Jahren
eingehend untersucht.”*>* Im Co(Ill)-Cyclen 5 besitzt das zentrale Metallatom eine
oktaedrische Umgebung, wobei zwei kinetisch labile Wassermolekiile die cis-
Koordinationsstellen besetzen. Die pK;-Werte dieser beiden Wasserliganden betragen
5.6 und 8.0.%® Daher liegt bei neutralem pH iiberwiegend die einfach deprotonierte Form
— der Hydroxoaquakomplex 6 — vor. Dies ist auch die aktive Spezies bei der Hydrolyse
von Phosphaten.

— — 3+ — — 2+

-HCIO,

—

pK,=5.6

3Clo; 2 Clo;

Abbildung 9: Deprotonierung von [Co(cyclen)(OH,),]*" 5 zu [Co(cyclen)(OH)(OH,)]*" 6.

Gibt man nun einen Phosphorester wie beispielsweise 2,4-Dinitrophenylphosphat
(DNPP) zu einer wéssrigen Losung von 6, so wird das kinetisch labile Wassermolekiil
am Co(Ill)-Zentrum durch das DNPP ersetzt. Dabei koordiniert dann einer der
Phosphat-Sauerstoffe anstelle des H,O am Co’". Im nichsten geschwindigkeits-
bestimmenden Schritt greift der benachbarte Hydroxy-Ligand am Phosphor an und das
DNPP wird zu Orthophosphat und 2,4-Dinitrophenolat gespalten.

Schneider et al. synthetisierten den dimeren Komplex 7 mit zwei Co(Ill)-Zentren,
welche durch einen geladenen Spacer getrennt sind.” Dieser Spacer beschleunigt durch
eine starke Bindung an die negativ geladene DNA deren Spaltung durch die Co(III)-
Cyclene. Die Inkubation von Plasmid-DNA mit 0.05 mM 7 fiihrt bei 37°C und pH 7.0
innerhalb von zwei Stunden zu einer vollstindigen Spaltung der DNA. Dies entspricht

einer Steigerung der Hydrolyserate um den Faktor 1.6-10”.
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Abbildung 10: Zweikerniger Co(III)-Cyclen Komplex.

3. Lanthanid- (und Actinid-)Komplexe von Cyclen

3.1. Bindung von Anionen

Neben ihrem verbreiteten Einsatz als Kontrastmittel in der Medizin * spielen Cyclene
mit Lanthanid-Zentren auch bei der katalytischen Esterhydrolyse und im Bereich der
molekularen Erkennung eine wichtige Rolle.

So wurden Cyclenderivate mit chiralen Amid-Seitenketten und Eu’"- bzw. Tb*"-Ionen

als Zentralatome zur Erkennung von Anionen genutzt.*'*

Im Komplex 8 wird das
Lanthanidzentrum durch die vier Stickstoffatome des Azamacrocycluses und drei
amidische Sauerstoffatome koordiniert. Die Koordinationssphire wird aulerdem durch
zweil Wassermolekiile vervollstindigt. Eines oder auch beide dieser kinetisch labilen
Wassermolekiile konnen durch verschiedene Anionen ersetzt werden. Dieser
Bindungsvorgang lisst sich komfortabel anhand der Lanthanid-Lumineszenz verfolgen.
Eine Substitution der quenchenden Wassermolekiile resultiert in einem Anstieg der
Emissionsintensitdt und der Lebenszeit des angeregten Zustandes.

Wihrend Halogene und Nitrat mit 8 und dem entsprechenden Tb*"-Komplex keine
signifikante Wechselwirkung eingehen, wurde mit Carbonat, Hydrogencarbonat,
Posphat, Lactat, Citrat, Acetat und Malonat eine Bindung gemessen. Hierbei ist die

Affinitit zu Citrat und Malonat mit einer Bindungskonstanten von K > 40 000 M™' am

stiarksten. Alle erwédhnten Anionen aufler Phosphat bilden terndre Chelatkomplexe mit
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einer 1:1 Stochiometrie, wobei beide Wassermolekiile am Lanthanidzentrum ersetzt

werden.

Ph

HN
—0 OH,
H
N ;/N .
N/ 3+ 3 CF;SO,
Eu
Ph o JARN
/'\ )l\/N\ S /N o
N
NH
Ph

8

Abbildung 11: Chiraler Eu(III)-Cyclen Komplex zur Anionenerkennung.

3.2. Hydrolyse von Phosphatestern

Cyclene mit Seltenen Erden als Zentralatom besitzen oft auch hydrolytische Aktivitét.
So untersuchten Morrow et al. die Spaltung von RNA mit Hilfe von Lanthanid(III)-
Verbindungen des Tetraamidcyclens 1,4,7,10-Tetrakis-(carbamoylmethyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan.”** Wihrend der La’"-Komplex zur schnellen Hydrolyse der
RNA fiihrt, zeigt das entsprechende Eu’"-Cyclenderivat keine Aktivitit. Die Ursache
dieses unterschiedlichen Verhaltens ldsst sich anhand der Koordinationsgeometrie
begriinden: Das La*"-Ion kann insgesamt zehn Liganden koordinieren, das Eu(III)
hingegen nur neun. Dabei sind jeweils vier Koordinationsstellen von den
Stickstoffatomen des Macrocyclus und von den Sauerstoffatomen der amidischen
Carbonylgruppen besetzt. Wahrend der La(Ill)-Komplex nun noch zwei Positionen frei
hat fiir zusdtzliche Wechselwirkungen, weist das Eu(Ill)-Zentrum nur noch eine freie
Koordinationsstelle auf, was fiir eine katalytische Aktivitét nicht ausreichend ist. Ersetzt
man dagegen im Cylclenliganden eine Amidgruppe durch einen nicht-koordinierenden

4-Nitrobenzylrest, so wird wieder eine Hydrolyse der RNA beobachtet.*
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Das oben erwdhnte Tetraamidcyclen wurde auch als Th(IV)-Komplex in der Spaltung
von Phosphatdiestern eingesetzt.* Dabei wurde eine 40-mal hohere Aktivitit gemessen
als bei dem entsprechenden La’"-Komplex. Dies ldsst sich durch die groBere Lewis-

Aciditit des Th*"-Zentrums erkliren.

=P—0 0 O N
O/P* O\Ff 0—P—0 < ] )N\
S I 0 N7 N NH
e . 0 o} 2
N—__ 3+>N N\
HON P 3TN OH OH
- A _
Lo CF,SO,
9
O om,
N7 SN

HN" N -
2 OH HO Ox,-0
0 P~0
| _
o:F|>—o o o
::.P-—Oi
O OoH o= N N
r—'/\/ i © < | /)\
N—_ 3:-N N o N7 N7 ONH
______ EU<i---x--OH 2
HO N/ \\\N
HO CF3SO; OH OH

Abbildung 12: Spaltung von m’GpppG durch 9.

Ein anderer Eu’"-Komplex 9 mit 1,4,7,10-Tetrakis-(2-hydroxyethyl)-1,4,7,10-
tetraazacyclododecan als Ligand fiihrt ebenfalls zur Spaltung von Phosphatdiestern.‘”'49
Dies wurde am Beispiel der RNA-Modellsubstanz m’GpppG gezeigt. Verbindung 9

koordiniert an den Triphosphatester von m’ GpppG mit einer Affinitit von 5.9-10° M™.>°
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Nun kann eine der Hydroxylgruppen im Cyclenliganden, welche einen pK -Wert von
7.4 besitzt, am Phosphor angreifen und der Phosphatester wird in einer nukleophilen
Substitutionsreaktion gespalten. Der Eu’"-Komplex 9 wurde auch zur sequenz-
spezifischen Hydrolyse von Oligoribonucleotiden eingesetzt.”' Dazu wurde 9 iiber einen

Isothiocyanat-Linker kovalent mit einem Oligonucleotid funktionalisiert.
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B  Hauptteil

1. Elektronentransfer in einem supramolekularen Aggregat aus zwei

biologischen Redoxcofaktoren”
1.1. Einfiihrung

1.1.1. NAD(P) und FAD/FMN als wichtige Redoxcofaktoren

Die Pyridin-Nucleotide @NAD  (Nicotinamid-adenin-dinucleotid) und NADP
(Nicotinamid-adenin-dinucleotid-phosphat) sowie die Flavine FAD (Flavin-adenin-
dinucleotid) und FMN (Flavin-mononucleotid) sind wichtige Redoxcofaktoren in
biologischen Systemen.

Das NAD iibertrdgt Reduktionsdquivalente von katabolen Stoffwechselwegen zur
Atmungskette und dient dabei dem Energiestoffwechsel. Dagegen ist reduziertes NADP
das wichtigste Reduktionsmittel bei Biosynthesen. Bei allen diesen Redoxreaktionen
geht der Nicotinamid-Teil durch Aufnahme eines Hydrid-Aquivalents in ein
1-substituiertes 1,4-Dihydronicotinsdureamid {iber. Hierbei handelt es sich stets um
einen Zwei-Elektronen-Schritt, ein radikalisches Zwischenprodukt entsteht nicht.
Reduzierte Pyridin-Nucleotide NAD(P)H sind mit einem Redoxpotential von —0.32 V
vs. NHE (NADH+H'/NAD") die stirksten Reduktionsmittel, die lebenden

Organismen zur Verfiigung stehen.”

NAD(P)* NAD(P)H

Abbildung 13: Reduktion von NAD(P)" zu NAD(P)H

" Die Ergebnisse dieses Projekts werden verdffentlicht: Reichenbach-Klinke, R.; Kruppa, M.; Konig, B. J.
Am. Chem. Soc. 2002, zur Publikation angenommen.
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Die Flavin-Coenzyme FAD und FMN spielen im Organismus als prosthetische Gruppe
zahlreicher Flavoenzyme (Dehydrogenasen, Oxidasen, Reductasen) eine wichtige
Rolle.” Aber auch als freie, nicht-proteingebundene Redoxcofaktoren finden sie Einsatz
als Elektronentransfermediatoren, beispielsweise im Eisenmetabolismus >* oder bei der
Aktivierung der Ribonucleotid-Reductase.”>® FAD und FMN besitzen als redoxaktive
Gruppe das Flavin (7,8-Dimethylisoalloxazin), ein dreikerniges Ringsystem, das bei der
Reduktion maximal zwei Elektronen und zwei Protonen aufnehmen kann. Im Gegensatz
zu den Pyridin-Nucleotiden existiert bei den Flavinen eine radikalische Zwischenstufe,
was zu einer groBeren Flexibilitit bei den Redoxprozessen fithrt und auch Ein-

Elektronen-Schritte moglich macht.

) ) ro
N N 0] N N @) N N (0]
OO0 BSEI 0B
Pz N . N N
N “H N “H N “H

(0] H (0] H o

Flavoquinon Flavosemiquinon Flavohydroquinon

Abbildung 14: Das Flavin-Redoxsystem

1.1.2. Der Elektronentransfer zwischen 1,4-Dihydronicotinamid und Flavin

Im Organismus fungieren Flavine oft als Mediatoren zwischen einer Zwei-Elektronen-
Reduktion und einem Ein-Elektronen-Prozess.”’ Sie empfangen zwei Elektronen von
NAD(P)H und leiten ein Elektron weiter an einen metallischen Akzeptor im Protein,
wie Hiam oder Molybdenzentren. Da die Redoxreaktion zwischen 1,4-
Dihydronicotinamid und oxidiertem Flavin (Flavoquinon) unter physiologischen
Bedingungen langsam ist, wird dieser Prozess durch Enzyme — die sogenannten
NAD(P)H:Flavin Oxidoreduktasen oder kurz Flavinreduktasen **® - katalysiert.

Wegen seiner Wichtigkeit im Organismus wurde und wird dieser Redoxprozess intensiv
untersucht. Dabei ist in der Literatur umstritten, ob es sich um die Ubertragung eines
Hydrid-Ions in einem einzigen Schritt, den sequentiellen Transfer von einem Elektron
und einem Wasserstoffatom oder um die Ubertragung von zwei Elektronen und einem

Proton in drei separaten Schritten handelt. Powell und Bruice ** geben einen Uberblick
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iiber die einschldgigen Arbeiten und untersuchen die Reaktion von Flavin mit mehreren
1,4-Dihydronicotinamiden. Dabei kommen sie zu der Schlussfolgerung, dass ein
Hydrid-Transfer stattfindet. Diese Beobachtung wird durch quantenchemische

Berechnungen

und durch Studien im Enzym Phthalatdioxygenase Reduktase
unterstiitzt.”” Dagegen konnten Miller und Carlson ®® bei der Reduktion von Quinonen
durch NADH auch die Ubertragung eines Wasserstoffatoms mit anschlieBendem
Elektronentransfer nicht ausschlieBen. Tanaka er al. ®° wiederum favorisieren die
sequentielle Ubertragung von Elektronen und einem Proton. Bunting "' schlieBlich

spricht sich fiir eine Uberlagerung aller drei Mechanismen aus.

Abbildung 15: Mechanismus der Flavin-Nicotinamid Redoxreaktion.”

Allgemein anerkannt ist dagegen die Bildung von Charge-Transfer Komplexen wéhrend
der Flavin-Nicotinamid Redoxreaktion.®’*”"*7®  Dabei treten sowohl CT-
Wechselwirkungen zwischen 1,4-Dihydronicotinamid und Flavoquinon, als auch
zwischen Flavohydroquinon und NAD(P)" auf. Diese CT-Komplexe entstehen durch
Interaktionen zwischen dem mittleren Ring des Isoalloxazins und dem Pyridinsystem
des Nicotinamids. Sie zeichnen sich durch schwache Absorptionen im Bereich von 500-

700 nm aus. So wurde fiir den CT-Komplex zwischen FMNH; und 3-Carbamoyl-1-
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methyl-pyridinium-chlorid ein Ay, von 527 nm mit einem Extinktionskoeffizient von
£s27 = 830 M'em™ gemessen.”® Der entsprechende CT-Ubergang zwischen 1-Methyl-
1,4-dihydronicotinamid und FMN besitzt ein Absorptionsmaximum bei 575 nm (€575 =

650 M'em™).”

1.1.3. Katalyse des Elektronentransfers in chemischen Modellsystemen

Zum besseren Verstdndnis des Elektronentransferprozesses zwischen Flavohydroquinon
und 1,4-Dihydronicotinamid bemiiht sich die Chemie, unter Verwendung von
nichtkovalenten Wechselwirkungen einfache Coenzym-Modellsysteme zu konstruieren.
So wurde von Shinkai ef al. durch Annelierung eines Pyridinring an das Isoalloxazin-
Grundgeriist ein Flavinderivat synthetisiert, welches &hnlich wie ein Bipyridin {iber
zwei Stickstoffdonoren an Metalle binden kann.”””® Bei der Reaktion dieses Flavins mit
dem NADH-Analogen 1-Benzyl-1,4-dihydronicotinamid (BNAH) in Acetonitril findet
nur in Gegenwart von Metallkationen wie beispielsweise Mg>" oder Zn>* eine
Elektroneniibertragung statt. Die Wirkung der Metalle besteht hierbei darin, dass das
Flavohydroquinon durch eine Flavin-Metall Charge-Transfer Wechselwirkung

stabilisiert wird.

~(CH,),,CH,

Ir=

Abbildung 16: Supramolekularer Komplex zwischen einem Kronenether-Flavin und N*-Dodecyl-1-(p-
ammoniomethyl)benzyl)-1,4-dihydronicotinamid.

Aus derselben Arbeitsgruppe stammt ein Flavin, welches mit einem Kronenether als

Bindungsstelle funktionalisiert wurde.”” Dieses Flavinderivat wurde dann zur Reaktion
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mit einem 1,4-Dihydronicotinamid, das zusétzlich eine Ammoniumgruppe aufweist und
dadurch an den Kronenether des Flavins binden kann, gebracht. Dabei wurde eine
deutliche Beschleunigung (29-fach) des Elektronentransfers in Methanol/Wasser =
90:10 gemessen. Aullerdem gehorcht die Redoxreaktion einer Michaelis-Menten
Kinetik, was die Ahnlichkeit zu einem Enzymsystem zeigt.

Die Oxidation von Dihydronicotinamiden wird auch durch das semisynthetische Enzym
Flavopapain katalysiert.*" In diesem System wurde das hydrolytisch wirkende Enzym
Papain iiber einen Thioether kovalent an 10-Methylisoalloxazin gebunden. Ein weiteres
interessantes Flavoprotein-Modellsystem ist Flavocyclodextrin.®' Bei der Reaktion mit
hydrophoben NADH-Modellsystemen wie 1-Hexyl-1,4-dihydronicotinamid wurde in
Wasser bei pH 7.4 eine Beschleunigung des Elektronentransfers gemessen. Hydrophobe
N-Alkyl-1,4-dihydronicotinamide wurden auch durch o-helicale Polypeptide, welche
mit Flavinen funktionalisiert wurden, katalytisch oxidiert.** AuBerdem wurde bei der
Oxidation von BNAH durch ein Flavin, welches kovalent mit einem Mangan(III)-
Porphyrin  verkniipft wurde, eine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit
beobachtet.™

N |N
NS Bu
NN
(|:12H25 |',| H H
' | \
N N O. o o)

N N
IR )Nl\ N
' | N N
H H H. /
I I N N NEt, | |
H/N\*'(N\H NHC (,Hos
H/N o}
Clo,

Abbildung 17: Terndres supramolekulares Aggregat aus 6-Azaflavin, Bismelamin und N-(3-
thyminylpropyl)-1,4-dihydronicotinamid.
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Mit Hilfe von Wasserstoftbriickenbindungen konstruierten Yano et al. ein terndres
Aggregat, in dem ein 6-Azaflavin und ein Dihydronicotinamid iiber einen Bismelamin-

Linker in rdumliche Nihe zueinander gebracht werden.**

Um eine Bindung zu
erreichen, wurde das Dihydronicotinamid mit einem Thyminrest derivatisiert. In diesem
System wurde in Chloroform eine etwa 20-fache Beschleunigung des
Elektronentransfers erreicht.

Bei den oben beschriebenen Modellsystemen féllt auf, dass zum Autfbau der Enzym-
Mimetika nur relativ schwache nichtkovalente Bindungen wie beispielsweise
Wasserstoftbriickenbindungen oder hydrophobe Wechselwirkungen genutzt werden.
Dadurch wird im reinen wéssrigen Medium meist keine ausreichend starke Affinitdt
erreicht. Im folgenden soll daher basierend auf der Zn(II)-Cyclen — Imid Koordination
ein supramolekulares Aggregat, welches unter physiologischen Bedingungen den
Elektronentransfer zwischen Flavoquinon und 1,4-Dihydro-nicotinamid katalysiert,
aufgebaut werden. Dabei soll das Dihydronicotinamid kovalent mit der Zn(II)-Cyclen
Bindungsstelle funktionalisiert werden. Fiir die Koordination kann dann jedes beliebige
imidische Flavinderivat genutzt werden. Aufgrund seiner giinstigen Photostabilitit *>*¢

eignet sich allerdings Riboflavintetraacetat besonders gut fiir die Untersuchung des

Elektronentransfers.

1.2. Synthese der NADH-Modellsysteme

1.2.1. Versuch der Verkniipfung des 1,4-Dihydronicotinamids und der Zn(Il)-Cyclen

Bindungsstelle iiber ein tertiiires Amid

Zur kovalenten Verbindung der beiden Teilstrukturen bietet sich eine Strategie
basierend auf Peptidkupplungsmethoden 87 an. Der erste Schritt besteht dabei in einer
Blockierung von drei der vier sekunddren Amine des Cyclens durch Einfiihrung von
tert-Butoxycarbonyl-Schutzgruppen nach  einer literaturbekannten ~ Methode.™
AnschlieBend wird 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10
in einer DCC-Kupplung mit Nicotinsdure umgesetzt. Die Umsetzung verlduft glatt und

das gewlinschte Produkt 11 wird in einer Ausbeute von 88% erhalten. Im folgenden
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wird durch Reaktion mit Methyliodid das Pyridiniumsalz 12 in 90% Ausbeute
dargestellt.

Boc, / \ ,Boc Boc, /~ \ ,Boc Boc, / \ ,Boc

Nicotinsdure N N
DCC/DMAP_ N
TRT.48h - RF.24h
N N
Boc 88 % Boc/ __/ X 90 % Boc
o) o)

10 11 12
Abbildung 18: Synthese des Pyridiniums 12.

Die Entschiitzung des Azamacrocyclus geschieht durch Umsetzung mit 33%-iger
Bromwasserstoffsdure in Eisessig. Diese Methode hat sich hier als giinstig erwiesen, da
die Isolierung und Reinigung komfortabel ist. Schon wéhrend der Reaktion beginnt das
Produkt auszufallen. Die Prézipitation wird dann nach Reaktionsende durch Zugabe von
Diethylether vervollstindigt. Anschliessend wird der Niederschlag abgesaugt und
griindlich mit Ether gewaschen. Eine weitere Reinigung ist nicht notwendig und das
Produkt wird als Hydrobromid in einer hohen Ausbeute (90 %) isoliert. Nach der
Freisetzung der Amine wird der Macrocyclus mit Zn(ClO4); X 6 H,O zur Reaktion

gebracht und der Zn**-Komplex mit einer Ausbeute von 64 % gebildet.

1. basischer

H, /_\/+ + H lonentauscher H, /_\ H
HBr/ HOAC ' | 22n(CI0,);" 6 H,O
RT, 30 min [ j RF, 60 min [ 2 j
90 % H//\__/ 64 %
2Br O 3004 o)
13 14

Abbildung 19: Synthese des macrocyclischen Zn(II)-Komplexes 14.

Der letzte Schritt der Reaktionssequenz ist die Reduktion des Pyridiniumsalzes 14 zum
1,4-Dihydronicotinamid. Hierfiir ist Natriumdithionit das Reduktionsmittel der Wahl, da
selektiv das 1,4-Dihydropyridin entsteht ohne Bildung des 1,2- oder 1,6-Isomers.”
Diese Selektivitdt ldsst sich anhand des Reaktionsmechanismus begriinden:

Pyridiniumverbindungen mit elektronenziehenden Substituenten in 3- oder 5-Stellung
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bilden im basischen Milieu mit Dithionit ein Sulfinat-Addukt (s. 4bb. 20). Diese
Zwischenstufe wurde auch isoliert und charakterisiert.”® Im neutralen oder sauren
Medium zerfillt das Sulfinat und es bildet sich ein Sulfoxylat-lon (HSO;"), welches als

eigentlich aktive Reduktionsspezies postuliert wird.”'

+H*
+ 8S0,% + H,0

Abbildung 20: Mechanismus der Reduktion von 3-Carbamoyl-1-alkyl-pyridiniumsalzen mit Natrium-

dithionit.

Bei der Umsetzung von 14 mit Na,S,;04 unter Zusatz von Na,COs als Base konnte das
gewiinschte 1,4-Dihydropyridin nicht isoliert werden. Stattdessen enthielt das NMR-
Spektrum nach der Aufarbeitung des Produktgemisches reines Zn(II)-Cyclen als
Hauptbestandteil. Dies ldsst darauf schlieBen, dass unter den stark basischen
Reaktionsbedingungen die tertidre Amidbindung in 14 hydrolysiert wurde. Die Spaltung
einer tertidren Amidbindung am Cyclenring wurde auch unter dhnlichen, ebenfalls
basischen Konditionen, von Alsfasser ef al. beobachtet.”> Hier wurden bei der
Umsetzung eines funktionalisierten Cyclenliganden mit Zn(ClO4), x 6 H,O in Methanol
unter Zusatz von Natriummethanolat nur Spaltungsprodukte isoliert. Auflerdem stellten
die Autoren fest, dass bereits im schwach basischen Milieu bei pH > 7 eine Hydrolyse
von Cu(Il)-Cyclen Komplexen, welche ebenfalls iiber ein tertidres Amid derivatisiert

waren, stattfindet.
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Abbildung 21: Spaltung von 14 bei der Reduktion mit Natriumdithionit

Nun stellt sich die Frage, ob es Alternativen gibt, die zum gewiinschten 1,4-
Dihydropyridin fiihren. Wie oben anhand des Reaktionsmechanismus dargelegt wurde,
sind fiir die selektive Reduktion von 14 zum 1,4-Dihydronicotinamid mit
Natriumdithionit basische Bedingungen unerlédsslich. Andere Reduktionsmittel wie
beispielsweise Hydride sind dabei keine akzeptable Alternative, da hier
Isomerengemische unterschiedlicher Dihydropyridine entstehen, die nur schwer zu
trennen sind.**** Auch eine Anderung in der Reihenfolge der Syntheseschritte wiirde zu
keiner Losung des Problems fiihren, da man davon ausgehen muss, dass das Produkt
sowieso bei einem pH > 7 hydrolysiert. Dies wiirde die anschlieenden kinetischen und
spektroskopischen Untersuchung verfilschen. Auflerdem ist das Dihydropyridin sehr
sauerstoffempfindlich und selbst unter Argonatmosphdre nur begrenzt haltbar. Die
Syntheseroute muss also vollkommen gedndert werden, wobei eine Derivatisierung des

Cylcens tiiber eine tertiire Amidbindung vermieden werden muss.

1.2.2. Alternative Syntheseroute iiber eine Alkylierung des Azamacrocycluses

Eine andere Mdglichkeit Cyclen zu funktionalisieren ist die N-Alkylierung eines der
sekundéren Stickstoffatome. Die Verkniipfung mit dem Pyridinring muss allerdings, um
ein Nicotinamid zu erhalten, auf jeden Fall {iber eine Peptidbindung geschehen. Als
kiirzeste Verbindung zwischen Azamacrocyclus und Nicotinamid kommt somit nur ein

Ethylrest in Frage.
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Abbildung 22: Retrosynthese des Zielmolekiils.

Die retrosynthetische Analyse des Zielmolekiils fiihrt zu dem Schluss, dass es sinnvoll
ist, in einer konvergenten Strategie die beiden Teilstrukturen getrennt aufzubauen und
anschlieend in einer Peptidkopplung zu verbinden.

Zunéchst soll nun das Cyclen mit einem Aminoethylrest derivatisiert werden. Dazu
wurde zuerst versucht, 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan
10 direkt mit N-geschiitztem 2-Bromethylamin unter Zusatz von K,CO; als Base zu
substituieren. Bei dieser Reaktion konnte selbst nach tagelangem Erhitzen nur ein
mafiger Umsatz beobachtet werden. Auch die Umsetzung von 10 mit 2-Bromethanol
fiihrte nicht zum Erfolg. Dagegen wurde schon bei moderaten Temperaturen (50°C) mit
Bromacetonitril das gewiinschte Alkylierungsprodukt 15 in quantitativer Ausbeute
erhalten.

Die Reduktion des Nitrils 15 zum Amin wurde zunidchst mit Hilfe von
Lithiumaluminiumhydrid  durchgefiihrt. Dabei  wurden  allerdings  nach
sdulenchromatographischer Aufreinigung iiber Kieselgel nur schlechte Ausbeuten
(30 - 40 %) erzielt. AuBerdem konnte im Massenspektrum ein hoher Anteil an 10
nachgewiesen werden. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass es unter den
Reaktionsbedingungen auch zu einer Spaltung des tertidren Amins kommt. Daher wurde
die Reduktion nun unter milderen Bedingungen mit Wasserstoff und Raney-Nickel
durchgefiihrt. Hier wurden hohe Ausbeuten von 91 % und so gute Reinheiten erzielt,

dass eine chromatographische Aufreinigung iiberfliissig wird.
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Abbildung 23: Synthese des Amins 16.

Die Kupplung des Amins 16 mit der N-benzylierten Nicotinsdure 17, welche durch
Umsetzung von Nicotinsdure mit Benzylbromid erhalten wurde, wurde mit Hilfe einer
Aktivester-Methode unter Verwendung von HOBt durchgefiihrt. Als Carbodiimid
wurde EDC genutzt, da es nach der Reaktion durch saures, wéssriges Ausschiitteln

leicht zu entfernen ist.

Boc, / \ _Boc

S

Boc” \_/\/\H

16

Abbildung 24: Peptidkupplung zwischen 16 und 17.

Aufgrund seiner Ladung ist es nicht mdglich, das Kupplungsprodukt 18 mittels
Sdulenchromatographie an Kieselgel zu reinigen. Die Trennung gelingt nur mit Hilfe
von préiparativer HPLC {iiber eine Umkehrphase. Dabei stellte sich heraus, dass die
hauptséchliche Verunreinigung aus HOBt besteht. Daher wurde bei der Kupplung
stattdessen HOAt verwendet, welches aufgrund seines Pyridinrings durch saures
Ausschiitteln entfernt werden kann. Eine optimale Aufreinigung kann dann nach dem

nichsten Reaktionsschritt — der Abspaltung der Boc-Schutzgruppen — erreicht werden.
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Abbildung 25: Synthese des Zink(IT)-Komplexes 20.

Die Entfernung der Schutzgruppen am Cyclenring gelingt in guter Ausbeute (78 %)
durch Umsetzung mit HBr in Eisessig. AnschlieBend werden die Amine durch Eluieren
iiber einen stark basischen Ionentauscher freigesetzt und durch Erhitzen mit Zn(ClOy);

X 6 H,O wird der Zn(I1)-Komplex 20 gebildet.

H. /7\ H Na,S,0,, Na,C0o, M\ / \ H
ANEA H,0
\Zn2+ Zn2+
v \N RT, 60 min O
H/ \ / NN 91 % H \ / \/\ | |
3Clo, 2CIo, N
|
20 21 Bn

Abbildung 26: Reduktion von 20 zum Dihydropyridin.

Der letzte  Schritt der  Reaktionssequenz  ist die  Reduktion des
Pyridiniumperchloratsalzes 20 zum 1,4-Dihydronicotinamid 21 mit Natriumdithionit.
Die Reaktion verlduft diesmal glatt und gelingt in einer Ausbeute von 91 %. Das
Produkt ist extrem sauerstoffempfindlich und selbst unter Argonatmosphire im
Gefrierfach nur wenige Tage stabil. Daher ist es auch nicht moglich, von Verbindung 21

ein Massenspektrum oder eine Elementaranalyse zu erhalten.

1.2.3. Variation des Abstands zwischen Bindungsstelle und Dihydronicotinamid

Da eine effiziente Elektroneniibertragung zwischen 1,4-Dihydronicotinamid und

Riboflavintetraacetat angestrebt wird, soll nun durch die Variation der Spacerldnge
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zwischen der Zn(II)-Cyclen Bindungsstelle und dem Dihydropyridin eine fiir den
Redoxvorgang optimale Geometrie erreicht werden. Dabei besitzt Verbindung 21 die
kiirzeste, synthetisch mogliche Spacerlinge. Ausgehend davon soll nun der Abstand

zwischen Dihydronicotinamid und Bindungsstelle systematisch vergréfert werden.

Boc, / \ _Boc Boc, / \ ,Boc Boc, / \ _Boc

Acrylmtnl H2/ Raney-Ni
100C 5d 15bar 24 h
Boc

N NH
Boc” \_/ \H 2% Boc” \_/ \/\C N 94 % N

10 22 23
Abbildung 27: Synthese des Amins 23.

Der erste Schritt ist dabei die Verldngerung um eine Methylengruppe. Dies kann unter
weitgehender Beibehaltung der obigen Synthesestrategie durch die Darstellung eines
Cyclenderivats geschehen, welches anstelle eines Aminoethyl- einen Aminopropylrest
aufweist. Dazu wird 10 mehrere Tage lang mit einem groBen Uberschuss an Acrylnitril
erhitzt. Trotz der langen Reaktionszeit wird nur ein Umsatz von 46 % und eine absolute
Ausbeute von 27 % erzielt. Allerdings betrigt die umsatzkorrigierte Ausbeute immerhin
60 %. AnschlieBend wird das Nitril 22 durch Wasserstoff mit Raney-Nickel als
Katalysator reduziert. Die nachfolgenden Reaktionsschritte verlaufen dann
entsprechend der Synthese von Verbindung 21.

Die néchste Verbindung soll nun ausgehend vom Amin 16 durch Einfiihrung eines
Glycins im Spacer verlingert werden. Dazu wird 16 mit Fmoc-Glycin in einer
Aktivester-Kupplung unter Verwendung von HOBt und EDC umgesetzt. Das Peptid 28
wird dabei in einer Ausbeute von 63 % gebildet. Problematisch ist bei dieser Reaktion,
dass selbst bei den milden Kupplungsbedingungen die Fmoc-Schutzgruppe teilweise
abgespalten wird. Daher wird die Umsetzung bei 0°C und bei einer mdglichst kurzen
Reaktionszeit durchgefiihrt. AnschlieBend wird mit Piperidin als Base die Fmoc-
Schutzgruppe entfernt und das freie Amin 29 in einer Ausbeute von 86 % isoliert.
Danach wird wieder mit 1-Benzyl-3-carboxy-pyridinium-bromid 17 umgesetzt und die

Synthesesequenz analog wie oben beschrieben bis zum Dihydronicotinamid 33

fortgefiihrt.
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Boc, /_\ Boc EDC, HOBt Boc\N/_\N/Boc
[ j + nooc Sy Tmee DM [ j
H 0°C, 8 h N J\/H
Boc” \—/ \/\ NH, 63% Boc’ \/ > N N~ Fimoc
16 28 "
Piperidin Boc, W Boc
DMF
RT, 30 min [ j 0
86 % Boc” \__/ )@NH
29

Abbildung 28: Synthese des Peptids 29.

H / \ H H / \ H ?n
; % N
[an j 0 [ n j s [
N
H \_/\/\H | H \_/\/\/
2Clo, \ 2Clo, 0
|
Bn
21 27

H / \ H Bn H / \ H

|

[ Zn2+ j fo) N [ Zn2+ j o) 0
J\/H |

2 Clo; 2CIo,

33 39 Bn

Abbildung 29: Strukturen der vier NADH-Modelle mit unterschiedlicher Spacerlange.
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Die Verbindung mit dem ldngsten Abstand zwischen Bindungsstelle und
Dihydronicotinamid wird analog zu 33 synthetisiert. Der einzige Unterschied ist, dass
im ersten Reaktionsschritt nicht Fmoc-Glycin sondern Fmoc-B-Alanin verwendet wird.

Insgesamt stehen nun vier NADH-Modellverbindungen zur Verfiigung, wobei der
Abstand zwischen der Bindungsstelle fiir das Flavin und dem redoxaktiven 1,4-

Dihydronicotinamid systematisch variiert wurde.

1.3. Potentiometrische Untersuchung der Wechselwirkung zwischen Riboflavin-

tetraacetat und den NADH-Modellverbindungen

Zur Untersuchung von Gleichgewichten und Bindungseigenschaften in wissriger
Losung ist die potentiometrische pH-Titration ** die Methode der Wahl. Fiir die
Titrationen wurden aus apparativen Griinden statt den luftempfindlichen, instabilen
Dihydropyridinen die entsprechenden Pyridinium-Verbindungen genutzt. Dies sollte
aber die Bindungseigenschaften nicht beeinflussen, da die Zn(II)-Cyclen
Erkennungsstelle von diesem strukturellen Unterschied nicht betroffen ist.

Zuerst wurden an der NADH-Modellverbindung mit dem kiirzesten Spacer
exemplarisch die pKs-Werte und die Komplexierungseigenschaften des freien Liganden
untersucht. Dabei bewegen sich die logK-Werte der macrocyclischen Stickstoffatome in
der gleichen GroBenordung, wie sie fiir einen dhnlichen Liganden, welcher anstatt des
Amids ein primires Amin besitzt, von Koike et al. %3 bestimmt wurden. Als pKs-Werte
wurden hier 2.2, 9.4 und 11.8 gemessen. Die Zuordnung der Protonierungen am
Azamacrocyclus geschieht in 4bb. 30 willkiirlich. Da sekunddre Amine in der Regel
basischer sind als tertidre, erscheint es allerdings sinnvoll, dass das tertidre Amin den
kleinsten, unter den gegeben Bedingungen nicht mehr messbaren logK-Wert besitzt.
Wie auch fiir das unsubstituierte Cyclen bekannt ist, besitzen immer zwei im Ring
gegeniiberliegende, sekundire Stickstoffatome #hnlich hohe pKy-Werte.”® AuBerdem
wurde durch die Potentiometrie festgestellt, dass das Zn*"-Ion mit einer hohen Affinitit

irreversibel durch den Macrocyclus gebunden wird.
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Abbildung 30: Metall-Komplexierung und pKs-Werte des freien Liganden 19.

Der pK-Wert von 8.2 des zinkgebundenen Wassermolekiils in 20 verdeutlicht die
Lewis-Aciditdt des Komplexes (s. 4bb. 31). Das deprotonierte Riboflavintetraacetat
bindet nun mit einer Affinitdt von logK = 6.3 an den Zn(II)-Komplex. Auch die anderen
NADH-Modellverbindungen besitzen eine dhnlich hohe Affinitit zu Flavin (logK = 6.2
fir Komplex 32 und 38, logKk = 6.3 fiir 26). Die Wechselwirkung von 20 zu
Riboflavintetraacetat ist somit deutlich stirker als die Bindung zwischen Zn(II)-Cyclen
und Riboflavin mit einer Bindungskonstanten von logK = 5.6 (vgl. 4.1.1.). Dies lasst
sich mit zusétzlichen -t Wechselwirkungen zwischen dem Pyridinring des NADH-
Modells und dem Isoalloxazinsystem erkléren.

Interessant ist auch ein Vergleich mit Komplex 14, in welchem das Pyridinium-lon {iber
ein tertidares Amid mit Zn(II)-Cyclen verkniipft ist. Hier wurde fiir die Wechselwirkung
mit Riboflavintetraacetat nur eine Affinitdt von logK = 5.5 gemessen. Eine Erkldrung
fiir diesen Befund konnte sein, dass das Pyridinium in 14 zu starr mit dem
Azamacrocyclus verbunden ist, um eine m-m Wechselwirkung mit dem Flavin
einzugehen. Die Aciditit des axial gebundenen Wassermolekiils liegt dagegen bei 14

(logK = 8.0) in der gleichen Grofenordnung wie bei Verbindung 20.
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Abbildung 31: Bindung zwischen 20 und Riboflavintetraacetat.

Aus dem Spezies-Verteilungsdiagramm (4bb. 33) ldsst sich die Aggregatbildung
zwischen Riboflavintetraacetat und 20 bei verschiedenen pH-Werten ablesen. So betrigt
der Anteil an Aggregat beim physiologisch relevanten pH von 7.4 bereits etwa 60 %,
bezogen auf die Gesamtkonzentration von 20. Im schwach basischen Milieu (pH = 9) ist
dann schon das gesamte Flavin an 20 gebunden.

Alles in allem lésst sich aus den potentiometrischen Messungen schlussfolgern, dass
sogar im wéssrigen Medium bei physiologischem pH eine starke Wechselwirkung
zwischen Riboflavintetraacetat und den NADH-Modellverbindungen besteht und somit
ein effizienter Elektronentransfer zwischen den beiden Redoxcofaktoren mdglich sein

sollte.
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Abbildung 32: Potentiometrische pH-Titration von 20 und Riboflavintetraacetat mit 0.1 M Tetraethyl-
ammonium-hydroxid (TEAOH) als Base.
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Abbildung 33: Spezies-Verteilung im System 20 — Riboflavintetraacetat.
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1.4. Spektroskopische Eigenschaften von Riboflavintetraacetat und den NADH-

Modellen

1.4.1. Riboflavintetraacetat

Das UV/VIS-Spektrum von Riboflavintetraacetat (s. Abb. 34) unterscheidet sich
signifikant von der Absorption der reduzierten Flavohydroquinon-Form. Wihrend das
Flavoquinon einen charakteristischen Peak im sichtbaren Bereich bei 456 nm aufweist,
absorbiert die reduzierte Form dort nur unwesentlich. Auch die Absorption bei 384 nm
wird nach der Reduktion deutlich schwicher. Entsprechend dndert sich auch das
Emissionsverhalten. Die oxidierte Form weist eine intensive Fluoreszenz bei 524 nm
auf (s. 4bb. 35). Das Flavohydroquinon dagegen zeigt keine Emission. Diese Befunde

befinden sich im Einklang mit den spektroskopischen Eigenschaften &hnlicher

Flavine.>>*’

5268 nm

— Flavoquinon
- - - - Flavohydroquinon

232 nm

Absorption

T
400 500 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 34: UV/VIS-Spektren von Riboflavintetraacetat und des entsprechenden Flavohydroquinons
in H,O (¢ = 5-10° mol/l). Das Flavohydroquinon wurde durch Bestrahlung mit sichtbarem Licht in

Gegenwart von NEt; erzeugt.
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Abbildung 35: Emissionsspektrum von Riboflavintetraacetat in H,O (¢ = 10” mol/l). Anregung bei 450
nm.

1.4.2. NADH-Modellsysteme

Die NADH-Modellverbindungen besitzen ebenfalls je nach Redoxzustand ein
unterschiedliches Absorptionsverhalten. So weisen die 1,4-Dihydronicotinamide einen
langwelligen Peak im Bereich zwischen 350 und 360 nm auf (s. 7ab.1 und Abb. 36),

wihrend das entsprechende Pyridinium bei etwa 260 nm absorbiert.

1,4-Dihydronicotinamid Absorption [nm]| Emission [nm]
21 356 472
27 357 462
33 359 463
39 357 461

Tabelle 1: Absorptions- und Emissionseigenschaften der NADH-Modellverbindungen in H,O.
Emissionsanregung bei 360 nm.

Uberdies besitzen die Dihydronicotinamide charakteristische Emissionseigenschaften
(s. Tab.l und Abb. 37). Die Pyridiniumverbindungen fluoreszieren dagegen nicht.

Zusitzlich wurden die Quantenausbeuten von zwei der NADH-Modellverbindungen
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bestimmt. Fiir Dihydronicotinamid 21 wurde ® = 0.050 und fiir 33 ® = 0.061 erhalten.
Diese Werte liegen etwas hoher als die Quantenausbeute von Dihydro-diphospho-

pyridin-Nucleotid (@ = 0.02).”®

2,0
—— 1,4-Dihydronicotinamid 21
15 - - = = Pyridinium 20
C
i)
S 1.0
o}
[0}
o]
2 _
0,5
0,0 . A S PP

300 400 500
Wellenlange [nm]

Abbildung 36: UV/VIS-Spektren von 20 und 21 in H,O (c = 10 mol/l).
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Abbildung 37: Fluoreszenzspektrum von 21 in H,O (c = 10 mol/l). Anregung bei 360 nm.



— 35—

Zusammenfassend ldsst sich feststellen, dass sich die jeweiligen Redoxzustéinde sowohl
beim Riboflavintetraacetat, als auch bei den Dihydronicotinamiden beziiglich der
spezifischen Absorptions- und Emissionseigenschaften deutlich unterscheiden. Dadurch
wird eine spektroskopische Detektion des Elektronentransfers zwischen den beiden

Redoxcofaktoren ermoglicht.

1.5. Kinetische Untersuchung des Elektronentransfers zwischen den 1,4-Dihydro-

nicotinamiden und Riboflavintetraacetat

Die Untersuchung der Kinetik des Elektronentransfers zwischen Riboflavintetraacetat
und den NADH-Modellen geschieht mit Hilfe der UV/VIS-Spektrometrie. Dazu werden
in wissriger Pufferlosung die Reaktanden im Verhéltnis 1:1 unter Ausschluss von

Sauerstoff gemischt.

0,7

Absorption

reines Riboflavintetraacetat

0,0 : , : T
300 400 500
Wellenlange [nm]

Abbildung 38: Zeitlicher Verlauf der Reaktion von Riboflavintetraacetat mit 1 eq 39 in Tris/HCI-Puffer
bei pH 9.0 (¢ = 5-10” mol/l) unter Argon-Atmosphire.

In Abb. 38 ist der zeitliche Verlauf der Absorption einer Losung von Riboflavin-

tetraacetat und einem Aquivalenten des 1,4-Dihydronicotinamids 39 dargestellt. Es ist
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zu erkennen, dass die langwellige Bande des Flavins im Bereich von 450 nm
kontinuierlich abnimmt. Dies ist auf die Reduktion des Riboflavintetraacetats zum
Flavohydroquinon zuriickzufiihren. Nach einer anfanglichen Zunahme, verursacht durch
die Zugabe des Dihydronicotinamids, geht auch die Absorption zwischen 350 und 400
nm zuriick und fallt schlieBlich deutlich unter das Niveau des reinen Flavins. Auch hier
deutet alles auf eine Reduktion des Riboflavintetraacetats hin. Gleichzeitig
verschwindet die Bande des Dihydronicotinamids bei 360 nm, was auf die Oxidation
zum Pyridiniumion zuriickzufiihren ist. Unterhalb des isosbestischen Punkts bei 317 nm
lasst sich dagegen eine Zunahme der Absorption beobachten. Dies liegt an der
gleichzeitigen Bildung der Pyridiniumverbindung (Amnx = 262 nm) und des
Flavohydroquinons ((Apax = 268 nm).

reines Riboflavintetraacetat

0,6

0,5 1

04
C
i)
g
5 0,3
n
Q0
<
0,2
0,1
\
0,0 . , . , . , . ,
400 450 500 550 600

Wellenlange [nm]

Abbildung 39: Zeitlicher Verlauf der Reaktion von Riboflavintetraacetat (c = 4-10” mol/I) mit 10 eq 21
in HEPES/KOH-Puffer bei pH 7.4 unter Argon-Atmosphire.

Allerdings wird bei der Umsetzung von Riboflavintetraacetat mit 1 eq NADH-
Modellverbindung keine vollstandige Reduktion des Flavins erreicht. Erst bei einem
Uberschuss an Dihydronicotinamid wird das Flavin - wie es in 4bb. 39 dargestellt ist -

komplett reduziert. AuBerdem lassen sich nun auch schwache, langwellige Banden



- 37 —

(A > 500 nm) beobachten, was auf die Existenz von Charge-Transfer Zwischenstufen
schlieBen lasst.

In Abb. 40 ist ein Ausschnitt der Spektren aus 4bb. 39 vergroBert dargestellt. Hier ist
deutlich ein isosbestischer Punkt bei 516 nm zu erkennen. Wihrend unterhalb des
isosbestischen Punktes die Absorption im Verlauf der Reaktion abnimmt, entwickelt

sich bei Wellenldngen {iber 516 nm eine neue Bande. Diese Absorption lésst sich einem

Charge-Transfer — Komplex zwischen Flavohydroquinon und der oxidierten
61,74,99,100

Pyridiniumspezies zuordnen.
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Abbildung 40: Zeitlicher Verlauf der Reaktion von Riboflavintetraacetat (¢ = 4-10” mol/I) mit 10 eq 21
in HEPES/KOH-Puffer bei pH 7.4 im langwelligen Bereich.

1.5.1. Kinetische Untersuchungen mit einem Dihydronicotinamid ohne

Bindungsstelle fiir Flavin

Nachdem alle bisherigen experimentellen Daten auf einen Elektronentransfer zwischen
Riboflavintetraacetat und den NADH-Modellverbindungen hinweisen, soll im
folgenden eine detaillierte, quantitative Auswertung der Reaktionskinetik geschehen.

Dazu werden zundchst Messungen mit dem 1,4-Dihydronicotinamid 41 durchgefiihrt,
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welches im Gegensatz zu den NADH-Modellsystemen keine Bindungsstelle fiir das

Flavin aufweist.

4

Abbildung 41: Struktur des 1,4-Dihydronicotinamids ohne Bindungsstelle.

Die Elektroneniibertragung zwischen Riboflavintetraacetat und dem Dihydropyridin 41
ist eine Reaktion 2.0rdnung. Die allgemeine Reaktionsgleichung hierfiir lautet:

A + B — Produkte
Fiir die Reaktionsgeschwindigkeit gilt dann folgende Gleichung:

__M—_M: . . eichun
ve-— = k,-[A4]-[B] Gleichung 1

k> ist hierbei die Geschwindigkeitskonstante 2.0rdnung. Durch Integration und unter
der Voraussetzung, dass A und B in gleichen Ausgangskonzentrationen vorliegen,

gelangt man zum integrierten Zeitgesetz:
1 1
[A], —[4], [4l],

Soll nun eine Absorptionsmessung kinetisch ausgewertet werden, so ldsst sich
1

k, Gleichung 2

Gleichung 2 unter Verwendung von Extinktionen umformen: '’

1 E, —-FE
k2 = - A0 Gleichung 3
[A]o E),,oc - E/l,z

Hierbei ist es allerdings problematisch, einen verldsslichen Wert fiir E.. zu finden. Eine
ungiinstige = Wahl dieses Parameters fithrt zu groen Fehlern in der

Geschwindigkeitskonstanten. Dieses Problem lédsst sich aber durch eine Auswertung
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102,103

nach Roseveare umgehen. Dabei gilt flir gleiche Ausgangskonzentrationen der

beiden Reaktanden folgendes integriertes Zeitgesetz:

E, —-F
At t A0 _ —k, -[4], 'E,l,m —k, -[A4], .EM Gleichung 4

Aus Gleichung 4 ldsst sich nun iiber die Geradensteigung der Auftragung von

(Ext— Eap)/t gegen Ey ; die Geschwindigkeitskonstante &, bestimmen.

Lineare Regression
Y=A+B*X
5
-4,0x107 Parameter Wert Fehler
-5,0x10° - A 3,17677E-4 4,54313E-6
i B -0,00115 1,38205E-5
o 6.0x107 -0,96874
z -7,0x10°
8 i
L 5
's -8,0x10°
<
w i
-9,0x10° -
4 ' n
[ ]
-1,0x10™
s E T B e B a E e o e E |

T
0,310 0,315 0,320 0,325 0,330 0,335 0,340 0,345 0,350 0,355
E

450

Abbildung 42: Auftragung nach Roseveare. Reaktion von Riboflavintetraacetat und leq 41 in
HEPES/KOH-Puffer pH 7.4 bei 25°C (¢ = 4.8-10” mol/l). Detektion bei 450 nm.

Der zeitliche Verlauf der Reaktion von Riboflavintetraacetat mit dem
Dihydronicotinamid 41 wird iiber die Anderungen der Absorptionen bei 450 nm
verfolgt. Bei der Auswertung nach dem Roseveare-Verfahren ergibt sich eine
Geschwindigkeitskonstante von k, = 22.8 £ 1.6 I'mol™:s™. Dabei wurde der Mittelwert

aus insgesamt drei Messungen gebildet.
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Geschwindig-
Dihydronicotin- .
Flavin T [°C] Solvens keitskonstante | Ref.
amid )
[I-mol-s™']
FMN BNAH 25 Tris/HCI, pH 7 20.6 104
N-Propyl-1,4-
Lumiflavin | dihydronicotin- 25 Tris/HCIL, pH 8 100 75
amid
N-Methyl-1,4-
Lumiflavin | dihydronicotin 25 Tris/HCI, pH 8 70 73
amid
3-Methyl- KOH/H3BO;
BNAH 30 223 79
lumiflavin pH 8.9
Riboflavin- HEPES/KOH
41 25 22.8 -
tetraacetat pH 7.4

Tabelle 2: Vergleich der gemessenen Geschwindigkeitskonstante mit Literaturwerten.

In Tab. 2 sind einige Literaturwerte von dhnlichen Systemen zusammengefasst. Dabei
figt sich der gemessene Wert flir das System Riboflavintetraacetat und 41
groflenordnungsméfig gut ein. Ein direkter Vergleich mit der Geschwindigkeits-
konstante zwischen FMN und N-Benzyl-1,4-dihydronicotinamid (BNAH) unter nahezu
identischen Messbedingungen zeigt sogar im Bereich der Fehlergrenzen eine ziemlich

genaue Ubereinstimmung.

1.5.2. Auswertung der Kinetik zwischen Riboflavintetraacetat und den NADH-

Modellen nach Roseveare

Da die Auswertung der Vergleichsverbindung 41 mit dem Roseveare-Verfahren einen
verldsslichen Wert geliefert hat, sollen nun die Geschwindigkeitskonstanten der
Reaktion von Riboflavintetraacetat mit den NADH-Modellverbindungen ebenfalls nach

dieser Methode berechnet werden.
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Abbildung 43: Zeitlicher Verlauf der Absorption bei 450 nm einer 1:1-Mischung von
Riboflavintetraacetat und 21. Gemessen in HEPES/KOH pH 7.4 bei 25°C und ¢ = 5-10° mol/l.

In Abb. 43 ist eine typische Zeit-Extinktions-Kurve einer dquimolaren Mischung aus
Riboflavintetraacetat und einer NADH-Modellverbindung dargestellt. Wie schon aus
der Form des Graphen ersichtlich wird, handelt es sich bei dieser Reaktion nicht um
eine typische Reaktion 2.0rdnung. So liefert auch das Verfahren nach Roseveare nur
fiir den Bereich zu Beginn der Reaktion eine lineare Auftragung (s. 4bb. 44). Im
spiteren Verlauf scheint die Kinetik dann etwas komplexer zu werden. Daher werden
nur die Anfangsgeschwindigkeiten der Reaktion nach der Methode von Roseveare

bestimmt und der Kinetik von Verbindung 41 gegeniibergestellt.
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Abbildung 44: Auftragung nach Roseveare. Reaktion von Riboflavintetraacetat und leq 33 in
HEPES/KOH-Puffer pH 7.4 bei 25°C (¢ = 5-10” mol/l). Linearer Verlauf nur zu Beginn der Reaktion.

Beim Vergleich der erhaltenen Geschwindigkeitskonstanten (s. 7ab. 3) fillt insgesamt
auf, dass alle Werte deutlich groBer sind als derjenige fiir den Elektronentransfer
zwischen Riboflavintetraacetat und Verbindung 41. AuBlerdem =zeigt die
Reaktionsgeschwindigkeit eine deutliche Abhidngigkeit von der Lidnge des Spacers
zwischen der Flavin-Bindungsstelle und dem Dihydronicotinamid. NADH-Modell 21
besitzt den kleinsten Wert fiir k». Mit wachsendem Abstand zum Zn(II)-Cyclen steigt
die Geschwindigkeit zunédchst an und fallt dann bei 39 wieder auf einen &dhnlichen Wert
wie bei 27. Auffallend ist die hohe Geschwindigkeitskonstante von etwa 4000 l-mol™-s™
fiir die Reaktion von 33 mit Riboflavintetraacetat, was einer Beschleunigung um den
Faktor 175 gegeniiber der Vergleichsverbindung 41 entspricht. Anscheinend kénnen
hier die beiden Reaktionspartner eine besonders giinstige rdumliche Anordnung
zueinander einnehmen, so dass ein optimaler Elektronentransfer stattfinden kann.
Wihrend Verbindung 27 und 33 etwa gleich grofe Geschwindigkeitskonstanten
aufweisen, ist der Wert fiir 21 deutlich kleiner. Moglicherweise besitzt der relativ kurze

Spacer dieses Dihydropyridins eine vergleichsweise geringe Flexibilitit.
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NADH-Modell k; [I'mol™-s™ Beschlg. im Vgl. zu 41
21 408 + 26 18
27 671 +37 29
33 3998 + 321 175
39 646 + 67 28

Tabelle 3: Geschwindigkeitskonstanten der Reaktion von den NADH-Modellverbindungen mit 1 eq
Riboflavintetraacetat in HEPES/KOH pH 7.4 (¢ = 5-10” mol/l). Detektiert spektrophotometrisch bei 450
nm und gemittelt aus jeweils drei Messungen.

1.5.3. Auswertung der Reaktion zwischen Riboflavintetraacetat und den NADH-

Modellen unter Beriicksichtigung eines Assoziations-Gleichgewichtes

Eine realistischere Beschreibung des Elektronentransfers zwischen Riboflavintetraacetat

und den NADH-Modellverbindungen ist in Abb. 45 dargestellt.

K K
S~ RD ——> F+P

R+D

Abbildung 45: Reaktion zwischen Riboflavintetraacetat (R) und Dihydronicotinamid (D) zu
Flavohydroquinon (F) und Pyridinium (P).

Dabei bildet sich, zundchst reversibel, in einem vorgelagerten Assoziations-
gleichgewicht eine Aggregat aus Riboflavintetraacetat und Dihydronicotinamid,
welches anschlieend intramolekular in einer Kinetik 1.0rdnung zu den Produkten
weiterreagiert. Die Reaktion verlduft analog einer Enzymkinetik, die dem Michaelis-

Menten-Mechanismus '*

gehorcht. Allerdings ist eine Auswertung nach diesem
Mechanismus nicht moglich, weil beide Reaktionspartner im UV/VIS absorbieren und
es daher nicht praktikabel ist, eine Spezies im groBen Uberschuss einzusetzen. Das
apparativ. maximal Mogliche ist die Verwendung von zwanzig Aquivalenten
Dihydronicotinamid. Bei der Herleitung der Michaelis-Menten-Gleichung wird aber die
Naherung gemacht, dass eine Komponente — in der Regel das Substrat — in einem

groBen Uberschuss gegeniiber dem Enzym eingesetzt wird.
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Zur quantitativen Auswertung obiger Reaktion wird ausgehend von dem

[RD]

Assoziationsgleichgewicht K =
[R]-[D

unter Verwendung der Konzentrations-
bilanzen [R], =[R]+[RD] bzw. [D], =[D]+[RD] folgende Gleichung erhalten:'%

K, = LRD] Gleichung 5
([R], —[RD])-([D], —[RD])

Wird Gleichung 5 nach [RD] aufgelost und anschlieBend unter Verwendung des
Ausdrucks fiir die Reaktionsgeschwindigkeit v = k;-[RD] umgeformt, ergibt sich:

2 : kl : [R]O ' [D]O ass ass

1 1 1 I
; - ([R]o +[D]o +K_+\/([R]0 +[D]o +K_) 4 [R]o [D]o J
Gleichung 6

Mit Hilfe von Gleichung 6 lassen sich nun bei bekannten Reaktionsgeschwindigkeiten
und Konzentrationen Werte fiir die Geschwindigkeitskonstante 1.0rdnung k; und die
Bindungskonstante K, zwischen Riboflavintetraacetat und den Dihydronicotinamiden
bestimmen.

Dazu wird das Flavin in wéssriger Pufferlosung bei pH 7.4 mit einem bis zehn
Aquivalenten der NADH-Modellverbindungen versetzt und spektrophotometrisch die
Reaktionsgeschwindigkeiten bei 460 nm und 25°C verfolgt.

In 4bb. 46 ist exemplarisch die Reaktion zwischen Riboflavintetraacetat und 33
dargestellt. Deutlich zu erkennen ist die Séattigungstendenz ab einem vierfachen
Uberschuss an Dihydronicotinamid. Die Werte von k; (s. Tab. 4) zeigen die gleiche
Tendenz wie die Geschwindigkeitskonstanten 2.0rdnung. Auch hier wurde die hochste
Reaktionsgeschwindigkeit fiir Dihydronicotinamid 33 gemessen. Die Assoziations-
konstanten der unterschiedlichen NADH-Modellverbindungen zu Riboflavintetraacetat
sind, im Rahmen der Fehlergrenzen, gleich groB und bewegen sich im Bereich von 10*
I/mol. Ein Vergleich dieser Bindungsaffinitit mit den potentiometrisch bestimmten
Bindungskonstanten der entsprechenden Pyridiniumsalze zu Riboflavintetraacetat zeigt

eine vier- bis flinffach stirkere Wechselwirkung der Dihydronicotinamide.
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Beispielsweise wurde hier mit Hilfe des Auswerteprogramms Hyperquad 2000 '°7 aus
den Titrationsdaten von Riboflavintetraacetat und 20 ein Wert von K = 2700 1/mol bei
pH = 7.5 berechnet. Diese stirkere Affinitit des Dihydronicotinamids zu
Riboflavintetraacetat im Vergleich zur entsprechenden Pyridiniumverbindung lésst sich
mit zusitzlichen Charge-Transfer Wechselwirkungen erkliren (s. auch Abb. 15). Die
Starke dieser Interaktionen zwischen N-Methyldihydronicotinamid und einer Reihe von
unterschiedlichen Flavinen wurde von Blankenhorn quantifiziert.”” Dabei wurden in

wiassrigem Medium Bindungskonstanten von bis zu 10 I/mol gemessen.

8.0x10° o
7.0x10° —
6.0x10° —
5.0x10° —

4.0x10°

v[s" I mol]

3.0x10°

Messwerte

2.0x10°
berechnete Anpassung

1.0x10° =

0.0
. , . , . , . , . , |
0.0 1.0x10™ 2.0x10™ 3.0x10™ 4.0x10™ 5.0x10™
¢ (Dihydronicotinamid) [I/mol]

Abbildung 46: Auftragung der Anfangsgeschwindigkeiten gegen die Konzentration an 1,4-
Dihydronicotinamid. Reaktion zwischen Riboflavintetraacetat (¢ = 5-10° mol/l in 2 ml 20mM
HEPES/KOH-Puffer pH 7.4) und 1-10 eq 33 (¢ = 0.01 mol/l in CH;CN) unter Argonatmosphére.
Detektion bei 460 nm und 25°C.

Die &dhnlichen Assoziationskonstanten zwischen Riboflavintetraacetat und den vier
NADH-Modellverbindungen lassen darauf schlieBen, dass die Unterschiede in den
Geschwindigkeitskonstanten nicht auf verschiedene Bindungsstirken zuriickzufiihren
sind, sondern auf geometrische Faktoren. Wéhrend der Redoxreaktion wird das
Wasserstoffatom am C-4  des Dihydronicotinamids auf das N-5 des Flavins

iibertragen.”” Dabei stehen die beiden Ringsysteme parallel zueinander (s. auch Abb. 15
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und 47) und der Abstand zwischen C-4’ und N-5 betrigt 0.35 nm, wie durch
Rontgenstrukturanalyse des Flavoenzyms Glutathion-Reduktase gezeigt wurde.'®®
Anscheinend befinden sich im Aggregat zwischen Riboflavintetraacetat und 33 die bei
der Reaktion beteiligten Atome C-4’ und N-5 in einer besonders giinstigen Anordnung

zueinander, so dass ein effizienter Transfer des Wasserstoffatoms ermoglicht wird.

NADH-Modell kils] Ko, [Vmol]
21 0.040 £ 0.003 12000 + 3400
27 0.053 £ 0.004 14000 + 4000
33 0.318 £ 0.047 8000 + 2900
39 0.052 % 0.008 10200 + 2000

Tabelle 4: Geschwindigkeits- und Assoziationskonstanten der Reaktion von den NADH-
Modellverbindungen mit Riboflavintetraacetat.

1.6. Untersuchung des kinetischen Isotopeneffekts

Wie unter /.1.2. dargelegt wurde, ist der Mechanismus von Reduktionen durch 1,4-
Dihydronicotinamide umstritten. Daher soll nun, exemplarisch an einem Beispiel, der
kinetische Isotopeneffekt der Redoxreaktion zwischen Riboflavintetraacetat und einer
NADH-Modellverbindung gemessen werden. Dazu wird die Natriumdithionit-
Reduktion des Pyridiniumsalzes 20 in D,O durchgefiihrt, um das in 4-Position einfach
deuterierte Dihydronicotinamid zu erhalten.'® Dieses 1,4-Dihydronicotinamid wird
dann unter den gleichen Bedingungen wie oben (s. unter 1.5.) mit Riboflavintetraacetat
zur Reaktion gebracht. Die Auswertung ergibt eine Geschwindigkeitskonstante von k; =
0.031 = 0.002 s'l, was einem kinetischen Isotopeneffekt von iy/kp = 1.29 £+ 0.09
entspricht. Daraus ldsst sich folgern, dass das Wasserstoffatom in 4-Position des
Dihydronicotinamids im geschwindigkeitsbestimmenden Schritt abgespalten wird. Dies
spricht fiir eine Hydrid-Ubertragung zwischen Dihydronicotinamid und Flavin in

diesem System.
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1.7. Schlussfolgerungen

Es  wurde 1,4-Dihydronicotinamid  kovalent —mit einem  Lewis-sauren
azamacrocyclischen Zn(II)-Komplex funktionalisiert. Dabei wurde der Abstand
zwischen dem redoxaktiven Dihydropyridin und der koordinativen Bindungsstelle
systematisch variiert. Durch potentiometrische Titration konnte gezeigt werden, dass die
dargestellten NADH-Modellverbindungen unter physiologischen Bedingungen mit
Riboflavintetraacetat eine nicht-kovalente Wechselwirkung eingehen kénnen.

Der Elektronentransfer zwischen den beiden Redoxcofaktoren wird durch diese Metall-
Ligand Koordination signifikant beschleunigt, wobei sich eine deutliche Abhdngigkeit
der Geschwindigkeitskonstanten von der Spacerldnge zwischen Dihydronicotinamid

und Bindungsstelle ergibt.

Abbildung 47: Anordnung des NADPH zum Flavin wéhrend der Redoxreaktion im Enzym Glutathion-
Reduktase. Ausschnitt aus der Struktur Nr. IGRB der Brookhaven Protein Datenbank.'"’

Diese Ergebnisse geben eine chemische Erklarung, warum die geometrische Anordnung
der Cofaktoren NADH und FAD zueinander in den bisher strukturell untersuchten

Flavoenzymen Glutathion-Reduktase,108’110"112 NADH-Peroxidase,113 Ferredoxin-

5

Reduktase ' und Adrenodoxin-Reduktase ''° sehr #hnlich ist, obwohl sich die
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Funktionen und Eigenschaften dieser Enzyme unterscheiden. In allen genannten
Proteinen ist das 1,4-Dihydropyridin nahezu parallel zum Flavin-Ringsystem
angeordnet und in etwa deckungsgleich mit dem mittleren Ring des Isoalloxazins (s.
Abb. 47). Der Abstand der Ringsysteme variiert dabei zwischen 0.31 und 0.38 nm.
Anscheinend garantiert nur diese Geometrie einen effizienten Elektronen- bzw.

Hydridtransfer zwischen 1,4-Dihydronicotinamid und Flavin.
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2. Verinderung der Redoxeigenschaften von Flavin durch die

Koordination an Zn(II)-Cyclen*

In biologischen Redoxprozessen spielen Flavine eine wichtige Rolle (s. unter B.1.1.).
Dabei kann das Redoxpotential des Flavins durch die Proteinumgebung in einem
Bereich von iiber 500 mV variiert werden.''® Dies ldsst sich auch in chemischen
Modellsystemen durch supramolekulare Interaktionen verwirklichen. So ist bekannt,
dass sich die Redoxeigenschaften von Flavinen durch intermolekulare

7122 ynd  elektrostatische ~ Wechselwirkungen '*

Wasserstoftbriickenbindungen
verdndern lassen. Bisher nicht untersucht wurde der Einfluss von reversiblen
koordinativen Metall-Ligand — Wechselwirkungen auf das Redoxpotential des Flavins.
Dies soll nun am Beispiel der Bindung von Flavin durch die Zn(II)-Cyclen — Imid
Wechselwirkung (s. unter A.1.1.) geschehen.

Da ein Studium der elektrochemischen Eigenschaften im wissrigen Milieu durch das
relativ kleine elektrochemische Fenster erschwert ist, miissen hydrophobe Molekiile
verwendet werden. Daher werden fiir die Untersuchungen 10-Butylflavin 42 '** und

125
3

1,4,7,10-Tetradodecyl-tetraaza-cyclododecan-zink(Il)-diperchlorat 4 genutzt.

2.1. Bestimmung der Affinitit zwischen 42 und 43 durch NMR-Titration

Zundchst wird die Bindung zwischen 42 und 43 durch ein NMR-

126 in CDCl; verifiziert. Dabei wurde eine Affinitdtskonstante von

Titrationsexperiment
> 10° 1/mol abgeschitzt. Dieser Wert ist so hoch, dass durch NMR-Titration keine
genauere Bestimmung der Bindungskonstante mehr moglich ist. Es wird aber deutlich,
dass die Wechselwirtkung zwischen 42 und 43 stark genug ist, um die

Redoxeigenschaften des Flavins deutlich zu beeinflussen.

" Die Ergebnisse dieses Projekts wurden bereits veroffentlicht: Konig, B.; Pelka, M.; Reichenbach-
Klinke, R.; Schelter, J.; Daub, J. Eur. J. Org. Chem. 2001, 2297-2303.
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Abbildung 48: Aggregat zwischen 10-Butylflavin 42 und 1,4,7,10-Tetradodecyl-tetraaza-cyclododecan-
zink(IT)-diperchlorat 43.

2.2. Cyclovoltammetrische Untersuchung von 42 in Gegenwart von 43

Die elektrochemischen Eigenschaften des 10-Butylflavins wurden mittels Cyclo-

127128 in Dichlormethan bestimmt.

voltammetrie
Das Cyclovoltammogramm von reinem 42 (4bb. 49) zeigt die typische Form eines
Flavins in aprotischem Milieu und ldsst sich mit einem ECE (elektrochemisch-

129 Zuniichst wird das Flavin-

chemisch-elektrochemisch) — Mechanismus erkléren.
Radikalanion (Fl.g) erzeugt, welches dann teilweise durch das imidische
Wasserstoffatom eines anderen Flavinmolekiils protoniert wird und so das neutrale

Flavosemiquinon  (Fl,qH) Dbildet. Das Flavosemiquinon wird schlieBlich
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elektrochemisch zum Flavohydroquinon-Anion (Fl..gH ) reduziert. Die Reoxidation
geschieht dann in zwei getrennten Stufen, wobei Fl.,q bei einem negativeren Potential

oxidiert wird als Fl,.¢H .

-50

FI,— Fl_ +Fl_H

red
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-30 4
-20 4

-10 4
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Abbildung 49: Cyclovoltammogramm von 10 mol/l 42 in CH,Cl, mit 0.1 mol/l NBu," BF,". Geeicht
gegen Fc/Fc'. Scangeschwindigkeit 500 mV/s.

In Gegenwart von 43 verindert sich das Cyclovoltammogramm des Flavins 42 deutlich
(4bb. 50). Der Reduktionspeak wird von —1.37 V nach —1.31 V verschoben, d.h. die
Reduktion zu Fl.q bzw. FlgH wird durch die Koordination des Flavins an 43
erleichtert. AuBerdem verschwindet die Oxidationsstufe bei —1.22 V vollstidndig, welche
der Oxidation von Fl.4 zuzuordnen ist. Daraus ldsst sich schlieBen, dass bei der
Reduktion nun ausschlieBlich Fl,.¢H™ gebildet wird. Der Peak bei —1.03 V, welcher der
Oxidation von Fl,4H™ entspricht, verschwindet ebenfalls. Gleichzeitig taucht aber eine
neue Oxidationsstufe bei —0.33 V auf. Das bedeutet, dass durch die Wechselwirkung
des Flavins an den Lewis-aciden Zn(II)-Komplex das Flavohydroquinon-Anion um 700

mV stabilisiert wird.
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Abbildung 50: Cyclovoltammogramm von 10° mol/l 42 in Gegenwart von 43 in CH,Cl, mit 0.1 mol/l
NBu, BF,. Geeicht gegen Fc/Fc'. Scangeschwindigkeit 500 mV/s.

Ahnliche aber viel weniger stark ausgeprigte Effekte wurden bei der Koordination von
Flavin durch Wasserstoffbriickenbindungen beobachtet. Hierbei wurde das Flavin-

Radikalanion um 233 mV *° bzw. 155 mV ! stabilisiert.

Es wurde gezeigt, dass es moglich ist, die Redoxeigenschaften von Flavinen durch die
Koordination an ein Lewis-acides Metallzentrum zu verdndern. Dabei wurden sogar
stirkere Effekte beobachtet als bei den bisher bekannten Systemen, die vor allem auf

Wechselwirkungen iiber Wasserstoftbriickenbindungen basieren.
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3. Molekulare Erkennung von Vitamin B 2 durch polymergebundenes

Zn(ID)-Cyclen’

Die quantitative Bestimmung von Vitamin B 2 (Riboflavin) im Urin, in Blutplasma und
in Vitamintabletten ist von analytischer Bedeutung.'**"** Daher soll nun, basierend auf
der Zn(II)-Cyclen — Imid Bindung (s. unter A.1.1.), eine quantitative Analytik von

Riboflavin entwickelt werden.

3.1. Synthese von polymergebundenem Zn(II)-Cyclen

Um dies zu erreichen, wird zunéchst ein Polymer mit Zn(II)-Cyclen Bindungsstellen
funktionalisiert. Dazu wird 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclo-
dodecan 10 an Fractogel® EMD Epoxy (Merck) — ein Polymer, welches reaktive
Epoxidgruppen tragt — gekoppelt. AnschlieBend werden die Boc-Schutzgruppen durch
Behandlung mit TFA abgespalten. Aus der Elementaranalyse von 44 lisst sich die
Beladung des Polymers berechnen (0.14 mmol Cyclen / g Polymer).

H
Boc, VAN /B4 1,0, pH 10

40°C, 4d
HO
2. TFA
RT, 10 min \ /
Boc

10
Abbildung 51: Synthese des polymergebundenen Cyclen 44.

/\_/\I

Im néchsten Schritt wird aus 44 durch Umsetzung mit Zink(II)-perchlorat-hexahydrat
der entsprechende Zn(II)-Komplex hergestellt. Dieser weist eine Beladung von 0.15
mmol Zn(II)-Cyclen pro Gramm Polymer auf, was im Rahmen der Fehlergrenze mit
dem fiir 44 erhaltenen Wert iibereinstimmt. Man kann also davon ausgehen, dass die

Azamacrocyclen vollstindig durch Zn*" komplexiert wurden.

" Die Ergebnisse dieses Projekts wurden bereits veroffentlicht: Konig, B.; Gallmeier, H.-C.; Reichenbach-
Klinke, R. Chem. Commun. 2001, 2390-2391. Die Experimente wurden in enger Zusammenarbeit mit
H.-C. Gallmeier durchgefiihrt.
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Abbildung 52: Synthese des polymergebundenen Zn(II)-Cyclen 45.

3.2. Bindung von Riboflavin bzw. Riboflavintetraacetat an 45

Aufgrund der groen Anzahl von Bindungsstellen auf dem Polymer 45, sollte eine

quantitative Isolierung von Flavin aus einer wissrigen Losung mdglich sein. Um dies zu

verifizieren, wurden 1.0 g 45 in eine Chromatographiesdule gefiillt und 10 ml einer

physiologischen Riboflavinlsg. (¢ = 4.9- 10 mol/l in Tris/HCl pH 7.4) iiber das

Polymer gegeben.
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Abbildung 53: UV/VIS—Spektren der verschiedenen Pufferlosungen.
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Wie in Abb. 53 deutlich zu erkennen ist, wurde das Riboflavin quantitativ gebunden.
Die typischen Absorptionen des Flavins sind im Eluat nach dem Passieren der
polymerbeladenen Sédule komplett verschwunden. Auflerdem ist es moglich das
gebundene Flavin mit einem schwach sauren Puffer (Acetatpuffer, pH 4.4) wieder
vollstindig vom Polymer herunterzuwaschen. Das erhaltene Spektrum der sauren
Waschlosung ist identisch mit demjenigen der Riboflavin-Stammldsung vor dem
Eluieren iiber 45.

Um sicherzugehen, dass es sich bei der beobachteten Bindung nicht nur um Adsorption
am polymeren Material handelt, wird ein direkter Vergleich mit einem Fractogel® EMD
Epoxy durchgefiihrt, welches durch Behandeln mit Glycin deaktiviert wurde und keine
Bindungsstellen fiir Flavin aufweist. Dazu wurde eine Riboflavintetraacetatlsg. (¢ =
5.5-10” mol/l in Tris/HCI pH 7.4) iiber die beiden verschiedenen Polymere gegeben und
anschlieend die UV/VIS-Spektren der Eluate gemessen.

1,2

1.0 — Riboflavintetraacetat Stammlsg.

— — = L6sung nach Passieren des
deaktivierten Polymers
----- Lésung nach Passieren von 45

0,8

0,6

Absorption

0,4

0,2

0,0 +4——— T ———s R E— f

Wellenlange [nm]

Abbildung 54: Vergleich von 45 mit einem Polymer ohne Zn(II)-Cyclen Bindungsstellen.
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Wie in Abb. 54 zu sehen ist, adsorbiert nur ein kleiner Teil des Flavins unspezifisch am
Polymer. Durch anschlieBendes Waschen mit reinem Puffer ldsst sich dieses adsorbierte

Riboflavintetraacetat leicht wieder vom Polymer entfernen.

3.3. Quantitative Bestimmung von Riboflavin in einer Vitamintablette

Nachdem gezeigt wurde, dass Riboflavin reversibel an dem Polymer 45 gebunden
werden kann, soll nun eine quantitative Analytik des Flavins in einer Vitamintablette®

durchgefiihrt werden. Dazu wird die Tablette in wéssriger NaOH gelost, so dass sich ein

pH zwischen 8 und 9 ergibt.

3
[
[
| I Vitamintablette in NaOH pH 8-9
! — — — Lsg. nach Passieren des
: Polymers 45
2 N R Waschlsg. (Acetatpuffer pH 4.4)
|
c |
2 |
2 1
o)
7] |
2 \
14
0 T T T T T

300 400 500 600 700
Wellenlange [nm]

Abbildung 55: UV/VIS-Spektren der unterschiedlichen Losungen.

Im Absorptionsspektrum der Vitamintablette (4bb. 55) sind deutlich die
charakteristischen Peaks des Riboflavin zu erkennen. Nach dem Eluieren iiber das

Polymer 45 sind diese Absorptionen verschwunden, d.h. das Flavin wurde vollstindig

¥ Die Vitamintablette mit Orangengeschmack der Firma Kriiger GmbH enthilt in 100 g neben 35.6 mg
Riboflavin: Vitamin B1(31.1 mg), Vitamin B6 (44.4. mg), Nicotinamid (400 mg), Folséure (4.4 mg),
Vitamin B12 (22.2 ug), Biotin (3.3 mg), Vitamin C (1.33 g), Vitamin E (222 mg), Pantothenséure (133
mg), Kohlenhydrate (7.2 g). Weitere Zutaten sind: Citronensdure, Fructose, Stirke, Natriumbicarbonat,
Farbstoff aus Roter Beete, Natriumcyclamat und Natriumsaccharin.
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am Polymer gebunden. Nach anschlieBendem Waschen des Polymers mit Acetatpuffer
pH 4.4 sind im Spektrum der Waschlésung nur die typischen Peaks von Riboflavin zu
erkennen. Daraus lédsst sich folgern, dass von der Vielzahl der in der Vitamintablette
enthaltenen Substanzen ausschlieBlich das Flavin gebunden wurde. Die quantitative
Auswertung des Absorptionsspektrums der Waschlosung ergibt einen Riboflavingehalt
von 1.7 mg pro Tablette. Dieser Wert zeigt im Rahmen der Fehlergrenzen eine gute

Ubereinstimmung mit der Herstellerangabe (1.6 mg/Tablette).
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4. Synthese und Untersuchung eines Thiol-funktionalisierten Zn(II)-

Cyclen Komplexes

Self-assembled Monolayers (SAM) von Alkanthiolen auf Goldoberflichen besitzen
vielfiltige Anwendungsmoglichkeiten in der Sensorik.'*>"*” Aufgrund der spezifischen
Bindung von Imiden (vgl. unter A.1.1.) sollten mit Zn(II)-Cyclen funktionalisierte
SAM’s interessante Anwendungen besitzen. Unter diesem Gesichtspunkt soll nun ein
Thiol-funktionalisiertes Zn(II)-Cyclen synthetisiert werden und daraus SAM’s

hergestellt werden.

4.1. Synthese und potentiometrische Untersuchung von 48

Die Synthese beginnt mit der Umsetzung von 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-
1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 mit Thiiran. Nach mehreren Tagen Reaktionszeit wird
das Thiol 46 in einer hohen Ausbeute von 98 % isoliert. Es schlieen sich die

Abspaltung der Boc-Schutzgruppen mit HBr in Eisessig und Umsetzung mit Zn(ClO4),

x 6 H,O zum Komplex 48 an.
1. HBr/CH;COOH

Boc, / \ _Boc Boc, / \ _Boc RT, 30 min H, _H
) E ) E\ )

Zn

gg'téo'md 2. Zn(CIO,),, MeOH 4

Boc \H oc \_/ 80°C, 1 h H
98 % 88 %
10

Abbildung 56: Synthese des Thiols 48.

Die pK,-Werte des freien Liganden 47 und die Komplexbildungskonstante mit Zn*"
wurden durch potentiometrische Titration in wissrigem Medium bestimmt. Bei der
Titration von 47 wurden drei pKy-Werte gemessen (s. Abb. 57). Diese wurden den
sekunddren Aminen im Azamacrocyclus zugeordnet, obwohl unter den

Messbedingungen auch eine Deprotonierung des Thiols moglich sein konnte, wie ein
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Vergleich mit den pK,-Werten von Ethanthiol (pK; = 10.6 in H,O bei 25°C)"® 2-
Amino-ethanthiol (pKs = 8.35 in H,O bei 25°C und 7 = 0.02 )" oder 2-(N,N-
Dimethylamino)-ethanthiol (pK; = 7.74 in H,O bei 25°C)"**'"! zeigt. Fiir diese
Zuordnung spricht aber, dass bei vergleichbaren alkylierten Cyclenderivaten &hnliche
Werte erhalten wurden (vgl. unter B.1.3.). Aulerdem wurde durch Elementaranalyse
festgestellt, dass 47 als Trihydrobromid vorliegt und eine unvollstindige
Deprotonierung der Amine wiirde eine Komplexierung des Zn*"-Ions, welches fest im

Azamacrocyclus gebunden wird (logK = 10.4), unmdglich machen.

H H H H
He\* WeH W \WHH
N N + N N +
-H [ j -H
>N’ N log K=2.6 H/N+ N log K=9.4
H |-1\ / \/\SH / \ / \/\SH
47
H. /—\ H H. /—\ H
NN H [N Nj +Zn(CIO,),
>N N logK=11.6 N N log K =10.4
H|-1\ / \/\SH H \ / \/\SH
HS
WO - 3
W ) 2c0; ——=— Nt 2Clo;
7/ N\ 4 T / \ 4
"N N "N NS,
H \/ SH H Nt
48

Abbildung 57: Durch potentiometrische Titration bestimmte Gleichgewichtskonstanten.
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Uberraschenderweise konnte weder in reinem Wasser noch in MeOH / H,O = 9:1 ein
pKs-Wert flir das axial koordinierte Wassermolekiil beobachtet werden. Dies kdnnte
bedeuten, dass, wie in Abb. 57 dargestellt, anstatt eines Wassermolekiils die wesentlich

nucleophilere Thiolgruppe intramolekular an das Zn(II)-Zentrum koordiniert.

4.2. Kapazitive Untersuchungen von 48 auf einer Goldoberfliche’

Die Beschichtung der Goldoberflaichen geschieht mit einer Mischung aus 48 und
Alkylthiolen nach der spreader-bar Technik.'**'* Als Alkylthiole wurden 1I-
Dodecanthiol und 1-Hexanthiol verwendet. Die Beschichtungsldsungen enthielten den
Rezeptor 48 (¢ = 1 mmol/l) und das jeweilige Alkanthiol (¢ = 10 pumol/l). Als
Losungsmittel wurde Methanol verwendet. Die Beschichtung erfolgte durch
Selbstorganisation bei Raumtemperatur iiber einen Zeitraum von 75 Stunden.

Die kapazitiven Untersuchungen '**'* der sechs beschichteten Goldelektroden (jeweils
drei mit dem gleichen Alkanthiol) ergaben spezifische Kapazititen zwischen 36.7 und
41.9 pF-cm™. Diese Werte liegen im Bereich von nahezu unbeschichteten Elektroden.
Auch eine Erhohung der Alkanthiolkonzentration auf 100 umol/l fiihrte zu unverandert
hohen spezifischen Kapazititen. Nur bei einer Elektrode von insgesamt fiinf wurde eine
niedrigere Kapazitit von 26.0 pF-cm™ gemessen.

Abb. 58 zeigt die Messung der Elektrode mit der niedrigen Kapazitit von 26.0 pF-cm™.
Allerdings ist auch dieser Wert noch ziemlich hoch, da in bisher erfolgreich
untersuchten Systemen die Kapazititswerte unter gleichen Messbedingungen in einer
GréBenordnung von 6 bis 15 pF-cm™ liegen. AuBerdem deutet der Drift im Messsignal
auf eine unzureichende Stabilisierung der Monoschicht hin, verbunden mit einer
moglichen Desorption von Alkanthiolen oder 48 von der Oberfliche. Die
Kapazititserniedrigungen nach Analytzugabe konnten eine mogliche Bindung des
Thymins an den Rezeptor 48 anzeigen. Dies ist aber nicht sicher, da auch eine
unspezifische Adsorption von Thymin auf der unvollstindig bedeckten Goldelektrode

moglich ist.

" Diese Untersuchungen wurden von Thomas Hirsch in der Arbeitsgruppe von V. Mirsky am Institut fiir
Analytische Chemie, Chemo- und Biosensorik der Universitit Regensburg durchgefiihrt.
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Abbildung 58: Messprotokoll einer Goldelektrode, beschichtet mit 48 und 1-Hexanthiol. Die Pfeile 1 bis
7 markieren die Zugabe von Thymin (jeweilige Thyminkonzentration in der Messzelle: 1 =5 umol/l, 2 =
10 umol/l, 3 =20 pmol/l, 4 =40 pmol/l, 5 =80 pmol/l, 6 = 160 pmol/l, 7 = 320 pmol/1).

4.3. Untersuchung der Esterhydrolyseaktivitiit von 48

Da der zu 48 analoge Hydroxyl-funktionalisierte Komplex 4 eine hohe Aktivitét in der
katalytischen Esterhydrolyse aufweist *° (s. auch unter A.1.2.), erscheint es wegen der
generell besseren Nucleophilie von Thiolen im Vergleich zu Alkoholen
vielversprechend, das Thiol-Zn(II)-Cyclen 48 auf seine hydrolytische Aktivitit zu
testen.

Dazu wurde zunichst die Hydrolyse von 4-Nitrophenylacetat (NA) durch Zn(II)-Cyclen
unter den gleichen Bedingungen wie fiir Komplex 4 beschrieben *® untersucht. Die
Messungen wurden bei pH 8.7 in 20 mM HEPES/KOH-Puffer durchgefiihrt, welcher
mit NaCl auf eine lonenstérke von / = 0.1 eingestellt wurde. Um eine Loslichkeit von
NA zu erreichen, wurden der wéssrigen Pufferlosung 20% (v/v) Acetonitril zugesetzt.
Die Zunahme der Absorption des 4-Nitrophenolat-anions bei 400 nm wurde UV/VIS-
spektroskopisch bei einer Temperatur von 25°C verfolgt. Die Konzentration an NA

betrug 1.8-10” mol/l bei einem fiinffachen Uberschuss an Zn(I)-Cyclen. Um die
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Hintergrundhydrolyse des NA durch den wissrigen Puffer zu eliminieren, diente als
Referenz eine Kiivette mit reiner NA-LOsung.

In 4bb. 59 ist eine typische Messkurve dargestellt. Deutlich zu erkennen ist der Anstieg
der Absorption nach der Zugabe von Zn(II)-Cyclen bei 100 s Messzeit. Durch lineare
Regression wird aus der Geraden die Reaktionsgeschwindigkeit bestimmt. Aus
insgesamt drei Messungen wird ein Wert von & = (6.12 + 0.10)-10° s erhalten. Wird
dieser Wert durch die Konzentration an Zn(II)-Cyclen geteilt, so ergibt sich die
Geschwindigkeitskonstante 2.0rdnung zu k; = 0.068 + 0.001 I-mol™s™. Die gemessene
Geschwindigkeitskonstante liegt in der GroBenordnung des Literaturwerts '*¢ von &, =
0.10 I-mol™s™, welcher etwas groBer ist, da er bei einem hoheren pH-Wert von 9.3

bestimmt wurde.
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Abbildung 59: Zeitlicher Verlauf der Absorption bei 400 nm einer 1.8-10™* molaren NA-Lsg. mit 9-10™*
mol/l Zn(IT)-Cyclen. Zugabe des Zn(II)-Cyclens nach 100 s Messzeit.

Die Untersuchung der Hydrolyse von NA durch 48 unter gleichen Bedingungen ergibt
eine Geschwindigkeitskonstante von &, = 0.012 £ 0.003 l'mol™s™!. Das bedeutet, dass

48 im Gegensatz zu 4 eine geringere Hydrolyseaktivitit aufweist als Zn(II)-Cyclen.
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Wihrend 4 vier- bis fiinfmal schneller NA spaltet als Zn(II)-Cyclen, hydrolysiert 48 um
den Faktor fiinf bis sechs langsamer als Zn(II)-Cyclen.

4.4. Schlussfolgerung

Weder brachte die Esterhydrolyse mit 48 eine Aktivitétssteigerung, noch konnte 48
erfolgreich auf einer Goldoberfliche immobilisiert werden. Eine Ursache fiir dieses
unerwartete Verhalten konnte sein, dass die Thiolgruppe in 48 groftenteils
intramolekular an das Zn*"-Kation koordiniert ist und daher nicht fiir eine Reaktion mit
NA oder fiir eine Bindung an Goldoberfldchen zur Verfiigung steht. Diese Vermutung
wird durch die Ergebnisse der potentiometrischen pH-Titration gestiitzt. Auflerdem
konnte im IR-Spektrum von 48 keine SH-Schwingung im charakteristischen Bereich
von 2550 cm™ bis 2600 cm™ beobachtet werden. Auch im 'H-NMR-Spektrum ist bei

der zu erwartenden chemischen Verschiebung kein Thiol-Signal zu finden.
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5. Synthese und Eigenschaften von azamacrocyclischen Zn(II)-

Hydroxylamin — Komplexen

5.1. Einfithrung

Die Strukturen von Hydroxylamin-Komplexen besitzen eine groBe Vielfalt.'*” Das
Hydroxylamin kann sowohl iiber den Stickstoff, als auch mit dem Sauerstoff an ein
Metallatom binden (s. 4bb. 60). Im deprotonierten Zustand ist zusitzlich eine side-on —
Koordination mdglich. Dieses Strukturmotiv. wird von Metallen in hohen
Oxidationsstufen (z. B. Ti(IV), V(V), Mo(IV) und U(IV)) bevorzugt und taucht auch im

Naturstoff Amavadin (Vanadium-Komplex von Oxyimino-2,2’-dipropionat) auf,'***!

OH H

/ /
M—N—H M—O—N—H Ml H
\ \ N—
H H \
H

Abbildung 60: Verschiedene Koordinationsmoglichkeiten in Hydroxylamin-Komplexen.

Wihrend freies Hydroxylamin nur einen sehr schwach ausgeprigten Sdurecharakter
besitzt (pKs = 13.7 132y wird durch die Koordination an das Metallatom der pKs-Wert

der Hydroxylgruppe deutlich abgesenkt (s. Abb. 61).

2+ +
NH,OH e NH,0 . NH,0
HN=Pt-NH, | === |HN=Pt-NH, | == | HN—Pt-NH,
NH,0H | PKi=884 NH,OH | PK,=9:80 NH,0

Abbildung 61: Deprotonierung der Hydroxylamin-Liganden in trans-[Pt(NH;),(N H,OH),]*"."

Azamacrocylische Hydroxylamin-Komplexe sind bislang kaum bekannt. Sargeson et al.
synthetisierten verschiedene macrobicyclische Co(Ill)-Komplexe, welche bis zu drei
Hydroxylamingruppen aufweisen.'”>'>* Auch hier wurde eine signifikante Aciditit der

Hydroxylamine (pK; 2.8 — 6) beobachtet.
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Aufgrund dieser aciden Hydroxylgruppen sollten Hydroxylaminderivate des Zn(II)-
Cyclens interessante Rezeptoreigenschaften aufweisen. Hier wéren dann in direkter
Nachbarschaft zum Lewis-aciden Zn(II)-Zentrum leicht deprotonierbare OH-Gruppen
vorhanden, welche Wasserstoftbriicken oder ionische Wechselwirkungen ausbilden
konnen. Daher ist die Synthese und Untersuchung von Hydroxylaminderivaten des
Zn(I1)-Cyclens eine interessante Herausforderung und soll im folgenden dargestellt

werden.

5.2. Synthese neuer Mono- und Dihydroxylamin-Komplexe basierend auf Zn(Il)-
Cyclen

Sargeson et al. gehen bei ihrer Synthese direkt von den azamacrobicyclischen Co(III)-
Komplexen [Co(Clysar)]’™ bzw. [Co(NO,)ssar)]’” (sar = 3,6,10,13,16,19-hexabicyclo
[6.6.6]icosan) aus.'>* Diese werden, um die entsprechenden Hydroxylamine zu erhalten,
mit Wasserstoffperoxid umgesetzt. Der Nachteil bei dieser Syntheseroute ist, dass bei
der Umsetzung schwer zu trennende Produktgemische aus Mono-, Di- und
Trihydroxylamin-Komplexen entstehen. Daher wird hier eine anderer Zugang
ausgehend von der Derivatisierung des freien Liganden mit Hydroxylamingruppen und

anschlieBender Komplexierung gewéhlt.

-0 1. HBr/CH,COOH

Boc\N/_\N,Boc 0)< Boc, /—\ Boc " o7 30 min H\N/_\N/H
[ j [ j 91 % N 2f j
Zn
N N~ Aceton,0°C 2.Zn(CI0,), MeOH 7 Dy
Boc” \_/ Nk 81% oo \_/ OH  80°C, 45 min H \__ “OoH
65 % 2CIO,”
10 49 51

Abbildung 62: Synthese des Komplexes 51.

Zur Synthese des Monohydroxylamin-Komplexes wird 1,4,7-Tris-tert-butyloxy-

carbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 *®  mit Dimethyldioxiran '*°

umgesetzt.
Diese sehr schonende Methode wurde bereits erfolgreich zur Darstellung von

verschiedenen Hydroxylaminen aus den entsprechenden sekundidren Aminen



— 66 —

eingesetzt.'*® Nach der siulenchromatographischen Reinigung wird das Hydroxylamin
49 in einer Ausbeute von 81 % isoliert. Nebenprodukte treten bei dieser Reaktion nicht
auf. Aullerdem kann nicht umgesetztes Edukt zuriickgewonnen werden. AnschlieBend
werden die Boc-Schutzgruppen mit Hilfe von HBr in Eisessig entfernt. Zuletzt wird

durch Reaktion mit Zink(IT)perchlorat-hexahydrat der Komplex 51 dargestellt.

Cl

Abbildung 63: Rontgenstruktur von 51.

Von 51 konnten aus einer methanolischen Losung durch langsames Abdampfen des
Losungsmittels farblose Kristalle erhalten werden. In der Kristallstruktur (s. 4bb. 63)
wird die Koordinationssphire des Zn(II)-lons durch ein axial koordiniertes Bromid-lon
vervollstindigt, wobei der Abstand Zn-Br 2.350 A betriigt. Auffallend ist auch, dass die
Metall-Stickstoffbindungen im Vergleich zum Zn(II)-Cyclen14 eine groflere Variation
der Abstinde aufweisen (Zn-N1: 2.192 A, Zn-N2: 2.148 A, Zn-N3: 2.122 A, Zn-N4:
2.127 A).

Bei der Darstellung des Dihydroxylamin-Komplexes wird von  1,7-
Bis(benzyloxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 52 ' ausgegangen, welches
ebenfalls mit Dimethyldioxiran umgesetzt wird. Dabei entsteht ein Gemisch aus mono-

und disubstituiertem Cyclen, welches chromatographisch an Kieselgel aufgetrennt
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werden kann. Das Hydroxylamin 53 wird dann in einer Ausbeute von 46 % isoliert. Die
Abspaltung der Cbz-Schutzgruppen geschieht zundchst durch katalytische Hydrierung
mit Palladium auf Aktivkohle. Hierbei wird selbst nach dreitdgigem Riihren bei 20 bar
Wasserstoffdruck und Raumtemperatur keine vollstdndige Entschiitzung erreicht.
Bessere Resultate werden durch Umsetzung von 53 mit HBr in Eisessig erzielt. Hier
gelingt die quantitative Abspaltung der Carbamate problemlos und das Hydrobromid 54
wird in einer Ausbeute von 93 % erhalten. Als letzter Reaktionsschritt schlief3t sich die

Reaktion zum Zn(II)-Komplex 55 an.

0—0 1. HBr/CH,COOH H
Ho /\ ,Cbz X HO_ /—\ Cbz i HO_ /—\

N N
[ j [ j 93 % [ P j
N N Aceton, 0°C 2. Zn(CIO,),, MeOH
Cbz/ \_/ \H

46 % CbZ \ / OH 80° C 45 min H \ / OH
60 % 2ClO,”
52 53 55

Abbildung 64: Synthese von Verbindung 55.

5.3. Potentiometrische Untersuchung der Komplexe 51 und 55

Bei der potentiometrischen pH-Titration des freien Liganden 50 (s. Abb. 65) wurden
drei pKs-Werte beobachtet (logK = 8.5, 10.2 und 11.6). Diese Werte wurden den drei
sekunddren Aminen im Azamacrocylus zugeordnet. Allerdings konnte hier auch eine
Beteiligung des Hydroxylamins moglich sein, wobei der pK-Wert fiir die
Deprotonierung des Stickstoffatoms im Hydroxylamin eigentlich wesentlich niedriger
liegen sollte, wie ein Vergleich mit Literaturwerten von N,N-Diethylhydroxylamin (pKj
= 5.6 in H,0 bei 30°C und 7 = 0.02)"** und N,N-Dimethylhydroxylamin (pKs = 5.3 in
H,0 bei 25°C und I = 0.06)"’ zeigt. Dass das Hydroxylamin unter den Bedingungen
der sauren Entschiitzung von 49 nicht protoniert wird, obwohl dies nach den pKs-
Werten der literaturbekannten Hydroxylamine zu erwarten ist, konnte an sterischen
Faktoren liegen. Anscheinend ist das Stickstoffatom gegen den Angriff eines Protons
durch den Azamacrocylus und die Hydroxylgruppe stark abgeschirmt. Eine

Deprotonierung der OH-Gruppe im Hydroxylamin ist auszuschlieBen, da nur drei pKs-
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Werte gemessen wurden und 50 laut Elementaranalyse als Trihydrobromid vorliegt. Bei
einer Beteiligung der OH-Gruppe hitte daher auf jeden Fall ein vierter logK-Wert
beobachtet werden miissen. AuBerdem sprechen auch Literaturdaten gegen eine
Deprotonierung der Hydroxylgruppe unter den gegebenen Messbedingungen,
beispielsweise wurde flir N,N-Diethylhydroxylamin ein pK;-Wert von 12.88 (gemessen
in H,O bei 25°C) bestimmt.'*’

HO_ /T Ho_ /T HO, /—\,+
N NZ N NZ
(o Vo O )2 C ]
H/N+ N:H logK = 8.5 H/N+ N’ IogK-102
RANAY N/ H AN
50
HO_ /—\ H HO_ /—\ H
logK=11.6 IogK-144
H \_/ H H \_/ H

Abbildung 65: Durch Potentiometrie bestimmte Gleichgewichtskonstanten des freien Liganden 50.

OH, OH " OH"
HO\N/_ \N/H HO\N/_ \N,H O\N/_ \N,H
\Z 2+/ - H* \2 2+/ - H* \2 2+/

n n n
N Dy~ logk=8.0 N, Ny~ logk=8.4 N DN
H \__/ "H H \__/ "H H \__/ "H
51

Abbildung 66: pK,-Werte des Komplexes 51.

Die Aciditdten der protonierten Stickstoffatome in 50 unterscheiden sich deutlich von

denen im Cyclen. Hier wurden fiir zwei gegeniiberliegende Stickstoffatome pK-Werte
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von 9.86 und 11.04 gemessen.”® Die anderen beiden Amine besitzen im Cyclen dagegen
so kleine pKs-Werte (logK < 2), dass diese nicht liber potentiometrische Titration
bestimmt werden konnen. Das Metallkation wird im Macrocylus 50 @hnlich fest
gebunden wie im Cyclen (logK = 15.3).

Bei der potentiometrischen Titration des Komplexes 51 wurden zwei pK-Werte
beobachtet (s. Abb. 66). Die beiden Gleichgewichtskonstanten unterscheiden sich
allerdings nur so geringfiigig, dass eine eindeutige Zuordnung nicht moglich ist und
daher nur rein willkiirlich geschehen kann. Die Lewis-Aciditit des Metallzentralatoms
in 51 wird im Vergleich zu Zn(I1)-Cyclen (s. 4bb. 2) durch die Hydroxylamingruppe
nicht beeinflusst. Wie vermutet wird der pK-Wert des Hydroxylamins durch die
Koordination ans Zink(II) deutlich herabgesetzt und liegt ungefihr in der

GroBenordnung des axial koordinierten Wassermolekiils.

HO_ /T HO, /T M HO_ /—\ H
H/N+ N’ IogK 24 IogK 8.9 N N
4 \—/ OH /\_/ OH H \__/ "OH
54
HO_ /—\ H
o N. N
+Zn [ \Zn2+
logK = 6.0 N/ \N
H \—/ OH

Abbildung 67: Durch Potentiometrie bestimmte Gleichgewichtskonstanten des Liganden 54.

Die beiden pK-Werte des Liganden 54 unterscheiden sich signifikant (s. Abb. 67).
Auch hier ist wieder eine Beteiligung der Stickstoffatome der Hydroxylamingruppen
nicht vollstindig auszuschlieen, aber aufgrund von sterischen Faktoren, dhnlich wie
bei Ligand 50, eher unwahrscheinlich. Das Zn**-Kation wird durch das 1,4,7,10-
Tetraazacyclododecan-1,7-diol wesentlich schwécher gebunden als durch Cyclen oder

1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1-ol.
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HO_ /—\ H HO_ /—\ H o/ /\ H
N N
[\2+ j [\\2+ j _H+ \\2+/
Zn
logK = 7.8 logk =114 7 Ny
H \_/ OH H \_/ o H\_/ o
55

Abbildung 68: Deprotonierung des Komplexes 55.

Bei der Titration des Komplexes 55 wurden nur zwei pKs-Werte beobachtet (s. 4bb.
68), welche der Deprotonierung der Hydroxylamine zugeordnet wurden. Ein dritter
Wert fiir ein axial koordiniertes Wassermolekiil wurde nicht gemessen. Eine mogliche
Erkldrung dafiir konnte sein, dass das Metallzentralatom in 55 eine etwas andere
Koordinationssphére aufweist als sonst in Zn(II)-Cyclen-Derivaten {iiblich. Vorstellbar
wire beispielsweise die zusitzliche Bindung einer OH-Gruppe des Hydroxylamins an
das Zn*"-Kation im Sinne einer side-on — Koordination (vgl. Abb. 60). Eine alternative
Interpretationsmoglichkeit wire, dass zwar ein H,O axial koordiniert ist, aber entweder
dieses Wassermolekiil oder eine der Hydroxylamingruppen unter den Messbedingungen

nicht deprotoniert wird.

5.4. Untersuchung der Bindungeigenschaften von 51

5.4.1. Wechselwirkung mit Kreatinin

Die Wechselwirkung von 51 mit Kreatinin, einem Abbauprodukt aus dem
Muskelstoffwechsel (s. unter 6.), wurde mit potentiometrischer pH-Titration untersucht.
Dabei wurde eine Bindungskonstante von logK = 3.0 gemessen. Dieser Wert ist
wesentlich geringer als die Affinitdt zwischen Kreatinin und Zn(II)-Cyclen (logK = 6.8).
In der Spezies-Verteilungskurve (s. 4bb. 69) ist zu erkennen, dass erst im basischen
Milieu bei einem pH-Wert > 10 eine Wechselwirkung zwischen 51 und Kreatinin

auftritt.
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Abbildung 69: Spezies-Verteilung im System 51 — Kreatinin.

Abbildung 70: Vorstellbares Bindungsmotiv zwischen 51 und N-Methylacetamid. Der Ubersicht halber
wurden bei 51 die Wasserstoffatome weggelassen.
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5.4.2. Wechselwirkung mit verschiedenen Peptiden

Verbindung 51 sollte ein guter Rezeptor fiir Peptide sein. Dabei konnte das Carbonyl-
Sauerstoffatom der Peptidbindung an dem Lewis-aciden Zn*"-Kation koordinieren und
sich gleichzeitig eine Wasserstoffbriickenbindung zwischen dem amidischen NH und
der deprotonierten OH-Gruppe des Hydroxylamins ausbilden (s. 4bb. 70).

Die potentiometrische pH-Titration von 51 mit verschiedenen einfachen Peptiden (N-
Methylacetamid, N-Acetylglycin und N-Ethylcarbamoylmethyl-acetamid) in Wasser
ergibt eine Wechselwirkung. Allerdings handelt es sich hierbei um keine 1:1-Bindung,

sondern um komplexere Aggregate unter Beteiligung einer 2:1 (51:Peptid) —

Stochiometrie.

Abbildung 71: Auswertung der kalorimetrischen Titration von 51 mit N-Ethylcarbamoylmethyl-

acetamid in DMSO.
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Die Wechselwirkung von 51 mit N-Ethylcarbamoylmethyl-acetamid wurde zusétzlich
durch kalorimetrische Titration in DMSO untersucht. Auch hier wurde die Bildung von
hoheren Aggregaten beobachtet. Insgesamt wurden drei Bindungskonstanten erhalten
(s. Abb. 71). Eine Vergleichsmessung mit Zn(II)-Cyclen und N-Ethylcarbamoylmethyl-
acetamid fiihrt allerdings zu &hnlichen Ergebnissen. Es handelt sich hierbei also

anscheinend nicht um eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem Peptid und 51.

5.5. Schlussfolgerung

Es wurde die Synthese neuer azamacrocylischer Hydroxylamine beschrieben. Durch die
Komplexierung eines Zn*"-Jons in diesen Macrocyclen wird die Aciditidt der
Hydroxylamine deutlich erhoht. Die Untersuchung der Bindungseigenschaften von 51
mit verschiedenen Peptiden ergab komplexe Stochiometrien und keine wesentlichen
Unterschiede zu den Wechselwirkungen mit Zn(II)-Cyclen. Deutliche Differenzen
wurden allerdings in der Affinitdt der beiden Zn(Il)-Komplexe zu Kreatinin beobachtet.
Bei der potentiometrischen pH-Titration von 55 mit Harnstoff wurde keine
Wechselwirkung gemessen. Aufgrund der interessanten Struktur erscheinen weitere

Untersuchungen der Rezeptoreigenschaften von 51 und 55 sinnvoll.
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6. Wechselwirkung von Kreatinin mit Zn(II)-Cyclen

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 téglich ausgeschiittete
Menge an Kreatinin konstant ist, kann Kreatinin als endogener Stoff fiir die
Bestimmung der glomeruldren Filtrationsrate verwendet werden. Die Analytik und die
molekulare Erkennung von Kreatinin besitzen daher ein groles Anwendungspotential in

der Medizin.

H
F N . N
'llejf _-Hal HNﬁ/ 4/\4 _ -H HNj fo

pK 4.9 —134

Kreatinin- Kreatinin
hydrochlorid

Abbildung 72: Durch potentiometrische pH-Titration bestimmte pK,-Werte von Kreatinin in Wasser.

Kreatinin-hydrochlorid besitzt zwei acide Wasserstoffatome mit pK,-Werten von 4.9
und 13.4 (s. Abb. 72).

Bei der potentiometrischen pH-Titration von Kreatinin-hydrochlorid mit Zn(II)-Cyclen
(s. Abb. 73) in Wasser wird eine Affinitdtskonstante von logK = 6.8 gemessen. Im
Spezies-Verteilungsdiagramm (s. Abb. 74) ist zu erkennen, dass bereits bei einem pH-
Wert von 8.4 die Hilfte des Kreatinins an das Zn(II)-Cyclen gebunden ist. Die
Bindungskonstante zwischen Zn(I[)-Cyclen und Kreatinin ist etwa um eine
GroBenordnung hoher als diejenige zwischen Zn(II)-Cyclen und verschiedenen Imiden
(vgl. unter A.1.1.). Allerdings ist dieser Unterschied nicht gro3 genug, um eine
Selektivitdt gegeniiber Imiden, wie beispielsweise Riboflavin oder Thymidin, zu

erhalten.
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Abbildung 73: Potentiometrische pH-Titration von Kreatinin-hydrochlorid und Zn(II)-Cyclen.
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Abbildung 74: Spezies-Verteilung im System Kreatinin — Zn(II)-Cyclen.
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Die Koordination von Kreatinin an Zn(II)-Cyclen konnte auBerdem durch eine
Rontgenstrukturanalyse belegt werden (s. 4bb. 75). Durch langsames Eindampfen einer
dquimolaren Losung aus Kreatinin und Zn(II)-Cyclen in wéssriger NaOH wurden
farblose Cokristalle erhalten. In der Kristallstruktur betrdgt der Abstand zwischen N5
und Zn 1.996 A. Dies ist vergleichbar mit dem Abstand zwischen dem imidischen
Stickstoff und dem Zink(II) von 2.053 A in der Rontgenstruktur von Zn(II)-Cyclen mit
3°-Azido-3’-deoxythymidin."* Die Ebene des Kreatinins liegt ziemlich genau zwischen
N1 und N2 bzw. N3 und N4, was an den Abstiinden zwischen O1-N1(3.175 A) und O1-
N2 (3.244 A) bzw. N7-N3 (4.080 A) und N7-N4 (3.915 A) deutlich wird. Diesen
Abstinden zufolge konnten auch Wasserstoffbriickenbindungen zwischen O1 und N1
bzw. N2 moglich sein. AufBlerdem enthédlt die Elementarzelle ein Wassermolekiil,
welches wesentlich niher an N3 als an N4 lokalisiert ist (O2-N3: 3.113 A, 02-N4:
5.116 A). Eventuell kann dieses Wassermolekiil Wasserstoffbriickenbindungen zu den

beiden nichstgelegenen Aminen N3 und N7 ausbilden (02-N7: 3.395 A).

Abbildung 75: Cokristall aus Zn(Il)-Cyclen und Kreatinin. Die Elementarzelle enthdlt zusétzlich ein
Wassermolekiil und zwei Perchlorat-Anionen (nicht dargestellt).



- 77 —

Interessant ist ein Vergleich der Affinitit von 51 und 14 zu Kreatinin. 51 bindet
wesentlich schlechter an Kreatinin als Zn(II)-Cyclen (s. unter 5.4.1.). Dagegen weist
das mit einem Pyridiniumrest funktionalisierte Zn(II)-Cyclen Derivat 14 mit einer
Affinitdt von logK = 9.2 eine stirkere Bindung an Kreatinin auf als Zn(II)-Cyclen. Im
Spezies-Verteilungsdiagramm (s. Abb. 76) ist zu erkennen, dass schon bei einem pH-

Wert von 7.8 die Hélfte des Kreatinin am Zn(II)-Cyclen koordiniert ist.
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Abbildung 76: Spezies-Verteilung im System 14 - Kreatinin.
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C Zusammenfassung

Im ersten Teil der vorliegenden Arbeit wurde 1,4-Dihydronicotinamid kovalent mit
einem Lewis-sauren azamacrocyclischen Zn(II)-Komplex funktionalisiert. Dabei wurde
der Abstand zwischen dem redoxaktiven Dihydropyridin und der koordinativen
Bindungsstelle  systematisch  variiert, so dass insgesamt vier NADH-
Modellverbindungen synthetisiert wurden. Durch potentiometrische pH-Titration
konnte gezeigt werden, dass die dargestellten NADH-Modellverbindungen unter
physiologischen Bedingungen Riboflavintetraacetat reversibel koordinieren konnen.

Der Elektronentransfer zwischen den beiden Redoxcofaktoren wurde UV/VIS-
spektroskopisch untersucht. Dabei wurde beobachtet, dass die Redoxreaktion durch die
Metall-Ligand — Koordination signifikant beschleunigt wird, wobei sich eine deutliche

Abstandsabhéngigkeit zwischen Dihydronicotinamid und Bindungsstelle ergibt.

Welchen Einfluss die Koordination an ein Lewis-acides Metallzentrum auf die
Redoxeigenschaften des Flavins besitzt, wurde durch cyclovoltammetrische
Untersuchungen von 10-Butyl-flavin in Gegenwart eines hydrophoben Zn(II)-Cyclen —
Derivats untersucht. Die Messungen ergaben eine signifikante Stabilisierung des

Flavohydroquinon-Anions um 700 mV.

Durch Immobilisierung von Zink(II)-Cyclen konnte ein Polymer erhalten werden, das
hohe Affinititen zu Verbindungen mit einer Imid-Funktionalitit zeigt. Dieses Polymer
eignet sich zur Bindung von Flavinen wie Riboflavin (Vitamin B2) und
Riboflavintetraacetat. In wissriger Losung konnte mit Hilfe des dargestellten Polymers

Riboflavin quantitativ bestimmt werden.

Auch die Bindung von Zink(II)-Cyclen gegeniiber Kreatinin, einer fiir die medizinische
Diagnostik wichtigen Substanz, wurde untersucht. Die potentiometrische Titration
ergab eine Bindungskonstante von logK = 6.8 in Wasser. Das Bindungsmotiv konnte

auBerdem durch die Rontgenstruktur eines Cokristalls belegt werden.
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Des Weiteren wurde die Synthese eines Thiol-funktionalisierten Zn(II)-Cyclen —
Komplexes beschrieben. Der Versuch, diesen Komplex auf einer Goldoberfliche zu
immobilisieren, verlief nicht erfolgreich. Auch bei der Hydrolyse von 4-
Nitrophenylacetat wurde wider Erwarten keine erhohte Aktivitdt im Vergleich zu
Zn(I)-Cyclen festgestellt. Als Erklarungsmoglichkeit wird eine intramolekulare

Koordination des Thiols an das Metallzentrum diskutiert.

SchlieBlich wurden zwei neue azamacrocyclische Hydroxylamin-Liganden synthetisiert.
Es konnte durch potentiometrische pH-Titration gezeigt werden, dass durch die
Komplexierung eines Zn*"-Ions in diesen Macrocyclen die Aciditit der Hydroxylamine
deutlich erhoht wird. Die Untersuchungen der Bindungseigenschaften der beiden
Komplexe gegeniiber Peptiden mit potentiometrischer und kalorimetrischer Titration
erbrachten  keine  Verbesserungen  verglichen mit den  entsprechenden
Wechselwirkungen zu Zn(II)-Cyclen. Allerdings erscheinen hier wegen der potentiell

interessanten Rezeptoreigenschaften weitere Bindungsstudien sinnvoll.
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D  Experimenteller Teil

1. Allgemeines

Schmelzpunkte wurden mit einer Apparatur nach Tottoli der Firma Biichi (SMP-20)
bestimmt und sind nicht korrigiert.

IR: Bio-Rad FTS 3000 MX FT-IR

UV/VIS: Varian Cary 50 Bio bzw. Zeiss Specord M 500. Verwendet wurden
Quarzkiivetten der Firma Hellma mit 1 cm Schichtdicke.

Fluoreszenz: Varian Cary Eclipse. Verwendet wurden ebenfalls Quarzkiivetten der
Firma Hellma mit 1 cm Schichtdicke.

'H-NMR: Bruker AM 400 (400 MHz) und Bruker AC 250 (250 MHz). Alle Spektren
wurden in deuterierten LoOsungsmitteln aufgenommen und entweder auf
Tetramethylsilan (& = 0.00 ppm) oder den Restprotonenpeak des Losungsmittels
geeicht. Die Signalaufspaltung wird wie folgt abgekiirzt: s = Singulett, bs = breites
Singulett, d = Dublett, t = Triplett, m = Multiplett.

BC-NMR: Bruker AM 400 (100 MHz) und Bruker AC 250 (62 MHz). Die Zuordnung
der Signale wurde durch die DEPT-Aufnahmetechnik mit einem Pulswinkel von 135°
bestimmt und wie folgt angegeben: (+) fiir CH; oder CH, (-) fiir CH, und (Cguar) fiir
quartdre Kohlenstoffatome.

Massenspektroskopie: Varian CH-5 (EI), Finnigan MAT 95 (FAB), Finnigan MAT
SSQ 7000 (ESI). Im FAB dient Xenon als Ionisationsgas, die Matrix ist jeweils
aufgefiihrt.

Elementaranalyse: Zentrale Analytik der Fakultdt fiir Chemie und Pharmazie der
Universitit Regensburg.

Alle Reaktionen wurden unter Feuchtigkeitsausschluss und Inertgasatmosphére (N»)
durchgefiihrt. Losungsmittel wurden nach den {iblichen Labormethoden gereinigt und

getrocknet.''

Sdulenchromatographie: ~ Merck  Kieselgel  (70-230  mesh).
Diinnschichtchromatographie: Aluminiumfolien Merck 60 F,s4 Kieselgel, Schichtdicke
0.2 mm, Detektion durch UV-Licht bei 254 nm oder durch Anfarben mit ethanolischer

Ninhydrin-Losung.
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2. Darstellung der Verbindungen

1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 88, Riboflavintetra-
acetat 162, Dimethyldioxiran 163, und 1,7-Bis(benzyloxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraaza-

cyclododecan 52 '** wurden nach literaturbekannten Synthesevorschriften dargestellt.

Boc, /~ \ ,Boc
N N
g
N N
N
Boc’ \/
o)

10-(Pyridin-3-carbonvl)-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonsiure-tri-tert-

butylester (11):

1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 (1.89 g, 4.0 mmol)
wird in 10 ml CH,Cl, gelost. AnschlieBend werden DMAP (0.66 g, 5.4 mmol), DCC
(1.11 g, 5.4 mmol), Nicotinsdure (0.55 g, 4.5 mmol) und weitere 10 ml CH,Cl,
zugegeben. Die Reaktionsmischung ldsst man 48 h bei Raumtemperatur rithren. Nach
Reaktionsende saugt man vom ausgefallenen Dicyclohexylharnstoff ab und wéscht
griindlich mit CH,Cl, nach. Das Filtrat wird mit jeweils 10 ml 2N NaOH und 1 N HCI
extrahiert. Die organische Phase wird iiber Na,SO, getrocknet und eingeengt. Das
Rohprodukt wird sdulenchromatographisch tiber Kieselgel gereinigt (Laufmittel: EE, Ry
=0.3). Man erhilt 11 als farblosen Feststoff (1.52 g, 2.63 mmol, 88%).

Schmpkt.: 60°C; IR (KBr): v [em™] = 1163, 1251, 1367, 1411, 1466, 1639, 1695, 2976;
UV/VIS (MeOH): Amax (Ig €) = 260 nm (3.507); "H-NMR (400 MHz, CDCls): & [ppm]
=1.47 (s, 18 H, CH3), 1.50 (s, 9 H, CH3), 3.31 - 3.67 (m, 16 H, CH>), 7.34 - 7.37 (m, 1
H, CH), 7.71 - 7.74 (m, 1 H, CH), 8.65-8.67 (m, 2 H, CH); *C-NMR (100 MHz,
CDCls): & [ppm] = 28.21 (3 C, +), 28.37 (3 C, +), 28.41 (3 C, +), 48.51 (-), 49.14 (-),
49.31 (-), 49.64 (-), 49.89 (-), 50.15 (=), 50.80 (-), 51.53 (-), 80.20 (Cgquar), 80.41
(Cquart), 80.44 (Cquart), 123.29 (+), 132.50 (Cguart), 134.07 (+), 147.23 (+), 150.34 (+),
155.32 (Cquart), 156.75 (Cquart), 157.10 (Cguart), 169.55 (Cquart); MS (EIL, 70 eV): m/z (%)
=577 (7) [M"], 477 (4) [M" — Boc], 376 (4) [M" — 2 Boc], 276 (13) [M" — 3 Boc];
Elementaranalyse ber. fiir C,9H47N5O7: C 60.30, H 8.20, N 12.12; gef.: C 60.12, H 8.24,
N 11.82.
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1-Methyl-3-(4.7.10-tris-tert-butoxycarbonyl-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1-

carbonyl)-pyrdinium-iodid (12):
Das Edukt 11 (1.73 g, 3.0 mmol) wird in 30 ml Methanol gelost und lodmethan (0.94

ml, 2.13 g, 15.0 mmol) wird hinzugegeben. Die Reaktionsmischung wird 24 h unter
Riickfluss erhitzt. AnschlieBend wird frisches lodmethan (0.47 ml, 1.06 g, 7.50 mmol)
zugefiigt und es wird weitere 24 h refluxiert. Nach dem Abkiihlen wird die gelbe
Losung zur Trockene eingeengt. Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in wenig
Diethylether suspendiert und der Feststoff abgesaugt. Das Produkt 12 wird in Form von
gelben Kristallen (1.94 g, 2.69 mmol, 90 %) isoliert.

Schmpkt.: 158-160°C; IR (KBr): v [em™'] = 778, 1162, 1251, 1367, 1414, 1469, 1646,
1694, 2932, 2975; UV/VIS (MeOH): Amax (Ig €) = 270 nm (3.672), 358 nm (2.878); 'H-
NMR (250 MHz, CD;0D): & [ppm] = 1.43 (s, 9 H, CHj3), 1.50 (s, 9 H, CH3), 1.51 (s, 9
H, CH;), 3.46 - 3.76 (m, 16 H, CH,), 4.82 (s, 3 H, CH3), 8.25 (dd, >’J=7.9, 6.0 Hz,1 H,
CH), 8.66 (d, >J=7.9 Hz, 1 H, CH), 9.07 (d, °J=5.9 Hz, 1 H, CH), 9.19 (s, 1 H, CH);
BC-NMR (62 MHz, Aceton-dg): & [ppm] = 28.61 (+), 28.68 (+), 28.77(+), 28.95 (+),
29.26 (+), 29.56 (+), 30.18 (+), 30.49 (+), 30.79 (+), 48.83 (-), 49.34 (-), 49.85 (1),
50.27 (=), 50.48 (), 50.82 (=), 51.15 (), 51.23 (-), 51.65 (-), 80.48 (Cquart), 80.69
(Cquar), 81.72 (Cquart), 129.26 (+), 137.72 (Cquart), 143.64 (1), 144.97 (+), 147.20 (1),
156.73 (Cquart), 157.02 (Cgquart), 157.77 (Cquart), 165.60 (Cquarr); MS (FAB, MeOH): m/z
(%) = 592 (100) [K'], 1311 (70) [(2 K" + I')']; HRMS (C30HsoNsO-"): ber. 592.3710,
gef. 592.3700 £ 0.0014; Elementaranalyse ber. fiir C30HsoINsO7: C 50.07, H 7.00, N
9.73; gef.: C49.96, H 6.77, N 9.52.
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2Br

1-Methyl-3-(1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1-carbonyl)-pyridinium-iodid-di-hydro-

bromid (13):
Der Makrocyclus 12 (1.86 g, 2.59 mmol) wird mit 7.0 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt. Bei der Zugabe beobachtet man eine heftige Gasentwicklung und die
Abscheidung eines farblosen Niederschlags. Die Suspension wird 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend zur vollstindigen Prazipitation des Produkts
mit 20 ml Diethylether versetzt. Der extrem hygroskopische Niederschlag wird
abgesaugt und griindlich mit Diethylether gewaschen. Zur Reinigung wird das
Rohprodukt in 7.0 ml Ethanol suspendiert und kurz zum Riickfluss erhitzt. Nach dem
Abkiihlen (Gefrierschrank) wird der Feststoff abgesaugt und mit Diethylether
gewaschen. Das Produkt 13 (1.36 g, 2.34 mmol, 90 %) besitzt eine leicht gelbliche
Férbung.

Zers. ab 198-200°C; IR (KBr): V[cm'l] = 681, 819, 1163, 1292, 1359, 1423, 1455,
1647, 2957, 3429; UV/VIS (MeOH): Aax (Ig €) = 270 nm (3.454), 360 nm (2.312); 'H-
NMR (250 MHz, D,0):  [ppm] = 2.93 (t, 2 H, CH>), 3.08 (t, 2 H, CH,), 3.28 (m, 8 H,
CH,), 3.60 (t, 2 H, CH,), 3.73 (t, 2 H, CH,), 4.34 (s, 3 H, CH3), 8.07 (dd, >°J = 7.9, 5.9
Hz, 1 H, CH), 8.58 (d, °J=7.9 Hz, 1 H, CH), 8.82 (d, °J=5.9 Hz, 1 H, CH), 9.01 (s, 1
H, CH); >C-NMR (62 MHz, D,0): & [ppm] = 42.85 (<), 43.45 (), 44.48 (-), 45.08 (-),
45.87 (-), 46.09 (-), 46.52 (), 48.97 (+), 49.24 (-), 128.68 (+), 134.98 (Cquart), 143.57
(1), 143.97 (+), 146.63 (+), 168.06 (Cquart); MS (ESL, MeOH / H,O + 1 % AcOH): m/z
(%) = 147 (20) [(K"+ H")*'], 292 (100) [K'], 372 (5) [(K" + HBr)']; Elementaranalyse
ber. fiir C;5H»3Br2INsO: C 31.00, H 4.86, N 12.05; gef.: C 31.96, H 5.09, N 12.00.
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1-Methyl-3-(1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1-carbonyl)-pyridinium-zink(II)-tri-

perchlorat (14):

Eine wissrige Losung von 13 (0.74 g, 1.77 mmol) wird iiber einen stark basischen
Ionentauscher gegeben. Anschlieend zieht man das Solvens ab und 16st das freie Amin
in 5 ml Methanol. Dieser Losung werden 2 Aquivalente Zink(II)-perchlorat-hexahydrat
(1.32 g, 3.54 mmol) in 3 ml Methanol zugefiigt. Es beginnt sofort ein farbloser
Niederschlag auszufallen. Die Reaktionsmischung wird 1 h unter Riickfluss erhitzt.
Danach rotiert man etwa zur Hilfte ein und lisst die Mischung erkalten (Eisbad). Der
Niederschlag wird abgesaugt und 14 (0.75 g, 1.14 mmol, 64 %) wird als gelber Feststoff
isoliert.

Zers. ab 237°C; IR (KBr): v [em™'] = 628, 1091, 1144, 1209, 1458, 1548, 1647, 2932,
3447; UV/VIS (H;0): Amax (Ig €) = 276 nm (3.617), 430 nm (3.006); 'H-NMR (250
MHz, D,0): 6 [ppm] = 2.64 - 3.12 (m, 12 H, CH,), 3.47 (t, 2 H, CH), 3.68 (t, 2 H,
CH,), 4.33 (s, 3 H, CH3), 8.05 (m, 1 H, CH), 8.58 (m, 1 H, CH), 8.80 (m, 1 H, CH),
8.98 (m, 1 H, CH); "C-NMR (62 MHz, DMSO-ds): & [ppm] = 42.91 (-), 43.42 (-),
43.84 (—), 44.53 (-), 45.45 (), 45.64 (-), 45.89 (), 47.97 (+), 49.00 (-), 127.56 (+),
135.10 (Cguart), 143.53 (1), 144.23 (+), 146.05 (+), 169.25 (Cquarr); MS (ESI, CH3CN + 1
% AcOH): m/z (%) = 208 (30) [(K>™+ CH3CO0)*], 292 (72) [(K**= Zn*")"], 392 (100)
[(K*"= Zn*"+ HClO4)']; Elementaranalyse ber. fiir C;sHosC1sNsO3Zn: C 27.46, H 3.99,
N 10.67; gef.: C 27.48, H 3.98, N 10.57.

Boc, /~\ ,Boc

[N Nj

N N_c=N
Boc/ __/ e

10-Cyanomethyl-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonséure-tri-fer¢-butylester

(15):
1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 (2.77 g, 5.9 mmol)

wird in 20 ml Acetonitril geldst. AnschlieBend werden Kaliumcarbonat (0.98 g, 7.1
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mmol) und Bromacetonitril (0.45 ml, 0.78 g, 6.5 mmol) zugegeben. Die Suspension
wird 16 h bei 50°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird das K,CO; abgesaugt und
griindlich mit Acetonitril gewaschen. Das Filtrat wird eingeengt und chromatographisch
tiber Kieselgel (Laufmittel: EE / PE = 1:1, R,= 0.6) gereinigt. Das Produkt 15 (2.97 g,
5.8 mmol, 98 %) ist ein farbloser Feststoff.

Schmpkt.: 71°C; IR (KBr): v [em™] = 1165, 1250, 1366, 1417, 1461, 1685, 2935, 2974;
'H-NMR (250 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.43 (s, 18 H, CH3), 1.46 (s, 9 H, CH3), 2.82
(bs, 4 H, CH,), 3.35 - 3.47 (m, 12 H, CH,), 3.82 (bs, 2 H, CH,); *C-NMR (62 MHz,
CDCls): o [ppm] = 28.47 (6 C, +), 28.71 (3 C, +), 38.88 (-), 46.44 (-), 46.93 (-), 47.33
(2 C, -), 49.85 (-), 50.07 (-), 53.93 (-), 54.47 (-), 79.57 (Cquar), 79-89 (Cquart), 80.19
(Cquart), 114.52 (Cguart), 155.09 (Cguar), 155.84 (Cguar), 155.98 (Cquarr); MS (ESI,
CH;3CN): m/z (%) = 512 (100) [MH+]; Elementaranalyse ber. flir C,sH4sN5Ogq: C 58.69,
H 8.86, N 13.69; gef.: C 58.40, H 8.61, N 13.42.
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10-(2-Aminoethyl)-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonsaure-tri-fer¢-butyl-

ester (16):
Das Nitril 15 (3.24 g, 6.3 mmol) wird in 50 ml NH;-geséttigtem Ethanol geldst. Als

Katalysator werden etwa 0.5 g Raney-Nickel zugesetzt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung im Autoklaven bei einem H,-Druck von 15 bar bei Raumtemperatur
48 h geriihrt. Nach Reaktionsende wird der Katalysator liber Celite abgesaugt und es
wird mit Ethanol nachgewaschen. Nach dem Einengen erhélt man das Amin 16 (2.93 g,
5.7 mmol, 91 %) als farblosen Feststoff.

Schmpkt.: 63°C; IR (KBr): Vv [em™]= 1171, 1251, 1366, 1417, 1463, 1689, 2934, 2976,
3443; '"H-NMR (250 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.27 (s, 2 H, NH>), 1.45 (s, 18 H, CH3),
1.47 (s, 9 H, CH3), 2.55-2.80 (m, 6 H, CH»), 2.83 (t, 2 H, CH>), 3.20 - 3.59 (m, 12 H,
CH,); C-NMR (62 MHz, CDCl5): & [ppm] = 28.51 (6 C, +), 28.68 (3 C, +), 38.21 (-),
48.07 (4 C, -), 50.00 (2 C, -), 54.61 (-), 55.67 (-), 56.65 (), 79.37 (Cquar), 79.59 (2 C,
Cauart), 155.43 (Cquart), 155.78 (Cquart), 156.18 (Cquart); MS (ESI, CH,CL): m/z (%) = 516
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(100) [MH+]; Elementaranalyse ber. fiir C,5sH49N5Og: C 58.23, H 9.58, N 13.58; gef.: C
58.20, H9.45, N 13.24.

1-Benzyl-3-carboxy-pyridinium-bromid (17):

Das Pyridinium 17 wurde mittels einer modifizierten Literaturvorschrift '

synthetisiert. Nicotinsdure (2.46 g, 20 mmol) und Benzylbromid (2.80 ml, 6.84 g, 40
mmol) werden gemischt. Anschlieend wird 5 d bei 110°C erhitzt. Nach dem Erkalten
der Reaktionsmischung wird das tliberschiissige Benzylbromid im Vakuum abgezogen.
Der zdhe Riickstand wird zum Entfernen von Resten an Benzylbromid in 50 ml Aceton
suspendiert und kurz zum Riickfluss erhitzt. Nun wird der farblose Niederschlag
abgesaugt und zur weiteren Reinigung aus Ethanol / 2-Propanol = 1:1 umkristallisiert.
Das Produkt 17 (2.72 g, 9.24 mmol, 46 %) wird in Form von farblosen Kristallen
isoliert.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg): & [ppm] = 6.01 (s, 2H, CH,), 7.43 (m, 3 H, CH), 7.59
(m, 2 H, CH), 8.28 (dd, >°J= 6.3, 8.3 Hz, | H, CH), 8.97 (d, >J= 8.3 Hz, 1 H, CH), 9.41
(d,*J=6.3Hz, 1 H, CH), 9.72 (s, | H, CH); *C-NMR (62 MHz, DMSO-dy): & [ppm] =
63.27 (-), 128.71 (+), 129.01 (2 C, +), 129.20 (2 C, +), 129.43 (+), 131.50 (Cguar),
134.02 (Cquart), 145.71 (+), 145.92 (+), 147.53 (+), 162. 96 (Cquart)-
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1-Benzyl-3-[2-(4,7,10-tris-fert-butoxycarbonyl-1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-vl)-ethyl-

carbamoyl]-pyridinium-bromid (18):
Das Amin 16 (0.70 g, 1.36 mmol) wird in 10 ml DMF gelost. AnschlieBend werden
HOAt ( 0.22 g, 1.63 mmol), 1-Benzyl-3-carboxy-pyridinium-bromid 17 ( 0.44 g, 1.50
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mmol) und EDC (0.29 ml, 0.25 g, 1.63 mmol) zugegeben. Die gelbe Losung wird 18 h
bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird die nun orange Reaktionsmischung
eingeengt. Der rétliche Riickstand wird in 15 ml CH,Cl, gel6st und zweimal mit jeweils
5 ml 1 N HCI ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen iiber MgSO, wird die organische
Phase eingeengt. Das Rohprodukt ldsst sich bei Bedarf mit Hilfe einer praparativen
HPLC iiber eine Umkehrphase (RP 18) weiter aufreinigen. Das Pyridinium 18 ( 0.96 g,
1.21 mmol, 89 %) wird als farbloser Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 68-71°C; IR (KBr): V[ecm™'] = 706, 1174, 1253, 1368, 1416, 1478, 1686,
2934, 2981, 3425; UV/VIS (CH;CN): Amsx (Ig €) = 264 nm (3.648); 'H-NMR (250
MHz, CDCl3): 6 [ppm] = 1.44 (s, 18 H, CHj3), 1.45 (s, 9 H, CHz), 3.35 (bs, 4 H, CHy),
3.48 (bs, 10 H, CH»), 3.64 (bs, 4 H, CH,), 3.89 (bs, 2 H, CH>), 5.88 (bs, 2 H, CH), 7.45
(m, 3 H, CH), 7.49 (m, 2 H, CH), 8.03 (bs, 1 H, CH), 8.91 (bs, 1 H, CH), 9.02 (bs, 1 H,
CH), 9.84 (bs, 1 H, CH), 10.22 (bs, 1 H, NH); >*C-NMR (62 MHz, CDCl;): & [ppm] =
28.25(6 C, +),28.31 (3C, +),35.16 (-),4535(2C,-),49.98 (4 C,-), 5042 (2 C, -),
53.85 (-), 65.65 (), 81.00 (Cgquar), 81.86 (2 C, Cquan), 128.18 (+), 129.58 (2 C, +),
129.92 (2 C, +), 130.49 (+), 131.63 (Cquart), 134.62 (Cquart), 144.96 (+), 145.03 (+),
145.14 (+), 156.55 (Cquart), 156.71 (2 C, Cquart), 161.90 (Cguart); MS (ESI, CH,Cl,/MeOH
+1 % AcOH): m/z (%) = 356 (10) [(K+ H"*'], 411 (2) [(K'=3 Boc)'], 511 (2) [(K'-
2 Boc)'], 611 (2) [(K'— Boc)'], 711 (100) [K']; HRMS (C3sHsoNgO7"): ber. 711.4445,
gef. 711.4433 £+ 0.0007.
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1-Benzyl-3-[2-(1.4,7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethylcarbamoyl-pyridinium-bromid-
tri-hydrobromid (19):
Verbindung 18 (1.145 g, 1.45 mmol) wird mit 5.0 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und die Suspension wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend
wird das Produkt durch Zugabe von 10 ml Diethylether vollstindig ausgefillt. Der
extrem hygroskopische Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether
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gewaschen. Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in 10 ml Ethanol suspendiert
und etwa 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das Produkt abgesaugt und
das Hydrobromid 19 (0.83 g, 1.13 mmol, 78 %) wird als farbloser Feststoff isoliert.
Zers. ab 125°C; IR (KBr): V[em'] = 1440, 1544, 1628, 1669, 2725, 2980, 3420;
UV/VIS (H,0): Amax (Ig €) = 263 nm (3.843); 'H-NMR (250 MHz, D,0): & [ppm] =
2.75 - 3.53 (m, 20 H, CH,), 5.80 (s, 2 H, CH,), 7.40 (s, 5 H, CH), 8.09 (dd, *J = 6.3, 7.9
Hz, 1 H, CH), 8.77 (d, *J=7.9 Hz, 1 H, CH), 8.96 (d, °J= 6.3 Hz, 1 H, CH), 9.21 (s, 1
H, CH); "C-NMR (62 MHz, D,0): § [ppm] = 36.75 (-), 41.62 (2 C, -), 42.14 (2 C, -),
4431 (2C,—-),48.02 (2 C,—), 51.80 (), 65.15 (-), 128.73 (+), 129.49 (2 C, +), 129.72
(2 C,+), 130.24 (+), 132.21 (Cguart), 134.02 (Cquart), 144.05 (2 C, +), 146.64 (+), 163.81
(Cquart); MS (ESI, MeOH / H,0): m/z (%) = 206 (100) [(K" + H")*"], 411 (5) [K'], 491
9) [(KJr + HBr)+]; Elementaranalyse ber. fiir C;3H33BrsNgO x 2 H,O: C 35.87, H 5.50,
N 10.91; gef.: C 35.75, H 5.54, N 10.92.
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1-Benzyl-3-[2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-vl)-ethylcarbamoyl-pyridinium-zink(II)-

tri-perchlorat (20):

Zur Freisetzung der Amine wird das Hydrobromid 19 (0.71 g, 0.97 mmol) in 3 ml H,O
gelost und iiber einen stark basischen Ionentauscher gegeben. Das Eluat wird eingeengt
und der feste Riickstand wird in 3 ml Methanol gelost. AnschlieBend wird eine Losung
von Zn(ClO4); X 6 H,O (0.72 g, 1.94 mmol) in 5 ml Methanol zugefiigt. Es bildet sich
sofort ein Niederschlag. Nun wird die Reaktionsmischung 1 h zum Riickfluss erhitzt.
Nach dem Abkiihlen (Eisbad) wird der Niederschlag abgesaugt und mit Diethylether
nachgewaschen. Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in Acetonitril geldst, die
unldslichen Salze abfiltriert und das Filtrat eingeengt. Der Komplex 20 (0.64 g, 0.82

mmol, 85 %) wird in Form von orangen Kristallen isoliert.
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Zers. ab 230-240°C; IR (KBr): v [cm™'] = 549, 1093, 1458, 1552, 1632, 1672, 2938,
3084, 3296, 3363; UV/VIS (H20): Amax (Ig €) = 262 nm (3.689); 'H-NMR (250 MHz,
CD;CN): & [ppm] = 2.55 - 3.76 (m, 23 H, CH,, NH), 5.81 (s, 2 H, CH,), 7.48 (m, 5 H,
CH), 7.81 - 8.14 (m, 2 H, CH, NH), 8.83 (m, 2 H, CH), 9.18 (s, | H, CH); C-NMR (62
MHz, CD;CN): 8§ [ppm] = 36.38 (-), 43.47 (2 C, -), 44.76 (2 C, -), 45.58 (2 C, -),
50.94 (), 52.27 (2 C, -), 65.92 (=), 129.63 (+), 130.48 (2 C, +), 130.56 (2 C, +), 131.05
(+), 133.53 (Cquart)s 135.50 (Cquan), 145.06 (+), 145.41 (+), 147.20 (+), 163.27 (Cquan);
MS (ESI, CH3CN): m/z (%) = 237 (100) [(M*" — H")*"], 288 (20) [(M*" + C1O4)*"], 575
(28) [(M*" + ClO4 — HN'], 675 (5) [(M®" + 2 ClO4)"]; Elementaranalyse ber. fiir
Ca3H35C13N60,3Zn x H,O: C 34.82, H 4.70, N 10.59; gef.: C 35.02, H 4.70, N 10.61.
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1-Benzyl-1.4-dihydropyridin-3-carbonsaure-[2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-
ethyl]-amid-zink(II)-di-perchlorat (21):

Das Pyridinium 20 (34 mg, 44 umol) wird in 5 ml entgastem H,O suspendiert. Nach der
Zugabe von 4 eq Natriumcarbonat ( 19 mg, 0.18 mmol ) und 2 eq Natriumdithionit (18
mg, 88 umol) wird die Reaktionsmischung 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Wéhrend
der Reaktion bildet sich eine klare, gelbe Losung. AnschlieBend wird das Wasser
abgezogen und der Riickstand in 1 ml entgastem Acetonitril aufgenommen. Die
unloslichen Salze werden abgesaugt und das gelbe Filtrat wird eingeengt. Das
Dihydropyridin 21 (27 mg, 40 pmol, 91 %) wird als gelber, extrem
sauerstoffempfindlicher Feststoff isoliert.

UV/VIS (H;0): Amax (Ig €) = 356 nm (3.781); Fluoreszenz (H,0, Aex = 360 nm): Apax =
472 nm; '"H-NMR (250 MHz, CD;CN): 6 [ppm] = 2.46 - 2.98 (m, 18 H, CH,), 3.04 (m,
2 H, CH,), 3.20 — 3.43 (m, 5 H, CH,, NH), 4.32 (s, 2 H, CH,), 4.75 (dt, >J = 8.0, 3.6 Hz,
1 H, CH), 5.88 (ddt, *J=8.0 Hz, “J= 1.6, 1.7 Hz, 1 H, CH), 6.31 (bs, 1 H, NH), 7.03
(m, 1 H, CH), 7.29 (m, 5 H, CH); "C-NMR (62 MHz, CD;CN): & [ppm] = 22.85 (-),
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36.00 (), 43.49 (2 C, -), 44.69 (2 C, -), 45.55 (2 C, -), 51.53 (2 C, -), 53.88 (=), 57.59
(0), 103.90 (+), 128.44 (2 C, +), 128.73 (+), 129.81 (2 C, +), 130.33 (2 C, +), 139.31
(Cquart)s 140.21 (Cquar), 169.98 (Cquarr).
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10-(2-Cvanoethyl)-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonséure-tri-tert-

butylester (22):

1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 (1.08 g, 2.27 mmol)
wird in Acrylnitril (50.0 ml, 40.5 g, 0.76 mol) geldst und 5 Tage refluxiert. Wéahrend der
Reaktion bildet sich ein farbloses, unlosliches Polymer. Die Reaktionsmischung wird
zur Trockene eingeengt. Der Riickstand wird mit 50 ml Dichlormethan versetzt und es
wird vom unlOslichen Polymer abfiltriert. Das Filtrat wird eingeengt und
chromatographisch tiber Kieselgel (Laufmittel: EE, Ry= 0.7) gereinigt. Das Produkt 22
(0.32 g, 0.62 mmol, 27 %) wird als farbloser Feststoff isoliert. AuBerdem ldsst sich
nicht umgesetztes 10 (0.58 g, 1.23 mmol) zuriickgewinnen.

Schmpkt.: 55-56°C; IR (KBr): V[ecm™] = 773, 1171, 1251, 1366, 1417, 1462, 1686,
2248, 2977; 'H-NMR (250 MHz, CDCl5): & [ppm] = 1.45 (s, 18 H, CH3), 1.47 (s, 9 H,
CHs), 2.49 (t, °J = 6.9 Hz, 2 H, CH,), 2.72 (m, 4 H, CH,), 3.00(t, °J = 6.9 Hz, 2 H,
CH>), 3.32 - 3.51 (m, 12 H, CH,); “C-NMR (62 MHz, CDCl;): & [ppm] = 28.49 (6 C,
+), 28.68 (3 C, +), 47.61 (3 C, -), 48.00 (3 C, -), 50.14 (2 C, -), 53.35 (-), 54.35 (-),
79.49 (Cquart), 79.87 (2 C, Cquart), 119.11 (Cquar), 155.34 (Cquart), 155.84 (Cquart), 156.16
(Cquarr); MS (ESI, CH3CN): m/z (%) = 526 (100) [MH']; Elementaranalyse ber. fiir
Cy6H47N506: C 59.41, H9.01, N 13.32; gef.: C 59.20, H 9.15, N 13.04.
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10-(3-Aminopropyl)-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonsiure-tri-tert-

butylester (23):

Das Nitril 22 (0.43 g, 0.82 mmol) wird in 10 ml NH;-gesittigtem Ethanol gelost. Als
Katalysator werden etwa 0.5 g Raney-Nickel zugesetzt. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung im Autoklaven bei einem H,-Druck von 15 bar bei Raumtemperatur
24 h geriihrt. Nach Reaktionsende wird der Katalysator iiber Celite abgesaugt und es
wird mit Ethanol nachgewaschen. Nach dem Einengen erhélt man das Amin 23 (0.41 g,
0.77 mmol, 94 %) als farblosen Feststoff.

Schmpkt.: 52-56°C; IR (KBr): v [ecm™] = 1172, 1251, 1366, 1416, 1463, 1690, 2933,
2976, 3438; "H-NMR (250 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.45 (s, 18 H, CH;), 1.47 (s, 9
H,CHj3), 1.67 (m, 2 H, CH>), 2.05 (bs, 2 H, NH>), 2.57 - 2.75 (m, 8§ H, CHa»), 3.29 - 3.61
(m, 12 H, CH,); "C-NMR (62 MHz, CDCl3): § [ppm] = 27.44 (-), 28.53 (6 C, +), 28.70
3C,+),40.14 (-), 47.56 (-),47.94 3 C,-),49.98 3 C, —), 53.76 (-), 54.82 (), 79.34
(Cquart)s 79.57 (2 C, Cquart), 155.44 (Cquart), 155.77 (Cquart), 156.19 (Cquarr); MS (ESI,
MeOH + 1% AcOH): m/z (%) = 265 (10) [(M + 2 H")*'], 530 (100) [MH], 1059 (1) [(2
M + H", 1081 (1) [(2 M + Na")']; Elementaranalyse ber. fiir Co¢Hs;NsOg X H,O: C
57.01, H9.75, N 12.79; gef.: C 57.09, H 9.46, N 12.38.
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1-Benzyl-3-[3-(4,7,10-tris-tert-butoxycarbonyl-1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-

propylcarbamoyl]-pyridinium-bromid (24):

Das Amin 23 (0.38 g, 0.71 mmol) wird in 10 ml DMF gel6st. AnschlieBend werden
HOAt ( 0.12 g, 0.86 mmol), 1-Benzyl-3-carboxy-pyridintum-bromid 17 ( 0.23 g, 0.78
mmol) und EDC (0.15 ml, 0.13 g, 0.86 mmol) zugegeben. Die gelbe Losung wird 18 h
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bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird die nun orange Reaktionsmischung
eingeengt. Der rétliche Riickstand wird in 20 ml CH,Cl, gel6st und zweimal mit jeweils
10 ml 1 N HCI ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen iiber MgSO,4 wird die organische
Phase eingeengt. Das Pyridinium 24 ( 0.51 g, 0.63 mmol, 89 %) wird als farbloser
Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 83°C; IR (KBr): v [em™]= 1162, 1251, 1367, 1414, 1468, 1694, 2932, 2975,
3433; UV/VIS (CH3CN): Amax (Ig €) = 257 nm (3.729); 'H-NMR (250 MHz, CDCl3): &
[ppm] = 1.44 (bs, 27 H, CH3), 2.25 (bs, 2 H, CH»), 3.29 - 3.84 (m, 20 H, CH>), 6.06 (bs,
2 H, CHy), 7.34 (m, 3 H, CH), 7.49 (m, 2 H, CH), 8.03 (m, 1 H, CH), 891 (m, 1 H,
CH), 9.22 (m, 1 H, CH), 9.68 (bs, 1 H, CH), 10.21 (bs, 1 H, NH); *C-NMR (62 MHz,
CDCl3): o [ppm] = 23.91 (-), 28.44 (6 C, +), 28.51 (3 C, +), 37.03 (), 45.56 (2 C, -),
48.52 (2 C,-), 50.10 (2 C, -), 50.50 (2 C, -), 52.21 (-), 65.06 (-), 80.98 (Cquar), 81.59
(2 C, Cquart), 128.06 (+), 129.70 (2 C, +), 129.88 (2 C, +), 130.10 (+), 132.49 (Cquart)s
134.73 (Cquart), 144.78 (1), 145.06 (+), 145.52 (+), 156.53 (2 C, Cquarr), 156.64 (Cquar),
161.56 (Cquan); MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 363 (100) [(K'+ H"*], 725 (80) [K'];
HRMS (C30HgNgO;"): ber. 725.4602, gef. 725.4622 + 0.0037.

4Br
1-Benzyl-3-[3-(1.4,7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-propylcarbamovyl]-pyridinium-
bromid-tri-hydrobromid (25):
Verbindung 24 (0.46 g, 0.57 mmol) wird mit 3 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und die Suspension wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wird das Produkt durch Zugabe von 6 ml Diethylether vollstindig ausgefillt. Der
extrem hygroskopische Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether
gewaschen. Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in 2 ml Ethanol suspendiert
und etwa 15 min bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das Produkt abgesaugt und

das Hydrobromid 25 (0.33 g, 0.44 mmol, 77 %) wird als farbloser Feststoff isoliert.
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Zers. ab 169°C; IR (KBr): v [ecm™] = 1456, 1551, 1669, 2955, 3433; UV/VIS (H,0):
Amax (Ig €) = 263 nm (3.759); 'H-NMR (250 MHz, D,0): & [ppm] = 1.83 (tt, *J = 6.7,
8.1 Hz, 2H, CH,), 2.85 (t, °J = 8.0 Hz, 2 H, CH,), 3.03 - 3.24 (m, 16 H, CH,), 3.33 (t, °J
=6.7 Hz, 2 H, CH,), 5.75 (s, 2 H, CH,), 7.36 (m, 5 H, CH), 8.02 (dd, >J = 6.3, 8.2 Hz, |
H, CH), 8.72 (d, °J = 8.3 Hz, 1 H, CH), 8.89 (d, °J = 6.2 Hz, 1 H, CH), 9.19 (s, 1 H,
CH); “C-NMR (62 MHz, D,0): & [ppm] = 23.53 (=), 37.94 (-), 42.33 (2 C, -), 42.61 (2
C,-), 43.94 (2 C,-), 49.14 (2 C, -), 51.57 (=), 65.11 (), 128.60 (+), 129.41 (2 C, +),
129.67 (2 C, +), 130.17 (+), 132.20 (Cquar), 134.44 (Cquarr), 144.11 (2 C, +), 146.34 (+),
163.81 (Cquan); MS (ESL, H,0): m/z (%) = 213 (100) [(K*'— 2 H)*"], 425 (20) [(K*-3
H")1, 507 (9) [(K*— 2 H'+ Br)]; Elementaranalyse ber. fiir C4H40BrsNgO x 4 H,O: C
35.14, H 5.90, N 10.25; gef.: C 35.03, H 5.63, N 10.39.
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1-Benzyl-3-[3-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-vyl)-propylcarbamovl]-pyridinium-
zink(ID)-tri-perchlorat (26):

Zur Freisetzung der Amine wird das Hydrobromid 25 (0.31 g, 0.41 mmol) in etwa 2 ml
H,0 gel6st und iiber 4 g eines stark basischen lonentauschers gegeben. Das Eluat wird
eingeengt und der feste Riickstand wird in 2 ml Methanol geldst. AnschlieBend wird
eine Losung von Zn(ClO4), X 6 H,O (0.29 g, 0.78 mmol) in 2 ml Methanol zugefiigt. Es
bildet sich sofort ein Niederschlag. Nun wird die Reaktionsmischung 1 h zum Riickfluss
erhitzt. Nach dem Abkiihlen (Eisbad) wird der Niederschlag abgesaugt und mit wenig
kaltem Methanol gewaschen. Der Komplex 26 (0.21 g, 0.27 mmol, 66 %) wird in Form
von orangen Kristallen isoliert.

Schmpkt.: 127-133°C; IR (KBr): v[em'] = 627, 1091, 1552, 1668, 2933, 3437,
UV/VIS (H20): Amax (Ig €) = 263 nm (3.774), 375 (2.658), 442 (2.163); 'H-NMR (250
MHz, CD;CN): 6 [ppm] = 1.85 (m, 2 H, CH>), 2.70 - 3.44 (m, 23 H, CH,, NH), 5.81 (s,
2 H, CH,), 7.49 (m, 5 H, CH), 7.76 (bs, 1 H, NH), 8.11 (dd, >*J= 6.3, 7.9 Hz, 1 H, CH),
8.82 (m, 2 H, CH), 9.16 (s, 1 H, CH); >C-NMR (62 MHz, CD;CN): & [ppm] = 23.17 (-
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), 38.76 (), 43.39 (2 C, -), 44.71 (2 C, -), 45.22 (2 C, -), 50.47 (2 C, -), 51.40 (-),
65.85 (), 129.53 (+), 130.50 (2 C, +), 130.55 (2 C, +), 131.03 (+), 133.54 (Cquart)»
136.03 (Cquar)), 145.04 (+), 145.30 (+), 147.11 (+), 162.64 (Cquarr); MS (ESI, CH;CN):
m/z (%) = 274 (96) [(K*"+ CH;CO0)*'], 294 (100) [(K>'+ Cl04)*'], 587 (14) [(K*'—
H'+ ClOs)'], 647 (14) [(K*'+ ClOs+ CH;CO0)'], 687 (10) [(K*'+ 2 ClO4)';
Elementaranalyse ber. fiir C,4H37CI3NgO13Zn X H,O: C 35.71, H 4.87, N 10.41; gef.: C
36.10, H 5.08, N 10.41.

H /—\ H ?n
[N\ 2+/Nj N
Zn
AN a1
7/ \_/ \/\/N
2Clo, O

1-Benzyl-1.4-dihydropyridin-3-carbonsaure[3-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-
propyl]-amid-zink(II)-di-perchlorat (27):

Das Pyridinium 26 (35 mg, 44 umol) wird in 5 ml entgastem H,O suspendiert. Nach der
Zugabe von 4 eq Natriumcarbonat ( 19 mg, 0.18 mmol ) und 2 eq Natriumdithionit (18
mg, 88 umol) wird die Reaktionsmischung 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Wahrend
der Reaktion bildet sich eine klare, gelbe Losung. AnschlieBend wird das Wasser
abgezogen und der Riickstand in 1 ml entgastem Acetonitril aufgenommen. Die
unldslichen Salze werden abgesaugt, es wird mit 3 ml Acetonitril nachgewaschen und
das gelbe Filtrat wird eingeengt. Das Dihydropyridin 27 (28 mg, 40 pmol, 91 %) wird
als gelber, extrem sauerstoffempfindlicher Feststoff isoliert.

UV/VIS (H;0): Amax (Ig €) = 357 nm (3.641); Fluoreszenz (H,0, Aex = 360 nm): Apax =
462 nm; 'H-NMR (400 MHz, CD;CN): & [ppm] = 1.79 (m, 2 H, CH,), 2.65 - 3.28 (m,
25 H, CHa, NH), 4.29 (s, 2 H, CH,), 4.72 (dt, °J = 8.0, 3.5 Hz, 1 H, CH), 5.85 (dd, *J =
8.0 Hz, “J=1.6 Hz, 1 H, CH), 6.21 (s, 1 H, NH), 7.09 (m, 1 H, CH), 7.34 (m, 5 H, CH);
BC-NMR (62 MHz, CD;CN): 8 [ppm] = 22.89 (=), 25.06 (<), 37.96 (-), 43.31 (2 C, -),
44.62 (2 C,—), 4551 (2C,-),51.01 2C,-), 52.13 (-), 57.53 (-), 103.62 (+), 128.31 (2
C, +), 12859 (+), 129.71 (2 C, +), 130.17 (+), 130.49 (+), 139.36 (Cquar), 140.03
(Cquar), 169.65 (Cauar).
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10-42-[2-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-acetylamino]-ethyl}-1.4.7.10-

tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonséure-tri-tert-butylester (28):

Das Amin 16 (1.0 g, 1.9 mmol) wird in 20 ml CH,Cl, gelost. Unter Eiskiithlung werden
HOBt (0.32 g, 2.4 mmol), EDC (0.42 ml, 0.37 g, 2.4 mmol) und Fmoc-Glycin (0.63 g,
2.1 mmol) zugegeben. Die Losung wird 8 h im Eisbad geriihrt und anschlieBend mit 5
ml 2 N NaOH extrahiert. Die organische Phase wird liber Natriumsulfat getrocknet, es
wird vom Trockenmittel abgesaugt und eingeengt. Zur weiteren Reinigung wird das
Rohprodukt tiber Kieselgel (Laufmittel: EE, R, = 0.6) chromatographiert. Das
geschiitzte Amin 28 (0.92 g, 1.2 mmol, 63 %) wird in Form von farblosen Kristallen
erhalten.

Schmpkt.: 82°C; IR (KBr): vV [em™] = 739, 760, 1159, 1250, 1366, 1417, 1462, 1540,
1685, 2933, 2977, 3329; UV/VIS (CH3CN): Amax (Ig €) = 265 (4.092), 289 (3.511), 300
(3.596); '"H-NMR (250 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.46 (s, 18 H, CH3), 1.47 (s, 9 H,
CHs), 2.61 - 3.51 (m, 20 H, CH,), 3.91 (d, 2 H, CH,), 4.22 (t, °J = 7.1 Hz, 1 H, CH),
438 (d,J=7.1Hz, 2 H, CHy), 5.73 (bs, 1 H, NH), 7.01 (bs, 1 H, NH), 7.27 - 7.39 (m,
4 H, CH), 7.60 (d, *J = 7.3 Hz, 2 H, CH), 7.75 (d, *J = 7.3 Hz, 2 H, CH); >C-NMR (62
MHz, CDCls): & [ppm] = 28.57 (9 C, +), 36.81 (-), 44.20 (-), 47.14 (+), 47.63 (2 C, -),
49.68 (4 C, -), 52.50 (-), 54.67 (2 C, -), 67.08 (-), 79.87 (Cquart), 80.06 (2 C, Cquart),
119.96 2 C, +), 125.18 (2 C, +), 127.06 (2 C, +), 127.69 (2 C, +), 141.29 (2 C, Cquar),
143.89 (2 C, Cquart), 155.63 (Cquart), 156.63 (3 C, Cguart), 168.77 (Cquar); MS (ESIL
CH,Cl,/ MeOH + 1% AcOH): m/z (%) = 495 (100) [(MH - 3 Boc)'], 595 (27) [(MH —
2 Boc)], 695 (10) [(MH'— Boc)'], 795 (8) [MH']; Elementaranalyse ber. fiir
CaHeaN6O9 X H,O: C 62.05, H 7.93, N 10.34; gef.: C 61.97, H 7.96, N 10.05.
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10-[2-(2-Amino-acetylamino)-ethyl]-1.4,7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-

tricarbonsiure-tri-fert-butylester (29):

Der Macrocyclus 28 (0.85 g, 1.06 mmol) wird in 3.2 ml DMF geldst. Anschlieend

werden 0.8 ml Piperidin zugegeben und die Reaktionsmischung wird 30 min bei
Raumtemperatur geriihrt. Nach dem Abziehen des Losungsmittels wird das Rohprodukt
tiber Kieselgel (Laufmittel: CH,Cl,/MeOH = 10:1, Ry = 0.7) chromatographisch
gereinigt. Das freie Amin 29 (0.52 g, 0.91 mmol, 86 %) wird als farbloser Feststoff
isoliert.

Schmpkt.: 79°C; IR (KBr): V [em™'] =774, 1173, 1251, 1366, 1418, 1464, 1558, 1682,
2977, 3460; "H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢): & [ppm] = 1.37 (s, 18 H, CH3), 1.40 (s, 9
H, CH3), 2.55 - 2.70 (m, 6 H, CH,, NH), 3.18 - 3.49 (m, 18 H, CH>), 7.89 (t, 1 H, NH);
BC-NMR (62 Hz, DMSO-de): & [ppm] = 28.02 (6 C, +), 28.28 (3 C, +), 33.47 (), 43.77
(), 46.31 (-), 46.74 (-), 47.13 (2 C, —), 48.84 (2 C, —), 49.42 (-), 53.67 (-), 54.32 (-),
78.17 (Cquart), 78.48 (2 C, Cquart), 154.45 (Cquar), 154.75 (Cquart), 155.02 (Cquart), 171.24
(Cquar); MS (ESI, MeOH + 1% AcOH): m/z (%) = 573 (100) [MH'], 1146 (4) [(M +
H"', 1167 (3) [(2M + Na")']; HRMS (C27Hs3N¢O7"): ber. 573.3976, gef. 573.3970 +
0.55 ppm.

Boc, /~\ ,Boc Bn
N N [+ _
[ j N_ Br
o) Z
noN R
Boc” \/ \/\N
0]

1-Benzyl-3-({[2-(4,7,10-tris-tert-butoxycarbonyl-1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-

ethylcarbamoyl]-methyl}-carbamoyl)-pyridinium-bromid (30):

Das Amin 29 (0.44 g, 0.76 mmol) wird in 10 ml DMF gel6st. AnschlieBend werden
HOAt ( 0.13 g, 0.92 mmol), 1-Benzyl-3-carboxy-pyridinium-bromid 17 ( 0.25 g, 0.84
mmol) und EDC (0.16 ml, 0.14 g, 0.92 mmol) zugegeben. Die gelbe Losung wird 18 h

bei Raumtemperatur geriihrt und anschlieBend eingeengt. Der rétliche Riickstand wird
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in 15 ml CH)Cl, geldst und zweimal mit jeweils 5 ml 1 N HCI ausgeschiittelt. Nach
dem Trocknen iiber MgSO4 wird vom Trockenmittel abgesaugt und die organische
Phase eingeengt. Das Pyridinium 30 ( 0.55 g, 0.65 mmol, 85 %) wird als farbloser
Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 59°C; IR (KBr): v [cm'l] =1162, 1252, 1368, 1414, 1478, 1545, 1686, 2933,
2976, 3428; UV/VIS (MeOH): Amsx (Ig €) = 262 nm (3.884); 'H-NMR (250 MHz,
CDCl): & [ppm] = 1.45 (s, 9 H, CH3), 1.47 (s, 9 H, CHj3), 3.14 - 3.76 (m, 20 H, CH,),
4.19 (bs, 2 H, CH), 6.03 (s, 2 H, CH>), 7.37 (m, 3 H, CH), 7.64 (m, 2 H, CH), 8.47 (m,
1 H, CH), 8.97 (m, 2 H, CH), 9.92 (m, 1 H, CH), 10.39 (bs, 1 H, NH), 10.48 (bs, 1 H,
NH); "C-NMR (62 MHz, CDCl3): & [ppm] = 28.42 (6 C, +), 28.46 (3 C, +), 33.86 (-),
43.69 (—),45.01 (2C,-),49.09 (2 C,-),49.79 (2 C,-), 50.31 (2 C, -), 54.07 (-), 65.14
(-), 81.70 (Cquart), 81.85 (2 C, Cquart), 127.73 (), 129.71 (2 C, +), 129.98 (2 C, +),
130.12 (+), 132.35 (Cquar), 134.47 (Cquar), 144.83 (+), 144.92 (+), 146.20 (+), 156.54 (3
C, Cquart), 161.81 (Cguart), 169.88 (Cquart); MS (ESI, MeOH + 1% AcOH): m/z (%) = 378
(15) [(K™= 3 Boc — Benzyl + H)'] ,468 (7) [(K'— 3 Boc)'], 568 (12) [(K'— 2 Boc)'], 668
(30) [(K'— Boc) '], 768 (100) [K']; HRMS (C40Hg:N70g"): ber. 768.4660, gef. 768.4660
+0.0013.

4Br

1-Benzyl-3-({[2-(1.4,7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethylcarbamoyl]-methyl } -

carbamoyl)-pyridinium-bromid-tri-hydrobromid (31):
Verbindung 30 (0.56 g, 0.65 mmol) wird mit 2.5 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und die Suspension wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wird das Produkt durch Zugabe von 10 ml Diethylether vollstindig ausgefillt. Der
hygroskopische Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether gewaschen. Zur
weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in 10 ml Ethanol suspendiert und etwa 30 min
bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das Produkt abgesaugt und das Hydrobromid
31 (0.31 g, 0.39 mmol, 60 %) als farbloser Feststoff isoliert.
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Zers. ab 200°C; IR (KBr): v [ecm™] = 1456, 1548, 1669, 2964, 3429; UV/VIS (H,0):
Amax (1g €) = 263 nm (3.832); 'H-NMR (250 MHz, D,0): & [ppm] = 2.64 (t, °J = 5.7 Hz,
2 H, CH,), 2.81 - 2.92 (m, 8 H, CH,), 3.09 (m, 8 H, CH,), 3.27 (t, °J = 5.7 Hz, 2 H,
CH,), 3.99 (s, 2 H, CH>), 5.78 (s, 2 H, CH,), 7.36 (m, 5 H, CH), 8.06 (dd, *J = 6.2, 8.1
Hz, 1 H, CH), 8.80 (d, °J=8.2 Hz, 1 H, CH), 8.93 (d, °J = 6.2 Hz, 1 H, CH), 9.27 (s, 1
H, CH); *C-NMR (62 MHz, D,0): & [ppm] = 36.26 (=), 41.76 (2 C, -), 42.16 (2 C, -),
43,54 (<), 44.12 (2 C, -), 48.46 (2 C, -), 52.76 (-), 65.16 (-), 128.59 (+), 129.39 (2 C,
+), 129.61 (2 C, +), 130.12 (+), 132.15 (Cquart), 133.67 (Cquanr), 144.20 (+), 144.43 (+),
146.61 (+), 164.27 (Cquar), 171.43 (Cquarn); MS (ESI, H,0): m/z (%) = 234 (100) [(K'+
H")*1, 468 (1) [K'], 550 (2) [(K'+ HBr)']; Elementaranalyse ber. fiir C,sHy BryN;O, X
2 H,0: C 36.30, H 5.48, N 11.85; gef.: C 36.12, H 5.66, N 11.76.

H/\H

EZ“”] va

3Clo,

1-Benzyl-3-({[2-(1.4,7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethylcarbamoyl]-methyl } -

carbamovyl)-pyridinium-zink(II)-tri-perchlorat (32):

Zur Freisetzung der Amine wird das Hydrobromid 31 (0.29 g, 0.37 mmol) in etwa 2 ml
H,O geldst und iiber einen basischen Ionentauscher gegeben. Das Eluat wird eingeengt
und der feste Riickstand in 2 ml Methanol gelost. AnschlieBend wird eine Losung von
Zn(ClO4), x 6 HO (0.25 g, 0.68 mmol) in 3 ml Methanol zugefiigt. Es bildet sich sofort
ein Niederschlag, worauf die Reaktionsmischung 1 h zum Riickfluss erhitzt wird. Nach
dem Abkiihlen (Eisbad) wird der Niederschlag abgesaugt und mit wenig kaltem
Methanol gewaschen. Der Komplex 32 (0.19 g, 0.23 mmol, 62 %) wird in Form von
orangen Kristallen isoliert.

Zers. ab 117°C; IR (KBr): V[em'] = 627, 1090, 1110, 1548, 1668, 2932, 3406;
UV/VIS (H,0): Amax (Ig €) = 264 nm (3.745); 'H-NMR (250 MHz, CD;CN): § [ppm] =
2.69 - 3.50 (m, 23 H, CH,, NH), 4.10 (s, 2 H, CH,), 5.83 (s, 2 H, CH»), 7.50 (m, 5 H,
CH), 8.15 (dd, *J = 6.2, 8.0 Hz, 1 H, CH), 8.86 (m, 2 H, CH), 9.22 (s, | H, CH); "*C-
NMR (62 MHz, CD3;CN): d [ppm] = 36.56 (-), 43.47 (2 C, -), 44.46 (-), 44.80 (2 C, -),



— 99 —

4551 (2 C,-), 51.92 (2 C, -), 54.32 (-), 65.99 (-), 129.75 (+), 130.52 (2 C, +), 130.60
(2 C, +), 131.10 (+), 133.52 (Cquart), 135.21 (Cquarr), 145.20 (+), 145.51 (+), 147.37 (+),
163.27 (Cquar)s 172.33 (Cquan); MS (ESI, CH;CN): m/z (%) = 265 (100) [(K*'— H")*'],
316 (10) [(K*"+ Cl04)*'], 440 (10) [(K*'— H'— PhCH,")'], 630 (7) [(K**= H'+ Cl04) '],
732 (2) [(K3++ 2 ClO4')+]; Elementaranalyse ber. fiir C,sH33CI3N7014Zn X 2 H,O: C
34.58, H 4.87, N 11.29; gef.: C 34.59, H4.97, N 11.25.

H/\H Bn

[Z“] jv

2Clo,

1-Benzyl-1.4-dihydropyridin-3-carbonsaure {[2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-

ethylcarbamoyl]-methyl}-amid-zink(II)-di-perchlorat (33):

Das Pyridinium 32 (37 mg, 44 umol) wird in 5 ml entgastem H,O suspendiert. Nach der
Zugabe von 4 eq Natriumcarbonat ( 19 mg, 0.18 mmol ) und 2 eq Natriumdithionit (18
mg, 88 umol) wird die Reaktionsmischung 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Wahrend
der Reaktion bildet sich eine klare, gelbe Losung. AnschlieBend wird das Wasser
abgezogen und der Riickstand in 1 ml entgastem Acetonitril aufgenommen. Die
unldslichen Salze werden abgesaugt, es wird mit 3 ml Acetonitril nachgewaschen und
das gelbe Filtrat eingeengt. Das Dihydropyridin 33 (29 mg, 40 umol, 90 %) wird als
gelber, sauerstoffempfindlicher Feststoff isoliert.

UV/VIS (H;0): Apax (Ig €) = 359 nm (3.480); Fluoreszenz (H,0, Aex = 360 nm): Apax =
463 nm; 'H-NMR (250 MHz, CD;CN): § [ppm] = 2.65 - 3.38 (m, 27 H, CH,, NH), 4.30
(s, 2 H, CHy), 4.72 (m, 1 H, CH), 5.84 (m, 1 H, CH), 6.35 (bs, 1 H, NH), 6.54 (m, 1 H,
NH), 7.04 (d, 7= 1.5 Hz, 1 H, CH), 7.32 (m, 5 H, CH); >C-NMR (62 MHz, CD;CN):
O [ppm] =22.88 (-), 35.94 (-), 43.58 (2 C,-),44.68 2 C,-),45.66 (2C,-),51.75 (2 C,
-), 53.38 (-), 57.56 (), 65.86 (-), 103.87 (+), 128.40 (2 C, +), 128.69 (+), 129.81 (2 C,
+),130.42 (2 C, 1), 139.40 (Cguart), 140.16 (Cquart), 169.81 (Cquar), 172.08 (Cguart)-
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10-42-[3-(9H-Fluoren-9-ylmethoxycarbonylamino)-propionylamino]-ethyl}-1.4.7.10-

tetraazacyclododecan-1.4,7-tricarbonsiure-tri-tert-butylester (34):
Das Amin 16 (1.08 g, 2.10 mmol) wird in 20 ml CH,Cl, geldst. Unter Eiskiihlung
werden HOBt (0.34 g, 2.54 mmol), EDC (0.45 ml, 0.39 g, 2.54 mmol) und Fmoc-[3-

Alanin (0.72 g, 2.31 mmol) zugegeben. Nun wird die Losung 4 h im Eisbad geriihrt.
AnschlieBend wird die Reaktionsmischung mit 5 ml 2 N NaOH extrahiert. Die
organische Phase wird iiber Natriumsulfat getrocknet, es wird vom Trockenmittel
abgesaugt und eingeengt. Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt iiber Kieselgel
(Laufmittel: EE, Ry = 0.5) chromatographiert. Das Cyclen-Derivat 34 (1.25 g, 1.54
mmol, 73 %) wird in Form von farblosen Kristallen erhalten.

Schmpkt.: 94°C; IR (KBr): vV [em™] = 742, 760, 1158, 1250, 1366, 1416, 1462, 1540,
1690, 2933, 2976, 3067; UV/VIS (MeOH): Amax (Ig €) = 265 (3.990), 289 (3.394), 300
(3.486); '"H-NMR (250 MHz, CDCl3): & [ppm] = 1.45 (s, 18 H, CH3), 1.47 (s, 9 H,
CHs), 2.46 (m, 2 H, CH,), 2.63 (m, 6 H, CH>), 3.33 - 3.52 (m, 16 H, CH,), 4.20 (t, *J =
7.2 Hz, 1 H, CH), 4.33 (d, °J = 7.1 Hz, 2 H, CH,), 5.85 (bs, 1 H, NH), 6.73 (bs, 1 H,
NH), 7.27 - 7.42 (m, 4 H, CH), 7.60 (m, 2 H, CH), 7.74 (m, 2 H, CH); *C-NMR (62
MHz, CDCls): & [ppm] = 28.53 (6 C, +), 28.60 (3 C, +), 35.51 (-), 36.70 (-), 37.24 (-),
47.27 (+), 49.40 (-), 50.35 (6 C, -), 52.55 (+), 54.77 (2 C, -), 66.71 (-), 79.86 (3 C,
Cquart), 119.93 2 C, +), 125.19 2 C, +), 127.03 2 C, +), 127.64 (2 C, +), 141.27 (2 C,
Cquart), 144.04 (2 C, Cguart), 155.61 (Cquart), 156.52 (2 C, Cquart), 171.16 (Cquart), 171.81
(Cquar); MS (ESI, CH,Cl,/MeOH + 1% AcOH): m/z (%) = 509 (100) [(MH - 3 Boc)'],
609 (75) [(MH — 2 Boc) '], 709 (40) [(MH"— Boc)'], 809 (55) [MH'], 831 (10) [MNa'],
1640 3) (2 M + Na+)+]; Elementaranalyse ber. fiir C43HgsNgO9 X H,O: C 62.45, H
8.04, N 10.16; gef.: C 62.67, H 8.00, N 9.85.
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10-[2-(3-Amino-propionylamino)-ethyl]-1.4.7.10-tetraazycyclododecan-1.4.7-

tricarbonsiure-tri-fert-butylester (35):

Das geschiitzte Amin 34 (1.13 g, 1.40 mmol) wird in 4 ml DMF gelost. Anschlieend

wird 1 ml Piperidin zugegeben und die Reaktionsmischung 30 min bei Raumtemperatur
gerithrt. Nach Abziehen des Losungsmittels wird das Rohprodukt iiber Kieselgel
(Laufmittel: CH,Cl,/MeOH = 10:1, Ry = 0.6) chromatographisch gereinigt. Das freie
Amin 35 (0.68 g, 1.19 mmol, 85 %) wird als farbloser Feststoff isoliert.

Schmpkt.: 78°C; IR (KBr): V [em™'] = 774, 1122, 1252, 1366, 1418, 1466, 1560, 1686,
2977, 3454; "H-NMR (250 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.45 (s, 18 H, CH3), 1.47 (s, 9 H,
CHs), 1.67 (bs, 2 H, NH,), 2.33 (t, °J = 6.0 Hz, 2 H, CH,), 2.67 (m, 6 H, CH,), 3.00 (t,
3J=6.0 Hz, 2 H, CH,), 3.33 - 3.53 (m, 14 H, CH,), 7.20 (bs, 1 H, NH); *C-NMR (62
MHz, DMSO-d¢): 6 [ppm] = 28.00 (6 C, +), 28.26 (3 C, +), 33.57 (-), 37.98 (-), 38.65
(-), 46.29 (-), 46.78 (), 47.10 (2 C, —), 48.90 (2 C, —), 49.46 (-), 53.72 (-), 54.35 (-),
78.15 (Cquart), 78.47 (2 C, Cquart), 154.46 (Cquar), 154.75 (Cquart), 155.02 (Cquart), 171.17
(Cquar); MS (ESI, MeOH + 1% AcOH): m/z (%) = 587 (100) [MH'], 1173 (1) [(2M +
H"™, 1195 (1) [(2M + Na")']; Elementaranalyse ber. fiir C,5HssNO7 x H,0: C 55.61,
H 9.33, N 13.90; gef.: C 56.10, H 9.28, N 13.64.

Boc, /~\ ,Boc
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1-Benzyl-3-{2-[2-(4.7.10-tris-tert-butoxycarbonyl-1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-

ethylcarbamoyl]-ethylcarbamoyl} -pyridinium-bromid (36):

Das Amin 35 (0.62 g, 1.06 mmol) wird in 10 ml DMF gelost. AnschlieBend werden
HOAt ( 0.18 g, 1.29 mmol), 1-Benzyl-3-carboxy-pyridinium-bromid 17 ( 0.34 g, 1.17
mmol) und EDC (0.23 ml, 0.20 g, 1.29 mmol) zugegeben. Die gelbe Losung wird 18 h
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bei Raumtemperatur geriihrt und danach eingeengt. Der rotliche Riickstand wird in 20
ml CH,Cl, gelost, einmal mit 10 ml und ein weiteres Mal mit 5 ml 1 N HCI
ausgeschiittelt. Nach dem Trocknen {iber MgSO4 und Abfiltrieren vom Trockenmittel
wird die organische Phase eingeengt. Das Pyridinium 36 ( 0.84 g, 0.97 mmol, 92 %)
wird als farbloser Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 67°C; IR (KBr): v [em™] = 1162, 1253, 1368, 1416, 1479, 1550, 1675, 2976,
3433; UV/VIS (CH3CN): Amay (Ig €) = 255 nm (3.761); 'H-NMR (250 MHz, CDCl3): &
[ppm] = 1.43 (bs, 27 H, CHs), 2.61 (bs, 2 H, CH), 3.20 - 3.78 (m, 22 H, CH>), 6.09 (s,
2 H, CHy), 7.35 (m, 3 H, CH), 7.64 (m, 2 H, CH), 8.51 (m, 1 H, CH), 9.02 (d, 1 H, CH),
9.09 (d, 1 H, CH), 9.59 (m, 1 H, CH), 10.31 (bs, 1 H, NH), 11.16 (bs, 1 H, NH); "*C-
NMR (62 MHz, CDCls): é [ppm] = 28.42 (6 C, +), 28.48 (3 C, +), 34.53 (-), 36.06 (-),
37.07 (-), 4529 (2C,-),49.13 (2 C,-),49.99 (2 C,-), 50.31 (2 C, -), 54.81 (-), 65.01
(-), 80.97 (Cquart), 81.68 (2 C, Cquarr), 127.86 (+), 129.72 (2 C, +), 129.87 (2 C, +),
130.14 (+), 132.42 (Cguart), 134.79 (Cquart), 144.98 (2 C, +), 145.36 (+), 156.52 (Cgquan),
156.56 (2 C, Cquar), 161.39 (Cguart), 173.17 (Cquar); MS (ESI, MeOH): m/z (%) = 241
(4) [(K'+ H™= 3 Boc)*"], 291 (4) [(K™+ H'- 2 Boc)*'], 341 (7) [(K™+ H'— Boc)**], 391
(12) [(K™+ H"*"], 782 (100) [K']; HRMS (C41HesN;Og"): ber. 782.4816, gef. 782.4784
+0.0034.

1-Benzyl-3-4{2-[2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)ethylcarbamoyl]-ethylcarbamoyl} -

pyridinium-bromid-trihydrobromid (37):
Verbindung 36 (0.76 g, 0.89 mmol) wird mit 4 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und die Suspension wird 30 min bei Raumtemperatur geriihrt. Anschlieend
wird das Produkt durch Zugabe von 15 ml Diethylether vollstindig ausgefillt. Der
hygroskopische Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether gewaschen. Zur

weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in 3 ml Ethanol suspendiert und etwa 15 min
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bei Raumtemperatur geriihrt. Danach wird das Produkt abgesaugt und das Hydrobromid
37 (0.48 g, 0.60 mmol, 67 %) wird als farbloser Feststoff isoliert.

Zers. ab 116°C; IR (KBr): Vv [cm™] = 1456, 1550, 1669, 2927, 3428; UV/VIS (H,0):
Amax (1g €) = 264 nm (3.647); 'H-NMR (250 MHz, D,0): & [ppm] = 2.47 (t, °J = 6.9 Hz,
2 H, CH,), 2.60 (t, °J = 6.1 Hz, 2 H, CH,), 2.75 - 2.88 (m, 8 H, CH,), 3.06 (m, 8 H,
CH>), 3.20 (t, >J= 6.1 Hz, 2 H, CH,), 3.55 (t, °J = 6.9 Hz, 2 H, CH,), 5.77 (s, 2 H, CH,),
7.38 (m, 5 H, CH), 8.06 (dd, *J=6.2, 8.2 Hz, 1 H, CH), 8.71 (d, ’J = 8.2 Hz, | H, CH),
8.93 (dt, *J= 6.2 Hz, *J = 1.3 Hz, 1 H, CH), 9.17 (t, *J = 1.3 Hz,1 H, CH); *C-NMR
(62 MHz, D,0): é [ppm] = 35.36 (-), 35.95 (-), 36.86 (-), 41.75 (2 C, -), 42.08 2 C, —
), 44.15 (2 C, -), 48.25 (2 C, —-), 52.25 (=), 65.13 (-), 128.65 (+), 129.38 (2 C, +),
129.67 (2 C, +), 130.17 (+), 132.19 (Cquart), 134.42 (Cquarr), 144.03 (2 C, +), 146.42 (+),
163.70 (Cguart), 174.26 (Cquarr); MS (ESI, MeOH/H,0): m/z (%) = 644 (20) [(KY-3H'+
2 Br)7], 724 (50) [(K4+— 2 H'+ 3 Br)], 804 (100) [(K4+— H'+ 4 Br)]; Elementaranalyse
ber. fiir Co6H43BraN;0, X 3 H,O: C 36.34, H 5.75, N 11.41; gef.: C 36.32, H 5.45, N
11.36.

tett e

1-Benzyl-3-4{2-[2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)ethylcarbamoyl]-ethylcarbamoyl } -

3Clo,

pyridinium-zink(II)-tri-perchlorat (38):

Zur Freisetzung der Amine wird das Hydrobromid 37 (0.43 g, 0.54 mmol) in etwa 2 ml
H,O gelost und iiber einen basischen lonentauscher gegeben. Das Eluat wird eingeengt
und der feste Riickstand in 2 ml Methanol gelost. AnschlieBend wird eine Lésung von
Zn(ClOy4), x 6 HO (0.28 g, 0.76 mmol) in 2 ml Methanol zugefiigt. Es bildet sich sofort
ein Niederschlag. Nun wird die Reaktionsmischung 1 h zum Riickfluss erhitzt. Nach
dem Abkiihlen (Eisbad) wird der Niederschlag abgesaugt und mit wenig kaltem
Methanol gewaschen. Der Komplex 38 (0.32 g, 0.38 mmol, 70 %) wird in Form von

orangen Kristallen isoliert.
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Schmpkt.: 124-129°C; IR (KBr): v[ecm™] = 627, 1091, 1550, 1663, 2930, 3374;
UV/VIS (H20): Amax (Ig €) = 263 nm (3.731), 372 (2.505), 459 (2.279); 'H-NMR (250
MHz, CD5CN): & [ppm] = 2.64 - 3.76 (m, 27 H, CH,, NH), 5.82 (s, 2 H, CH>), 7.34 (m,
1 H, NH), 7.50 (m, 5 H, CH), 7.89 (m, 1 H, NH), 8.13 (dd, °J = 6.1, 8.1 Hz, 1 H, CH),
8.82 (m, 2 H, CH), 9.13 (bs, 1 H, CH); *C-NMR (62 MHz, CDsCN): § [ppm] = 37.13
(-), 37.18 (-), 39.75 (-), 43.19 (2 C, -), 44.96 (2 C, -), 45.29 (2 C, -), 53.04 (2 C, -),
55.35 (5), 65.87 (), 129.61 (+), 130.54 (2 C, +), 130.57 (2 C, +), 131.06 (+), 133.52
(Cquar)s 135.73 (Cquart), 145.05 (+), 145.29 (+), 147.09 (+), 162.98 (Cquarr), 178.63
(Cquart); MS (ESI, CH;CN/MeOH): m/z (%) = 272 (100) [(K*'— H)*"], 644 (5) [(K*"-
H+ ClO4')+], 746 (2) [(K3+wL 2 ClO4')+]; Elementaranalyse ber. fiir C,6H49CI13N;014Zn:
C 36.90, H 4.76, N 11.58; gef.: C 36.59, H4.92, N 11.51.

[jb*o

1-Benzyl-1.4-dihydropyridin-3-carbonsaure-{2-[2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-

2Clo,

ethylcarbamoyl]-ethyl}-amid-zink(II)-di-perchlorat (39):

Das Pyridinium 38 (37 mg, 44 umol) wird in 5 ml entgastem H,O suspendiert. Nach der
Zugabe von 4 eq Natriumcarbonat ( 19 mg, 0.18 mmol ) und 2 eq Natriumdithionit (18
mg, 88 umol) wird die Reaktionsmischung 1 h bei Raumtemperatur geriihrt. Wéhrend
der Reaktion bildet sich eine klare, gelbe Losung. AnschlieBend wird das Wasser
abgezogen und der Riickstand in 1 ml entgastem Acetonitril aufgenommen. Die
unldslichen Salze werden abgesaugt, es wird mit 3 ml Acetonitril nachgewaschen und
das gelbe Filtrat eingeengt. Das Dihydropyridin 39 (30 mg, 40 umol, 91 %) wird als
gelber, sauerstoffempfindlicher Feststoft isoliert.

UV/VIS (Hy0): Amax (Ig €) = 357 nm (3.547); Fluoreszenz (H,O, Aex = 360 nm): Apax =
461 nm; '"H-NMR (250 MHz, CD;CN): & [ppm] = 2.31 — 3.48 (m, 29 H, CH,, NH), 4.29
(s, 2 H, CH,), 4.71 (dt, >J = 8.1, 3.4 Hz, 1 H, CH), 5.84 (dd, *J=8.1 Hz, “J=1.6 Hz, 1
H, CH), 6.28 (t, °J = 5.8 Hz, 1 H, NH), 7.04 (d, *J = 1.5 Hz, 1 H, CH), 7.25 (m, 1 H,
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NH), 7.34 (m, 5 H, CH); *C-NMR (62 MHz, CD;CN): & [ppm] = 22.90 (-), 35.44 (-),
36.28 (-), 37.33 (=), 43.43 (2 C, -), 44.58 (2 C, -), 45.56 (2 C, -), 51.30 (2 C, -), 53.12
(0), 57.56 (=), 103.50 (+), 128.35 (2 C, +), 128.65 (+), 129.77 (2 C, +), 130.29 (+),
139.46 (Cquare), 139.83 (2 C, +, Cquart), 169.26 (Cuart), 173.59 (Caart)-

O
N | AN
J L.
Bn
1-Benzyl-3-diethylcarbamoyl-pyridinium-bromid (40):
N,N-Diethylnicotinamid (1.68 ml, 1.78 g, 10.0 mmol) und Benzylbromid (2.38 ml, 3.42

g, 20.0 mmol) werden in 10 ml Ethanol gelost. Die Reaktionsmischung wird 48 h zum
Riickfluss erhitzt. Anschlieend wird die erkaltete Losung zur Trockene eingeengt und
aus einer Mischung von 20 ml Ethylacetat und 6 ml 2-Propanol umkristallisiert. Als
Produkt 40 (2.12 g, 6.04 mmol, 60 %) wird ein farbloser Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 197°C; IR (KBr): V [em™'] = 1442, 1610, 1633, 2930, 3000, 3060; 'H-NMR
(250 MHz, D,0): & [ppm] = 1.12 - 1.29 (m, 6 H, CHj3), 3.38 - 3.47 (m, 4 H, CH,), 6.37
(s, 2 H, CH,), 7.43 (m, 3 H, CH), 7.65 (m, 2 H, CH), 8.14 (dd, >J = 6.2, 7.9 Hz, 1 H,
CH), 8.34 (d, >J=8.0 Hz, 1 H, CH), 9.07 (s, 1 H, CH), 9.68 (d, >*J= 6.1 Hz, 1 H, CH).

0]

TN
) \
Bn

1-Benzyl-1.4-dihydropyridin-3-carbonsiurediethylamid (41):

Verbindung 41 wird in Anlehnung an die Synthese von Schmidt ez al.'® dargestellt. Das
Pyridinium 40 (0.11 g, 0.30 mmol) wird in 5 ml entgastem H,O gelost. Anschlieend
werden 4 eq Natriumcarbonat (0.13 g, 1.20 mmol) und 2 eq 85 %iges Natriumdithionit
(0.13 g, 0.60 mmol) zugegeben. Die Losung wird 1 h bei Raumtemperatur geriihrt.
Wihrend der Reaktion lésst sich eine Gelbfarbung und eine Triibung beobachten. Nun
wird die Reaktionsmischung dreimal mit jeweils 20 ml entgastem Chloroform

extrahiert. Bei kleineren Ansdtzen wird die wissrige Phase zusitzlich mit NaCl
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gesittigt. Die vereinigten organischen Phasen werden liber MgSO, getrocknet. Das
Trockenmittel wird abgesaugt und das Filtrat eingeengt. Das Dihydropyridin 41 (0.76 g,
0.28 mmol, 93 %) wird als gelbes Ol isoliert.

'H-NMR (250 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.05 (m, 6 H, CH3), 3.13 (ddd, *J=3.4 Hz, *J =
1.6, 0.9 Hz, 2 H, CH,), 3.35 (m, 4 H, CH,), 4.19 (s, 2 H, CH>), 4.56 (dt, >J = 8.0, 3.4
Hz, 1 H, CH), 5.75 (ddt, °J= 8.0 Hz, *J = 1.6, 1.6 Hz, 1 H, CH), 6.11 (dt, *J= 1.6, 0.9
Hz, 1 H, CH), 7.25 (m, 5 H, CH).
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1-Fractogel-1.4,7,10-tetraazacyclododecan (44):
Fractogel® EMD Epoxy (4.0 g) und 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-

tetraazacyclododecan 10 (0.60 g, 1.27 mmol) werden in 80 ml wissrigem Carbonat-
Puffer (pH 10) suspendiert. Die Reaktionsmischung wird unter Riihren 4 Tage auf 40°C
erwdrmt. AnschlieBend wird das Polymer abfiltriert und zur Deaktivierung
iberschiissiger Epoxidgruppen 2 h bei 40°C in 40 ml Tris/HCI-Puffer (pH 8) erhitzt,
welcher 0.2 mol/l Glycin enthilt,, Das Polymer wird abgesaugt und mit 20 ml
Trifluoressigsdure versetzt. Die Suspension wird 10 min bei RT geriihrt. Danach wird
der Feststoff abfiltriert und mit 50 ml 2 M NaOH sowie 100ml H,O gewaschen. Das
Produkt 44 (4.01 g) wird als farbloser Feststoff isoliert.

Elementaranalyse: C 53.32, H 8.02, N 0.80.

H,

b
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1-Fractogel-1.4,7,10-tetraazacyclododecan-zink(Il)-di-perchlorat (45):
Das Polymer 44 (2.02 g) und Zn(ClO4); X 6 H,O (1.34 g, 3.6 mmol) werden in 10 ml

/\_/\I

8C

Wasser suspendiert. Die Reaktionsmischung wird 3 h auf 80°C erwarmt. Anschlieend
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wird das Produkt abfiltriert und griindlich mit H,O und MeOH gewaschen. Nach dem
Trocknen werden 1.90 g Polymer 45 erhalten.

Elementaranalyse: C 51.45, H 7.60, N 0.85.

Boc, /_\ Boc
Boc” \_/ \/\ SH

10-(2-Mercapto-ethyl)-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4,7-tricarbonséure-tri-fert-
butylester (46):

1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 (2.30 g, 4.9 mmol)
wird in 25 ml Toluol geldst und mit Thiiran (1.0 ml, 1.0 g, 16.8 mmol) versetzt. Die
Reaktionsmischung wird im verschlossenen Kolben 10 d auf 80°C erhitzt. Alle 48 h
wird 1 ml Thiiran zugegeben. Anschlieend wird die Reaktionsmischung eingeengt und
sdulenchromatographisch tiber Kieselgel gereinigt (Laufmittel: EE, Ry = 0.8). Das
Produkt 46 wird als farbloser Festsstoff erhalten (2.56 g, 4.8 mmol, 98 %).

Schmpkt.: 57°C; IR (KBr): V[em™] = 773, 860, 978, 1171, 1251, 1366, 1416, 1462,
1690, 2553, 2931, 2976; "H-NMR (250 MHz, CDCls): § [ppm] = 1.45 (s, 18 H, CH3),
1.47 (s, 9 H, CH3), 1.50 (s, 1 H, SH), 2.66 - 2.90 (m, 8 H, CH,), 3.29 - 3.51 (m, 12 H,
CH,); >C-NMR (62 MHz, CDCls): & [ppm] = 19.35 (), 28.52 (6 C, +), 28.69 (3 C, +),
47.98 (4 C, -), 50.01 (2 C, -), 53.53 (), 54.87 (-), 56.40 (-), 79.35 (Cquart), 79.64 (2 C,
Caquart), 155.38 (Cquart), 155.72 (Cquart), 156.14 (Cquart); MS (FAB, CH,Cly): m/z = 533
[MH+]; Elementaranalyse ber. fiir C;sH4sN4O6S X H,O: C 54.52, H 9.15, N 10.17; gef.:
C54.57,H8.75,N 9.31.

IN_/ "sH

2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethanthiol-tri-hydrobromid (47):
Das Thiol 46 (0.50 g, 0.94 mmol) wird mit 4.0 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Dabei wird eine Gasentwicklung beobachtet.
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AnschlieBend werden der Suspension 6 ml Diethylether hinzugefiigt. Der ausgefallene
Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether gewaschen. Danach wird das
Rohprodukt in 6 ml siedendem MeOH geldst. Beim Erkalten und nach Zugabe von
etwas Ether beginnt das Produkt auszufallen. Das farblose Thiol 47 (0.38 g, 0.79 mmol,
84 %) wird abgesaugt und getrocknet.

Zersetzung ab 157°C; IR (KBr): V[ecm™'] = 1444, 1618, 2753, 2960, 3429; 'H-NMR
(250 MHz, D,0): 8 [ppm] = 2.74 - 2.89 (m, 12 H, CH,), 3.03 - 3.19 (m, 8 H, CH,); "*C-
NMR (62 MHz, D;0): & [ppm] =21.13 (-),41.75(2C, ), 42.08 2 C,-),44.27 (2 C, -
), 48.06 (2 C, ), 54.21 (-); MS (ESI, H,0): m/z = 233 [MH']; Elementaranalyse ber.
fiir C1oH27Br3N4S x 1.5 CH3COOH: C 27.63, H 5.88, N 9.91; gef.: C 27.88, H 5.95, N
10.28.

H\ / \ H
N N
o
[N/”\Nj
H/ \__/ \/\SH
2Clo,
2-(1.4.7.10-tetraazacyclododec-1-yl)-ethanthiol-zink(II)-di-perchlorat (48):
Verbindung 47 (0.27 g, 0.56 mmol) wird in 3 ml H,O gel6st. AnschlieBend werden

Na,COs (0.24 g, 2.24 mmol) und Zn(ClO4), X 6 H,O (0.22 g, 0.60 mmol) zugegeben
und die Reaktionsmischung wird 1 h auf 80°C erhitzt. Nach dem Abkiihlen wird die

Losung eingeengt und der Riickstand wird in 5 ml CH3;CN aufgenommen. Der
unlosliche Niederschlag wird abgesaugt und das Filtrat eingeengt. Der Komplex 48
(0.24 g, 0.49 mmol, 88 %) wird als farbloser Feststoft isoliert.

Zersetzung ab 192°C; IR (KBr): Vv [em™] = 627, 1089, 1461, 1618, 2879, 2923, 3416;
'H-NMR (250 MHz, CD;CN): § [ppm] = 2.52 - 3.40 (m, CH,, NH); *C-NMR (62
MHz, CD;CN): 8 [ppm] = 25.37 (-), 43.58 (-), 43.79 (-), 44.68 (-), 45.35 (), 45.64 (-
), 46.40 (), 50.55 (-), 51.17 (=), 57.27 (-); MS (ESI, CH;CN): m/z = 295 [(K*'— H)'];
HRMS (CoH23N4SZn"): ber. 295.0935, gef. 295.0932 + 0.0006.
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Boc, /\ ,Boc
[N Nj
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Boc” \/ \OH

10-Hydroxy-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1.4.7-tricarbonsiure-tri-fert-butylester (49):

Dimethyldioxiran wird nach einer Literaturvorschrift ' dargestellt und sofort weiter
umgesetzt. 1,4,7-Tris-tert-butyloxycarbonyl-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 10 (0.50 g,
1.06 mmol) wird in 5 ml Nj-gesittigtem Aceton gelost. Unter Eiskiihlung werden 16 ml
Dimethyldioxiran in Aceton (~0.1 M) zugetropft. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung 4 h bei RT geriihrt. Die Losung wird eingeengt und das Rohprodukt
sdulenchromatographisch tiber Kieselgel gereinigt (Laufmittel: EE, Ry = 0.6). Das
Hydroxylamin 49 (0.42 g, 0.86 mmol, 81 %) wird als farbloser Feststoff erhalten.
Schmpkt.: 84°C; IR (KBr): V [em™'] =775, 1174, 1249, 1366, 1420, 1466, 1694, 2933,
2977, 3428; '"H-NMR (250 MHz, CDCls): & [ppm] = 1.45 (s, 18 H, CH3), 1.47 (s, 9 H,
CHs), 2.91 (bs, 4 H, CH,), 3.31 - 3.95 (m, 12 H, CH,), 5.85 (bs, 1 H, OH); "C-NMR
(62 MHz, CDCls): 6 [ppm] = 28.47 (6 C, +), 28.69 (3 C, +), 45.27 (-), 46.14 (-), 47.81
(-), 48.15 (-), 49.57 (-), 50.14 (-), 59.07 (-), 59.69 (-), 79.41 (Cquar), 79.81 (Cguart),
79.94 (Cquart), 155.36 (Cquar), 156.07 (Cguart), 156.41 (Cquart); MS(ESI, MeOH/CH,Cl, +
1% AcOH): m/z (%) = 489 (100) [MH']; Elementaranalyse ber. fiir Co3H44N4O7: C
56.54, H9.08, N 11.47; gef.: C 56.40, H 9.33, N 11.12.

1.4.7.10-Tetraazacyclododecan-1-ol-tri-hydrobromid (50):
Verbindung 49 (0.30 g, 0.62 mmol) wird mit 2.0 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Dabei wird eine Gasentwicklung beobachtet.
Anschlieend werden der Suspension 5 ml Diethylether hinzugefiigt. Der ausgefallene
Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether gewaschen. Das Hydrobromid 50
(0.24 g, 0.56 mmol, 91%) wird als farbloser Feststoff isoliert.
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Zers. ab 210°C; IR (KBr): v [cm™'] = 1635, 2760, 2926, 3422; 'H-NMR (250 MHz,
D,0): & [ppm] = 2.84 - 3.52 (m, CH,); >C-NMR (100 MHz, D,0): & [ppm] = 42.61 (2
C, ), 4339 (2 C, -), 44.04 (2 C, -), 54.39 (2 C, -); MS (ESI, H,0): m/z (%) = 189
(100) [MH+]; Elementaranalyse ber. fiir CsH»3BrsN4O x 0.5 CH;COOH: C 23.45, H
5.47,N 12.15; gef.: C 23.03, H 5.46, N 12.53.

H /—\ H
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1.4.7.10-Tetraazacyclododecan-1-ol-zink(Il)-di-perchlorat (51):
Zur Freisetzung der Amine wird das Hydrobromid 50 (0.22 g, 0.51 mmol) in 2 ml H,O

gelost und tiber 2 g eines basischen lonentauschers gegeben. Das Eluat wird eingeengt
und der feste Riickstand wird in 2 ml Methanol gelost. AnschlieBend wird eine Losung
von Zn(ClO4); X 6 H,O (0.28 g, 0.75 mmol) in 2 ml Methanol zugefiigt. Es bildet sich
sofort ein Niederschlag. Nun wird die Reaktionsmischung 45 min auf 80°C erhitzt.
Nach dem Einengen wird der Riickstand unter Erwdrmen in 1 ml MeOH suspendiert
und anschlieBend im Eisfach gekiihlt. Der Niederschlag wird abgesaugt und der
Komplex 51 (0.15 g, 0.33 mmol, 65 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Zers. ab 235°C; IR (KBr): v [ecm™'] = 628, 1089, 1459, 2933, 3163, 3254, 3410; 'H-
NMR (250 MHz, CD;CN): o [ppm] = 2.60 - 2.79 (m, 4 H, CH;), 2.84 - 3.20 (m, 12 H,
CH>), 3.36 (bs, 3 H, NH), 6.73 (bs, 1 H, OH); >*C-NMR (62 MHz, CD;CN): & [ppm] =
43.77 2 C, -), 4497 (2 C, -), 45.15 (2 C, —-), 56.23 (2 C, —); MS (ESI, H:0 + 1%
AcOH): m/z (%) = 311 (100) [(K*+ CH;COO)7, 351 (35) [(K*+ ClO4)';
Elementaranalyse ber. fiir CsHoCl,N4O9Zn X 0.5 CD;CN: C 22.78, H 4.88, N 13.28;
gef.: C 22.92, H4.98, N 13.18.
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4.10-Dihydroxyy-1.4.7.10-tetraazacyclododecan-1,7-dicarbonsiure-dibenzylester (53):

Dimethyldioxiran wird nach einer Literaturvorschrift ' dargestellt und sofort weiter
umgesetzt. 1,7-Bis(benzyloxycarbonyl)-1,4,7,10-tetraazacyclododecan 52 '* (0.70 g,
1.60 mmol) wird in 10 ml N,-geséttigtem Aceton geldst. Unter Eiskiihlung werden 41
ml Dimethyldioxiran in Aceton (~0.1 M) zugetropft. AnschlieBend wird die
Reaktionsmischung 30 min im Eisbad und weitere 40 min bei RT geriihrt. Die Losung
wird eingeengt und das Rohprodukt sdulenchromatographisch iiber Kieselgel gereinigt
(Laufmittel: CH,Cl,/MeOH = 10:1, Ry = 0.8). Das Hydroxylamin 53 (0.34 g, 0.73
mmol, 46 %) wird als farbloser Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 54°C; IR (KBr): v [em™] = 772, 1020, 1167, 1260, 1361, 1412, 1479, 1699,
2948, 3494, 3540; UV/VIS (CH3;CN): Amay (Ig €) = 206 nm (4.297); 'H-NMR (400
MHz, CDCls): d [ppm] = 2.86 —4.14 (m, 16 H, CH;), 5.22 (m, 2 H, CH;), 5.27 (m, 2 H,
CH,), 7.35 (m, 10 H, CH); *C-NMR (100 MHz, CDCL): & [ppm] = 47.93 (-), 48.70
(-), 48.92 (-), 49.76 (-), 60.48 (2 C, —-), 61.24 (-), 61.39 (-), 67.67 (-), 67.74 (-),
127.78 (+), 127.90 (+), 127.94 (+), 128.14 (+), 128.34 (+), 128.40 (+), 128.65 (+),
128.69 (+), 128.71 (+), 128.76 (+), 156.37 (Cquart), 156.47 (Cquart), 175.26 (2 C, Cguar);
MS(ESI, MeOH/CH,Cl, + 1% AcOH): m/z (%) = 473 (100) [MH'], 495 (2) [MNa'];
HRMS (C24H33N4O6+): ber. 473.2400, gef. 473.2391 £ 0.0006; Elementaranalyse ber.
fiir C24H35N406 X 2 HyO: C 56.68, H 7.13, N 11.02; gef.: C 56.83, H 7.13, N 11.02.

1.,4,7.10-Tetraazacyclododecan-1,7-diol-di-hydrobromid (54):
Verbindung 53 (0.28 g, 0.60 mmol) wird mit 3.0 ml HBr in Eisessig (33%, 4.1 M)

versetzt und 30 min bei RT geriihrt. Dabei wird eine Gasentwicklung beobachtet.
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AnschlieBend werden der Suspension 5 ml Diethylether hinzugefiigt. Der ausgefallene
Niederschlag wird abgesaugt und griindlich mit Ether gewaschen. Das Produkt 54 (0.20
g, 0.55 mmol, 93 %) wird als farbloser Feststoff isoliert.

Schmpkt.: 151°C; IR (KBr): V [em™'] = 1457, 1705, 2762, 2960, 3046, 3259, 3427; 'H-
NMR (250 MHz, D,0): § [ppm] = 3.04 - 3.48 (m, CH,); C-NMR (62 MHz, D,0): &
[ppm] =42.91 (2 C, -), 45.02 (2 C, -), 53.08 (4 C, —); MS (ESI, H,0): m/z (%) = 205
(100) [MH+]; Elementaranalyse ber. fiir CgH,,BroN4O, x 0.5 CH3CH,OCH,CHj: C
29.79, H 6.75, N 13.90; gef.: C 30.23, H 6.22, N 14.18.

HO_ /—\ H
N N
P
n
[ 7N\ j
/N N\
H \__/ "OH
2Clo,

1.4.7.10-Tetraazacyclododecan-1,7-diol-zink(II)-di-perchlorat (55):

Zur Freisetzung der Amine wird das Hydrobromid 54 (0.20 g, 0.55 mmol) in 4 ml
MeOH/H,0 = 3:1 gel6st und iiber 2 g eines basischen lonentauschers gegeben. Das
Eluat wird eingeengt und der feste Riickstand wird in 3 ml Methanol geldst.
AnschlieBend wird eine Losung von Zn(ClO4), X 6 H,O (0.20 g, 0.54 mmol) in 2 ml
Methanol zugefiigt. Es bildet sich sofort ein Niederschlag. Nun wird die
Reaktionsmischung 45 min auf 80°C erhitzt. Nach dem Einengen wird der Riickstand
unter Erwédrmen in 1 ml MeOH suspendiert und anschlieBend im Eisfach gekiihlt. Der
Niederschlag wird abgesaugt und der Komplex 55 (0.15 g, 0.33 mmol, 60 %) wird als
farbloser Feststoff erhalten.

Schmpkt.: 138-140°C; IR (KBr): v [cm™'] = 628, 1090, 1389, 1450, 2941, 3167, 3224,
3422; 'TH-NMR (250 MHz, CD;CN): & [ppm] = 2.65 - 2.75 (m, 4 H, CH>), 3.02 - 3.27
(m, 12 H, CH,), 3.71 (bs, 2 H, NH), 7.12 (bs, 1 H, OH), 7.39 (bs, 1 H, OH); *C-NMR
(62 MHz, CD;CN): 0 [ppm] = 44.05 (4 C, —-), 56.65 (4 C, —); MS (ESI, MeOH + 10
mmol NH4Ac): m/z (%) = 327 (100) [(K*"+ CH;CO0)"].
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3. Messmethoden

3.1. Potentiometrische Titration

Die potentiometrischen pH-Titrationen werden entweder in wissriger 0.1 M TEAP-Lsg.
oder in 0.1 M TEAP in MeOH/H,0 = 9:1 durchgefiihrt, um eine konstante lonenstérke
von [ = 0.1 zu gewihrleisten. Als Base dient 0.1 M Tetraethylammoniumhydroxid,
welches mit Hilfe eines Dosimats (Dosimat 665 bzw. 765, Metrohm) zu der auf 25°C
thermostatisierten Messlosung gegeben wird. Der pH-Wert wird mit einem
Microprocessor pH-Meter (pH 3000) der Firma WTW (Wiss.-techn. Werkstétten,
Weilheim) gemessen. Die Base wird in regelméBigen Abstinden mit Natriumphthalat
geeicht. Die Eigendissoziation des Wassers (logKy) wird durch Titration von 0.1 M
Perchlorsdure bestimmt.

Die Auswertung erfolgt mit dem Computerprogramm Hyperquad 2000 (Version 2.1).'"”

3.2. Bestimmung der Quantenausbeute

Die Quantenausbeuten der 1,4-Dihydronicotinamide 21 und 33 wurde mit Hilfe des
Standards Quininbisulfat in 1 N H,SO4 ermittelt. Die Auswertung geschieht nach
folgender Gleichung:

1 Ay
q)DHNA — DHNA St DHNA | q)S
L, - Appy, '”ét t
Dabei bezeichnet ® die Quantenausbeute, I die relative Intensitit der Lichtquelle bei der
Anregungswellenldnge, A die Fliche des Emmissionsspektrums und n den

Brechungsindex der Losung.

3.3. Kinetische Untersuchungen mittels UV/VIS-Spektrometrie

Die extrem sauerstoffempfindlichen 1,4-Dihydronicotinamide werden vor jeder
Messung frisch dargestellt und maximal einen Tag im Gefrierfach unter Argon
auftbewahrt. Zur Herstellung der Stammldsungen werden entgaste bzw. N,-gesittigte
Losungsmittel verwendet. Die Losungen werden kurz vor der Messung frisch angesetzt

und sind etwa einen Tag haltbar.
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Die kinetischen Untersuchungen finden unter streng anaeroben Bedingungen in einer
Quarzkiivette (Hellma) mit Silikon-Septum statt. Vor jeder Messung wird die Kiivette
zunédchst 5 min mit Argon gespiilt. AnschlieBend werden 2 ml Riboflavintetraacetat in
HEPES/KOH-Puffer pH 7.4 (c = 5-10” mol/l) zugespritzt und es wird weitere 5-10 min
Argon durch die Losung geblasen. Da auch das Flavin in Losung nur begrenzt haltbar
ist, werden alle 1-2 Wochen neue Stammldsungen angesetzt.

Nun wird die Kiivette in das Spektrometer (Varian Cary 50 Bio bzw. Zeiss Specord M
500) tiberfiihrt und vor Beginn der Messung 10 min bei 25°C thermostatisiert.
AnschlieBend wird der zeitliche Verlauf der Absorption bei 450 nm bzw. 460 nm
verfolgt. Nach etwa 1 min werden 50 pl des Dihydronicotinamids in Methanol (¢ =
2-107 mol/l) zugespritzt. Fiir die Messungen mit wechselnden Konzentrationen an
NADH-Modellverbindung (s. unter B.1.5.3.) wird eine 0.01 molare Stammldsung von

Dihydronicotinamid in Acetonitril verwendet.

3.4. NMR-Titration

Die NMR-Titrationen wurden bei einer Frequenz von 400 MHz durchgefiihrt. Die
Auswertung geschieht mit Hilfe des Programms Sigma-Plot 5.0 durch eine Anpassung

an folgende Gleichung:'®’

1

Xppy =X +0.5- (v = x5 =x,)-((S], +[L], + K, ={([S], +[L], +K,,)* —4-[S], -[L],}*)/[S],

Xobs . beobachtete chem. Verschiebung

xs:  chem. Verschiebung des Substrats S

xs:  chem. Verschiebung des Substrat — Ligand Komplexes
XL chem. Verschiebung des Liganden L

Kp:  Dissoziationskonstante

3.5. Cyclovoltammetrie

Die cyclovoltammetrischen Messungen werden in absolutem Dichlormethan mit 0.1
mol/l NBu,  BF, als Leitsalz und unter Luftausschluss durchgefiihrt. Als Arbeits-
elektrode dient eine Graphitelektrode, als Gegenelektrode ein Platindraht und als
Referenzelektrode Ag/AgCl in LiCl-gesattigtem Ethanol. Der Potentiostat Autolab
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PGSTAT 20 stammt von der Firma Eco Chemie und wird mit dem Programm GPES V
3.0 gesteuert.

3.6. Kalorimetrische Titration

Die Kalorimetrischen Titrationen werden mit einem isothermen Titrationsmikro-
kalorimeter VP-ITC der Firma Microcal durchgefiihrt. Die Auswertung der Messdaten

geschieht mit dem Programm Origin 5.0 von Microcal.

3.7. Rontgenstrukturanalyse

3.7.1. Cokristall aus Zn(I1l)-Cyclen und Kreatinin

C12H27N70Zn, 2 ClO4, H,O; M = 574.59 g/mol, orthorhombisch, Raumgruppe Pbca, a =
12.4683 (7) A, oo = 90°, b = 29.6664 (15) A, B =90°, ¢ = 12.4080 (5) A, y=90°, V =
4.5896 nm’, Z = 8, Dy = 1.663 Mg/m’, . (Mo-Ky) = 71.073 pm, p = 1.368 mm,
F(000) = 2380, T =297 (2) K. Ein farbloser, flacher Kristall mit den MafBlen 0.48 x 0.45
X 0.05 mm wurde verwendet, um auf einem STOE-IPDS Diffraktometer eine
Gesamtzahl von 35813 Reflexen (4147 unabhéngige Reflexe, Ri,; = 0.0538) von 2.14°
bis 25.30° zu messen.

Die Struktur wurde durch direkte Methoden gelost (SIR97) ' und der F2-Wert mit dem
Programm SHELXL-97 '® fiir alle nicht-Wasserstoff-Atome verfeinert. Die Position
der Wasserstoffatome wurde rechnerisch ermittelt. Der endgiiltige @R(F*)-Wert fiir alle

Reflexe betrug 0.1386; R(F) = 0.0555, S = 1.063, max. Ap = 525 enm™.

3.7.2. Kristallstruktur von 51

CsH0BrN4OZn, ClO4; M = 433.02 g/mol, orthorhombisch, Raumgruppe P 21 21 21, a =
8.9049 (5) A, =90°,b=12.2325(8) A, B =90°, c = 14.0969 (11) A, y=90°, 1535.56
(18) A®, Z = 4, D, = 1.873 Mg/m’, A (Mo-K,) = 0.71073 A, p = 4.398 mm™', F(000) =
872, T =173 (1) K. Ein farbloser, nadelférmiger Kristall mit den Mallen 0.525 x 0.454

X 0.375 mm wurde verwendet, um auf einem STOE-IPDS Diffraktometer eine
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Gesamtzahl von 11144 Reflexen (2904 unabhéngige Reflexe, Ri,; = 0.0396) von 2.71°
bis 25.77° zu messen.

Die Struktur wurde durch direkte Methoden gelost (SIR97) ' und der F2-Wert mit dem
Programm SHELXL-97 ' fiir alle nicht-Wasserstoff-Atome verfeinert. Die Position
der Wasserstoffatome wurde rechnerisch ermittelt. Der endgiiltige @R(F*)-Wert fiir alle

Reflexe betrug 0.0843; R(F) = 0.0308, S = 1.073, max. Ap = 1.248 eA3,

3.8. Kapazititsmessungen

Die Kapazitit der beschichteten Goldelektroden wurde in einem 2-Elektrodensystem
(Gold - 48/Thiol und Ag/AgCl) mit Hilfe eines lock-in Verstérkers (Ithaco Dynatrac
391A) gemessen. Dazu wird sowohl ein DC Potential von + 300 mV als auch ein
Wechselstrom mit einer Amplitude von 10 mV und einer Frequenz von 80 Hz an die
Goldelektrode angelegt. Vom resultierenden Strom wurde der zur Kapazitit
proportionale Anteil der 90°-Komponente (= Imaginérteil) aufgezeichnet. Als Elektrolyt
diente ein 10 mM Phosphatpuffer pH = 7.4 mit 100 mM KCI. Die Messzelle wurde auf
28°C temperiert.
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E  Abkiirzungsverzeichnis

AcOH
Bn
BNAH
Boc
Cbz
DCC
DHNA
DMAP
DMF
DMSO
DNA
EDC
EI

EE

cq

ESI
EtOH
FAB
Fc
Fmoc
HEPES
HPLC
HOAt
HOBt
IR

MS
MeOH

= Essigsdure

= Benzyl

= N-Benzyl-1,4-dihydronicotinamid

= tert-Butoxycarbonyl

= Benzyloxycarbonyl

= Dicyclohexylcarbodiimid

= 1,4-Dihydronicotinamid

= 4-(Dimethylamino)-pyridin

= N,N-Dimethylformamid

= Dimethylsulfoxid

= Desoxyribonucleinsdure

= N-(3-Dimethylaminopropyl)-N ‘-ethyl-carbodiimid
= lonenstossionisation

= Essigsdureethylester

= Aquivalent

= Elektrosprayionisation

= Ethanol

= Fast-atom bombardement

= Ferrocen

= 9-Fluorenylmethoxycarbonyl

= [4-(2-Hydroxyethyl)-piperazino]-ethansulfonsiure
= High performance liquid chromatography
= 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

= 1-Hydroxybenzotriazol

= Infrarotspektroskopie

= Molekiilkation

= Molekiilion

= Massenspektrometrie

= Methanol



NMR
PE
RNA
RT

St
TEAOH
TEAP
TFA

Tris
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= Kernresonanzspektroskopie

= Petrolether 40/60

= Ribonucleinsiure

= Raumtemperatur

= Standard

= Tetraethylammonium-hydroxid
= Tetraethylammonium-perchlorat
= Trifluoressigsdure

= Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
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