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Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Mit der Aufklidrung der DNA-Struktur vor etwa 50 Jahren durch James Watson und Francis
Crick dnderte sich die Vorstellung tiber das ,,Geheimnis des Lebens* grundsitzlich. Vorher
haben Biologen vor allem das Leben beobachtet. Nach dieser Entdeckung konnten sie es auf
der molekularen Ebene erforschen. Damit entwickelte sich nicht nur die Molekularbiologie
als neues Gebiet der Wissenschaft, sondern durch weitere Erfolge in der DNA- und RNA-
Forschung auch die Biotechnologie, ohne deren Hilfe die Entschliisselung des menschlichen
Genoms vor kurzem nicht moglich gewesen wire. Hieran kniipfen sich grole Hoffnungen in
der Medizin.

Auch das Gebiet der organischen Synthese hat sich mit der Zeit verdndert. Diente die
organische Synthese am Anfang vor allem zum Strukturbeweis', stand spiter der Aspekt der
Herausforderung im Vordergrund. Dabei war z. B. die Synthese von Vitamin B, (1973) ein
Meilenstein  in  der Naturstoffsynthese. Heute stehen in der Chemie neue
Methodenentwicklung, Diversitét in der Synthese und Design von Molekiilen mit komplexen
Funktionen (z. B. Nanostrukturen) im Mittelpunkt. Der Gedanke des gezielten Entwurfs von
Molekiilen ist mehr als ein Jahrhundert alt. Die fritheren Beispiele sind die fiebersenkenden
Medikamente Phenacetin (1868) und Acetylsalicylsdure (1897). Da man heute durch
methodischen Fortschritt bei der Proteinkristallographie und bei den NMR-Methoden die
dreidimensionalen Strukturen vieler wichtiger Proteine und ihrer Ligandenkomplexe
aufgeklirt hat, versteht man die chemisch mechanistische Funktion von Enzymen viel besser.
Aus diesem Grund sollte es mit Hilfe der neuen Technologien, z. B. der Biotechnologic?,
automatisierter Screeningmethoden mit hohem Durchsatz und der kombinatorischen Chemie
moglich sein, kleine Molekiile nach dem Vorbild der Enzyme zu konzipieren, die wesentliche
Aspekte von deren Funktionen nachahmen oder im giinstigsten Fall voll erreichen. Eine ganze
Reihe an wichtigen biochemischen Prozessen, wie Replikation, Transkription oder auch
SpleiBen der mRNA beruhen unmittelbar auf der Hydrolyse bzw. Umesterung von
Phosphodiestern des DNA- und RNA-Riickgrats durch Enzyme. Die meisten
Restriktionsendonukleasen erkennen DNA an einer vier oder sechs Nucleotide langen
Sequenz und spalten die verkniipfende Phosphodiesterbindung an einer bestimmten Sequenz

hydrolytisch. Durch ihre immense Stabilitit stellen Phosphodiester eine besondere
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Herausforderung fiir Enzymmimetika, den sog. kiinstlichen Nucleasen dar. Seit langem wird
in unserer Arbeitsgruppe versucht, Molekiile zu synthetisierten, die in der Lage sein sollen,
die hydrolytische Spaltung oder Umesterung von Phosphodiestern zu katalysieren.

In der vorliegenden Arbeit wird die Entwicklung von Enzymmimetika der Typ-I-

% 3 Ziel der Arbeit war es, die Spalteffizienz bisher

6, 7, 8

Topoisomerase beschrieben.™
synthetisierter Verbindungen weiter zu erhdhen. Die Reaktivitit wird zundchst mit
kiinstlichen Phosphodiestern gemessen. Wenn die Reaktivitit hoch genug ist, werden mit
diesen Enzymmimetika dann Plasmid-DNA gespalten. Falls solche Katalysatoren eine
gewisse Aktivitéit erreichen, kdnnte man sie dann mit Strukturelementen verkniipfen, die eine
sequenzspezifische Erkennung erméglichen.” Uber den wissenschaftlich intellektuellen
Erfolg, das aktive Zentrum eines Enzyms erfolgreich in ein kleines Molekiil transponiert zu

haben, besteht dann die Moglichkeit einer Anwendung in der Biochemie und

Molekularbiologie. "

2 Phosphoryltransferreaktionen

Die Phosphoesterbindung ist gegeniiber hydrolytischer Spaltung viel stabiler als
beispielsweise Amid- oder Esterbindungen.'' Die Substitution an Phosphoester verlduft
mechanistisch nicht einheitlich. Der Phosphomonoester wird in einem Sy-1 artigen

Mechanismus gespalten.'? Dabei entsteht ein kurzlebiges Metaphosphat.'

€] €] (@]
O
I - O-R —-R1 Il
R. _P_©O I + O7R IR._P_O
©0.° o "o °9
© © ©

Abb.1: Sy-1 artiger Mechanismus

Phosphodiester werden dagegen nach einem Sy-2 artigen Mechanismus gespalten (Abb. 2).'*
15,16
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Abb. 2: Sy-2 artiger Mechanismus.

Dabei greift zunédchst das Nucleophil das Phosphoratom an, wobei dieser Angriff auf Grund
der hohen negativen Ladungsdichte in dessen Umgebung stark benachteiligt ist. Uber den in
der Abbildung 2 gezeigten trigonal-bipyramidalen Ubergangszustand entsteht das Produkt.
Auch dieser Ubergangszustand ist stark benachteiligt, weil zum einen die negative Ladung
verstirkt wird, zum anderen, wenn nicht saure und basische Gruppen einen Protonentransfer
katalysieren, es zu einer Ladungstrennung kidme. Auch die Produkte sind auf Grund der
Ladungstrennung beim Phosphodiester und durch die negative Ladung am Alkoxid,

benachteiligt. Die Benachteiligungen dieser Reaktion sind folgendermassen zu kompensieren:

a) generelle Basenkatalyse
b) generelle Sdurekatalyse

c) elektrophile Katalyse

R
3\0 R
B_S 0/ H-A g O @ -HO-R’ 1
Rl P) R2 E—— \O—FI)—O H—A 1R\ /P\ /R3
\o// \O/ AN \RZ (@) O
B—H O ~NO %S
5 o” %

Abb.3: katalysierte Reaktion.

Wie Abbildung 3 zeigt, wird bei einer katalysierten Reaktion zunichst durch eine Base das
Nucleophil deprotoniert. Dieses kann dann leichter das Phosphoratom angreifen. Im

Ubergangszustand ist die negative Ladung durch Kationen kompensiert und die
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Abgangsgruppe wird durch eine Sdure protoniert. Aus diesem Grund ist dieser
Ubergangszustand gegeniiber demjenigen der nicht katalysierten Reaktion stark bevorzugt.
AuBerdem tritt hier beim Phosphodiesterprodukt keine Ladungstrennung auf und man erhilt
einen Alkohol.

Genau diese Art der Katalyse machen sich die natiirlichen Enzyme zunutze. Man

unterscheidet hierbei drei Arten der Enzymen:

1. Enzyme die Ubergangsmetallionen nutzen;'’
2. Enzyme die Hauptgruppenmetallionen verwenden, wie zum Beispiel die
Staphylokokkennuclease;'®

3. Metallfreie Enzyme, wie die Typ-I-Topoisomerase.’

Alle drei Enzymarten spalten Phosphodiester hydrolytisch. Metallhaltige Enzyme oder
Metallionen wie z. B. Fe?", konnen Nucleinsduren radikalisch oder auch oxidativ spalten.
Damit werden die Substrate aber irreversibel verdndert und konnen nicht wieder ligiert
werden. Die Typ-I-Topoisomerase dagegen spaltet einen Phosphodiester reversibel durch
Substitution mit Hilfe einer OH-Gruppe des Tyrosins. Aus diesem Grund kann dieser auch
wieder ligiert werden. Genomische DNA liegt normalerweise superhelical vor und kann somit
von Enzymen nicht fiir die Replikation oder Transkription, abgelesen werden. Die
Topoisomerase ist jedoch in der Lage, die DNA zu relaxieren, indem sie den Grad der
Superhelicalitit verdndert. Hierbei lagert sie sich an die DNA an, spaltet einen Einzelstrang,
dreht diesen an der Stelle der Strangoffnung vollstindig um die zentrale Achse und schlief3t

dann den Einzelstrang wieder. Dies erfolgt im Einzelnen iiber folgende Teilschritte:

1. Bindung an der DNA;

2. Offnung eines Stranges unter Ausbildung einer kovalenten Bindung zwischen einer Tyrosin
OH-Gruppe und dem 5’-Phosphat;

3. eine vollstindige Drehung der DNA an der Strangéffnung um die zentrale Achse;

4. Abtrennung des kovalent gebunden Enzyms und Wiederverkniipfung des Stranges.

Mit Hilfe der Rontgenstrukturanalyse eines kovalent und eines nicht kovalent gebundenen
Komplexes zwischen einem 22 Basenpaare langen DNA-Doppelstrang und einem am NH-
Terminus verkiirzten Analogon der Typ-I-Topoisomerase wurde ihr aktives Zentrum

identifiziert.” Basierend hierauf wurde der folgende Umesterungsmechanismus postuliert:
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NH
\§<\ Base HN 6\\N—H Bas
Hi3632 \§<\
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Abb. 4: Postulierter Mechanismus der Umesterung im Topoisomerase I Komplex.

Wie Abbildung 4 zeigt, wird zunidchst die OH-Gruppe von Tyr-732 deprotoniert. Man
vermutet, dal} dabei ein Wassermolekiil als generelle Base fungiert, da das Wassermolekiil so
positioniert ist, da3 es sowohl mit Arg-488 als auch Arg-590 Wasserstoffbriicken ausbilden
kann und somit als Hydroxyanion vorliegen muB3. Als nichstes wird das Phosphoratom des
Phosphorriickgrats nucleophil angegriffen. Uber einen Ubergangzustand, in dem die
negativen Ladungen durch Arg-488, Arg-590 und His-632 kompensiert sind, wird der Strang
gespalten. Der austretende 5'-Rest wird durch His-632 protoniert, welches somit als generelle

Saure fungiert.
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2.1 Zur Konzeption der Enzymmimetika

Ausgehend von der Struktur des aktiven Zentrums des Komplexes zwischen der Typ-I-
Topoisomerase und einem 22 Basenpaare langen DNA-Doppelstrang, zeichnet sich ein klares
Strukturmotiv fiir DNA spaltende kiinstliche Enzyme ab.

Zunichst muBl solch ein kiinstliches Enzym eine als Nucleophil fungierende OH-Gruppe
enthalten. Diese OH-Gruppe sollte an einem Aromaten gebunden sein. Dann muf} es
funktionelle Gruppen enthalten, die in der Lage sind, die Umesterung elektrophil zu
katalysieren und als generelle Sdure zu fungieren. Hierbei kommen Guanidinium-,

Aminoimidazolium- und Benzimidazolium-Reste in Frage.

2.2 Vorarbeiten zum Aufbau der Enzymmimetika

2.2.1 Verbindungen der ersten Generation

Abb. 5: Von M. Muche synthetisierte Verbindungen.
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Die Abbildung 5 zeigt einige von M. Muche synthetisierte Verbindungen.® Diese wurden
zundchst mit dem sehr reaktiven Modellphosphat Catecholcyclophosphat 4 in
DMF/Hiinigbase getestet:'’

Diese Verbindungen reagierten mit dem Catecholcyclophosphat 4 zu dem gewiinschten O-
Phosphat. Dabei stieg die Reaktivitit in der gezeigten Reihenfolge von Verbindung 1 zu 3.
Man kann sehen, daBl mit zunehmender Linge der das Nucleophil tragenden Kette, die
Reaktivitit der biskationischen Alkohole abnimmt. Denn mit zunehmender Linge der
Seitenkette steigt ihre Flexibilitdit und somit auch ihre Entropie. Das fiihrt dazu, daB3 die
Wabhrscheinlichkeit fiir den Zusammensto3 zwischen dem Nucleophil und dem Substrat
abnimmt und somit auch die Geschwindigkeit der Reaktion. Danach wurden diese
Verbindungen mit dem weniger reaktiven Modellphosphat Phosphorsdure-bis(2,4-
dinitrophenyl)-ester (2,4-BDNPP) 5 getestet. Keine dieser Verbindungen reagierte nur zu dem
gewiinschten O-Phosphat. Verbindung 3 wurde nur N-phosphoryliert, wihrend Verbindungen
1 und 2 sowohl N- als auch O-phosphoryliert wurden.
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2.2.2 Verbindungen der zweiten Generation

Abb. 6: von A. Biising synthetisierte Verbindungen.

Wie die in der Abbildung 6 dargestellten Verbindungen zeigen, wurden die von M. S. Muche
gemachten Erfahrungen von Arne Biising fiir seine Verbindungen genutzt.” Die Flexibilitit
der M. S. Muche Verbindungen wurde dadurch aufgehoben, dafl die Seitenkette in ein
aromatisches System eingebettet wurde. Damit wurde auch die Nucleophilie der OH-Gruppen
erhoht. Diese Verbindungen zeigten eine deutlich hohere Reaktivitdt mit 2,4-BDNPP 5 in
DMF/Hiinigbase, als die Verbindungen von M.-S. Muche. Dabei steigt die Reaktivitét in der
gezeigten Reihenfolge von Verbindung 6 zu 8. Das Phenanthren 8 war bis zu diesem
Zeitpunkt die reaktivste Verbindung. Doch auch bei diesen Verbindungen entstanden sowohl

N-Phosphate als auch O-Phosphate.
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2.2.3 Verbindung der dritten Generation

o
NH @] HN
(o] o)
18

Abb. 7: wihrend meiner Diplomarbeit synthetisierte Verbindung.

Das Bis(guanidinium)naphthol 18 in Abbildung 7 wurde von mir wéhrend der Diplomarbeit
synthetisiert.® Bei dieser Verbindung wurden die strukturellen Vorteile des Phenanthrens 8
ausgenutzt. Diese Verbindung war an der Seitenkette im Vergleich zum Phenanthren 8 um
einen Aromaten verkiirzt. Es stellte sich heraus, dal Bis(guanidinium)naphthol 18 die
optimale Struktur eines kiinstlichen Enzyms besa3. Es reagierte mit dem 2,4-BDNPP 5 in
DMF/Hiinigbase um einen Faktor 1.4 schneller als das Pheanthren 8. AuBerdem entstand
ausschlieBlich  das  gewiinschte =~ O-Phosphat 21. Da die Reaktivitit des
Bis(guanidinium)naphthols 18 hoch genug war, wurde dieses auch mit dem weniger reaktiven

Modellphosphat Phosphorséure-bis(4-nitrophenyl)-ester (4-BNPP) 9 gemessen: '
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Tabelle 1: Zusammenfassung der Geschwinigkeitskonstanten der verschiedenen Bis(guanidinium)verbindungen
mit 4-BNPP 9 (Reaktionsbedingung: 10 mM Guanidin, 30 mM 4-BNPP 9 in 250 mM Hiinigbase und DMF bei
30 °C).

O:-N-Phosphat | keps (min™)

SR
0 2:1 8.4x10°
@[OH

o 2:1 2.0x10°

CONH,

‘O o |31 6.0 x 107

g8 O-Phosphat | 2.2 x 107
1

-0

Tabelle 1 zeigt deutlich, daB das Bis(guanidinium)naphthol 18 die bis dahin reaktivste
Verbindung war. Es reagierte mit dem 4-BNPP 9 um Faktor 3.6 schneller als das Pheanthren
8.
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3. Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Doktorarbeit bestand darin, die Reaktivitit des
Bis(guanidinium)naphthols 18 weiter zu erhohen. Es hat sich gezeigt, dal der Nucleophil
tragende Naphtholrest von 18 die optimale Linge fiir die Reaktivitit besaB. Eine Anderung
der Kettenldnge erscheint nicht sinnvoll. Doch die Einfiihrung einer Hilfsbase in ortho-
Position zu der OH-Gruppe, wiirde dessen Nucleophilie weiter erhdhen und somit ebenfalls
die Reaktivitidt. Auch die dadurch entstehende positive Ladung wiirde einen zusitzlichen
Beitrag zu der elektrophile Katalyse liefern. Dal3 dies durchaus mdglich ist, wurde von M.
Muche bewiesen.® Denn die Verbindung 3 mit der Hilfsbase war reaktiver als Verbindung 2.
Nun ist es aber auch denkbar, dal man durch Austausch der Guanidiniumreste durch
Benzimidazole, die Reaktivitit weiter erhoht. Denn der pKs-Wert von 2-
Aminobenzimidazolen liegt zwischen 7 und 8.*° Damit kénnen sie im physiologischen pH-
Bereich sowohl protoniert als auch deprotoniert vorliegen und somit neben der generellen
Séurekatalyse auch einen Beitrag zu der generellen Basekatalyse liefern. Guanidine und
Aminoimidazole dagegen haben einen pK,-Wert zwischen 13 und 14.*' Damit liegen sie im
physiologischen pH-Bereich vollstindig protoniert vor und kénnen keinen Beitrag zu einer
generellen Basekatalyse liefern. Eine weitere Moglichkeit, die Reaktivitit des
Bis(guanidinium)naphthols 18 zu verbessern, besteht darin, die Verbindung iiber einem
Linker mit einem Acridinrest zu verbinden.”” Da Acridine mit den Basen der DNA
interkalieren, kann man dadurch die Bindungsaffinitit des Katalysators zur DNA und somit
die Effizienz der katalysierten Reaktion erhdhen.

Das nidchste Ziel der Doktorarbeit bestand nun darin, mit den reaktivsten Verbindungen

Plasmid-DNA in wissrigen gepufferten Medien hydrolytisch zu spalten.** > 2
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4 Synthese

4.1 Einflihrung

Retrosynthetisches Konzept zur Herstellung

biskationischer Alkohole:

et

OH
PG. PG
N N

T
T

Br Br

OH

h
Route 1

R<
o H
Y
H H
a

PG

Iz

7

NC CN

— <:|Io

NC CN

(o}

NC\©/CN
€

Route 2

Schema 1: Die beiden Routen zur Synthese von biskationischen Alkoholen.
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Wie in Schema 1 gezeigt, lassen sich die biskationischen Alkohole des Typs a im allgemeinen
auf zwei Routen synthetisieren. Bei beiden Wege lassen sich die biskationische Alkohole a
auf einem gemeinsamen Vorldufer vom Typ b zuriickfithren. Dabei werden die freien Amine
der Verbindung b ohne synthetische Komplikation in Kationen des Typs a tiberfiihrt. Die
Verbindungen des Typs b wiederum sind auf zwei unterschiedlichen Routen zugénglich. Bei
der ersten Route werden sie aus der Verbindung f synthetisiert.” Dabei reagiert die OH-
Gruppe der Verbindung f mit einem Alkyl- oder Phenylhalogenid. In diesem Fall ist das
Kerngeriist das Nukleophil und die Seitenkette das Elektrophil. Die Verbindung f wiederum
geht durch Aminierung und selektive Entschiitzung aus dem Dibromid g hervor. Die
Verbindung g kann man durch Schiitzen der OH-Gruppe und radikalische
Seitenkettenbromierung aus dem kommerziell erhiltlichen 2,6-Dimethylphenol h
synthetisieren. Bei der zweiten Route geht die Verbindung b durch Hydrierung der
Nitrilgruppen und gleichzeitigem Schiitzen der entstandenen Aminofunktionen aus
Verbindung ¢ hervor. Die Verbindung ¢ wiederum ist aus Verbindung d zugénglich. Dabei
reagiert die OH-Gruppe der Seitenkette mit dem Halogenid des Kerngeriistes. Im Gegensatz
zur ersten Route ist hier die Seitenkette das Nukleophil und das Kerngeriist das Elektrophil.
Die Verbindung d geht durch lodierung aus dem kommerziell erhiltlichen Isophthaldinitril e
hervor.”’ Die verschiedene Bisguanidinium-naphthole in dieser Arbeit wurden im Prinzip alle
nach der zweiten Route synthetisiert. Dabei werden die Vorteile genutzt, die durch die

Cyanogruppen (Abb. 8) entstehen.

Gute Abgangsgruppe

Doppelfunktion der Nitrile:

1. Aktivierung der Abgangangsgruppe

2. Uberfiihrung in prim. Amine durch
Reduktion

Abb. 8: Struktur von lodisophthaldinitril 9.
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Wie Abbildung 8 zeigt, ist durch die beiden Cyanogruppen die Position 2 stark aktiviert,
damit ist das Iodatom eine gute Abgangsgruppe. Weil die Cyanogruppen sterisch weniger
anspruchsvoll sind als Methylgruppen, ist das Iodatom leicht durch ein Naphtholat ersetzbar.
Nach der Kupplung kann man die Nitrile durch geeignete Bedingungen in primédre Amine

umwandeln.

4.1.1 Synthese von Bis(guanidinium)naphthol 18

o
@l\\IH (@) Hl\,l@’>
N u“@”u N
18

Das Bis(guanidinium)naphthol 18 wurde bereits wihrend meiner Diplomarbeit synthetisiert.”
Im folgenden ist die verbesserte Synthese dargestellt. Das Naphthsulton 10 konnte mit einer

guten Ausbeute in einer Alkalischmelze in das gewiinschte Naphthol 11 iiberfiihrt werden.*®

a>

OH OH
10 11

a) KOH, 242 °C, 2 h, 83 %
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Zunichst wurde das Isophthalsduredinitril 12 nach einer bekannten Vorschrift’’ iodiert und
dann mit dem Diol 11 mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 65 % gekuppelt. Die
Ausbeute konnte weder durch lingere Reaktionszeiten, noch durch den Uberschuss an
Iodisophthalsduredinitril 13 verbessert werden. Es gelang jedoch, nicht umgesetztes 11

einfach wieder zuriick zu gewinnen.

OH OH NC CN
11

|I—\
o

b) abs. THF, LDA, -80 °C, I, 81 %
¢) abs. DMF, NaH, 110 'C, 4 h, 65 %

Anschliefend wurde die gewiinschte Verbindung 15 durch Hydrierung der Dinitrilverbindung
14 und gleichzeitiges Schiitzen der entstandenen Amine mit Boc,O in einer Druckapparatur,
synthetisiert. Als Nebenprodukt erhielt man das einfach geschiitzte Naphthol 16 mit einer
Ausbeute von 20 %. Die Ausbeute des zweifach geschiitzten Naphthols 15 konnte weder
durch ldngeren Reaktionszeiten und hoheren Temperaturen noch durch héheren H,-Druck
verbessert werden. Damit wurde vielmehr die Bildung von Nebenprodukten noch erhoht.
Danach wurde die Verbindung 15 mit TFA/CH,Cl, entschiitzt und mit
Dihydroimidazoliumsulfonsédure 17 zum Bis(guanidinium)naphthol 18 umgesetzt. Die

Aufreinigung erfolgte durch Ausfillung des Pikrat-Salzes.
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d) Boc,0O, Pd/C, abs. MeOH, 55 °C, 40 bar H,-Druck, 42 h, 64 %

lOH
e) NH o) HN
@ \ e
o N N
503 H N N H
HN N S)

L NH 2 Pikrat
17

18

e) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h
2. MeOH, H,0, NEt; (1:1:1), RT, Dihydroimidazoliumsulfonsédure 17, 24 h
3. Pikrinsadure, 73 %

Um moglicht exakte Strukturdaten zu erhalten, wurde versucht, das Bis(guanidinium)naphthol
18 zu kristallisieren. Hierzu wurde es in verschiedenen Losungsmitteln umbkristallisiert;
jedoch wurde immer ein gelbes amorphes Pulver isoliert. Auch als Chlorid- und Sulfat-Salz
konnten keine Kristalle von Bis(guanidinium)naphthol 18 erhalten werden.

Daher wurde versucht, von freien Aminen der Verbindung 15 Kiristalle zu erhalten. Aus
diesem Grund wurde die Verbindung 15 mit TFA in CH,Cl, entschiitzt und mit hohen
Ausbeute in das Pikrat-Salz 19 iiberfithrt. Aus MeOH/H,O konnten orangene diinne

kristalline Blattchen isoliert werden.
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O OH l OH
o) N o)

® @
BocHN NHBoc HsN NH3
.©
2 Pic

e 19

f) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h, Pikrinséure, 90 %

Abb. 9: ViewerLite3D-Darstellung des 19 im kristallinen Zustand; Zur besseren Ubersicht wurden die H-Atome
weggelassen.

17



Synthese

Diskussion der Struktur:

Wie die Kristallstruktur von Pikrat 19 zeigt, besitzt der Naphtholrest keine planare Struktur:
O(1)-Atom weicht um 0.34 A und der O(2)-Atom um 0.25 A ab. Der Winkel zwischen dem
Naphthol- und dem Phenylrest betrigt 68°. Damit steht der Naphtholrest fast senkrecht zum
Phenylrest. Es gibt eine Vielzahl von Wasserstoftbriicken. Das Wassermolekiil besitzt zwei
Akzeptor-Wasserstoffbriicken, eine zur Hydroxygruppe O(2)-HO(2) und eine zur NH-
Gruppe. Auflerdem besitzt es zwei Donor-Wasserstoffbriicken zu den beiden Pikraten.

Die NH;"-Gruppe von C(17) besitzt drei Donor-Wasserstoftbriicken: Eine zum Pikrat, eine
zum Wasser und eine gabelformige intramolekulare zu O(1) und O(2).

Die NH;'-Gruppe von C(18) besitzt ebenfalls drei Donor-Wasserstoftbriicken: Zwei zu den

Pikraten und eines zum Methanol.

4.1.2 Versuch der Synthese von Bis(guanidinium)phosphat 22

Um die Stabilitit des Bis(guanidinium)phosphats 22 in Wasser zu messen und um davon auch
Kristalle zu erhalten, wollte man dieses aus Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-BDNPP 5
iber Bis(guanidinium)dinitrophenylphosphat 21 synthetisieren. Dabei wurden die Reaktionen
mittels reversed phase HPLC verfolgt. Binnen 3 h setzte sich das ganze
Bis(guanidinium)naphthol 18 in DMF/Hiinigbase zum gewiinschten
Bis(guanidinium)dinitrophenylphosphat 21 um. Dennoch konnten nur 41 % isoliert werden.

Der Grund hierfiir lag in der Labilitét von Verbindung 21. Denn das Losungsmittel musste im
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Vakuum entfernt werden und dabei setzte sich laut HPLC der grofte Teil des
Bis(guanidinium)dinitrophenylphosphat 21 weiter um. Beim nédchsten Schritt wurde 21 in
DMEF/H,0 (2:1) aufgeldst, bei RT geriihrt und die Reaktion mittels reversed phase HPLC und
Diinnschichtchromatographie = verfolgt. Dabei war deutlich zu sehen, daB das
Bis(guanidinium)dinitrophenylphosphat 21 sich sowohl zum Bis(guanidinium)phosphat 22
als auch zum Bis(guanidinium)naphthol 18 umsetzte. Doch nach dem Entfernen des
Loésungsmittels im Vakuum konnte kein Bis(guanidinium)phosphat 22 isoliert werden. Denn
laut HPLC setzte sich der grofite Teil sowohl zu Bis(guanidinium)naphthol 18, als auch zu

anderen unbekannten Verbindungen um.

a) é
e
NH (@] HN NH e} HN
c D T () B
N N~ N N~ °N N~ N
H H HgH H H H H
2Pic
18 21
b)
b)

a) abs. DMF/250 mM HB, 2,4-BDNPP 5, RT, 3 h,
41 %, b) DMF/H,0 (2:1), RT, 12 h, Zersetzung
beim Versuch der Isolierung von 22 zu 18 und
unbekannten Verbindungen!
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4.1.3 Synthese von Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25

HoN

Um Hinweise auf die Stabilitdt der Bindung zwischen dem Katalysator und der DNA zu
erhalten, wurde das Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 aus Bis(guanidinium)naphthol 18
und Adenosinphosphoimidazolid 24 mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 53 % erhalten.
Die Reinigung der Probe erfolgte durch préparativer reversed phase HPLC. Wie dieses
Beispiel zeigt, miisste es auch moglich sein, auch groere Nucleotide mit

Bis(guanidinium)naphthol 18 zu kuppeln.

20
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a o
O _>) ‘\P -0 OH

a) abs. DMF/250 mM HB, Adenosinphosphoimidazolid 24
RT, 7 h, 53 %,

4.1.4 Versuche zur Synthese von Bis(guanidinium)carboxyamidin-
naphthol 29

Durch Einfiihrung eines Amidiniumrestes in der ortho -Position zur Hydroxygruppe sollte

sich die Reaktivitit von Bis(guanidinium)naphthol 18 weiter erhohen. Deswegen wurde
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zunichst das Diol 11 mono-THP geschiitzt.” Die zweite Hydroxygruppe konnte aufgrund

sterischer Griinde nicht weiter mit THP umgesetzt werden.

OH OH OH OTHP
—
11 26

a) CH,Cl,, Dihydropyran, Pyridinium-p-toluolsulfonat,
RT, 4 h, 83 %

Daher wurde entschieden, die verbleibende Hydroxygruppe mit TBDMS zu schiitzen.”® Man

erhielt mit einer sehr guten Ausbeute die Verbindung 27.

OH OTHP ) TBDMS.,  -THP
—
26 27

b) CH,Cl,, TBDMS-CI, NaH, 40 °C, 5 h, 98 %

Als nédchstes wurde versucht, das zweifach geschiitzte Diol 27 in ortho-Position zur THP-
Gruppe zu lithieren und dann zu der gewiinschten Amidiniumverbindung 28 umzusetzten.
Allerdings gab es unter Standardbedingungen keine Umsetzung zur gewiinschten
Amidinverbindung 28. Man erhielt immer das zweifach geschiitzte Diol 27 zuriick. Auch bei
hoheren Temperaturen erfolgte keine Umsetzung. Auf dieser Stufe wurde die Synthese zu der
Zielverbindung 29 abgebrochen. In einer neuen Synthesestrategie wurde eine andere Base in

der ortho-Position der Hydroxygruppe eingefiihrt.



Synthese

TBDMS. _THP TBDMS.. ,THP
o O o O O NH
27 28

c) abs. THF, TMEDA, n-BuLi, Bis(trimethylsilyl)carbodiimid,
-90°C,2h

4.1.5 Synthese von Bis(mannich)naphthol 34

Die Syntheseroute des Bis(guanidinium)naphthols 18 (4.1) legt nahe, dal man sowohl bei
Verbindung 15 als auch beim Bis(guanidinium)naphthol 18 die Mannichbasen einfiihren
kann. Beide Wege wurden realisiert. Die Bismannichverbindung 30 konnte ohne Probleme

nach der bekannten Vorschrift mit sehr guter Ausbeute synthetisiert werden.”!
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1> 30
\N N/
. 0 .
OH
b)
HN
I(‘B
x A©A )
H
ZTFA

a) CH3CN, N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid,
60 °C, 95 % b) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h 2. MeOH, H,O0,
NEt; (1:1:1), RT, Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17,
24h,5%

Die Boc-Schutzgruppen der Bis(mannich)verbindung 30 wurden unter HPLC-Kontrolle mit
TFA abgespalten. Dabei konnte man feststellen, dal mit der Zeit mehrere polare
Verbindungen entstanden sind. Als keine Bis(mannich)verbindung 30 mehr vorhanden war,
wurde die Reaktion analog zu Bis(guanidinium)naphthol 18 fortgesetzt. Die Probe wurde
dann mit priparativer reversed phase HPLC im Sauren gereinigt. Es konnte aber nur sehr
wenig des gewiinschten Bis(mannich)naphthols 34 isoliert werden. Der Grund dafiir lag in der

Séurelabilitit der Bis(mannich)naphthol 34.%
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Schema 2: Mdgliche Reaktionen von Bis(mannich)naphthol 30 unter sauren Bedingungen.

Wie Schema 2 zeigt, findet vermutlich im Sauren eine Eliminierung der Verbindung 30 statt.
Dabei konnte es im ersten Schritt durch Protonierung der Mannichreste von Verbindung 30 zu
einer Abspaltung des Dimethyamins kommen. Dabei wiirde das sehr reaktive Chinonmethid
31 entstehen, das sich wiederum sofort mit einem Nucleophil {iber die Verbindung 32 zu dem
ebenfalls reaktiven Chinonmethid 33 umsetzen wiirde. Deswegen sind im Sauren fiir
Verbindung 30 mehrere Reaktionsprodukte denkbar. Damit kann man sich die sehr niedrige
Ausbeute von Bis(mannich)naphthol 34 erkliren.

Um die Ausbeute zu steigern, wurde entschieden, die Mannichbasen auf der Stufe des
Bis(guanidinium)naphthols 18 einzufiihren.”’ Denn man braucht keine TFA fiir die Reaktion.
Die Umsetzung zu Bis(mannich)naphthol 34 wurde ebenfalls mit reversed phase HPLC
verfolgt. Dabei konnte man feststellen, daB mit der Zeit hauptsichlich eine neue polarere
Verbindung entstand. Dann wurde das Bis(mannich)naphthol 34 mit préparativer reversend
phase HPLC gereinigt. Doch auch bei dieser Synthese war die Ausbeute gering. Der Grund
dafiir lag wiederum in der Saurelabilitit der Mannichverbindungen (Schema 2), denn eine
Trennung gelang nur im Sauren. Doch im Gegensatz zu der obigen Synthese kam hier das
Bis(mannich)naphthol 34 nur bei der Trennung mit TFA in Kontakt. Damit war bei dieser

Synthese die Ausbeute insgesamt hher.
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b) MeOH, N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid, 60 °C, 13 %

4.1.6 Synthese von Bis(guanidinium)oxochinon 39

Da aus den Untersuchungen von Czarnik’ hervor ging, daB an Cyclodextrine gebundene
Hydroxylamine besonders schnelle Umesterungsreaktionen eingehen konnen, wurde das
Bis(guanidinium)oxochinon 39 synthetisiert. Dabei wurde die gleiche Synthesestrategie
verwendet, wie bei Bis(guanidinium)naphthol 18. Zuerst wurde die Verbindung 35 und
Iodisophtalnitril 13 mit einer durchschnittlichen Ausbeute von 55% zu 8-Hydroxychinolin 36
gekuppelt. AnschlieBend wurde die Verbindung 36 durch Hydrierung und gleichzeitigem
Schiitzen der entstandenen Amine mit Boc,O in einer Druckapparatur zu Tertahydro-quinolin
37 umgesetzt. Im Gegensatz zu Verbindung 14, wurde bei 36 auch der Heteroatomring

hydriert. Durch Oxidation von Tertahydro-quinolin 37 konnte man dann das Oxochinon 39
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synthetisieren. Danach  wurde 39 mit TFA/CH,Cl,

entschiitzt und  mit

Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zum Bis(guanidinium)oxochinon 39 umgesetzt. Die

Aufreinigung erfolgte durch Ausfillung des Pikrat-Salzes.

z

O

&
N
O
NC\©/CN
36
N<
OH
O

BocHN/\©/\NHBoc
38

a) abs. DMF, NaH, 90 ‘C, 6 h, 55 % b) Boc20, Pd/C, abs.MeOH, 55 °C,
40 bar H,-Druck, 42 h, 56 % c) abs. CH;CN, NMO, TPAP, RT, 3 h, 60 %
d) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h 2. MeOH, H,O, NEt; (1:1:1), RT,
Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17, 16 h 3. Pikrinsédure, 63 %
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4.1.7 Synthese von Mono(guanidinium)naphthol 40

|OH
(0] HN
NC\©/\ ,6;>
N N
H H

40

Da das Bis(guanidinium)naphthol 18 bis dahin die beste Reaktivitit mit Modellphosphaten
zeigte (Kapitel 5.1), wollte man den Einfluss eines Guanidiniumrestes auf die Reaktivitit
testen. Aus diesem Grund wurde das Mono(guanidinium)naphthol 40 synthetisiert. Deswegen
musste zunidchst gezielt das einfach geschiitzte Naphthol 16 (Kapitel 4.1.1) synthetisiert.
Dabei wurde zur Hydrierung weniger H,-Druck und kiirzere Reaktionszeit verwendet, als bei
der Synthese des zweifach geschiitzten Naphthols 15. Darauthin wurde das einfach geschiitzte
Naphthol 16 nach der {blichen Synthesevorschrift, in das  gewiinschte
Mono(guanidinium)naphthol-Pikrat 40 umgesetzt.

...........................

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

[} }

NC CN NC | |
NHBoc +! BocHN NHBoc!
[} }

[} [}

| |

| |

| |

| |

-_— | |

...........................

g) Boc,0, Pd/C, abs. MeOH, 55 °C, 30 bar H,-Druck, 42 h, 53 %
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h) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h
2. MeOH, H,0, NEt; (1:1:1), RT, Dihydroimidazoliumsulfonsiure 17, 24 h
3. Pikrinsaure, 58 %

4.1.8 Synthese von biotingelabeltem Bis(guanidinium)naphthol 59

Die Tricarbonsdure 41 konnte mit einer guten Ausbeute liber einen Sdurechlorid in den
Trimethylester 42 iiberfilhrt werden.”> Dieser konnte in einer Druckapparatur durch
Aminolyse in den korrospondierenden Diamidester 43 iiberfiihrt werden.** Als Nebenprodukt
entstand das Triamid 44. Dieses Reaktionsgemisch war in den iiblichen Ldsungsmitteln

schwerldslich. Aus diesem Grund wurde das Reaktionsgemisch ohne weitere Aufarbeitung
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mit POCl; dehydratisiert. Dadurch war es moglich, den Dinitrilester 45 vom Trinitrilester 46
zu trennen. Der entscheidende Schritt der Synthese war jedoch die lodierung des Dinitrilesters
47. Dieser wurde zunichst nach einer Literatur bekannten Vorschrift iodiert.”’

HOOC COOH MeOOC COOMe H,NOC CONH,

COOH COOMe COOMe

41 42 43

NC CN

COOMe

45

T
N
z
o
0
Q
O
z
I
N
'3
+
z
d
o)
z

| ilm OH
NC CN
d) d) o
—— —_— NC CN
COOMe \©/
47

—_— COOMe

8

a) SOCl,, 80 °C, 2 h, MeOH, 88 % b) kond. NH3, 60 ‘C, 6 h, 75 % c) abs. Pyridin,
3 °C, POCl;, 15 min RT, 10 min 80 °C, 78 % d) abs. THF, -78 °C, LDA, I,, 3 h, 11 %
e) abs. DMF, 11, NaH, 30 min, 82 %

Doch die Todierung funktioniert nicht so gut, wie die der Dinitrilverbindung 12. Der Grund
dafiir lag vermutlich in der hoheren Reaktivitit des Dinitrilesters 45 gegeniiber der

Dinitrilverbindung 12.
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Tabelle 2: Todierung von 45 mit verschiedenen Basen, bei verschiedenen Temperaturen und mit verschiedenen

lIodierungsmitteln (—— = Reaktion nicht durchgefiihrt).
45,1,,-90 °C, | 45,1, RT, | 45, ICL RT | 45, Cly, -90 °C,
Ausbeute Ausbeute Ausbeute Ausbeute
LiHMDS 0% 0% o o
n-BuLi 0% o o o
sec-BuLi 4% L L o
t-BuLi 6% o o o
MeLi 8% o o o
NaH 0% 0% o o
K,CO;s . L 0% o
TMPZnBu,Li™” L 0% L -

Wie Tabelle 2 zeigt, konnte auch unter anderen Reaktionsbedingungen keine Verbesserung
der Ausbeute bei der lodierung von Dinitrilesters 45 erreicht werden. Doch dafiir
funktionierte die Kupplung von lodmethylester 47 mit dem Diol 11 zum Methylester 48 mit
einer Ausbeute von 82 %. Diese Kupplung funktionierte besser, als die zu Verbindung 14.

Trotzdem wurde versucht, {iber eine andere Synthesestrategie zum Methylester 48

zugelangen.
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4.1.8.1 Geplante Synthese von Methylester 48

Man wollte auf der Stufe des Trimethylesters 42 das Iodatom einzufiihren, um dann iiber die

unten gezeigte Synthese zum Methylester 48 zu gelangen.

MeOOC COOMe
MeOOC COOMe b)
a
— e | >

COOMe

42 49

(L (L
9 g )
@) > O  eeeeee- >

MeOOC COOMe H2NOC\©/CONH2

COOMe COOMe
50 51

°“
O

NC CN

COOMe
48
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Tabelle 3: Iodierung von 42 mit verschiedenen Basen, bei verschiedenen Temperaturen und mit verschiedenen
Iodierungsmitteln.

42,-90°C,1, | 42,RT, 1, | 42,90 °C, I,

Ausbeute Ausbeute Ausbeute
e

LDA 0% 0% 0%
NaH 0% 0% 0%

Doch wie die Tabelle 3 zeigt, konnte auf diesen Weg die Verbindung 42 nicht iodiert werden.
Aus diesem Grund wurde mit der Synthese zum Methylester 48 auf diesem Weg abgebrochen
und sich fiir die lodierung nach der bekannten Vorschrift des Dinitrilesters 45 entschieden
(4.1.7).”" Die restlichen Syntheseschritte bis zum biotingelabelten Bis(guanidinium)naphthol
59 funktionierten in guten Ausbeuten. Die Hydrierung zum zweifach geschiitzten Methylester

52 war mit der Hydrierung von Verbindung 15 vergleichbar.

O OH O OH
0 a) | 0
NC CN
BocHN NHBoc
COOMe COOMe
48 22

a) abs. MeOH, Pd/C, PtO,, 40 bar H,-Druck,
55°C,16h, 71 %

Dann wurde das Diaminohexan 54 mit miBiger Ausbeute mono-geschiitzt und mit Biotin 56
gekuppelt.” Danach wurde das Reaktionsgemisch auf salzsaures Eiswasser gegossen, mit
EtOAc ausgeschiittelt, die organische Phase -einrotiert und der erhaltene Feststoff
sdulenchromatograpisch gereinigt. Doch es gelang nicht, die Biotinverbindung 57 voéllig von
HOBt und Diisoprophylcarbodiimidharnstoff zu befreien. AnschlieBend wurde die
Schutzgruppe der Biotinverbindung 57 abgespalten und mit Verbindung 53 umgesetzt.’’ Die

Verbindung 53 wurde zuvor durch Hydrolyse aus dem zweifach geschiitzten Methylester 52
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synthetisiert. Die Verbindung 58 wurde genau so isoliert, wie die Biotinverbindung 57. Auch

diese Verbindung war mit HOBt und Diisoprophylcarbodiimidharnstoff kontaminiert.

vs

BocHN

OH

NHBoc

COOMe

S
OH
Hiv WH

HN . NH

d) BocHN

&

(L
(@]
BocHN NHBoc
COOH
23
Ao~ NHBoc
H,N
29
O
S
H\v 4
HN\‘(NH
(@]
of
NHBoc

a) MeOH/H,0 (3:1), LiOH-mono-hydrat, 60 °C, 1 h, 99 %
b) EtOAc, 40 min, Boc,0, 45 % c) abs. DMF, 55, HOBt, DIC,
42 °C, 18 h, 61 % d) abs. DMF, HOBt, DIC, 53, 60 °C, 2 h
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AnschlieBend wurden die Schutzgruppen der biotingelabelten Verbindung 57 abgespalten und
nach der bekannten Vorschrift mit Dihydroimidazoliumsulfonsiure 17 umgesetzt.” Die
Reinigung des Bis(guanidinium)naphthols 59 gelang durch Aufarbeitung des
Reaktionsgemisches mit CH,Cl,/NaOH. Es war keine weitere Trennung mit der praperativen

reversed phase HPLC notwendig.

L™ °”
(0] N o N

(] R
BocHN NHBoc N N N N
a) H H H H
—_—

) o]

J\/\///, S J\/\/

o /\ea/\N 1, o NW\N I, S
H 4 H
59

a) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h 2. MeOH, H,O0, NEt; (1:1:1), RT, Dihydroimidazolium-
sulfonsdure 17,24 h, 41 %
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4.1.9 Synthese von biotingelabeltem Bis(mannich)naphthol 65

Die Syntheseroute des biotingelabelten Bis(mannich)naphthols 65 war mit der des
biotingelaben Bis(guanidinium)naphthols 59 fast identisch. Der Unterschied bestand lediglich
darin, das erstens der Linker von 65 um zwei C-Einheiten ldnger war als das
Bis(guanidinium)naphthol 59 und zweitens ein zusdtzlicher Schritt notig war, um die
Mannichbasen einzufithren Doch der grofle Vorteil bei dieser Synthese lag darin, dal man
sowohl die Biotinverbindung 62, als auch die biotingelabelte Verbindung 63 von HOBt und
Diisoprophylcarbodiimidharnstoff ~ befreien = konnte. ~ Denn  beim  Gielen  der
Reaktionsgemische auf salzsaures Eiswasser fielen die Produkte elementaranalysenrein aus.
Die Mannichbasen wurden auf der Stufe der zweifach geschiitzten Biotinverbindung 63
eingefiihrt. Dieser Schritt war mit dem von Bis(mannich)verbindung 30 (Kapitel 4.1.5)
identisch und man erhielt mit einer guten Ausbeute die Mannichverbindung 64. Diese wurde
dann mit TFA entschiitzt und gleichzeitig wurde die Reaktion mittels reversed phase HPLC
verfolgt. Dabei entstanden mehrere Verbindungen. Als kein Edukt mehr vorhanden war,
wurde die Probe mit Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zum biotingelabelten
Bis(mannich)naphthol 65 umgesetzt. Dieses wurde dann mit der priaperativen reversed phase
HPLC gereinigt. Da sowohl hier als auch bei der Entschiitzung von Mannichverbindung 64
TFA verwendet wurde und die Mannichverbindungen sdurelabil sind (Schema 2), erhielt man

das biotingelabete Bis(mannich)naphthol 65 mit einer schlechten Ausbeute. Aus diesem
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Grund wire es von Vorteil, die Mannichbasen auf der letzen Stufe einzufiihren. Denn dann

wiirden die Mannichreste in der Synthese nur einmal mit TFA behandelt.

AN NH2 a) AN NHBoc
HoN E— HzN
60 61

d)
BocHN NHBoc BocHN NHBoc
0 o]
JJ\/\//,
fe) N/\G*\N N, S o N/M/\NJJ\/\///I S
63 H 6 H H 6 H H
T HN H 64 HN H

a) abs. THF, 3 °C, Boc,0, RT, 30 min, 43 % b) abs. DMF, 61, HOBt, DIC, 60 °C,
3 h, 70 % c) abs. DMF, HOBt, DIC, 53, 60 °C, 45 min, 83 % d) abs. MeOH, 60 °C,
N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid, 66 % e) 1. TFA/CH,Cl, 2. MeOH, H,O0,
NEt; (1:1:1), RT,Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17, 24 h, 27 %
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4.1.10 Synthese von acridingelabeltem Bis(guanidinium)naphthol 69

Die Synthese des acridingelabelten Bis(guanidinium)naphthols 69 verlief analog zu der
Synthese von biotingelabeltem Bis(guanidinium)naphthols 59. Bei dieser Synthese wurde
statt eines Biotinrestes ein Acridin iiber einem Linker an der zweifach geschiitzten
Naphtholverbindung 53 gekuppelt. Die einzige neue Reaktion war die Synthese der
Acridinverbindung 67.% Die Reaktion wurde nach einer bekannten Vorschrift mit miBigen
Ausbeuten durchgefiihrt. Danach wurde die Acridinverbindung 67 mit TFA entschiitzt und
mit der Verbindung 53 zu acridingelabelten Verbindung 68 umgesetzt. Aus der Verbindung
68 wiederum wurde mit dem Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 das acridingelabelte
Bis(guanidinium))naphthol 69 erhalten. Dieses wurde dann mit der priperativen reversed

phase HPLC gereinigt. Der Vorteil der Synthese aus Kapitel 4.1.7 zeigte sich hier. Durch

kleine Anderung in dieser Synthese gelangt man zu einer vollig neuen Verbindung.

Cl
O\ a)
O
=
Cl N cl
66

/\/\/\/NHBOC
NH
N O\
=
N
67
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BocHN NHBoc (@]

N N
NN NN
2TEAC

a) abs. DMF, Phenol, Riickfluss, 1 h, 51 %, b) abs. DMF, 53, DIC,
HOBE, Riickfluss, 20 min, 78 % c) MeOH, H,O, NEt; (1:1:1), RT,
Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17, 24 h, 25 %
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4.1.11 Synthese des acridingelabelten Bis(mannich)naphthols 75

O
N N N 7
© z

N
|
o) N/\/\O/\/O\/\O/\/\N \

Die Synthese des acridingelabelten Bis(mannich)naphthols 75 ist analog zu der Synthese von
biotingelabeltem Bis(mannich)naphthol 65. Hier wurde statt Biotin der Acridinlinker 72
verwendet. Die Synthese dieses Acridinlinkers 72 konnte nach der literaturbekannten
Vorschrift realisiert werden.’® Danach wurde die Verbindung 72 mit TFA entschiitzt und mit
der Verbindung 53 iiber die acridingelabelte Verbindung 73, zu der Mannichverbindung 74
umgesetzt. Anschliefend wurden die Schutzgruppen von 74 mit TFA abgespalten und daraus
dann mit dem Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 das acridingelabelte Bis(mannich)naphthol

75 erhalten. Dieses wurde dann mit der préperativen reversed phase HPLC gereinigt
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a
N 0N O N N 9, HoN" N0 O ™0™ NHBoc
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a) abs. THF, 3 °C, Boc-ON, 1 h, 41 %, b) abs. DMF, Phenol,

71, Riickfluss, 24 h, 67 %, c) abs. DMF, 53, DIC, HOB},

60 °C, 2 h, 63 % d) CH;CN, N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid,
60 °C, 38 % e¢) CH,Cl,, TFA, 3 h, MeOH, H,0, NEt; (1:1:1), RT,
Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17, 24 h, 59 %
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4.1.12 Synthese von Bis(benzimidazol)-naphthol 77

o
QH@JN\ NN%/NIQ
eH H H

2Pic
77

I

Zunichst wurden die Schutzgruppen der zweifach geschiitzten Naphtholverbindung 15 mit
TFA abgespalten und dann die freie Verbindung nach einer bekannten Vorschrift mit einer
guten Ausbeute, zum der Thionharnstoff 76 umgesetzt.”” AnschlieBend wurde diese
Verbindung mit HgO zum Bis(benzimidazol)naphthol 77 mit einer guten Ausbeute zyklisiert.
Wichtig hierbei war es, dal man das HgO portionsweise langsam zugegeben musste. Denn
wenn das HgO auf einmal zugegeben wurde, war die Ausbeute trotz linger Reaktionsdauer

auch schlechter.

., .,
O a) NH2 H2N
0 Y . @[ s 0 S J@
BocHN/\©/\NHBoc NJ\N/\©/\NJ\N
H H H H
76
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N)\N/\©/\N/,\N
eH H H

2Pic
77

a) CH,Cl,, TFA, 3 h, EtOH, 3 °C, dann Imidazol,
LU -Thiocarbonyldiimidazol,RT, 4h, dann
1,2-Phenylendiamin, 12 h, 60 % b) MeOH, HgO/S,
3 h, Pikrinsaure, 77 %

4.1.13 Synthese von Benzimidazol-guanidinium-naphthol 82

Die Synthese des Benzimidazolguanidiniumnaphtholes 82 war dhnlich der Synthese von
Bis(benzimidazol)naphthol 77 und Bis(guanidinium)naphthol 18. Zundchst wurde der
Benzimidazolrest an die einfach geschiitzte Naphtholverbindung 16 gekuppelt. Dann wurde
der Guanidiniumrest an das Monobenzimidazol 79 gekuppelt. Nur bei der Hydrierung von 79
gab es Probleme. Denn zundchst wurde nicht die Nitrilgruppe hydriert, sondern nur der
Benzimidazolrest von Monobenzimidazol 79 N-geschiitzt und dann erst die Nitrilgruppe

hydriert. Doch die Ausbeute von hydrierten Verbindung 80 war nicht zufriedenstellend, da
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noch Verbindung 81 vorhanden war. Doch durch ldngere Reaktionszeiten und hohere H,-

Driicke sollte es moglich sein, ausschlieBlich die Verbindung 80 zu synthetisieren.
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a) CH,Cl,, TFA, 3 h, EtOH, 3 °C, dann Imidazol, 1,1 -Thiocarbonyldiimidazol,
RT, 4 h, dann 1,2-Phenylendiamin, 12 h, 53 % b) MeOH, HgO/S, 3 h, 81 %

c¢) abs. MeOH, Pd/C, PtO,, Boc,0, 40 bar H,-Druck, 55 °C, 12 h, 20 %

d) MeOH, H,O, NEt; (1:1:1), Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17, 24 h,

dann Pikrinsdure, 60 %
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4.1.14 Synthese von N-methyliertem Bisbenzimidazol 88

Das Diaminobenzol 83 wurde zuerst in sehr guten Ausbeute geschiitzt und in ebenfalls guter
Ausbeute zu der N-methylierten Verbindung 85 umgesetzt. Die Umsetzung zu der
Diaminoverbindung 86 funktionierte unter Standardbedingung nicht.*”” Es konnte weder bei
RT noch bei 90°C die gewiinschte Diaminoverbindung 86 isoliert werden. Aus diesem Grund

wurde die N-methylierte Verbindung 85 zu der Thioharnstoffverbindung 87 umgesetzt.

H,oN NH, a) BocHN NHBoc b)
s

83 84
NH, HoN
~ e S S
e U e >>< @Lvim
H | | H
85

a) abs. THF, Boc,0, 3 °C, 4 h, 100% b) abs. THF, n-BuLi, Mel, 3 °C, 13 h, 99 %
c) CH,Cl,, TFA, RT, 2 h, abs. CH;CN, dannIlmidazol, 1,1'-Thiocarbonyldiimidazol,
dannl,2-Phenylendiamin, RT, 12 h, 0 %
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Die Umsetzung zu der Thioharnstoffverbindung 87 funktionierte unkompliziert, denn bei der
Reaktion fiel 87 analysenrein aus der Losung aus. Diese wurde dann nach der
literaturbekanten Vorschrift mit SnCl, reduziert.”® Doch die gewiinschte Diaminoverbindung
86 konnte nicht von den Sn-Salzen befreit werden. Die Verbindung 87 wurde auch mit
Samarium reduziert.”® Aber auch hier konnte 86 nicht von den Salzen befreit werden. Aus
diesem Grund wurde schlieBlich die Thioharnstoffverbindung 87 in einer Druckapparatur mit
H, und Pd/C reduziert. Nur ein kleiner Teil hat sich zum gewliinschten 86 umgesetzt. Bei dem
Rest handelt es sich um Edukt 87. Zuletzt wurde 86 mit HgO nach der literaturbekanten

Vorschrift zu dem Bisbenzimidazol 88 zyclisiert.”’

~ s S S b)
E;\Q/\Eoc —a)> @HJ\T/\@/\TJ\H@ -

a) CH,Cl,, TFA, RT, 2 h, abs. MeOH, 2-Nitrophenylisothiocyanat,
RT, dann 2 h, 49 %.b) CH,Cl,/MeOH (k1 1 % NH3), Pd/C, 40 °C,
16 h, 10 % c) abs. MeOH, HgO/ S, Riickfluss, 3 h, 40 %




Synthese

4.1.15 Synthese von Di-bis(guanidinium)naphthol 90
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Der Vorteil der Synthese von biotingelabeltem Bis(guanidinium)naphthol 45 (Kapitel 4.1.7)
zeigte sich wieder bei dieser Synthese. Ohne die Synthesestrategie zu dndern, konnte man
zwar mit schlechter Ausbeute, aber sehr schnell und erfolgreich das gewiinschte
Bis(guanidinium)naphthol 90 synthetisieren.”® Denn beim ersten Schritt fiel das zweifach
geschiitzte Naphthol 89 bei der Zugabe von HCl-saurem Eiswasser aus. Beim zweiten Schritt

konnte man das Bis(guanidinium)naphthol 90 aus der organischen Phase im Basischen

isolieren (Kapitel

4.1.1).
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Synthese
l OH OH OH
o) o)
o) 2)
_—
BocHN NHBoc BocHN NHBoc BocHN NHBoc
§
0~ “OH o~ N o)
53 89

a) abs. DMF, HOBt, DIC, 1,2-Diaminodecan, 60 °C ,
2h,33 %b) 1. TFA, CH,Cl,, 3 h 2. MeOH, H,0,
NEt; (1:1:1), RT, Dihydroimidazolium-sulfonsaure 17,
24 h, 18 %
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5 Kinetiken der biskationischen Naphthole mit aktivierten

Phosphorsauredieestern

Die Reaktivititen der kationischen Naphthole in dieser Arbeit wurden mit folgenden

Substraten getestet: °

0N NO, ON NO NO
"L OO
o Ro o R ~o R
®

o0 00 o 00 o
NO NO
2 TMG  ? T™MG TMG
5 9 91

Zunichst wurde die Phosphorylierung der synthetisierten kationischen Naphthole mit dem am
reaktivsten Modellsubstrat 2,4-BDNPP 5 gemessen. Wenn die Geschwindigkeit hoch genug
war, wurden sie dann mit dem weniger reaktiven 4-BNPP 9 getestet. Wenn die Reaktivitdt
auch gegeniiber 4-BNPP 9 noch hoch genug war, wurden sie zuletzt mit dem am wenigsten
reaktiven 4-MNPP 91 gemessen. AnschlieBend wurden mit den aktivsten kationischen
Naphtholen die Plasmid-DNA gespalten.

Die Reaktionen wurden mit Hilfe der Umkehrphasen HPLC verfolgt. Dabei wurden fiir alle
biskationischen Naphthole anhand der HPLC-Eluationsprofile die Abnahme des
biskationischen Naphtholes und die Zunahme der frei werdenden Abgangsgruppe bestimmt.
Nur fiir die reaktivsten biskationischen Naphthole wurden auch die Umesterungsprodukte

gemessen. Als interner Standard wurde 1-Nitronaphthalin 92 verwendet:

NO,

92




Kinetiken 50

Denn dieser war unter den Reaktionsbedingungen inert und war aullerdem so unpolar, dal} es
eine deutlich lédngere Retentionszeit hatte, als die weiteren Verbindungen im

Reaktionsgemisch. Es wurden folgende biskationische Naphthole getestet:
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IZ®
=z
=z T

P
IZ\E"D

Bezimidazol-guanidinium-naphthol

O“
(@] HN
NC\©/\ la
N N
H H
. O

Mono(guanidinium)naphthol

Bis(benzimidazol)naphthol

oH o~

93
Methyldiol

(o} e

N N N N
2 Pic

Bisguanidiniumgeriist

Abb. 10: Ubersicht iiber alle kationischen Naphthtole, die mit 2,4-BDNPP 5, 4-BNPP 9 und 4-MNPP

91 gemessen wurden.
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5.1 Reaktionen von
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)ester

Tetramethylguanidin

5.1.1 Reaktion ohne Wasser

Bis(guanidinium)naphthol

35,

Salz

18

mit

mit

Zunichst wurde das Bis(guanidinium)naphthol 18 mit dem 2,4-BDNPP 5 unter wasserfreien

Bedingungen (DMF, 30 ‘C, 10 mM Guanidiniumnaphthol 18, 30 mM Phosphat 5, 250 mM

Hiinigbase) gemessen. Das Ergebnis war sehr erfreulich. Denn im Gegensatz zu den

Guanidiniumalkohole von M. Muche® und Arne Biising’, entstand bei der Reaktion nur ein

Produkt und zwar das gewlinschte O-Phosphat 21.

N
c
NO N N N
, N H/\@/\H
95

O,N
OH i
/P\
NO, oo
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19,21

21,98

Abs.

T 7,36

20,73

17,95

L

T T T T T T T 1
5 10 15 20 25

Zeit (min)

Abb. 11: Eluationsprofil der Reaktion nach 5Smin.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
7.36 min: Pikrinséure

10.85 min: 2,4-Dinitrophenol 95 (Abgangsgruppe)

17.85 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

19.21 min: 2,4-BDNPP 5

20.73 min: O-Phosphat 21

21.98 min: 1-Nitronaphthalin 92

Die Abbildung 11 zeigt ein typisches Eluationsprofil (5 min) der Reaktion von
Bis(guanidinium)naphthol 18 mit 2,4-BDNPP 5. Es sind nur zwei neue Peaks zu sehen,
ndmlich der Peak mit der Retentionszeit 10.85 min (2,4-Dinitrophenol 95) und 17.85 min (O-
Phosphat 21). Um zu beweisen, das es sich dabei um das gewiinschte O-Phosphat 21 handelt,
wurde die Reaktion in einem groBeren Malstab durchgefiihrt, die neu entstandene
Verbindung sauber isoliert und schlieBlich mittels 'H-NMR (400 MHz), *'P-NMR (400 MHz)
und MS (ESI") als das gewiinschte O-Phosphat 21 (siche 8.2.2) identifiziert. Denn die
chemische Verschiebung des Phosphoratomsignals in *'P-NMR sprach fiir einen O-Phosphat,
und nicht fiir einen N-Phosphat.
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Man kann die Integrale der Peaks mit Hilfe der jeweiligen Eichfaktoren in Konzentrationen

umrechnen. Wenn man die gemessenen Konzentrationen von Bis(guanidinium)naphthol 18,

2,4-Dinitrophenol 95 und O-Phosphat 21 gegen die Zeit auftrdgt, erhdlt man folgenden

Graphen:

10 -
Tm
9_
1"
8 =m
. iy
7—_ .
—~ 6
= n 95
E 54 ° 21
(] T v
4 - ]
T 0
3 , =18
- ' hd
24 o
1] e
o
0 T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70
Zeit (min)

Abb. 12: Die Konzentrationsdnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-Dinitrophenol 95

und O-Phosphat 21 mit der Zeit.

Die Abbildung 12 zeigt

eine

gute Korrelation

zwischen der

Abnahme

von

Bis(guanidinium)naphthol 18 und der Zunahme von 2,4-Dinitrophenol 95 und O-Phosphat 21.

Fir die Annahme, daB es sich bei der Reaktion fiir die Anfangsphase um eine

Reaktionsordnung 1 handelt, gilt folgende Gleichung:

In[C]-In[Co= -kt
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0w+ 77—
o 2 4 6 8 10 12 14 16

Zeit (min)

Abb. 13: Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit aus der Konzentrationsabnahme 18.

In Abbildung 13 ist der Logarithmus der Konzentration von Bis(guanidinium)naphthol 18
gegen die Zeit aufgetragen. Die Abbildung zeigt, dal fiir die Abnahme von 18 die
Reaktionsordnung 1 fiir die Anfangsphase giiltig ist:

Kops = 3.6 X 102 min™
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5.1.1.1 Der Einfluss der Aktivierung durch das

Bis(guanidinium)geriist 94

OoH o~ NH HN
(el o)

N N N
2 Pic

93 94

Es wire moglich, dal das Diol 11 in Anwesenheit einer Base (z.B N-Ethyldiisopropylamin)
nucleophil genug ist, um mit dem 2,4-BDNPP 5 zu reagieren. Um dies auszuschlieBen, wurde
das Methyldiol 93 mit 2,4-BDNPP 5 unter wasserfreien Bedingungen (DMF, 30 'C, 10 mM
Methyldiol 93, 30 mM Phosphat 5, 250 mM Hiinigbase) getestet. Selbst nach einer Woche
war keine Reaktion zu beobachten. Es wire aber auch denkbar, daBl das Diol 11 in
Anwesenheit des Bis(guanidinium)geriistes 94 mit dem 2,4-BDNPP 5 reagiert. Deswegen
wurde das Methyldiol 93 und das Bis(guanidinium)geriist 94 mit dem 2,4-BDNPP 5 unter
wasserfreien Bedingungen (DMFE, 30 C, 10 mM Methyldiol 93, 10 mM
Bis(guanidinium)geriist 94, 30 mM Phosphat 5, 250 mM Hiinigbase) getestet. Auch hier war
keine Umsetzung zu dem gewiinschten O-Phosphat 97 oder 98 zu sehen. Dieses Ergebnis
zeigt deutlich, das die Konstitution des Bis(guanidinium)naphthol 18 sehr wichtig fiir seine
Reaktivitdt ist. Denn ein quasi getrenntes Nucleophil und Bis(guanidinium)geriist 94, zeigen
keine Reaktivitit. Bei der Reaktion zwischen Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-BDNPP 5
handelt es sich um eine quasi-intramolekulare Reaktion. Zunéchst wird der 2,4-BDNPP 5
durch die Kationen des Bis(guanidinium)geriistes 94 koordiniert und dann durch die

Hydroxygruppe des Diolrestes nucleophil angegriffen.
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5.1.2 Reaktionen in Anwesenheit von Wasser

Dal3 das Bis(guanidnium)naphthol 18 2,4-BDNPP 5 in DMF/Hiinigbase noch schneller
spaltete als das Phenanthren 8 von A. Biising,” noch dazu selektiv nur zum gewiinschten O-
Phosphat 21 reagierte, erfiillte die in ihm gesetzte Erwartungen. Doch es war auch noch zu
iberpriifen, ob das Bis(guanidinium)naphthol 18 sich auch unter wissrigen Bedingung mit
2,4-BDNPP 5 umsetzen wiirde. Denn das Ziel dieser Arbeit war es, organische Verbindungen
zu synthetisieren, die DNA hydrolytisch spalten. Deswegen wurde das Lésungsmittel DMF
durch ein DMF/Wasser Gemisch ersetzt. Nur in einem Mischungsverhiltnis von DMF/Wasser
2:1 waren alle Reaktanden die man fiir die Reaktion brauchte, 16slich. Desweiteren wurde in
wassrigem Losungsmittel die schlecht 16sliche Hiinigbase durch Triethylamin (DMF/H,0 2:1,
250 mM NEt;, 30 °C, 10 mM Bis(guanidinium)naphthol 18, 30 mM 2,4-BDNPP 5 und 30
mM Nitronaphthalin 92) ersetzt.

19,31 21,88

12,23
. 8,78

] 1899 | 2052
i 17,49 20,35

T y T y T y T
10 15 20 25

Zeit (min)

Abb. 14: Eluationsprofil nach 236 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

&.78 min : Pikrinsdure
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12.23 min: 2,4-Dinitrophenol 95

17.49 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

18.59 min: Unbekannt

18.99 min: freies Phosphat 22 [MS(EST"): 511.12 (511.19 berechnet fiir C24H,5NsOsP") und
3'P-NMR: ([D]DMSO, 400 MHz): 6.86 ppm]

19.31 min: 2,4-BDNPP 5

20.35 min: O-Phosphat 21 ['H-NMR ([D]DMSO, 400 MHz), MS(ESI"): 677.3 (677.19
berechnet fiir C30H30NsOoP") und *'P-NMR ([D]DMSO, 400 MHz): -11.40 ppm]

20.52 min: Unbekannt

21.88 min: 1-Nitronaphthalin 92

Im Gegensatz zu der Reaktion 5.1.1 in DMF, war bei der Reaktion von
Bis(guanidinium)naphthol 18 in Anwesenheit von Wasser keine saubere Korrelation zwischen
der Abnahme von Bis(guanidinium)naphthol 18 und der Zunahme von 2,4-Dinitrophenol 95

zu beobachten:

10 o
. |
8- " ou
u [ ]
|
6 - = 18
— 1o
=
E
©, 95
2_
o o ¢ ° —
e o °
0 T T T T T T T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Zeit (min)

Abb. 15: Die Konzentrationsdnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und
2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.
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In Anwesenheit von Wasser entsteht zundchst das O-Phosphat 21. Dieser setzt sich dann
parallel zu ca. 2/3 in das freie O-Phosphat 22 (Kapitel 8.3.1.2.2) und ca. 1/3 in das
Bis(guanidinium)naphthol 18 wum. Damit kann man fiir die Reaktion zwischen
Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-BDNPP 5 in Anwesenheit von Wasser folgenden
Reaktionsverlauf formulieren (Abb. 16):

5y
02N©\ o NO, Hﬁ”ﬂ N 02N© NO,
O'|5'O/©/ ©o
o) 2 95

®! o N

G~ R~ S~

H H H H H H H H
18 22

Abb. 16 Reaktionsverlauf zwischen Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-BDNPP 5 in DMF/H,0 (2:1).

Die Mischung von DMF/Wasser/250mM Triethylamin hatte einen pH-Wert von etwa 12. In
diese Mischung wurde ein Kops = 3.1 X 10° gemessen (DMF/250 mM Hiinigbase: Kops = 3.6 %
102). Damit sank die Reaktionsgeschwindigkeit in Wasser um den Faktor 12. Man wollte
sich den physiologischen Bedingungen weiter ndheren. Von daher wurden Reaktionen bei
noch niedrigeren pH-Werten durchgefiihrt.

Dabei wurde zunichst eine 50 mM Trispuffer-Losung hergestellt und diese mit doppelten
Volumen abs. DMF gemischt. Davon wurden dann jeweils 200 pl in Eppendorfgefiflen
iberfiihrt, in denen vorher die Reaktanden (10 mM Bis(guanidinium)naphthol 18, 30 mM 2,4-
BDNPP 5 und 30 mM Nitronaphthalin 92) eingewogen wurden. Die verschiedenen pH-Werte
in den Eppendorfgefden wurden mit 1 M HCI- bzw. 99 %ige NEt;-Losung eingestellt und

dabei mit einen kleinen Glaselektrode gemessen.
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Tabelle 4 : Zusammenfassung der gemessenen kg, in unterschiedlichen pH-Werten (250mM NEt;; DMF/H,0,
2:1).

pH Kobs [Min™]
g
11.7 3.1x10
9.9 1.7x107
8.99 |1.4x107
7.09 |6.4x10"
3,5x107°
.3 L]
3,0x10°
2,5x10°
§2,0x10'3—
E
» | ]
8 1,5x10°
[ |
1,0x10°
| ]
5,0x10™
T T T T T T T
7 8 9 10 11 12
pH

Abb. 17: ks gegen pH aufgetragen.

Die Abbildung 17 zeigt einen in guter Néherung linearen Zusammenhang zwischen den Kops
und den pH-Werten. Mit zunehmenden pH-Wert nimmt die Geschwindigkeit der Reaktion zu.
Das zeigt deutlich den Einfluss des pH-Wertes auf die Reaktion. Im Vergleich zu pH 12 sinkt
die Reaktionsgeschwindigkeit unter neutralen Bedingungen (pH 7.09) lediglich um den
Faktor 5.
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5.2 Reaktionen von Bis(mannich)naphthol 34 mit Phosphorsaure-

bis(2,4-dinitrophenyl)ester 5, Salz mit Tetramethylguanidin

5.2.1 Reaktion in Abwesenheit von Wasser

Zunichst wurde das Bis(mannich)naphthol 34 mit 2,4-BDNPP 5 unter wasserfreien
Bedingungen (DMF, 30 ‘C, 10 mM Guanidiniumnaphthol 34, 30 mM Phosphat 5, 250 mM
Hiinigbase) getestet. Das Ergebnis war jedoch nicht zufrieden stellend. Denn es gab
gegeniiber Bis(guanidinium)naphthol 18 keine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit. Es
wurde eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante Kops = 1.9 X 10° min* gemessen. Die
Geschwindigkeit vom Bis(mannich)naphthol 34 mit 2,4-BDNPP 5 sank gegeniiber dem
Bis(guanidinium)naphthol 18 um Faktor 19.

5.2.2 Reaktion in Anwesenheit von Wasser

Es wurden bei zwei verschiedenen pH-Werten (pH 10.6 und pH 7.71) die Reaktionen
zwischen Bis(mannich)naphthol 34 und 2,4-BDNPP 5 (DMF/H,O 2:1, 30 °C, 10 mM
Bis(mannich)naphthol 34, 30 mM 2,4-BDNPP 5) gemessen.

Tabelle 5: Zusammenfassung der gemessenen ks in unterschiedlichen pH-Werten.

pH Kobs [min'l]
|

10.6 1.2 %107

7.71 1.7 x 107

Im Gegensatz zuer Reaktion von Bis(guanidinium)naphthol 18 in DMF/H,0 ist die Reaktion
vom Bis(mannich)naphthol 34 mit 2,4-BDNPP 5 (DMF/H,0O; 3:1) von pH-Wert weitgehend
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unabhingig. Im neutralen Bereich ist die Reaktivitdt vom Bis(mannich)naphthol 34 mit 2,4-
BDNPP 5 im Vergleich zu Bis(guanidinium)naphthol 18 um Faktor 3 hoéher. Aus diesem
Grund sollte das Bis(mannich)naphthol 34 besser Plasmid-DNA spalten, als das
Bis(guanidinium)naphthol 18.

5.3. Reaktionen von Mono(guanidinium)naphthol 40 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)ester 5, Salz mit

Tetramethylguanidin

5.3.1 Reaktion in Abwesenheit von Wasser

Fiir die Reaktion von Mono(guanidinium)naphthol 40 mit 2,4-BDNPP 5 (DMF, 30 ‘C, 10
mM  Guanidiniumnaphthol 40, 30 mM Phosphat 5, 250 mM Hiinigbase) wurde die
Reaktionsgeschwindigkeit Kops = 3.9 X 10° mint gemessen. Die Geschwindigkeit sinkt
gegeniiber dem Bis(guanidinium)naphthol 18 um Faktor 9. Man sieht deutlich den Einfluss

der zusétzlichen Guanidiniumreste auf die Reaktivitit der Naphtholverbindung.
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54 Reaktionen von Bis(benzimidazol)naphthol 77 mit
Phosphorsaure-bis-(2,4-dinitrophenyl)ester 5, Salz der

Tetramethylguanidin

5.4.1 Reaktion in Ab- und Anwesenheit von Wasser

Fiir die Reaktion von Bis(benzimidazol)naphthol 77 mit 2,4-BDNPP 5 (DMF, 30 C, 10 mM
Guanidiniumnaphthol 77, 30 mM Phosphat 5, 250 mM Hiinigbase) wurde die
Reaktionsgeschwindigkeit kops = 1.1 x 10 min™ gemessen (8.3.5.1). Im Vergleich zum
Bis(guanidinium)naphthol 18 sank die Geschwindigkeit bei pH 12 um den Faktor 32. Das
war auch zu erwarten, weil bei pH 12 die Benzimidazole vollstindig deprotoniert vorliegen.
Denn fiir das Bis(benzimidazol)naphthol 67 wurde ein pKs = 6.4 gemessen und fiir das
Bis(guanidinium)naphthol 18 ein pKs = 10.3. Durch Substitution der Guanidine durch
Benzimidazolreste wollte man den pks-Wert der Bis(guanidinium)naphthole 18 erniedrigen.
Damit wollte man die katalytische Eigenschaft der Verbindung in neutralen Bereich
verbessern. Deswegen wurde eine Messung im neutralen Bereich (10 mM
Guanidiniumnaphthol 77, 30 mM Phosphat 5 in DMF/Trispuffer (2:1) und pH 7.4, sieche
8.3.5.2) durchgefiihrt, um den Effekt der Benzimidazole auszunutzen. Es wurde fiir die
Abnahme von 77 eine Geschwindigkeitskonstante von 8.1 x 10 min™ gemessen. Damit stieg
im Vergleich zu pH 12, die Geschwindigkeit um den Faktor 7. Im neutralen pH-Bereich war

77 sogar um den Faktor 1.3 reaktiver, als das bis dahin reaktivste Bis(mannich)naphthol 34.
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5.5. Reaktionen von Benzimidazol-guanidinium-naphthol 82 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)ester 5, Salz der

Tetramethylguanidin

5.5.1 Reaktion in Abwesenheit von Wasser

Fiir die Reaktion von Benzimidazolguanidiniumnaphthol 82 mit 2,4-BDNPP 5 (DMF, 30 C,
10 mM Guanidiniumnaphthol 82, 30 mM Phosphat 5, 250 mM Hiinigbase) wurde die
Reaktionsgeschwindigkeit Kops = 1.4 X 10° min* gemessen. Man erwartete, dall diese
Verbindung eine Reaktivitdt zwischen der von Bis(guanidinium)naphthol 18 und vom
Bis(benzimidazol)naphthol 77 besitzt. Eine Steigerung der Reaktivitit im Vergleich zu

Bis(benzimidazol)naphthol 77 war jedoch kaum festzustellen.

Zusammenfassung:

1.1 x10°

1.4x10° “w W

NH N
1.9 x 10° @u“@”u@

N NC e
3.9x10 \©fu N

LIS AL BN L AL L NI AL N AL BELEN AL BN B
0,000 0,005 0,010 0,015 0,020 0,025 0,030 0,035

K., (min™)

Abb. 18: Reaktionsgeschwindigkeiten der verschiedenen kationischen Naphthole
mit 2,4-BDNPP 5 in DMF und 250 mM N-Ethyldiisopropylamin (pH~ 12).
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5.6 Reaktionen von Bis(guanidinium)naphthol 18 mit
Phosphorsaure-bis(4-dinitrophenyl)ester 9, Salz mit

Tetramethylguanidin

5.6.1 Reaktion in Ab-und Anwesenheit von Wasser

Da das Bis(guanidinium)naphthol 18 in Abwesenheit von Wasser mit 2,4-BDNPP 5 die
hochste Reaktivitdt (Abb. 18) besall, wurde es auch mit 4-BNPP 9 unter wasserfreien
Bedingungen (DMF, 30 "C, 10 mM Bis(guanidinium)naphthol 18, 30 mM Phosphat 9, 250
mM Hiinigbase) gemessen. Das Ergebnis war auch hier sehr zufrieden stellend. Denn es
entstand im Gegensatz zu den Guanidiniumalkoholen von M. Muche® und Arne Biising’, nur
das gewiinschte O-Phosphat 23. Es wurde eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante Kops = 2.2
x 10 min™ gemessen. Damit nahm die Reaktivitit gegeniiber den 2,4-BDNPP 5, um Faktor
164 ab. Das war auch zu erwarten, denn 4-BNPP 9 ist deutlich unreaktiver, als 2,4-BDNPP 5.

Um sich der physiologischen Bedingungen weiter anzundhren, wurde die Reaktion in
DMF/H,0 (2:1) und 250 mM NEt; durchgefiihrt (8.3.6.2). Es wurde unter Beriicksichtigung
der Hintergrundhydrolyse von 4-BNPP 9, eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von Kops
= 6.98 x 107 min™ gemessen. Damit sank die Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zu
DMF/Hiinig Base, um den Faktor 315.

Wie in Kapitel 2 gezeigt wurde, konnte ausgehend von der Struktur des aktiven Zentrums des
Komplexes zwischen der Topoisomerase I und eines 22 Basenpaaren langen DNA-

Doppelstranges, ein Strukturmotiv fiir DNA spaltende kiinstliche Enzyme abgeleitet werden.
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Mit Hilfe des Bis(guanidinium)naphthols 18 gibt es die ersten Hinweise fiir Richtigkeit dieses
Strukturmotivs. Denn es war bis dahin die einzige metallfreie Verbindung, die mit 4-BNPP 9

mit der hochsten Geschwindigkeitskonstante zum gewtiinschten O-Phosphat 23 reagierte.

Zusammenfassung:

N
NH (@] HN
@ ! ’@ N N OH
N N N z N N
H H H / \
2pid \ /
18 LCu,™ HOOC COOH
- 106 HOOC COOH
— 2Ce*t
107
6.98 x 10” 1.7 x 10™ 6.0 x 10™

30 mM 4-BNPP 9, 10 50 mM 4-BNPP 9, 2 mM 1 mM 4-BNPP 9, 0.1

mM Katalysator und Katalysator in pH 7; mM
250 mM NEt; (pH H,O Katalysator in pH 8§;

11.7) in DMF/H,0 55°C H,O

(2:1); 30°C 37°C

Abb. 19: Die Geschwindidkeitskontante (ko5 in min™) von 18 im Vergleich mit metallhaltigen Verbindungen.

In Abb. 19 ist die Geschwindigkeitskonstante von Bis(guanidinium)naphthol 18 mit
Verbindungen verglichen, die Metallionen enthalten und zwar mit dem von Roland Kramer*’
und Lawrence Que*'. Die Reaktivititen sind in unterschiedlichen Losungsmitteln und
Reaktionsbedingungen gemessen wurden. Obwohl 106 und 107 deutlich reaktiver sind als
Bis(guanidinium)naphthol 18, ist 18 bis heute die einzig bekannte metallfreie Verbindung, die
mit 4-BNPP 9 in DMF/H,0 (2:1) und pH 11.7 iiberhaupt eine Aktivitét zeigt.
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5.7 Reaktionen von Bis(guanidinium)naphthol 18  mit
Phosphorsauremethylester-4-nitrophenylester 91, Salz mit

Tetramethylguanidin

5.7.1 Reaktion in Abwesenheit von Wasser

¥ /©/N02
1]
/P\

o o

o0 o
TMG
91

Da das Bis(guanidinium)naphthol 18 in Abwesenheit von Wasser auch mit 4-BNPP 9 eine
relativ hohe Reaktivitit (Abb. 18) besall, wurde es auch mit 4-MNPP 91 unter wasserfreien
Bedingungen (DMF, 30 ‘C, 10 mM Bis(guanidinium)naphthol 18, 30 mM Phosphat 91, 250
mM Hiinigbase) gemessen. Das Ergebnis war auch hier zufrieden stellend. Denn es zeigte
auch Reaktivitdt gegeniiber dem am wenigsten reaktiven Modellphosphat 4-MNPP 91. Es
wurde eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante Kops = 1.44 X 10° min™ gemessen. Damit

nahm die Reaktivitit gegeniiber 4-BNPP 9, um den Faktor 15 ab.

Tabelle 6: Zusammenfassung der gemessenen k., von Bis(guanidinium)naphthol 18 mit den verschiedenen
Modellsubstraten (DMF/250 mM N-Ethyldiisopropylamin).

Kops (min™) mit 18
P

2,4-BDNPP5 |[3.6x 10™
4-BNPP 9 2.2 x10™
4-MNPP 91 | 1.44 x 10”
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6. Plasmidspaltung mit den verschiedenen biskationischen
Alkoholen

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, kiinstliche Nucleasen auf der Basis von
Bisguanidiniumalkoholen zu synthetisieren. Als DNA Substrat wurde Plasmid-DNA
ausgewdhlt, da sich diese durch einige Besonderheiten auszeichnet. Plasmid-DNA liegt
normalerweise in der superspiralisierten Form vor.** Die Phosphodiesterbindung dieser
Konformation weist eine hohere Reaktivitidt im Vergleich zur Phosphodiesterbindung in der
linearen (Form III) oder entspannten Konformation (Form II) der Plasmid DNA auf. Durch
Offnung einer Phosphodiesterbindung in einem der beiden DNA-Stringe wird die
superspiralisierte Form in die open circle Form (Form II) iberfithrt.* Die
Konformationsisomere lassen sich in einem Agarosegel elektrophoretisch auftrennen und sind
so analytisch gut zuginglich.* Fiir die Experimente wurde das Plasmid pUC19 ausgewdhlt,
da es sich hierbei um ein ,,high copy number* Plasmid handelt und somit in guten Ausbeuten
aus E. coli isoliert werden kann. Dariiber hinaus liegt es zu einem hohen Anteil in der
superspiralisierten Form (Form I) vor.

Die Reaktivitit der Phosphodiesterbindung des Modellphosphats 4-BNPP 9 lésst sich gut mit
der Reaktivitdt der Phosphodiesterbindung in Plasmid DNA vergleichen. Da ein Plasmid
DNA aus ist etwa 5000 Nucleotiden aufgebaut ist, gibt es dementsprechend auch 5000
potentielle Spaltstellen und damit ist die Wahrscheinlichkeit auch um Faktor 5000 hoher ein
Plasmid DNA zu spalten, als ein 4-BNPP 9. Alle potentielle Spaltprodukte ergeben aber ein
Reaktionsprodukt — Form II DNA — Auch die Ringspannung liefert einen kleinen Beitrag zu
der Reaktivitdt der Phosphodiesterbindung in Plasmid DNA. Diese beiden Faktoren sorgen
zusammen dafiir, dal man die Reaktivitit der Phosphodiesterbindung der Plasmid DNA gut
mit der Reaktivitdt der Phosphodiesterbindung in Modellphosphat 4-BNPP 9 vergleichen
kann. Aus diesem Grund ist 4-BNPP 9 ein gutes Testsystem fiir Plasmid DNA. Das konnte
auch Lawrence Que41 beweisen, indem er fiir die Spaltung von 4-BNPP 9 (Kops = 6 X 10
1/min in 100 mM Trispuffer pH 8 und 37 °C) und Litmus 29 Plasmid (Keps = 9 x 10 1/min
in 10 mM Trispuffer pH 8 und 37 °C) durch Verbindung 107 eine vergleichbare Reaktivitit
gemessen hat. Aus diesem Grund wurden die Bisguanidiniumalkohole in dieser Arbeit
zundchst mit 4-BNPP 9 in dem aprotischen Losungsmittel DMF in Anwesenheit einer
Hilfsbase (N-Ethyldiisopropylamin) getestet. Da sich diese Ergebnisse jedoch nur begrenzt

auf wissrige Reaktionsbedingungen {ibertragen lassen, war es erforderlich, ein an
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physiologische der

Bisguanidiniumalkohole mit 4-BNPP 9 in DMF/H,O (2:1), pH 11.7) zu etablieren. Gute

Bedingungen angendhertes Testsystem (Umsetzung
Resultate wurden mit dem Bis(guanidinium)naphthol 18 erhalten; unter aprotischen
Reaktionsbedingungen wurde fiir die Geschwindigkeitskonstante Kops €in Wert von 2.2 X 10
(Kapitel 8.3.6.1) und in basisch wissriger Umgebung ein Wert von 6.98 x 107 (Kapitel
8.3.6.2) ermittelt. Aus diesen Daten ldsst sich ableiten, daBl die Reaktivitit des

Bis(guanidinium)naphthols 18 ausreichen konnte, um ein Plasmid-DNA zu spalten.

6.1 Plasmidspaltung mit den Verbindungen der zweiten und dritten

Generation

CONH;
™ e .
OH
NH o) HN OH O
o) AQ NH o) HN @{\IH i "l
N N
OPTY Y G D) N

Bei den Verbindungen der zweiten und dritten Generation handelt es sich um das Glycol 7,
das Phenanthren 8 und Bis(guanidinium)naphthol 18. Diese Bisguanidiniumalkohole zeichnen
sich durch eine hohe Reaktivitit gegeniiber dem Modellphosphat 4-BNPP 9 aus (siche Kapitel
2.2.3). Sie unterscheiden sich jedoch im Hinblick auf die gebildeten Reaktionsprodukte; so
konnte fiir das Bis(guanidinium)naphthol 18 gezeigt werden, daB3 nur das O-Phosphat 21
gebildet wurde (Kapitel 8.3.6.1). Aus diesem Grund sollte es zuerst mit Plasmid DNA getestet
werden. Die Plasmidspaltungen von pUC19 wurden mit nach der Vorschrift 8.5.2 in 20 mM
HEPES-NaOH (pH 7.0) bei 37 °C fiir 18 h durchgefiihrt.
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Abb. 20: Plasmidspaltung mit Bis(guanidinium)naphthol 18.

Abbildung 20 zeigt die Plasmidspaltung von Bis(guanidinium)naphthol 18 (Bahnen 3-7). In
der Tabelle 7 sind prozentuale Anteile der Form II angegeben. Dabei kann man bis zu einer
Konzentration von 100 pM des Bis(guanidinium)naphthols 18 die Ausbildung der Form II
beobachten. Geringere Konzentrationen des Bis(guanidinium)naphthols 18 weisen keine
Spaltaktivitit mehr auf; die im Agarosegel erkennbaren Form II-Banden (Abb. 20) bei 10 und
1 puM lassen sich auf eine Hintergrundhydrolyse zuriickfithren. Der Anteil der
Hintergrundhydrolyse wird anhand einer Kontrollprobe bestimmt, die in Abwesenheit des

Bis(guanidinium)naphthols 18 inkubiert wurde (Bahn 2).
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Tabelle 7: prozentuale Anteile an Form II der plasmidischen DNA, der in der Abb. 20 gezeigten Plasmidspaltung

(n. b. = nicht bestimmbar).

Experiment Form 11 [%]
Kontrolle: 18 h 3.1
5000 uM 20.4
1000 uM 14.9
100 uM 10.0
10 uM 7.5
1 uM 3.5

Mit der Plasmidspaltung durch Bis(guanidinium)naphthols 18 (Abb. 20) wurde auch hier wie

bei Lawrence Que*! bewiesen, daB 4-BNPP 9 ein gutes Testsystem fiir Plasmid DNA ist. Nun

wurden auch die reaktivsten Verbindungen der zweiten und dritten Generation einer

Plasmidspaltung unterzogen.

1 23456 738 9 1011121314151617

5000

201® 201

Abb. 21: Plasmidspaltung der Verbindungen zweiter und dritter Generation.
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Tabelle 8: prozentuale Anteile an Form II der Plasmid DNA, der in der Abb. 21 gezeigten Agarosegels.

Experiment | Form Il [%] | Form 11 [%] | Form Il [%0]
7 8 18
Kontrolle 24 h 3.8 3.8 3.8
5000 uM 12.8 22.4 249
1000 uM 6.2 234 16.2
100 uM 4.8 15.1 10.3
10 uM 0.8 15.7 5.9
1 uM 3.4 11.4 5.5

Beim Vergleich der Spaltaktivititen von Verbindungen der zweiten und dritten Generation
von fallt auf, dal das Bis(guanidinium)naphthol 18 (Abb. 21, Bahnen 8-12, Tabelle 8) iiber
eine mit dem Phenanthren 8 (Abb. 21, Bahnen 13-17, Tabelle 8) gleich groBle Aktivitit
verfiigt. Bei 5000 uM zeigt das Phenanthren 8 eine Bandenverschiebung in der Form I.
Diesen Effekt kann man sich dadurch erkliren, dafl bei hoher Katalysatorkonzentration zur
eine Interkalation von Phenanthrenrest mit Basen der DNA kommt. Das Glycol 7 (Abb. 21,
Bahnen 3-7, Tabelle 8) hingegen weist nur eine sehr geringe Spalteffizienz auf. Mit dieser
Plasmidspaltung durch Bis(guanidinium)naphthol 18 und Phenanthren 8, wurden die ersten
wichtigen Erfolge im Bereich der kiinstlichen metallfreien Nucleasen erzielt. Insgesamt ist
jedoch festzuhalten, dal recht hohe Katalysatorkonzentrationen notwendig sind, um die Form
I DNA in Form II zu iiberfithren. Die Hauptaufgabe bestand nun darin, diese gezeigte
Spalteffizienz deutlich zu steigern, um mit geringer Konzentration an Katalysator den
reaktiven Phosphodiester der Plasmid-DNA zu spalten. Ein moglicher Weg liegt in der
Einfiihrung einer Hilfsbase in Ortho position zur OH-Gruppe, diese wiirde die Nucleophilie
weiter erhéhen und somit ebenfalls die Reaktivitidt. Auch die dadurch entstehende positive
Ladung wiirde einen zusdtzlichen Beitrag zu der elektrophilen Katalyse liefern. Da3 dies
durchaus méglich ist, wurde bereits von M. Muche bewiesen (Kapitel 3).° Eine andere
Strategie wird mit der Einflihrung eines Acridinrestes verfolgt. Da Acridine mit den Basen der
DNA interkalieren, kann man dadurch die Bindungsaffinitdt des Katalysators zur DNA und
somit die Effizienz der katalysierten Reaktion erhdhen.** Aus diesen Griinden wurden das
Bis(mannich)naphthol 34 und das Acridin-Bis(guanidinium)naphthol 69 synthetisiert. Das
Bis(mannich)naphthol 34 enthilt Mannichbasen in der Ortho- und Paraposition zu der OH-
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Gruppe des Naphtholrests. Bei dem Acridin-Bis(guanidinium)naphthol 69 ist ein Acridinrest
iiber einem C6-Linker an das Bis(guanidinium)naphthol 34 gekuppelt.

6.2 Plasmidspaltung mit den Verbindungen der neuesten

Generation

6.2.1 Plasmidspaltung mit Bis(mannich)naphthol 34

Zur Bestimmung der DNA-Spalteigenschaften von Bis(mannich)naphthol 34 wurde diese in
einem Konzentrationsbereich von 1000 uM bis 1 pM zusammen mit pUC19 inkubiert (Abb.
22, Bahnen 3-11).

1 2 34 56 7 8 91011

c S O o oo
SCXoowOoRQI W [uM]
QSSLONH

|

Abb. 22: Plasmidspaltung mit Bis(mannich)naphthol 34.

Tabelle 9: prozentuale Anteile an Form II DNA, des in Abb. 22 gezeigten Agarosegels.
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Experiment Form 11 [%]
Kontrolle: 18 h 7.0
1000 uM 46.0
500 uM 45.2
250 uM 42.9
100 uM 32.3
50 uM 274
20 uM 19.4
10 uM 10.7
5 uM 12.1
1 uM 7.2

Wie der Tabelle 9 zu entnehmen ist, erfolgte eine signifikante Plasmid-Spaltung bis zu einer
Konzentration von 20 pM. Vergleicht man nun die Effizienz der Plasmidspaltung von
Bis(guanidinium)naphthol 18 (16.2% FormlI bei 1 mM; Tabelle 8) mit Bis(mannich)naphthol
34 (19.4% Form II bet 20 uM, Tabelle 9) sieht man deutlich, da mit dem
Bis(mannich)naphthol 34 die Spalteffizienz um den Faktor 50 gegeniiber dem
Bis(guanidinium)naphthol 18, erhoht wurde. Die Strategie, liber die Einfilhrung von
Hilfsbasen die Reaktivitit zu steigern erwies sich als recht erfolgreich. Es ist bekannt, daf
Mannichverbindungen in sauren Losungsmitteln eine Eliminierung zum Chinomethid
(Kapitel 4.1.5, Schema 2) eingehen kdnnen. Aus diesem Grund miisste auch die Spalteffizienz
des Bis(mannich)naphthol 34, in sauren Losungsmitteln mit der Zeit gegeniiber dem Plasmid
stark abnehmen. Deswegen wurde die Spaltaktivititen von zwei Tagen alten
Bis(mannich)naphthol 34 (Tabelle 10: neu) und von in Wasser geldstem, fiir vier Monate bei

-20 °C gelagertem Bis(mannich)naphthol 34 (Tabelle 9: alt) miteinander verglichen.
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Abb. 23: Stabilitétstest von wassrigen Losungen von Bis(mannich)naphthol 34.
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Tabelle 10: prozentuale Anteile an Form II der plasmidischen DNA, der in der Abb. 23 gezeigten

Plasmidspaltung.

Konz. [uM] | Form 11 [%]
T KontolleOh | 08 | 08 |
Kontrolle 0 18 2.7 2.7
1000 64
500 59
neu 34 250 47
125 39
alt 34 250 3
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In Abbildung 23 ist die Plasmidspaltung mit frischem (neu) Bis(mannich)naphthol 34 (Bahn
3-6) und fiir vier Monate bei -20 °C (20 mM in Wasser, alt) gelagertem Bis(mannich)naphthol
34 (Bahn 7) dargestellt. Wenn man sich die 250 uM Proben in der Tabelle 10 anschaut, dann
siecht man deutlich, daB3 ein frisch synthetisiertes Bis(mannich)naphthol 34 viel hohere
Spalteffizienz besitzt, als ein altes. Daraus ldsst sich schlieBen, daB die Lagerung in
deionisiertem Wasser auch bei einer Lagertemperatur von -20°C die Zersetzung der
Bis(mannich)naphthol 34 nicht unterdriicken kann. Experimente sollten daher mit frisch

angesetzten Losungen durchgefiihrt werden.

6.2.3. Plasmidspaltung mit acridingelabeltem

Bis(guanidinium)naphthol 69

Acridine besitzen die Fihigkeit, sich zwischen den Basenpaaren der DNA einzulagern.”? Das
Acridinkonjugat 69 sollte daher eine hdhere Affinitdt zur DNA als die Grundverbindung
(Bis(guanidinium)naphthol 18) besitzen. Um den Effekt des Acridins nachweisen zu konnen,
wurden  Plasmidspaltungen  mit  Bis(guanidinium)naphthol 69 und  Acridin-

Bis(guanidinium)naphthol 69 in An- und Abwesenheit von NaCl durchgefiihrt.
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Abb. 24: Plasmidspaltung mit Bis(mannich)naphthol 18 und Acridin-Bis(guanidinium)naphthol 69 ( 0 h- und 18
h Kontrolle nicht bestimmbar).

Zunichst soll die Spaltaktivitdt des Bis(guanidinium)naphthols 18 (Abb. 24, Bahn 3) mit der
des Acridin-Bis(guanidinium)naphthols 69 (Abb. 30, Bahn 6) verglichen werden. Der Tabelle
11 ist zu entnehmen, daB3 mit nur 250 uM Acridin-Bis(guanidinium)naphthol 69 die gleiche
Menge an Form II DNA gebildet wird wie mit 1 mM Bis(guanidinium)naphthol 18. Die
Spaltaktivitdt der Grundverbindung wird durch Einfiihrung des Acridinrestes um den Faktor
4 erhoht. Was jedoch erstaunlich ist, da3 es bei Acridin-Bis(guanidinium)naphthols 69 zur
keiner Bandenverschiebung wie bei Phenanthren 8 (bei hoher Katalysatorkonzentration) zu
beobachten ist, obwohl auch Acridinreste gut mit dem Basen der DNA interkalieren. Der
Einfluss von NaCl auf die Spaltaktivitit des Bis(guanidinium)naphthols 18 und des Acridin-
Bis(guanidinium)naphthols 69 ist in Bahn 4 und 5 bzw. Bahnen 7 und 8 gezeigt.

Mit 0.5 M NaCl im Spaltansatz wird die Spaltaktivitit des Bis(guanidinium)naphthols 18
vollstindig unterdriickt (Tabelle 11). Die elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen der
DNA und den biskationischen Naphtholen werden durch NaCl aufgehoben. Dadurch findet
keine Komplexbildung von Katalysator und DNA mehr statt, die Phosphodiesterhydrolyse
bleibt aus. Im Gegensatz dazu bleibt die Spaltaktivitit der Acridinverbindung sogar bis zu
einer Konzentration von 1 M NaCl unbeeinflusst. Durch diese Ergebnisse kann belegt
werden, da3 die hydrophoben Wechselwirkungen des Acridinrests zu einer Steigerung der

Affinitdt von Verbindung 69 zur Plasmid-DNA beitragen. Die Spaltaktivitit des Acridin-
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Bis(guanidinium)naphthols 69 hat sich unerwarteterweise nur um einen Faktor von vier
gegeniiber der Grundverbindung erhoht. Ein Grund hierfir konnte in der Wahl des
Alkyllinkers liegen. Durch seine hydrophoben Eigenschaften kénnen Wechselwirkungen mit
den Guanidiniumresten — Abschirmung des Reaktionszentrums - nicht ausgeschlossen
werden. Um den Einfluss des Linkers ndher zu untersuchen, wurde das Acridin-
Bis(mannich)naphthol =~ mit einem  hydrophilen  Linker synthetisiert  (Acridin-
Bis(mannich)naphthol 75).

Tabelle 11: prozentuale Anteile an Form II DNA, der in der Abb. 30 gezeigten Agarosegels (n. b. = nicht
bestimmbar).

Form 11 18 | % Form Il 69
I ————
Ohne NaCl 13.9 15.9
500 mM NaCl |n.b. 13.2
1 M NacCl n. b. 15.9
6.2.4 Plasmidspaltung mit acridingelabeltem

Bis(guanidinium)naphthol 75

In Verbindung 75 wurde zum einen der hydrophobe Linker durch einen hydrophilen PEG-
Linker ersetzt, und zum anderen im Vergleich zum Acridin-Bis(guanidinium)naphthol 69,
zusitzlich die Mannichbasen eingefiihrt. Damit sollte es moglich sein, die Reaktivitit des

Bis(mannich)naphthols 34 weiter zu erhdhen.
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Abb. 25: Plasmidspaltung mit acridingelabeltem Bis(mannich)naphthol 75.

Bei der Analyse der Plasmidspaltung durch Bis(mannich)naphthol 75 traten einige Probleme
auf, die eine klare Aussage unmdglich machten (Abb. 25). Zunédchst einmal sind alle Plasmid-
Banden der mit Acridin-Bis(mannich)naphthol 75 inkubierten Proben (Bahnen 3-8) stark
retardiert. Dariiber hinaus wurden die DNA Banden nicht mehr gut aufgelost und erscheinen
daher stark verbreitert. Hohe Konzentrationen der Verbindung (Bahnen 3-6) fiihrten zu einer
Ausfillung der DNA in den Probentaschen des Agarosegels. Es erschien daher nicht sinnvoll,
eine Quantifizierung der Bandenintensititen vorzunehmen. Daher ist es sehr wichtig, dall die
Plasmidspaltung durch Bis(mannich)naphthol 5 auch bei niedrigen
Katalysatorkonzentrationen (z. B. 1-100 uM) durchgefiihrt wird.
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6.2.5 Mechanistische Studien der Plasmidspaltung durch
Bis(mannich)naphthol 34

Die vorangegangenen Experimente haben gezeigt, daB3 sich Bisguanidiniumalkohole als
metallfreie Nucleasen eignen.’ Dariiber hinaus gelang es, durch Modifikation des Katalysators
die Spaltaktivitit zu erhdhen. Da der Mechanismus, nach dem die DNA Spaltung abléuft, fiir
die Zielsetzung Katalysatoren fiir hydrolytische Spaltung oder Umesterung von
Phosphodiestern zu entwickeln, eine bedeutende Rolle spielt, was es erforderlich
Untersuchungen zur Aufklirung des Spaltmechanismus durchzufiihren. Generell kann die
DNA Spaltung entweder hydrolytisch oder durch Oxidation/Depurinierung erfolgen.* Wie
Abb. 26 zeigt, sind verschiedene Spaltprodukte bei der DNA-Spaltung denkbar. Durch
gezielten Nachweis der fiir den jeweiligen Spaltmechanismus charakteristischen

Spaltprodukte lassen sich Aussagen iiber den Reaktionsweg machen.
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Abb. 26: Mogliche Mechanismen der DNA-Spaltung.
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Die Oxidation bzw. Depurinierungsreaktion fiihrt zur Abspaltung einer Base im DNA-Strang
und somit zu einer irreversiblen Verdnderung der DNA Sequenz (Spaltprodukt 1).* Bei der
hydrolytischen Spaltung der Phosphodiesterbindung kann sich der Phosphatrest entweder am
5'-Ende (Spaltprodukt 3) oder am 3'-Ende (Spaltprodukt 4) befinden. Enzymreaktionen (Eco
RI) filhren zu am 5'-Ende phosphorylierter DNA. Die Hydrolyse kann aber auch mit einer
anschlieBenden Dephosphorylierung verbunden sein. Damit wiirde man Spaltprodukt 5
erhalten. Fiir die mit Bisguanidiniumalkoholen katalysierte Reaktion wire es aber auch
denkbar, dal} eine stabile Bindung zwischen dem Kataysator und dem 5'-oder 3’-Phosphat-
Strang entsteht und somit der Katalysator kovalent gebunden bleibt. Wie Eingangs erwéhnt,
ist angestrebt, Katalysatoren die DNA hydrolytisch spalten, zu entwickeln. Daher muss

zunéchst das Vorliegen eines oxidativen Mechanismus ausgeschlossen werden.

6.2.6 Plasmidspaltung unter sauerstofffreien Bedingungen

Es kann nicht ausgeschlossen werden, daB sich durch Luftsauerstoff der Naphtholrest zu
einem Naphthoxylradikal oxidieren ldsst (Abb. 25). Das Naphthoxylradikal wiederum kann
an allen Positionen der Kohlenstoffatome der Ribose angreifen. Im nachfolgenden Schema
(Abb. 25) sind die einzelnen Schritte einer oxidativen DNA-Spaltung am C4-Atom der Ribose
dargestellt. Uber mehrere Zwischenstufen fragmentiert schlieBlich der Zucker unter Bruch des
DNA-Stranges. Um zu iiberpriifen, ob ein Naphthoxylradikal an der Plasmidspaltung beteiligt
ist, wurden die Plasmidspaltungen zum einen unter sauerstofffreien Bedingungen und zum

anderen in einer sauerstoffangereicherten Atmosphire durchgefiihrt (Vorschrift 8.5.2).
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Abb. 27: Ein denkbarer Weg zur radikalinduzierter Spaltung von DNA, ausgehend von einem durch Oxidation
von 18 gebildeten Naphthoxyradikal.
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Abb. 28: Plasmidspaltung mit Bis(guanidinium)naphthol 18 in der Glovebox.

Tabelle 12: prozentuale Anteile an Form II der plasmidischen DNA, der in der Abb. 25 gezeigten Plasmidgels.

Bahn Versuchsbedingungen Form 11 [%]
T 1 |  KomolleOh | ab |
2 Kontrolle 24 h 7.3
3 Inkubation: mit 18 40.8
4 Normale Kontrolle: 0 h 8.8
5 Normale Kontrolle: 24 h 13.6
6 Normale Inkubation: mit 18 35.0
7 O, angereicherte Kontrolle: 24 h 14.6
8 O, angereicherte Inkubation: mit 18 34.6

Bahn 3 in der Abb. 28 zeigt die Plasmidspaltung von Bis(guanidinium)naphthol 18 unter
Sauerstoffausschluss. Bahn 6 zeigt die Plasmidspaltung von Bis(guanidinium)naphthol 18
unter normalen Bedingungen und Bahn 8 die Plasmidspaltung von Bis(guanidinium)naphthol
18 in einer sauerstoffangereicherten Atmosphére. Man sieht deutlich, dal3 die Plasmidspaltung
einerseits auch unter Sauerstoffausschluss funktioniert, sich aber andererseits keine Erhohung
der Spalteffizienz durch Sauerstoffanreicherung einstellt. Daher liegt hier die
Schlussfolgerung nahe, daBl die Plasmidspaltung nicht nach einem radikalischen

Mechanismus verlauft.
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6.2.7. Hydrolytischer Mechanismus

Nimmt man an, dafl die Spaltung der Phosphodiesterbindung nach einem hydrolytischen
Mechanismus erfolgt, dann sollten sich die gebildeten Produkte (5'-phosphorylierte bzw. 3'-
phosphorylierte, oder dephosphorylierte DNA, sieche Abb. 29) mit Hilfe einer Ligase wieder
religieren lassen.”® Aufgrund einer Liicke im DNA Strang stellt depurinierte DNA kein
Substrat fiir die Ligase dar. Im idealen Fall befindet sich die Phosphatgruppe am 5'-Ende und
die Hydroxylgruppe am 3’-Ende. Das wiirde dem natiirlichen Substrat fiir die T4 DNA-Ligase
entsprechen, und eine direkte Ligationsreaktion wére moglich. Hinterldsst der Katalysator
hingegen ein génzlich dephosphoryliertes Produkt, kann die Ligation nur nach
Phosphorylierung der 5'-OH Gruppe mit der Polynukleotidkinase erfolgen. Liegt jedoch die
Phosphatgruppe am 3’-Ende und die Hydroxylgruppe am 5’-Ende vor, ldsst sich die Ligation
nur nach Entfernen der Phosphatgruppe durch alkalische Phosphatase und anschlieende
Phosphorylierung der 5'-OH Gruppe mit Polynukleotidkinase durchfithren. Durch
Kombination der verschiedenen Enzymansdtze konnen daher Aussagen iiber den
Mechanismus getroffen werden. Um sicher zu stellen, dafl die Bisguanidiniumalkohole keinen
Einfluss auf die genannten Enzymreaktionen nehmen, musste zunéchst ein Kontrollsystem zur
Beurteilung der experimentellen Daten etabliert werden. Enzymatisch genickte Plasmid DNA
ist nur mit solchen Restriktionsenzymen zugénglich, die die beiden DNA-Strangbriiche
aufeinander folgend einfiihren, wie z.B. EcoRI. Die Gegenwart von Ethidiumbromid schafft
Bedingungen, unter denen die Halbwertzeit des Intermediats (Form II DNA) verlidngert wird
und trdgt dadurch zu einer Anreicherung der genickten DNA im Enzymansatz bei. Unterzieht
man die so gewonnene Form II DNA einer Re-Ligationsreaktion, ist es unmoglich das
Ligationsprodukt analytisch von der genickten DNA zu unterscheiden. Der Zusatz von
Ethidiumbromid zum Re-Ligationsansatz bedingt die Wiederherstellung der Superhelizitit

des Ligationsprodukts. Damit ist die Unterscheidung von der genickten DNA gewihrleistet.”’
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Abb. 29: Mogliche Methoden, um die in der Abbildung 26 gezeigte gespaltene DNA wieder zu ligieren.
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Abb. 30: Re-Ligation der Form II DNA.

Bevor die mit EcoRI/Ethidiumbromid (EcoRI/Etbr) bzw. Bis(mannich)naphthol 34 inkubierte
DNA fiir Re-Ligationsreaktionen eingesetzt werden konnte, musste die Form II DNA von
nicht umgesetzter Form I DNA abgetrennt werden. Dazu trennte man den Reaktionsansatz in
einem praparativen Agarosegel auf. Nach Ausschneiden der Form II DNA Bande konnte die
DNA mittels eines Gel-Extraktionskits (Qiagen) aus dem Agaroseblock isoliert werden. Die
Form II DNA Proben wurden in Gegenwart von Ethidiumbromid fiir 16 h bei +16 °C religiert
(Vorschrift 8.5.5). Die enzymatisch genickte DNA (5'-Phosphat, 3'-OH) lésst sich unter den
gewidhlten Bedingungen fiir die T4 DNA Ligase zu 45% (Abb. 30, Bahn 2) wieder in die
Form I DNA iiberfiihren. Nach der Abspaltung des 5’-Phosphatrests (5'-OH, 3’-OH) durch die
alkalische Phosphatase (CIAP) ist keine Ligation mehr moglich (Bahn 3). Erst nach
anschlieBender Phosphorylierung (PNK) kann die DNA (5 -Phosphat, 3'-OH) wieder ligiert
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werden (Bahn 4). Auch in diesem Fall wurden 50% Form I DNA erhalten. Durch
Bis(mannich)naphthol 34 gespaltene Form I DNA wurde nun ebenfalls den verschiedenen
Enzymreaktionen unterzogen. Direkte Ligation mit T4 DNA Ligase (Bahn 5), Vorbehandlung
mit Polynukleotidkinase (Bahn 7) bzw. Vorbehandlung mit alkalischer Phosphatase und
AnschlieBender Kinasierung mit PNK (Bahn 6) ergeben ein Religationsergebnis von etwa
20% Form I DNA. Die maximal erreichbare Ligationsrate liegt bei ca. 50% wie mit
enzymatisch genickter DNA gezeigt werden konnte. Gemessen an diesem Ergebnis ldsst sich
die durch Bis(mannich)naphthol 34 genickte DNA etwa halb so gut religieren wie
enzymatisch genickte DNA. Diese Daten liefern einen starken Hinweis auf einen
hydrolytischen Mechanismus. Die nicht vollstindig verlaufende Re-Ligation konnte sich
darauf zuriickfiihren lassen, daf3 ein betridchtlicher Anteil des Katalysators noch kovalent am

5'-Phosphat-Strang gebunden ist, und so eine Re-Ligation verhindert.

6.2.8 Versuche zur alkylierenden Depurinierung von Plasmid-DNA

durch Bis(mannich)naphthol 34

Es kann aus den vorangegangenen Ergebnissen nicht ginzlich ausgeschlossen werden, dal3 die
DNA-Spaltung durch Bis(mannich)verbindung 34 ausschlieBlich auf einem hydrolytischen
Mechanismus basiert. Im ungiinstigsten Fall konnte der Hydrolyse der DNA aber auch eine
Depurinierungsreaktion {iberlagert sein. Bis(mannich)verbindungen koénnen unter sauren

Bedingungen einer Retromannichreaktion unterliegen (Schema 2).
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Schema 3: Mechanismus der Depurinierung im Sauren zwischen dem Bis(mannich)naphthol 34 und der
Adenosinbase eines plasmidischen DNA-Stranges.

Wie Schema 2 =zeigte, konnen sich Bis(mannich)verbindungen im Sauren durch
Eliminierungsreaktionen zu sehr reaktiven Chinomethiden umsetzen. Dabei kann im Sauren
aus Bis(mannich)naphthol 34 das Chinomethid 108 entstehen (Schema 3). Dieses kann mit
der Adenosinbase der DNA-Form I reagieren, und dabei konnte die instabile alkylierte DNA-
Form I 109 entstehen. Diese wiirde sich unter Freisetzung der depurinierte DNA-Form I in
Verbindung 110 umsetzen. Damit wire das Plasmid dauerhaft verdndert und konnte nicht
mehr ligiert werden. Um den Reaktionsweg der Depurinierung auszuschlieBen, wurde das

Mannichnaphthol 111 synthetisiert:
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Diese Verbindung enthdlt nur das Nukleophil und eine Mannichbase in Ortho-Position zu der
Hydroxygruppe. Denn wie bereits in Schema 3 aufgezeigt, ist fiir eine Depurinierungsreaktion

im Gegensatz zur Hydrolyse das Bisguanidiniumgeriist 94 nicht notwendig.
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Abb. 31: Plasmidspaltung mit Mannichnaphthol 111.

Tabelle 13: prozentuale Anteile von Form II, der in der Abb. 28 gezeigten Plasmidgels.

Zeit (h) | Konz. [uM] | Form 11 [%]
T 0 | Komwolle | 127 |
24 Kontrolle 13.2
22 1000 153
22 500 14.1
22 250 24.2
22 125 17.4
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In Tabelle 13 sind Plasmidspaltungen durch Mannichnaphthol 111 der Abbildung 31
dargestellt. Man sieht deutlich, da3 unter Beriicksichtigung der Hintergrundspaltung (0 h und
24 h Kontrolle) das Mannichdiol 111 eine gewisse Reaktivitit gegeniiber der Plasmid DNA
besitzt. Doch wegen der schlechte Plasmidqualitit (0 h Kontrolle zeigt 12.7 % Form II) ist
dieses Experiment wenig aussagekriftig. Aus diesem Grund muss dieses Experiment mit
reinerer Plasmid dringend wiederholt werden. Aber trotzdem gibt es ein Hinweis darauf, daf3

die Depurinierung keine grosse Rolle bei der Plasmidspaltung spielt.

6.2.9 Kovalente Bindung von Bis(mannich)naphthol 34 an 5'-
Phosphat

6.2.9.1 Stabilitat der O-Phosphat-Bindung

Abb. 32: Verbindungen 25, zur Durchfiihrung mechanistischen Studien.
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Wie in Abb. 26 gezeigt wurde, kann das Bis(mannich)naphthol 34 nach der Plasmidspaltung
noch kovalent an den 5’-Phosphatstrang (Abb. 24) gebunden sein. Das Nucleotid-
Bis(guanidinium)naphthol 25 (Abb. 32) wurde synthetisiert, um Hinweise auf die Stabilitat
der Bindung zwischen dem Katalysator und der DNA zu erhalten. Dabei wurde die Stabilitét
vom Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 bei 30 °C und 37 °C in wéssr. Losungen (10
mM in Trispuffer: pH 8, pH 9, pH 10, pH 11) iiber mehrere Wochen per reversed phase
HPLC verfolgt. Unten sind nur ausgewihlte Eluationsprofile des Stabilititstests von

Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 gezeigt.

15.40

Abs.
1

y T y T y T y 1
5 10 15 20 25

Zeit (min)

Abb. 33: Eluationsprofil von Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 (15.40 min) vor der Reaktion.
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Abb. 34: Eluationsprofil von Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 (15.42) in 10 mM Trispuffer pH 8 und 37
°C nach 3 Wochen.
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Abb. 35: Eluationsprofil von Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 (15.44 min) in 10 mM Trispuffer pH 11
und 37 °C nach 3 Wochen.
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Abb. 33 zeigt das Eluationsprofil von Nucleotid-Bis(guanidinium)naphthol 25 vor dem
Stabilitdtstest. Man sieht in Abb. 34 und 35 deutlich, da3 Verbindung 25 {iber weiten pH-
Bereich und liangeren Reaktionszeiten in wéssrigen Losungen stabil ist. Die Eluationsprofile
von 25 bei anderen pH-Werten und Temperatur sahen nicht viel anders aus. Diese
Beobachtungen geben einen Hinweis darauf, dafl die Bindung zwischen dem Katalysator und
DNA ziemlich stabil sein kann und damit ein Spaltprodukt 2 bei der Plasmidspaltung (Abb.
26) denkbar ist.

6.2.10 Versuche zum Nachweis kovalenter Bindungen von

biotingelabetem Bis(mannich)naphthol 65 an DNA

201® 0 201° o
29 HN N = HN
r ]

Da sich das unvollstidndige Ligationsergebnis auch nicht auf eine Depurinierung zuriickfiihren
lasst, soll hier auf die Mdglichkeit eingegangen werden, dal die Re-Ligation durch noch
kovalent am 5’-oder 3’-Phosphatstrang gebundenes Bis(mannich)naphthol 34 verhindert wird.
Um den kovalent an die DNA gebundenen Katalysator nachweisen zu kénnen, wurde fiir eine
erste Studie das Bis(guanidinium)naphthol 59 und spéter das Bis(mannich)naphthol 65 mit
einem Biotinrest synthetisiert. Das Biotin ldsst sich mit Hilfe eines Streptavidin/Alkalische
Phosphatase-Konjugats nachweisen.

Bevor die Biotinverbindungen fiir Blotting-Experimente eingesetzt werden konnten, wurden

zundchst Plasmidspaltungen mit dem Biotin-Bis(guanidinium)naphthol 59 und dem Biotin-
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Bis(mannich)naphthol 65 durchgefiihrt (Vorschrift 8.5.2). Hier stellte sich heraus, daB3 beide
Verbindungen genau so reaktiv sind, wie die jeweiligen Grundverbindungen. Mit dem Biotin-
Bis(guanidinium)naphthol 59 konnten nun erste Blotting Experimente vorgenommen werden.
Die mit 5 mM Verbindung 59 inkubierte DNA wurde in einem Agarosegel aufgetrennt und
anschlieBend mittels Kapillartransfer auf eine Nylon-Membran transferiert. Falls das Biotin-
Bis(guanidinium)naphthol 59 kovalent an die DNA gebunden hat, kann nun das
Streptavidin/Alkalische Phosphatase-Konjugat an das Biotin binden. Die Detektion erfolgt
iber eine Farbreaktion mit einem geeigneten Substrat fiir die Alkalische Phosphatase. In
Abbildung 36 A ist ein Ethidium-gefirbtes Agarosegel und der dazugehorige Blot gezeigt
(Doppelbestimmung). Es fdllt auf, daB auf der Blotting-Membran eine intensive
Hintergrundfarbung erkennbar ist. Eine Erkldrung fiir die Hintergrundfarbung konnte schnell
ermittelt werden. Da das Biotin-Bis(guanidinium)naphthol 59 nicht aus dem Spaltansatz
entfernt wurde, fand eine Bindung iiber unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen an die
Membran statt. Fiir alle nachfolgenden Blotting Experimente mulite daher die Substanz vor
der Auftragung auf das Agarosegel abgetrennt werden. Das Problem bestand in der
Abtrennung einer kationischen Verbindung von der anionischen DNA. Als Methode wurde
die Ionenaustauschchromatographie gewdhlt. Die wunter verschiedenen Bedingungen
durchgefiihrten Abtrennversuche sind in Abbildung 36 B (jeweils das Ethidium-gefarbte
Agarosegel und der dazugehorige Blot) gezeigt. In Bahn 1 befindet sich die unbehandelte
Kontrolle. Hier zeigt sich auf dem Blot wieder die intensive Hintergrundfiarbung. Die Proben
der Bahnen 2-5 wurden einer Ionenaustauschchromatographie an Dowex (Na'-Form) Harz
(Bahnen 2-4: Siulenverfahren; Bahn 5: Batch-Verfahren) unterzogen. Vor dem Auftragen auf
das Agarosegel mulliten die Proben einkonzentriert werden. Hier wurden verschiedene
Ansitze gewihlt: Bahn 2: Probe nach Ultrafiltration (Microcon YM-3, Millipore) und
Bahnen 3 und 4: Ethanolfillung. In allen Proben in denen das Biotin-
Bis(guanidinium)naphthol 59 mittels Ionenaustauschchromatographie abgetrennt wurde, ist
keine Hintergrundfarbung mehr zu verzeichnen. Leider stellte sich auch der gewiinschte
Effekt nicht ein, daB nur noch die Form II DNA Bande angeférbt wird. Ob sich die Anfarbung
der Form I DNA Bande auf nicht vollstindig abgetrenntes Biotin-Bis(guanidinium)naphthol
59 zuriickfithren 148t konnte nicht ausgeschlossen werden. Einen eindeutigen Nachweis
hierfiir liefern die experimentellen Daten jedoch auch nicht. Aufschluf iiber dieses Phdnomen
sollten die Blotting Versuche mit Biotin-Bis(mannich)naphthol 65 ergeben. Zum einen bietet
diese Verbindung den Vorteil, daB3 sie die Plasmid DNA wesentlich effizienter spaltet (Faktor

50 gegeniiber Verbindung 59) und zum anderen verfiigt Verbindung 65 iiber zusitzliche
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positive Ladungen die die Abtrennung mittels Ionenaustauschchromatographie dramatisch

verbessern sollte.
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Abb. 36: Plasmidspaltungen mit Bis(guanidinium)naphthol 59.

Zunichst wurde die Spaltung des Plasmids mit dem Biotin-Bis(mannich)naphthol 65
durchgefiihrt (Kapitel 8.5.2), um festzustellen, ob diese Verbindung genau so reaktiv war, wie

das Bis(mannich)naphthol 34.
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Tabelle 14: Durch modifiziertem Bis(mannich)naphthol 65 gespalte prozentuale Anteile von Form II.

Konz [uM] | Form 11 [%0]
Kontrolle 0 h n. b. n. b.
Kontrolle 24 h 34 34
\ww/ 630 24.3
N e 310 24.6
?WMQ 160 423
65 r 80 13.6

Man erkennt in Tabelle 14, daB bei niedrigen Konzentrationen das biotingelabelte
Bis(mannich)naphthol 65 die erwartete Plasmidspaltung zeigt. Die Reaktivitdt ist mit der vom
Bis(mannich)naphthol 34 vergleichbar. Damit kann man mit dieser Verbindung die nichsten
Experimente durchfiihren, um den Mechanismus der Plasmidspaltung nachzuweisen (Weitere
Versuche konnten aus Zeitgriinden nicht mehr im Rahmen der vorliegenden Dissertation

durchgefiihrt werden).

6.2.11 Einfluss der Guanidiniumreste auf die Reaktivitat der

Bis(guanidinium)naphthole

Um den Einfluss der Guanidiniumreste auf die Reaktivitidt der Bis(guanidinum)alkoholen
gegeniiber den Plasmiden nachzuweisen, wurden das Bis(amino)naphthol 19 und das
entschiitzte Bis(aminomannich)naphthol 30 getestet. Denn diese Verbindungen sind die
Aminoanaloga zu den reaktiven Bis(guanidinium)naphthol 18 und Bis(mannich)naphthol 34.
Dabei wurden die Plasmidspaltungen von pUCI9 mit Bis(amino)naphthol 19 und
Bis(aminomannich)naphthol 23 nach der Vorschrift 8.5.2 in 20 mM HEPES-NaOH (pH 7.0)
bei 37°C fiir 18 h durchgefiihrt.
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Abb. 37: Plasmidspaltung von Bis(amino)naphthol 19 und entschiitzte Bis(amniomannich)naphthol 30.

Bei der Bahn 3 bis Bahn 6 in der Abb. 37 handelt es sich um die Plasmidspaltung von
Bis(amino)naphthol 19 mit abnehmender Konzentration. Bei der Bahn 7 und 8 um die

Plasmidspaltung durch Bis(amniomannich)naphthol 30. Dabei sind die Form I und II stark
geshiftet.

Tabelle 15: : prozentuale Anteile von Form II, der in der Abb. 37 gezeigten Plasmidgels.

Konz [uM] | % Form 11
TKomwolleOh | 127 | 127 |

Kontrolle 18 h 13.2 13.2
1000 17.4

500 7.5

19 250 4.4

125 7.1

250 21.6

30 125 113
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Man sieht in der Tabelle 15 deutlich, dal das Bis(aminomannich) 30 ein Plasmid besser
spaltet, als das Bis(amino)naphthol 19. Das ist im Einklang mit den Guanidiniumanaloga 18
und 34 (Tabelle 12). Doch wie erwartet, spalten die Aminoverbindungen 19 und 30 nicht so
gut, wie ihre Guanidiniumanaloga 19 und 34. Das deutet daraufhin, daf} die Guanidiniumreste
einen wesentlichen Einfluss auf die Reaktivitdt der biskationischen Alkohole haben. Daf3 die
Aminoverbindungen 19 und 30 iiberhaupt Plasmid spalten,” konnte daran liegen, daB die
Aminoreste in wissriger Losung liberwiegend protoniert vorliegen und somit als generelle
Basen (Kapitel 2) die Reaktion katalysieren. Doch wegen der schlechte Plasmidqualitdt muss

dieses Experiment mit reinerer Plasmid dringend wiederholt werden

7. Zusammenfassung und Ausblick

Fiir die Entwicklung von Enzymmimetika der Staphylokkokennuclease'® und Topoisomerase’
wurden in unserer Arbeitsgruppe zuerst von M. Muche® (Verbindungen der ersten Generation,
Kapitel 2.2.1) die ersten reaktiven Bis(guanidinium)alkohole synthetisiert. Von A. Biising’
wurden diese Bis(guanidinium)alkohole (Verbindungen der zweiten Generation, Kapitel
2.2.2) beziiglich der Reaktivitit gegeniiber Modellsubstraten wie Catecholcyclophosphat 4,
2,4-BDNPP 5 und 4-BNPP 9 (kops = 6.0 x 10°) unter basischen, nicht protischen
Bedingungen, weiter verbessert. Doch bei der Reaktion mit den Modellsubstraten entstanden
neben den gewliinschten O-Phosphaten auch N-Phosphate.

Mit dem in meiner Diplomarbeit® synthetisierten Bis(guanidinium)naphthol 18 wurde nicht
nur die Reaktivitit mit 2,4-BDNPP 5 und 4-BNPP 9 in basischen, nicht protischen
Bedingungen, gegeniiber dem Phenanthren 8 weiter erhdht, sondern es entstanden auch
ausschlieBlich die gewiinschten O-Phosphate. Mit 4-BNPP 9 als Substrat wurde eine
Geschwindigkeitskonstante von 2.2 x 10 1/min gemessen. Selbst in DMF/H,O (2:1) und pH
11.7 zeigte 18 mit 4-BNPP 9 (Kops = 6.98 X 107) eine Aktivitit. Auch mit dem am wenigsten
reaktiven Modellsubstrat 4-MNPP 91 zeigte das Bis(guanidinium)naphthol 18 eine
Umsetzung. Was Dbesonders bemerkenswert erschien, ist da man mit dem
Bis(guanidinium)naphthol 18 nicht nur Modellphosphate spalten konnte, sondern auch

Plasmid DNA, und das sogar in mikromolaren Konzentrationsbereichen, wo normalerweise
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Metallionen enthaltende Komplexe aktiv sind.*” Die Spalteffizienz von 18 war mit der des
Phenanthrens 8 vergleichbar.

Mit dem in der vorliegenden Arbeit synthetisierten Bis(mannich)naphthol 34 wurde nicht nur
die Reaktivitit mit 2,4-BDNPP 5 (Keps = 1.7 x 10 1/min ) in neutralen, protischen
Bedingungen gegeniiber dem Bis(guanidinium)naphthol 18 (Keps = 6.4x10™ 1/min) um den
Faktor 2,6 verbessert, sondern auch die Spaltfahigkeit gegeniiber Plasmid DNA um Faktor
50 erhoht. AnschlieBend wurden ausfiihrliche mechanistische Studien zum Nachweis eines
hydrolytischen Mechanismus der Plasmidspaltung durchgefiihrt. Um zu iiberpriifen, ob ein
Naphthoxylradikal an der Plasmidspaltung beteiligt ist (Kapitel 6.2.6, Abb. 27), erfolgten die
Plasmidspaltungen mit Bis(guanidinium)naphthol 18 unter sauerstofffreien Bedingungen. Die
erfolgreiche Plasmidspaltung unter O,-Ausschluss legte die Schlussfolgerung nahe, dal3 die
Plasmidspaltung nicht nach einem radikalischen Mechanismus verlduft. Wenn die Spaltung
der Phosphodiesterbindung nach einem hydrolytischen Mechanismus erfolgt, dann sollten
sich die gebildeten Produkte (5'-phosphorylierte, 3'-phosphorylierte, bzw. dephosphorylierte
DNA, siehe Kapitel 6.2.7, Abb. 29) mit Hilfe einer Ligase wieder religieren lassen. Da sich
jedoch nur ein kleiner Teil der Form II DNA wieder ligieren lieB3, liefern diese Daten nur
einen starken Hinweis auf einen hydrolytischen Mechanismus. Weil der Hydrolyse der
Plasmid DNA auch eine alkylierende Depurinierungsreaktion iiberlagert sein kann (Kapitel
6.2.8, Schema 3), wurden Plasmidspaltungen mit Mannichnaphthol 111 durchgefiihrt. Da
dieses keine signifikante Plasmidspaltung zeigte, kann man die Depurinierung der Plasmid
DNA als Hauptmechanismus ausschlieen. Es ist auch denkbar, dal} ein betrdchtlicher Anteil
des Katalysators noch kovalent am 3'- oder 5'-Phosphat-Strang gebunden ist, und so eine Re-
Ligation verhindert. Um den kovalent an die DNA gebundenen Katalysator nachweisen zu
konnen, wurden Bis(guanidinium)naphthol 59 und Bis(mannich)naphthol 65 mit einem
Biotinrest synthetisiert. Dafl sich das Biotin mit Hilfe des Streptavidin/Alkalische
Phosphatase-Konjugats elegant visualisieren, wurden mit den ersten Blottingexperimenten
bestdtigt. Doch der Katalysator war hauptsidchlich mit Form I DNA assoziiert. Aus den
Ergebnissen aller Versuche kann die Schlussfolgerung gezogen werden, daB3 bei der
Plasmidspaltung durch das Bis(mannich)naphthol 34, mehrere Mechanismen {iberlagert sind.
Dabei konnte es sich um Hydrolyse, Depurinierung, kovalent an 5’-Phosphatstrang
gebundenes Bis(mannich)naphthol 34 und noch unbekannte Mechanismen handeln.
Weitergehende Experimente mit dem Biotin-Bis(mannich)naphthol 25 konnten weitere

Erkenntnisse iiber den Mechanismus der Plasmidspaltung liefern.
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Daraus ergibt sich als Ziel fiir die biskationischen Naphthole der néchsten Generation, ihre
Reaktivitit so zu erhohen, da3 sie auch linerare DNA mit guten Ausbeuten spalten konnen.
Dies kann man dadurch erreichen, dal man zwei Bis(mannich)verbindungen iiber einen
geeigneten Linker miteinander verbindet. Dal3 diese Verbindungsklasse zugénglich ist, konnte
bereits durch die Synthese von Di-bis(guanidinium)naphthol 90 gezeigt werden. Bei dieser
Verbindung braucht man nur noch die Mannichbasen im letzten Syntheseschritt einzufiihren,
um die gewlinschte Zielverbindung 112 (Abb. 36) zu erhalten.

Eine andere Strategie fiir die Spaltung von linearer DNA ldsst sich mit Naphtholverbindungen
realisieren, die Metallionen enthalten. Denn aus der Literatur’' ist bekannt, daB solche
Verbindungen auch in der Lage sind, Ilineare DNA in zehnmikromolaren

Konzentrationsbereichen mit hoher Ausbeute zu spalten.
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Abb. 36: Mogliche Syntheseziele fiir kiinstliche Enzyme der ndchsten Generation.

Wenn Bismannich-Metallkomplex 113 linerare DNA mit hoher Ausbeute spaltet, dann kdnnte
man diese Verbindung an PNA binden und dadurch selektiv lineare DNA spalten.>
Neben der Moglichkeit, iiber PNA Konjugkate eine selektive DNA Spaltung zu erzielen,

konnen auch Pyrrol-Imidazolen-Konjugkate® >°

eingesetzt werden. Denn man weiss exakt,
wo sie an der linearen DNA binden. Aus der Spaltung der lineraren DNA durch diese Pyrrol-
Imidazolen-Konjugkate, kann man Erkenntnisse {iber den Mechanismus der DNA-Spaltung

: 57
gewinnen.
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8. Experimenteller Teil

8.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Wasserfreie Losungsmittel erhielt man nach folgenden Verfahren: Tetrahydrofuran wurde von
Natrium/Benzophenon, DMF im Vakuum von CaCl, und Diisopropylethylamin von CaH,
unter einer Argonatmosphére abdestilliert.

Schmelzpunkte (Schmp.): unkorrigiert, Heiztischmikroskop nach Kofler.
Dunnschichtchromatographie  (DC): Fertigplastikfolien Kieselgel 60 Fpss; die
Chromatogramme wurden unter einer Universal UV-Lampe von Konrad Benda oder durch
Einwirkung von Firbereagenzien sichtbar gemacht:

1. Anfirben mit Cer-Losung, hergestellt aus 2.0 g Phosphormolybdénsdure, 1.0 g Cer(IV)-
sulfat und 10 ml konz. H,SO4 in 90 ml H,O mit oder ohne anschlieBendem Erhitzen durch ein
Heissluftgebldse. Naphthole farben bei RT rosa.

2. Anfdrben mit Ninhydrin, bestehend aus 3.75 g Ninhydrin in einem Gemisch aus 25 ml n-
Butanol und 25 ml Aceton, Amine farben sich nach dem Erwérmen rot, Guanidine dunkelrot.
Ultraviolettspektroskopie (UV): Varian Cary 1E, die Auswertung der Spektren erfolgte mit
Hilfe der Microsoft Windows® kompatiblen Software Cary Scan.

Infrarotspektroskopie (IR): Perkin Elmer 1600 Series, Plotter HP Color Pro. Die Intensitét
der Banden wurde mit s fiir sehr intensiv, m flir méssig intensiv und w fiir wenig intensiv
charakterisiert.

Kernresonanzspektroskopie (NMR): Bruker AM 250 (‘H-NMR: 250 MHz) und Bruker
AMX 400 ("H-NMR: 400 MHz); 3-Werte in ppm, Kopplungen (J) in Hertz, Ds DMSO-Signal
(0 = 2.49). Die Feinstruktur der Signale wurde mit s = Singulett, d = Dublett, dd =
Doppeldublett, t = Triplett, = Quartett und m fiir Multiplett angegeben.
Massenspektrometrie (MS): ESI: Fisons, VG Platform II, EI: Finningan 400.
Flashchromatographie: Kieselgel 60 (40-63 um, 230-400 mesh) von Merck.
Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC):

Analytisch: System Jasco mit UV-970 UV/VIS Detektor, PU-980 HPLC Pumpe, DG-980-50
Dreiwegeentgaser, LG-980-02 Gradientmischer und FP-920 Fluoreszenzdetektor. Die
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Auswertung der Chromatogramme erfolgte mit der Micrsoft Windows® kompatiblen
Software Borwin Version 1.22 von JMBS Developments.

Semipréaparativ: Merck SepTech, mit Merck/Hitachi LsoooA UV-Detektor und
SepTech/Knauer priparativem RI-Detektor, Sdulen 500 x 50 mm und 250 % 50 mm
Innendurchmesser, gepackt mit Sdulenfiillstand Merck NWsy, stationidre Phase Macherey und
Nagel Nucleoprep 20 um, Servogor SE |,y Zweikanalkompensationsschreiber.
Elementaranalysen: wurden gemessen mit einem Gerit Heraeus CHN-Rapid.

Themostat: Lauda RM6, Temperaturgenauigkeit + 0.05°C.

Druckapparatur: Roth Laborautoklav Modell 1, Reaktionsvolumen 100 ml, max.
Betriebsdruck 100 bar, max. Betriebstemperatur: 300°C

8.2.1 Synthese von  8-{2°,6 -Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Salz mit Pikrinsaure 18

8.2.1.1 Synthese von Naphth-1,8-diol 11

In einem Dreihalskolben wurden 58.65 g KOH bei 242 ‘C geschmolzen und innerhalb von
etwa 1 h 15 g (72.81 mmol) Naphthsulton 10 zugegeben. Bei der Zugabe von 10 entstand
immer wieder ein weiller Nebel im Kolben. Nach der Zugabe von 10 wurde die dunkelgriine
Suspension fiir 1 h bei 242 "C geriihrt, dann auf 90 "C abgekiihlt, 150 ml dest. H,O zugegeben
und die dunkle Losung fiir 1 h bei 90 "C weitergeriihrt. AnschlieBend wurde die Losung auf
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300 ml salzsaures Eiswasser gegossen und in einem Scheidetrichter zweimal mit 300 ml
EtOAc ausgeschiittelt. Dann wurden die organischen Phasen vereinigt, iiber MgSO4
getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit 210 g Kieselgel
(EtOAc/Hex; 1:2) gereinigt. Der verbleibende Feststoff konnte aus EtOAc/Hex zu farblosen

Nadeln kristallisiert werden.
Ausbeute: 7.0 g (59 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:1), Rg=0.55
Schmp.: 145°C Lit.: [145-146 °C]*’

IR (KBr): 3897.0 m, 3888.5 m, 3877.9 m, 3860.4 m, 3849.7 m, 3834.8 m, 3812.9 m, 3798.0
m, 3776.0 m, 3764.3 m, 3747.9 m, 3741.7 m, 3730.7 m, 3707.6 m, 3685.8 m, 3672.5 m,
3666.4 m, 3645.5 m, 3625.6 m, 3615.9 m, 3583.9 m, 3563.7 m, 3142.3 w, 2615.9 m, 2350.5
m, 2046.5 s, 1908.8 s, 1828.0 s, 1754.1 s, 1731.7 s, 1713.1 s, 1639.9 m, 1613.5 w, 1585.3 w,
1522.8 m, 1505.9 s, 1464.1 w, 1409.1 w, 1376.8 w, 1321.2 m, 1157.7 m, 1111.8 s, 1071.6 s,
1031.9 w, 958.2 s, 874.8 5, 856.3 s, 812.2 w, 757.2 w, 746.8 w, 631.1 w, 622.2 m, 597.2 m

EA: C10H802 (16005)
Ber.: C 74.99, H 5.03
Gef.: C74.93, H5.10

'H-NMR: ([Ds] CDCls, 250 MHz); 6.82 (d, ] = 7.6, 2H, 2-H, 8-H), 7.25 (m, 4H, 3-H, 4-H, 5-
H, 6-H), 7.89 (s, 2H, 1-OH, 8-OH)
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8.2.1.2 Synthese von 2-lodisophthalnitril 13

In einem Dreihalskolben wurden 5 g (39 mmol) Isophthalnitril 12 in 350 ml abs. THF gelost
und bei -80 °C in einer Argonatmosphére 19.5 ml einer 2 M Losung (39 mmol) von LDA in
THF innerhalb von 10 min zugetropft. Dabei farbte sich die Losung dunkelviolett. Nach 30
min wurden 4 g lod, aufgelost in 50 ml abs. THF, langsam zu der Reaktionslosung getropft.
Hierbei farbte sich die Losung braun. Nach 1 h wurde die Losung auf RT erwérmt und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand wurde in 300 ml EtOAc gelost
und zweimal mit gesittigter Natriumthiosulfat ausgeschiittelt. Dann wurden die organische
Phasen vereinigt, iiber MgSO,4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
Riickstand mit 200 g Kieselgel (EtOAc/Hex; 1:1) gereinigt. Zuletzt konnte der verbleibende
Feststoff aus EtOAc/Hex zu fast farblosen Nadeln kristallisiert werden.

Ausbeute: 8.0 g (81 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:1), Re=0.7

Schmp.: 208°C Lit.: [208-209 "C]*®

IR (KBr): 1639.9 s, 1612.4 w, 1585.6 m, 1523.0 s, 1462.4 m, 1407.8 w, 1377.1 m, 1321.2 s,
1282.0 w, 1235.0 m, 1204.7 m, 1171.1's, 958.2's, 875.3 s, 856.5 5, 812.3 m, 622.2 5, 599.3 m,
5559s

EA: CgH3IN, (253.93)

Ber.: C 37.82, H 1.19, N 11.03

Gef.: C37.82, H 1.40, N 10.85

'H-NMR: ([Ds] CDCls, 250 MHz): 7.59 (t, J= 7.1, 1H, 4-H), 7.78 (d, J= 7.2, 2H, 3-H, 5-H)
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8.21.3 Synthese von 4-(8"-Hydroxy-naphth-1-yloxy)-3,5-

dicyanobenzol 14

11 13

OO + chijc'“ o
OH OH NC\©/CN
14

In einem Zweihalskolben wurden 0.25 g NaH (6.2 mmol, einer 60%ige Dispersion in
Mineraldl) in 3 ml abs. DMF suspendiert. Dazu gab man im Argongegenstrom langsam 1 g
(6.2 mmol) Diol 11 geldst in 8 ml abs DMF. Dabei gab es eine heftige Gasentwicklung und
die Losung férbte sich braun. Nach 30 min wurden zu der Reaktionslosung 1.6 g (6.2 mmol)
Iodisophthalnitril 13, gelost in 8 ml abs. DMF, im Argongegenstrom zugetropft. Dann wurde
die Losung fiir 6 h bei 90 °C weitergeriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung auf RT
abgekiihlt und auf 30 ml 1M-HCI saures Eiswasser gegossen. Dabei fiel ein grauer, leicht
flockiger Feststoff aus, der sich bei Zugabe von 20 ml EtOAc sofort aufloste. Die organische
Phase wurde abgetrennt, iiber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
im HV getrocknet. AnschlieBend wurde die Probe mit 110 g Kieselgel (EtOAC/Hex; 1:1)
gereinigt. Der erhaltene Riickstand wurde in EtOAC/Hex umkristallisiert.

Ausbeute: 1.1 g (65 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:1), R;=0.28

Schmp.: 149-151 'C

IR (KBr): 3711.5 m, 3690 m, 3675.9 m, 3649.0 m, 3629.0 w, 3618.7 m, 3587.9 m, 3506.3 w,

3493.7 s, 3089.3 m, 3069.6 m, 2732.5 s, 2490.6 s, 2344.2 s, 2306.5 s, 2240.4 w, 2069.3 s,
1977.9 s, 1929.8 s, 1858.0's, 1773.8 s, 1752.2's,1734.0 s, 1700.4 s, 1685.3 5, 1676.1 s, 1654.0
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s, 1629.4 m, 1609.8 w, 1602.0 w, 1583.6 w, 1573.0 w, 1522.0 s, 1513.0 s, 1498.5 s, 1450.7 w,
1494.5 w, 1367.0 m, 1301.4 s, 1286.5 m, 1247.4 w, 1218.1 w, 1194.7 w, 1157.2 w, 1111.9 m,
1081.6 m, 1021.9 w, 968.7 s, 925.9 s, 887.0 s, 865.9 s, 854.0 w, 819.1 w, 800.9 w, 779.9 m,
767.5s,754.1 w, 669.5s,627.9s,612.0s,597.75s,570.1s

EA: C13H10N202 (28607)
Ber.: C 75.52, H 3.52, N 9.79
Gef.: C75.29,H 3.74, N 9.77

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz); 6.84 (d, J = 7.3, 1H, 2'-H), 7.10 (m, 1H, 8'-H), 7.33 (m,

4H, 5-H, 3'-H, 6'-H, 7"-H), 7.77 (d, J = 8.1, 1H, 4'-H), 8.15 (d, ] = 7.9, 2H, 4-H, 6-H), 9.95 (s,
1H, -OH)

8.2.1.4 Synthese von 8-[2,6-Bis-(tert-butoxycarbonylamino-methyl)-
phenoxy]-naphth-1-ol 15

OH O‘ OH
o) o)
NC\©/CN
14

S
BocHN/\©/\NHBoc

15

In einem einseitig verschlossenen Quarzzylinder wurden 0.28 g Pd/C, 0.09 g PtO, und 0.64 g
Boc,0 (2.9 mmol) vorgelegt und dann 0.4 g (1.4 mmol) Naphthol 14, gelost in 20 ml abs.
MeOH, zugegeben. Danach wurde der Quarzzylinder im Druckapparatur platziert, dreimal
mit Argon durchspiilt, mit H, ein Druck von 40 bar eingestellt, verschlossen und die

Temperatur auf 55 °C eingestellt. Nach 42 h wurde die Druckapparatur entliiftet, die Losung
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iiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und mit 20 g Kieselgel

(EtOAc/Hex, 1:1) gereinigt. Der erhaltene Riickstand wurde in EtOAc/Hex umkristallisiert.
Ausbeute: 0.50 g (73 %)

Schmp.: 90 °C

DC: EtOAc/Hex, 1:1 R¢= 0.50

IR (KBr): 3868.2 s, 3851.8 m, 3836.0 s, 3819.8 s, 3805.7 s, 3799.9 s, 3768.0 s, 3749.1 s,
3742.2's,3733.6 5, 3721.1's,3709.6 5, 3699.8 5, 3687.6 s, 3674.0's, 3667.9 s, 3654.6 s, 3647.3
s,3627.4 s, 3585.9 s, 3460.4 m, 3365.1 m, 3055.0 m, 2978.7 m, 2932.1 m, 2364.0' s, 2343.7 s,
1921.9 s, 1682.7 w, 1646.0 s, 1633.8 s, 1608.7 m, 1580.2 m, 1528.0 w, 1456.2 m, 1391.8 m,
1366.0 m, 1298.4 m, 1277.3 m, 1250.8 w, 1222.5 m, 1166.8 m, 1087.9 s, 1047.6 m, 1028.0
m, 975.8 s, 938.8 s, 859.5's, 819.3 m, 774.9 s, 757.4 m, 684.9 s, 668.2 5, 638.9 5

EA: C2sH3sN,06 (494.24)

Ber.: C 68.00, H 6.93, N 5.66

Gef.: C 67.96, H 7.01, N 5.36

'H-NMR: ([Ds] DMSO;250 MHz): 1.35 (s, 18H, t-Bu Carbamat); 3.84 (m, 4H, benzyl.-CH,),

6.20 (d, J = 7.60, 1H, 8-H), 6.93 (m, 1H, 2-H), 7.18 (m, 8H, 3"-H, 4'-H, 5'-H, 3-H, 5-H, 6-H,
benzyl. NH), 7.47 (d,J = 8.1, 1H, 6-H), 9.42 (s, 1H, -OH)

8.2.1.5 Synthese von 4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-sulfonsaure 17

S ©53S0,
HN)I\NH > HN \%H
/ /
20 17
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Es wurden 5 g (49 mmol) Ethylenthioharnstoff 20 und 36 mg (0.075 mmol)
Natriummolybdat-Dihydrat in 30 ml H,O suspendiert, die Suspension im Eisbad auf 3 'C
gekiihlt und innerhalb von 4 h 34 ml (148 mmol) einer 15%ige H,O,-Losung zugetropft, so
daB die Temperatur 5 C nicht iiberstieg. Mit der Zeit ging die blassblaue Suspension in eine
farblose Losung {iber, aus der gegen Ende der Zutropfzeit ein farbloser Feststoff
auskristallisierte. Zur Vervollstindigung der Kristallisation platzierte man den Kolben iiber
Nacht im Kiihlschrank, saugte die farblose Kristalle ab, wusch sie griindlich mit i-PrOH und

trocknete im Vakuum.
Ausbeute : 3.25 g (44 %) Lit.: [42 %]’
Schmp.: 141-142 °C Lit.: [142°CY’

IR (KBr): 3914.6 s, 3898.1 s, 3889.8 s, 3878.3 s, 3868.0 s, 3861.6 s, 3851.2 s, 3835.9 s,
3813.95,3805.5s,3799.7s,3776.6 s,3764.3 s,3756.5s,3748.2's,3742.1 s5,3731.9s,3719.9
s, 3708.5 s, 3699.5 s, 3686.8 s, 3673.8 5, 3667.7 s, 3654.2 s, 3646.1 s, 3626.1 s, 3283.1 w,
3266.6 w, 3262.0 w, 3249.8 w, 3243.8 w, 3237.9 w, 3227.9 w, 3220.0 w, 3210.1 w, 3200.0 w,
3197.8 w,3194.2 w, 3190.3 w, 3184.0 w, 3182.0 w, 3194.2 w, 3190.3 w, 3184.0 w, 3182.0 w,
31659 w, 3152.4 w, 3148.0 w, 2942.3 w, 2867.0 m, 2629.9 m, 2343.6 s, 2298.5 s, 2222 .4 s,
2129.9 m, 2036.7 s, 1990.3 s, 1939.9 s, 1887.6 s, 1612.4 w, 1578.3 w, 1471.4 m, 1458.7 s,
1385.5 m, 1302.0 w, 1297.8 w, 1291.8 w, 1282.0 w, 1276.2 w, 1261.8 w, 1251.8 w, 1243.0
w, 1237.9 w, 1232.0 w, 1226.2 w, 1222.0 w, 1071.2 w, 1061.5 w, 1017.4 w, 976.5 m, 963.2
m, 910.0 s, 861.7 s, 834.3 s, 727.7 m, 658.1 w, 654.0 w, 648.0 w, 646.1 w, 637 w

EA: C3HgN,O5S (150.01)

Ber.: C 24.00, H 4.03, N 18.66
Gef.: C 24.09, H4.16, N 18.40

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz); 3.86 (s, 4H, Ethylen-CHy), 10.39 (s, 2H, NH)
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8.21.6 Synthese von 8-{2°,6"-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-

ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Salz mit Pikrinsaure 18

In einem Einhalskolben wurden 0.27 g (0.55 mmol) der zweifach geschiitzten Naphthol 15 in
20 ml CH,Cl, gelost, 2 ml TFA zugegeben und fiir 2 h bei RT geriihrt. Darauthin wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in 6 ml NEt;/H,O/MeOH (1:1:1) gelost,
dann 0.18 g (1.20 mmol) Dihydroimidazoliumsulfonsiure 17 zugegeben und fiir weitere 12 h
bei RT geriihrt. Danach wurden zu der Losung 10 ml H,O sowie 2 ml 2 N NaOH zugegeben
und in einem 100 ml Scheidetrichter zweimal mit 20 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die
organischen Phasen wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
Riickstand mit 15 g Kieselgel (EtOAc/EtOH/H,O/HOAc; 15:4:4:1) gereinigt. Daraufthin
wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand im HV getrocknet.
Anschlieend wurde der Riickstand in 10 ml MeOH und 0.44 g Pikrinsdure aufgeldst in 5 ml
MeOH, zugegeben. Nach Zugabe von 5 ml H,O fiel ein gelber Feststoff aus. Dieser wurde
abfiltriert, in HV getrocknet und in MeOH/H,0 umkristallisiert.

Ausbeute: 0.35 g (70 %)

Schmp.: 215-216 'C

DC: EtOAc¢/EtOH/H,O/HOACc;(15:5:4:1), Rg=0.16

IR (KBr):3903.4 m, 3890.2 m, 3870.1 m, 3853.6 m, 3838.1 m, 3820.7 m, 3806.0 m, 3784.5
m, 3769.6 m, 3758.3 m, 3750.4 m, 3744.1 m, 3734.6 m, 3723.7 m, 2711.4 m, 2700.7 m,
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3689.3 m, 3675.7 m, 3655.9 m, 3648.7 m, 3628.4 m, 2618.0 m, 3608.0 m, 3587.3 m, 3567.4
w, 3366.0 w, 3330.6 w, 3242.6 w, 3081.1 w, 2927.9 m, 2372.6 s, 2344.4 s, 2278.1 5, 1910.0 s,
1870.1 s, 1844.8 s, 1751.3 s, 1740.3 s, 1734.2 s, 1718.0 s, 1698.0 s, 1675.6 w, 1654.2 m,
1635.9 w, 1600.3 w, 1578.3 w, 1560.4 w, 1534.0 m, 1522.1 m, 1508.0 m, 1498.6 m, 1490.3
m, 1474.8 m, 1465.6 m, 1458.0 m, 1449.9 m, 1431.3 m, 1394.3 s, 1384.1 m, 1364.2 w,
1334.1 w, 1313.7 w, 1295.8 w, 1270.1 w, 1187.7 m, 1162.2 m, 1133.9 s, 1078.4 m, 1025.1 m,
942.2'5,929.8,910.0s,847.7s,817.8 s, 805.8 s, 788.3 m, 778.3 m, 745.8 m, 711.2 m, 681.8
s, 669.9s,661.65,638.15s,619.7s,607.8s,584.1s,575.55s,5585s

EA: C36H32N12016 (88821) x 1.0 Hzo (90622)
Ber.: C47.68, H 3.75, N 18.53
Gef.: C47.71,H4.02, N 18.24

'H-NMR: (([Ds]DMSO; 250 MHz); 3.4 (s, 8H, Ethylenbriicken-Dihydroimidazol), 4.21 (m,
4H, benzyl.-CH>), 6.17 (d, J = 6.9, 1H, 8-H), 6.95 (m, 1H, 2-H); 7.19 (t, J = 8.0, 1H, 7-H);
7.48 (m, 5H, 3-H, 4-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H ), 7.52 (d, J = 7.7, 1H, 6-H), etwa 7.4-8.4 (br. s, 2H,
2H, NH Imidazol austauschbar mit D,0), 8.43 (t, 2H, J = 5.6, benzyl.-NH, austauschbar mit
D,0); 8.91 (s, 4H, Pikrat-H), 9.35 (s, 1H, -OH, austauschbar mit D,0)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H-COSY Spektrums: ([Ds] DMSO, 400 MHz)
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8.2.2 Synthese von 8-{2°,6"-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Ester mit
Phosphorsauremono-(2,4-dinitrophenyl)ester, Salz mit Monoacetat
21

In einem Zweihalskolben wurden 0.18 g (0.20 mmol) Bis(guanidinium)naphthol 18 und 0.11
g (0.20 mmol) 2,4-BDNPP 5 im Argongegenstrom in 5 ml abs. DMF gelost und 0.15 ml N-
Ethyldiisoprophylamin zugegeben. Nach 3 h wurde die Losung mit 30 ml Wasser in einen
Scheidetrichter iiberfiihrt, 4 ml 2 N NaOH zugegeben und zweimal mit 20 ml CH,Cl,
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt
und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet. Danach wurde der gelbe Feststoff in MeOH
geldst und iiber eine Ionentauschersiule (Dowex 1x8, Chloridform) in seine Chloridform
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der erhaltene

Riickstand mit 30 g Kieselgel (EtOAc/H,O/EtOH/HOAC; 14:4:4:1) gereinigt.

Ausbeute: 60 mg (41 %)

DC: EtOAc/H,O/EtOH/HOAC; (14:4:4:1) Ry = 0.24

Schmp.: 114-115 °C

IR (KBr): 3854 m, 3839 m, 3807 m, 3712 m, 3690 m, 3676 m, 3630 m, 3385 m, 2924 m,
2853 m, 2346 s, 2279 s, 1734 s, 1675 m, 1635 m, 1605 m, 1564 m, 1541m, 1482 m, 1458 m,
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1432 s, 1364 m, 1344 m, 1315 m, 1265 m, 1195 m, 1162 s, 1118 s, 1091 m, 1038 s, 928 s,
909,874 s,833 5,822,789 s, 734,710, 663 s

'H-NMR ([Ds]DMSO; 250 MHz): 3.37 (m, 8H, Ethylenbriicken-Dihydroimidazol), 4.07 (m,
4H, benzyl-CHa), ), 5.0-6.8 (br. s, austauschbar mit D,O, 2H, N-H Imidazol) 6.22 (d, ] = 6.1,
1H, 8-H), 7.24 (m, 1H, 2-H), 7.31 (t, 1H, J = 6.5, 7-H), 7.37 (t, 1H, ] = 6.9, 4'-H), 7.48 (m,
3H, 3-H, 3'-H, 5'-H), 7.61 (d, 1H, J = 7.9, 6-H), 7.76 (d, 1H, J = 8.4, 4-H), 7.98 (d, 1H, J =
9.3, Dinitrophenyl-5-H), 8.48 (d, 1H, J = 9.3, Dinitrophenyl-5-H), 8.71 (t, 2H, J = 5.3,
benzyl.-NH, austauschbar mit D,0), 8.79 (s, 1H, Dinitrophenyl-3-H)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

MS (ESI"): 677.3 (677.19 berechnet fiir C3oH30NgOoP")

'P NMR: ([D]DMSO, 400 MHz); -11.40

8.2.3 Synthese von 8-{2°,6"-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Ester mit

Phosphorsauremono-(4-nitrophenyl)ester, Salz mit Monoacetat 23
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In einem Zweihalskolben wurden 0.10 g (0.11 mmol) Bis(guanidinium)naphthol 18 und 0.05
g (0.11 mmol) 4-BNPP 9 im Argongegenstrom in 5 ml abs. DMF gel6st und 0.15 ml N-
Ethyldiisoprophylamin zugegeben. Nach 2 Wochen wurde die Losung mit 20 ml Wasser in
einen Scheidetrichter tiberfiihrt, 2 ml 2 N NaOH zugegeben und zweimal mit 15 ml CH,Cl,
extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt
und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet. Danach wurde der gelbe Feststoff in MeOH
geldst und iiber eine Ionentauschersiule (Dowex 1x8, Chloridform) in seine Chloridform
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der erhaltene

Riickstand mit 15 g Kieselgel (EtOAc/H,O/EtOH/HOACc; 14:4:4:1) gereinigt.
Ausbeute: 60 mg (41 %)

DC: EtOAc/H,O/EtOH/HOAC; (14:4:4:1) Ry = 0.2

Schmp.: 112 °C

IR (KBr): 3841 m, 3811 m, 3802 m, 3706 m, 3685 m, 3632 m, 3380 m, 2922 m, 2860 m,
2340 s, 2281 s, 1730 s, 1673 m, 1632 m, 1601 m, 1544 m, 1478 m, 1452 m, 1431 s, 1359 m,
1311 m, 1260 m, 1198 m, 1158 s, 1114 s, 1093 m, 1033 s, 926 s, 905 s, 872 s, 838 s, 826 s,
790 s, 730's, 708 s

'H-NMR ([Ds]DMSO; 400 MHz): 3.32 (m, 8H, Ethylenbriicken-Dihydroimidazol), 4.18 (m,
4H, benzyl-CH,), 6.29 (d, J = 7.5, 1H, 8-H), 7.17 (m, 1H, 2-H), 7.27 (t, 1H, J = 8.0, 7-H),
7.37 (t, 1H, J =8.03, 4'-H), 7.47 (m, 5H, 3-H, 3'-H, 5'-H, Nitrophenyl-2-H, Nitrophenyl-6-H),
7.60 (d, 1H, J = 8.0, 6-H), 7.73 (d, 1H, J = 8.3, 4-H), 7.98 (d, 2H, J = 8.5, Nitrophenyl-3-H,
Nitrophenyl-5-H), 8.3-9.2 (br. s, 2H, N-H Imidazol), 8.78 (t, I1H, J = 7.5, benzyl.-NH)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-'H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

MS (ESI+) 6314 (63 1.19 berechnet fiir C30H30N707P+)

'P NMR: ([D]DMSO, 400 MHz); -11.12
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8.24 Synthese von 8-{2°,6"-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Ester mit Adenosyl-5'-

mono-phosphorsaure, Salz mit Trifluoressigsaure 25

In einem Einhalskolben wurden 0.02 g (0.022 mmol) Bis(guanidinium)naphthol 18 und 15
mg Adenosinphosphoimidazolid 24 in 2 ml abs. DMF und 70ul N-Ethyldiisopropylamin
gelost und fir 7 h bei RT geriihrt. Danach wurde das Losungsmittel einer
Kugelrohrdestillation unterworfen, der erhaltene Riickstand im MeOH geldst und iiber eine
Ionentauschersdule (Dowex 1x8, Chloridform) in seine Chloridform iiberfiihrt. Anschliefend

wurde die Probe durch priperativer reversed phase HPLC gereinigt.

HPLC: Analytisch: Maisch Reprosil-Pur RP C18-AQ (10p, 250 x 20 mm), Gradient:
H,O/MeCN 80:20 + 1 % TFA, Detektion: 275 nm,
Semiprép.: Merck Lichrosorb Select B, H;O/MeCN 80:20 + 1 % TFA

Retentionszeit: 4.59 min.

Ausbeute: 0.01g (53 %)

Schmp.: 178-180 °C
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IR (KBr): 3425 m, 3381m, 3382w, 3280 m, 2932 m, 2908w, 2861 w, 1676 s, 1656w, 1607 w,
1541 w, 1452 m, 1371 m, 1206 m, 1162 w, 1143 w, 1135 s, 1131 w, 1076 w, 1021 m, 812 w

'H-NMR ([Dg]DMSO; 250 MHz): 3.17 (m, 11H, Ethylenbriicken-Dihydroimidazol,
Adenosin-5-H, Adenosin-4-H), 4.02 (m, 6H, benzyl.-CH,, Adenosin-3-H, Adenosin-3-OH),
4.61 (t, 1H, J = 5.6, Adenosin-2-H), 5.12- 5.8 (br. s, 2H, N-H Imidazol), 5.88 (m, 1H,
Adenosin-2-OH), 5.97 (d, 1H, J = 6.1, Adenosin-1-H), 6.28 (d, J = 6.4, 1H, 8-H), 7.24 (m,
3H, 2-H, Adenosin-NH»), 7.31 (t, 1H, J = 6.6, 7-H), 7.37 (t, 1H, J = 6.8, 4'-H), 7.48 (m, 3H,
3-H, 3'-H, 5'-H), 7.61 (d, 1H, J = 7.9, 6-H), 7.76 (m, 2H, 4-H, Adenosin-H), 8.15 (s, 1H,
Adenosin-H), 8.71 (t, 2H, J = 5.4, benzyl.-NH, austauschbar mit D,0),

MS (ESI"): 760.3 (760.27 berechnet fiir C34H30N{;0gP")

8.2.5 Synthese von 8-{2°,6"-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-2,4-bis-dimethylaminomethyl-naphth-1-

ol, Salz mit Pikrinsaure 34
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In einem Dreihalskolben wurden 100 mg (0.23 mmol) Bis(guanidinium)-naphthol 15 unter
Argonatmosphére in 12 ml abs. CH3CN geldst. Dann wurde die Reaktionslésung auf 60°C
erwiarmt und 0.13 g (1.38 mmol) N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid, suspendiert in 4 ml
abs. CH3;CN, tropfenweise zugegeben. Nach 1 h wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt, der erhaltene Riickstand mittels priperativer reversed phased HPLC aufgereinigt.
Das Losungsmittel wurde im Vakuum entfernt, und der fast farblose Feststoff wurde im HV

getrocknet.

HPLC: Analytisch: Maisch Reprosil-Pur RP C18-AQ (10p, 250 x 20 mm), Gradient:
H,O/MeCN 94:6+1 % TFA, Detektion: 275 nm,
Semiprép.: Merck Lichrosorb Select B, H;O/MeCN 94:6+1 % TFA

Retentionszeit: 4 %5 min

Ausbeute: 0.03g (13 %)

IR (KBr): 3427 m, 3280 m, 2931 m, 2860 w, 1670 s, 1609 w, 1542 w, 1462 m, 1373 m, 1207
m, 1168 w, 1148 w, 1138 s, 1132 w, 1071 w, 1031 m, 822 w

'H-NMR ([Ds]DMSO; 250MHz): 2.50 (s, 12H, 2xN-(CH3),), 3.33 (m, 8H, Ethylenbriicken-
Dihydroimidazol), 4.06 (s, 2H, N-CH,), 4.11 (s, 2H, N-CH,), 4.13 (m, 4H, benzyl.-CH,), 6.16
(d, J=17.6, 1H, 8-H), 7.12 (t, ] = 8.1, 7-H), 7.35 (m, 4H, 3-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 7.48 (d, ] =
8.6, 6-H), 7.5-8.1 (br. s, 2H, NH Imidazol, austauschbar mit D,0), 7.88 (t, 2H, J = 5.6,
benzyl.-NH, austauschbar mit D,0), 10.17 (s, 1H, -OH, austauschbar mit D,0)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-'"H-COSY Spektrums: ([Ds] DMSO, 400 MHz)

MS (ESI"): 545.5 (545.3 berechnet fiir C3oH4;NgO;")
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8.2.6. Synthese von 8-{2°,6-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-N-hydroxy-2,3-dihydro-4-oxochinolin,

Salz mit Pikrinsaure 39

8.2.6.1 Synthese von 4-(Chinolin-1"-yloxy)-3,5-Dicyanobenzol 36

7
X | N
J + N CN
A & o
OH NC CN
35 13
36

In einem Zweihalskolben wurden 0.18 g NaH (4.4 mmol, einer 60%ige Dispersion in
Mineraldl) in 4 ml abs. DMF suspendiert. Dazu gab man im Argongegenstrom langsam 1.07 g
(7.3 mmol) 8-Hydroxy-chinolin 35 gelost in 5 ml abs DMF. Dabei gab es eine heftige
Gasentwicklung und die Losung farbte sich griin. Nach 30 min wurden zu der
Reaktionslosung 1.86 g (6.2 mmol) Iodisophthalnitril 13, gelost in 10 ml abs. DMF, im
Argongegenstrom zugetropft. Dabei farbte sich die Losung dunkelbraun. Dann wurde die
Losung fiir 6 h bei 90 °C weitergeriihrt. AnschlieBend wurde die Reaktionslosung auf RT
abgekiihlt und auf 30 ml 1M-HCI saures Eiswasser gegossen. Dabei fiel ein farbloser, leicht
flockiger Feststoff aus, der sich bei Zugabe von 20 ml EtOAc sofort aufloste. Die organische
Phase wurde abgetrennt, iiber MgSO4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und
im HV getrocknet. AnschlieBend wurde die Probe mit 120 g Kieselgel (EtOAC/Hex; 1:2)
gereinigt. Der erhalten Riickstand wurde in EtOAC/Hex umkristallisiert.

Ausbeute: 1.09 g (55 %)

Schmp.: 149-150 'C
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IR (KBr): 3852.1 w, 3836.1 m, 3733.7 m, 3647.9 m, 3627.8 m, 3070.4 m, 3021.8 m, 2729.9
m, 2364.2 m, 2343.8 s, 2243.1 w, 22322 w, 1988.5 s, 1960.7 s, 1923.2 s, 1883.4 s, 1801.7 s,
17379 s, 1684.2 s, 1662.0 s, 16459 s, 1624.7 s, 1592.2 w, 1581.5 m, 1567.8 m, 1521.3 s,
1498.1 w, 1470.0 m, 1461.7 m, 1445.3 w, 1387.9 w, 1368.3 m, 1318.5 w, 1290.7 w, 1261.9
w, 1238.6 w, 1207.8 m, 1191.6 m, 1176.0 s, 1160.1 s, 1135.9 s, 1085.9 w, 1075.7 m, 1057.3
m, 1028.1 s, 1000.1 s, 982.3 s, 965.9 s, 827.2 w, 808.4 s, 791.7 w, 756.1 w, 739.6 w, 791.7 w,
756.1 w, 739.6 w, 708.1 s, 674.3 s, 636.1 s, 625.2'5,596.2 s, 582.0° 5, 555.1 s

EA: C17H9N3O (27107)
Ber.: C75.27, H 3.34, N 15.49
Gef.: C 75.20, H 3.52, N 15.62

'H-NMR: (DMSO, 250 MHz), 7.48 (m, 4H, 5-H, 3'-H, 6'-H, 7'-H), 7.93 (d, J= 6.6, 1H, 2'-H),
8.20 (d, J="7.9, 2H, 4-H, 6H), 8.48 (d, J= 8.4, 1H, 8'-H), 8.82 (d, J=4.2, 1H, 4'-H)

8.2.6.2 Synthese von 8-[2,6-Bis-(tert-butoxycarbonylamino-methyl)-
phenoxy]-2,3,4-dihydro-chinolin 37

7
N
0 - > o}
NC\©/CN
36

In einem einseitig verschlossenen Quarzzylinder wurden 0.14 g Pd/C, 0.04 g PtO, und 0.34 g
Boc,0 (1.55 mmol) vorgelegt und dann 0.2 g (0.74 mmol) Naphthol 36, gelost in 15 ml abs.
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MeOH, zugegeben. Danach wurde der Quarzzylinder im Druckapparatur platziert, dreimal
mit Argon durchspiilt, mit H, ein Druck von 40 bar eingestellt, verschlossen und die
Temperatur auf 55 °C eingestellt. Nach 42 h wurde die Druckapparatur entliiftet, die Losung
iiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und mit 20 g Kieselgel

(EtOAc/Hex, 1:2) gereinigt. Der erhaltene Riickstand wurde in EtOAc/Hex umkristallisiert.

Ausbeute: 0.20 mg (56 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:2), R¢=0.45

Schmp.: 166-167 °C

IR (KBr): 3711.9 s, 3701.9 s, 3690.0 s, 3676.0 s, 3650.1 s, 3629.9 s, 3588.2 s, 3567.6 s,
3339.4 m, 3042.9 s, 3003.6 s, 2976.5 m, 2931.3 m, 2865.5 s, 2843.1 s, 2368.4 s, 2344.0 s,
2235.0 s, 1869.9 s, 1844.9 s, 1830.9 s, 1792.7 s, 1773.7 s, 1682.8 w, 1647.5 s, 1615.3 s,
1582.0 m, 1527.7 w, 1506.6 w, 1457.6 m, 1437.3 m, 1390.5 m, 1365.9 m, 1329.2 m, 1296.8
m, 1275.0 m, 1251.1 w, 1232.7m, 1170.5 w, 1101.6 s, 1090.8 s, 1049.0 m, 1029.2 s, 986.8 s,
971.7 s, 939.8 s,915.6 5, 893.0 s, 862.6 s, 828.8 5, 777.9 5, 760.8 5, 729.5 5, 695.7 5, 668.4 8,
658.0s,602.3s,582.0s,561.5s

EA: C27H37N3O5 (48327)
Ber.: C 67.06,H 7.71, N 8.69
Gef.: C 67.23,H 7.40, N 9.01

'"H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz), 1.38 (s, 18H, t-Bu Carbamat); 1.87 (q, J = 6.1, 2H, 2-H),
2.71 (t, T = 6.2, 2H, 3-H), 3.33 (m, 2H, 4-H), 3.88 (m, 4H, benzyl.-CH,), 5.50 (breit s, 1H,
Anilin-NH), 5.87 (d, J = 6.9, 1H, 8-H), 6.22 (t, J= 7.7, 1H, 7-H), 6.55 (d, J= 6.9, 1H, 6-H),
7.16 (m, 5H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, benzyl.-NH)
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8.2.6.3 Synthese von 8-[2,6-Bis-(tert-butoxycarbonylamino-methyl)-
phenoxy]-N-hydroxy-2,3-dihydro-4-oxochinolin 38

o
NH Neon
o) - = o)
BocHN/\©/\NHBoc BocHN/\©/\NHBoc
37 38

In einem Zweihalskolben wurden 238 mg (0.5 mmol) Edukt 37 in 2 ml abs. CH3CN gelost
und mit 250 mg 4A-Molekularsieb versetzt. Dann wurden 88 mg (0.75 mmol) NMO geldst in
2 ml abs. CH3CN und 9 mg (0.025 mmol; 5 %) TPAP ebenfalls geldst in 2 ml abs. CH3CN, in
Argongegenstrom zugegeben. Dann riihrte man die Probe fiir 3 h bei RT, wobei sich die
Losung mit der Zeit dunkelgriin farbte. AnschlieBend wurde die Probe iiber eine Mischung
aus Kieselgel/Celite filtriert und mit viel EtOAc nach gewaschen. Darauthin wurde das
Losungsmittel in Vakuum entfernt und der Riickstand mit 23 g Kieselgel mit (EtOAc/Hex;
1:2 + 0.5 % NEt;) gereinigt. Als die Losung einrotiert wurde, blieb ein farbloser Feststoff

zuriick. Der erhaltene Riickstand wurde zuletzt in EtOAc umkristallisiert.

Ausbeute: 152 mg (60 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:2:+ 0.5 % NEt;3), Rg=0.38

Schmp.: 192 °C

IR (KBr): 3852.4 m, 3838.1 m, 3805.9 m, 3750.0 m, 3734.0 m, 3710.5 m, 3688.9 m, 3674.4

m, 3648.1 m, 3628.0 m, 3365.2 m, 3072.6 m, 2976.3 m, 2931.0 m, 2344.1 s, 2282.5 s, 1692.2
w, 16699 w, 1621.0 s, 1588.1 s, 1496.4 m, 1455.6 m, 1439.5 m, 1384.9 m, 1365.9 m, 1332.1
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s, 1267.6 m, 12479 w, 1169.3 w, 1087.3 s, 1048.5 s, 1021.2 s, 984.4 5, 952.9 5, 891.4 s, 681.7
s,822.25,776.9s,764.45s,732.5s,714.2s,670.1's,624.0 s

'H-NMR: ([Ds]DMSO, 250 MHz): 1.37 (s, 18H, t-Bu Carbamat), 2.53 (t, J= 7.9, 2H, 2-H),
2.92 (t,J =17.9, 2H, 3-H), 3.90 (m, 4H, benzyl.-CH»), 6.07 (d, J = 7.8, 1H, 8-H), 6.73 (t,J =
7.5, 1H, 7-H), 6.84 (d, J= 7.2, 1H, 6-H), 7.25 (m, 5H, 3'-H, 4'-H, 5'-H, benzyl.NH), 9.77 (s,
1H, 1-N-OH).

MS (MALDI): 513.12 (513.25 berechnet fiir C27H;sN307)

8.2.6.4 Synthese von 8-{2°,6"-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-phenoxy}-N-hydroxy-2,3-dihydro-4-oxochinolin,

Salz mit Pikrinsaure 39

In einem Einhalskolben wurden 60 mg (0.12 mmol) der zweifach geschiitzten Naphthol 38 in
10 ml CH,Cl, geldst, 1 ml TFA zugegeben und fiir 2 h bei RT geriihrt. Darauthin wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde dann in 6 ml NEt;/H,O/MeOH
(1:1:1) gelost und 53 mg (0.35 mmol) Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zugegeben und fiir
weitere 16 h geriihrt. Dann wurde zu der Losung 5 ml H,O sowie 1 ml 2 N NaOH zugegeben
und in einem 100 ml Scheidetrichter zweimal mit 15 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die

organischen Phasen wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der




Experimenteller Teil 122

Riickstand der Riickstand mit 10 g Kieselgel (EtOAc/EtOH/H,O/HOACc; 15:4:4:1) gereinigt.
Darauthin wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand im HV
getrocknet. Anschlieend wurde der Riickstand in 10 ml MeOH geldst in 10 ml MeOH geldst
und 100 mg Pikrinsdure aufgelost in 4 ml MeOH, zugegeben. Nach Zugabe von 3 ml H,O fiel
ein gelber Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert, in HV getrocknet und in MeOH/H,0O

umkristallisiert.

Ausbeute: 69 mg (63 %)

Schmp.: 210-212 'C

DC: EtOAc/EtOH/H,O/HOAC;(15:5:4:1), Ry = 0.26

IR (KBr):3900.4 s, 3878.0 s, 3849.0 w, 3830.6 m, 3824.7 m, 3755.3 w, 3753.2 s, 3744.6 m,
3730.6 s,3725.8 m, 2707.2 w, 2702.7 m, 3690.6 m, 3671.2 m, 3650.9 m, 3644.4 m, 3620.6 w,
2616.2 s, 22773 s, 1911.0 w, 1877.6 s, 1840.7 m, 1758.2 s, 1737.2' s, 1730.4 s, 1712.9 s,
1696.2 m, 1672.8 m, 1650.6 m, 1632.7 m, 1608.2 m, 1574.3 m, 1562.8 w, 1532.6 w, 1526.4
w, 1502.8 s, 1499.4 s, 1493.6 m, 1469.8 m, 1464.5 m, 1454.5 s, 1450.9 s, 1429.3 s, 1392.6 m,
1382.6 m, 1360.6 m, 1333.1 m, 1312.8 m, 1292.6 m, 1273.6 m, 1177.6 m, 1160.9 m, 1131.9
m, 1079.1 m, 1020.1 w, 936.2 w, 929.3 m, 909.3 m, 844.7 m, 812.2 s, 800.8 s, 787.4 s, 772.3
s,652.655,633.65,616.7s,606.6 m, 582.1 m, 572.5 m, 555.5 m

EA: C35H33N1307 (90721) x 2.0 Hzo (94323)
Ber.: C 44.54, H 3.95, N 19.29
Gef.: C44.74, H 4.02, N 19.06

'H-NMR: ([Ds]DMSO, 250 MHz): 2.56 (t, J= 7.6, 2H, 2-H), 2.92 (t, ] = 8.0, 2H, 3-H), 3.48
(s, 8H, Ethylenbriicken-Dihydroimidazol), 4.21 (m, 4H, benzyl.-CH,), 6.07 (d, J = 7.7, 1H, 8-
H), 6.77 (t, J = 7.4, 1H, 7-H), 6.90 (d, J= 7.4, 1H, 6-H), 7.43 (m, 3H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), etwa
7.5-8.4 (br. s, 2H, NH Imidazol austauschbar mit D,O, 2H), 8.44 (t, 2H, J = 5.4, benzyl.-NH,
austauschbar mit D,0), 8.59 (s, 4H, Pikrat-H), 9.29 (s, 1H, 1-N-OH)
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8.2.7 Synthese von 3-[(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-ylamino)-methyl]-
2-(8 -hydroxy-naphth-1"-yloxy)-benzonitril, Salz mit Pikrinsaure 40

8.2.7.1 3-(tert-Butoxycarbonylaminomethyl)-2-(8 -hydroxynaphth-1"-

yloxy)-benzonitril 16

NC\©/CN e
\©/\NHBOC
14 16

In einem einseitig verschlossenen Quarzzylinder wurden 35 mg Pd/C, 100 mg PtO; und 2.40
g BocO; (11.01 mmol) vorgelegt. Dazu wurden 1.05 g (3.67 mmol) des Naphthols 14 geldst
in 20 ml abs. MeOH, zugegeben. Der Quarzzylinder wurde in einer Druckapparatur platziert.
Das Reaktionsgemisch wurde bei einem H-Druck von 47 bar und einer Temperatur von 55
°C 11 h geriihrt. Die so erhaltene Losung wurde iiber Celite abfiltriert und anschliefend das
Losungsmittel im  Vakuum entfernt. Der erhaltene 6lige Riickstand wurde

sdulenchromatographisch an 80 g Kieselgel (EtOAc/Hex; 1:2) aufgereinigt.

Ausbeute: 0.76 g (53 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:2), Re=0.37

Schmp.: 65-66 'C
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IR (KBr): 3854 m, 3839 m, 3821 m, 3802 m, 3750 m, 3734 m, 3711 m, 3689 m, 3676 m,
3649 m, 3629 m, 3357 m, 2977 m, 2933 m, 2345 s, 2285 s, 1700 w, 1596 m, 1576 m, 1521 m,
1450 m, 1391 m, 1365 m, 1249 w, 1166 w, 1087 s, 1047 m, 1028 m, 1005 s, 940 s, 864 s, 817
s, 778 s

EA: Co3H2oN04 (390.16) x 0.5 EtOAc (434.49)
Ber.: C 69.11 H 6.03 N 6.45
Gef.: C 68.91 H6.34 N 6.71

'H-NMR: ([D¢] DMSO, 250 MHz) ; 1.21 (s, 9H, t-Bu Carbamat), 3.80 (m, 2H, benzyl-CH,),
6.18 (d, 1H, J = 7.5, 2’-H), 6.79 (m, 1H, J = 4.3, 8'-H), 7.09 (t, 1H, J = 7.9, 3'-H), 7.25 (m,
2H, 6'-H, 7'-H), 7.36 (m, 2H, 5-H, 4'-H), 7.71 (d, 1H, J =9.1, 4-H), 7.80 (d, 1H, J = 6.3, 6-H),
9.54 (s, 1H, -OH)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H-COSY Spektrums: ([Ds] DMSO, 400 MHz)

8.2.7.2 Synthese von 3-[(4,5-Dihydro-1H-imidazol-2-ylamino)-
methyl]-2-(8 -hydroxy-naphth-1°-yloxy)-benzonitril, Salz mit

Pikrinsaure 40
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In einem FEinhalskolben wurden 0.15 g (0.37 mmol) der einfach reduzierten
Benzonitrilverbindung 16 in 20 ml CH,Cl, gelost, 1 ml TFA zugegeben und fiir 2 h bei RT
geriihrt. Daraufthin wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Riickstand wurde dann
in 6 ml NEt;/H,O/MeOH (1:1:1) gelost und 86 mg (0.58 mmol)
Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zugegeben und fiir weitere 12 h geriihrt. Dann wurde zu
der Losung 10 ml H,O sowie 2 ml 2 N NaOH zugegeben und in einem 100 ml Scheidetrichter
zweimal mit 20 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der Riickstand mit 10 g Kieselgel
(EtOACc/EtOH/H,O/HOACc; 15:4:4:1) gereinigt. Daraufhin wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der Riickstand im HV getrocknet. AnschlieBend wurde der Riickstand in
10 ml MeOH geldst und 60 mg Pikrinsdure aufgelost in 5 ml MeOH, zugegeben. Nach
Zugabe von 5 ml H,O fiel ein gelber Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert und in HV
getrocknet.

Ausbeute: 0.13 g (58 %)

Schmp.: 111-112 °C

DC: EtOAc/EtOH/H,O/HOACc;(15:5:4:1), Ry= 0.3

IR (KBr): 3902 m, 3281 m, 3082 w, 2957 w, 2236 m, 1673 s, 1633 s, 1607 s, 1577 w, 1565
m, 1508 w, 1450 w, 1436 w, 1393 m, 1364 s, 1334 s, 1314 s, 1269 s, 1217 w, 1203 w, 1162
m, 1078 m, 1023 m, 910 w, 853 w, 818 m, 789 m, 754 m, 711 m

EA: Co7H21N,0s (587.14) x 0.9 MeOH (616.34)
Ber.: C 54.37, H 4.02, N 15.91
Gef.: C 54.66, H 4.05, N 15.63

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz): 3.47 (m, 2H, Ethylenbriicken Dihydroimidazol)), 6.38 (d,
1H,J=6.8, 2'-H), 6.96 (t, IH, J = 5.0, 8'-H), 7.26 (t, IH, J = 8.0, 3'-H), 7.41 (m, 2H, 6'-H, 7'-
H), 7.51 (t, 1H, J = 7.7, 5-H), 7.59 (d, 1H, J = 7.5, 4’-H), 7.80 (d, 1H, J = 6.3, 4-H), 7.93 (d,
1H, J=7.7, 6-H), 7.80-8.25 (br. s, 2H, mit D,0 austauschbar, Dihydroimidazol NH), 8.51 (br.
s, 1H, benzyl.-NH mit D,O austauschbar), 8.60 (s, 2H, Pik), 9.54 (br. s, 1H, -OH mit D,O

austauschbar)
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Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H-COSY Spektrums: ([Ds] DMSO, 400 MHz)

8.2.8 Synthese von 8-{2°, 6-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-4°-(6-(+)-biotinylamino-hexyl)-aminocarbonyl)-

phenoxy}-naphth-1-ol 59

8.2.8.1 Synthese von 1,3,5-Benzoltricarbonsauretrimethylester 42

HOOC COOH

COOH
41 o” ©

In einem Dreihalskolben wurden 10 g Tricarbonsdure 41 (47.46 mmol), 31 ml Thionylchlorid
(427.18 mmol) und 1 ml DMF zusammengegeben und unter Riickfluss zum Sieden erhitzt.
Nach 2 h erhielt man eine gelbe Losung. Darauthin wurde tiberschiissiges Thionylchlorid
abdestilliert. Die so erhaltene braune Losung wurde langsam zu 200 ml in einem Eisbad
gekiihlten abs. MeOH gegeben. Der hierbei ausfallender gelber Feststoff wurde abgesaugt und
aus EtOAc/Hex umkristallisiert. Man erhielt farblose Kristalle.

Ausbeute: 10.05 g (88 %)

Schmp.: 146 °C
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DC: EtOAc/Hex (1:1) Ry= 0,54

IR(cm‘l): 3432 m, 3097 m, 3016 m, 2957 m, 2848 m, 2363 m, 2343 m, 1869 w, 1730 s, 1611
w, 1560 w, 1522 w, 1452 m, 1432 s, 1342 m, 1246 s, 1140 m, 1102 m, 999 s, 928 m, 882 m,
872 m, 801 w, 739 s, 721 m

EA: C12H120(, (25206)

Ber.: C57.17,H4.8

Gef.: C 57.06, H4.9

'"H-NMR: ([Ds]DMSO0;250MHz); 3.92 (s, 9H,0Me), 8.57 (s, 3H, Ar-H)

8.2.8.2 Synthese von 3,5-Dicyano-benzoesauremethylester 45

H,NOC CONH, NC CN

COOMe COOMe

42 43 45

Ein einseitig verschlossener Quarzzylinder wurde in einem mit fliissigem N, gefiillten
Dewargefil3 eingetaucht. Daraufhin wurden 30 ml NH; einkondensiert. AnschlieBend wurden
15 g (59.5 mmol) Tricarbonsduretrimethylester 42 in dem Quarzzylinder gegeben. Dieser
wurde in einer Druckapparatur platziert, verschlossen und bei einer Temperatur von 60 °C
geriihrt. Der Druck erhohte sich hierbei auf 25 bar. Dann wurde die Druckapparatur entliiftet
und der erhaltene weile Feststoff in einen 250 ml Dreihalshalskolben iiberfiihrt. Im
Argongegenstrom wurden 60 ml abs. Pyridin zugegeben und auf 2 °C abgekiihlt.
AnschlieBend wurden 20 ml POCI; (160.3mmol) iiber ein Septum zugetropft. Nach 15 min
wurde die Losung bei RT fiir weitere 30 min geriihrt. Mit der Zeit farbte sich die weille
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Suspension violett. AnschlieBend wurde die Suspension 10 min zum Sieden erhitzt. Hierbei
16ste sich die violette Suspension auf und man erhielt eine violette Losung. Diese wurde auf
200 ml HCI saures Eiswasser gegossen und in einem Scheidetrichter mit 400 ml EtOAc
ausgeschiittelt. Nach 30 min trennten sich die beiden Phasen. In der organischen Phase bildete
sich einen farblosen Festsoff. Dieser wurde abfiltriert, die organischen Phasen im
Scheidetrichter abgetrennt und iiber MgSO4 getrocknet. Das Losungsmittel wurde im Vakuum
entfernt, und der erhaltene farbloser Feststoff an 150 g Kieselgel sdulenchromatographisch

(EtOAc/Hex/CH,Cly; 1:10:30%) aufgereinigt.

Ausbeute: 6.5 g (59 %)

Schmp.: 186-187 °C

DC:(EtOAc/Hex/CH,Cly; 1:10:30%) Re=4.3

IR(cm™): 3430 m, 3097 m, 3016 m, 2957 m, 2848 m, 2363 m, 2343 m, 1869 w, 1730 s, 1611
w, 1560 w, 1522 w, 1452 m, 1432 s, 1342 m, 1246 s, 1140 m, 1102 m, 999 s, 928 m, 882 m,
872 m, 801 w, 7395, 721 m

EA: C10H6N202 (18604)

Ber.: C 64.54, H 3.25, N 15.05

Gef.: C 64.32, H 3.65, N 14.80

'H-NMR: ([Ds]DMSO; 250 MHz); 3.92 (s, 3H, -OCH), 9.12 (s, 2H, 4-H und 6-H), 8.75 (m,
2H, 2-H)
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8.2.8.3 Synthese von 3,5-Dicyano-4-iod-benzoesauremethylester 47

NC CN NC CN

COOMe COOMe

45 47

In einem Dreihalskolben wurden 2 g (10.75 mmol) 3,5-Dicyanobenzoesduremethylester 45 in
300 ml abs. THF geldst und bei -90°C in einer Argonatmosphdre 5.4 ml einer 2 M Losung
(10.75 mmol) von LDA in THF innerhalb von 10 min zugetropft. Dabei farbte sich die
Losung dunkelviolett. Nach 30 min wurden 4 g lod, aufgelost in 30 ml abs. THF, langsam zu
der Reaktionslosung getropft. Hierbei férbte sich die Losung braun. Nach 2 h wurde die
Losung auf RT erwdrmt und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Riickstand
wurde in 300 ml EtOAc gelost und zweimal mit geséattigter Natriumthiosulfat ausgeschiittelt.
Die organische Phase wurde mit MgSO,4 getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum

entfernt. Die Aufarbeitung erfolgte mittels HPLC.

HPLC: Analytisch: Macherey-Nagel Nucleoprep (20 pm, 700 x 50 mm), Gradient:
{Hex/MeOAc 10:1} + 30% CH,Cl,
Semiprép.: Arol MN Nucleosil 50-10 2 ml/min, Gradient:
{Hex/MeOAc 10:1} + 30% CH,Cl,

Ausbeute: 0.37 g (11 %)

DC:(EtOAc/Hex/CH,Cly; 1:10:30%) Ry= 0.4

Schmp.: 189-190 °C
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IR(cm™): 3674 m, 3648 m, 3427 m, 3058 m, 2950 m, 2232 m, 1908m, 1718 s, 1587 m, 1438
m, 1394 m, 1312 m, 1233 m, 1131 m, 1029 m, 991 m, 950 m, 891 m, 771 m, 762 m, 712 m,
638 m

EA: CjoHs5IN,O; (311.94) x 0.16 EtOAc
Ber.: C:39.18, H:1.94, N:8.59

Gef.: C:38.96, H:2.01, N:8.42

'"H-NMR ([Ds]DMSO; 250MHz): 3.90 (s, 3H, -OCHz), 8.49 (s, 2H, 3-H und 5-H)

8.28.4 Synthese von 4-(8"-Hydroxy-naphth-1-yloxy)-3,5-

dicyanobenzoesauremethylester 48

48

In einem Zweihalskolben wurden 50 mg NaH (1.3 mmol, einer 60%ige Dispersion in
Mineraldl) in 2 ml abs. DMF suspendiert. Dazu gab man im Argongegenstrom langsam 0.21 g
(1.3 mmol) Diol 11 gelost in 4 ml abs DMF. Dabei gab es eine heftige Gasentwicklung und
die Losung féarbte sich leicht gelb. Nach 30 min wurden zu der Reaktionslésung 0.27 g (0.87
mmol) Iodbenzoesduremethylester 47, gelost in 4 ml abs. DMF, im Argongegenstrom
zugetropft. Dabei férbte sich die Losung schlagartig violett. Dann wurde die Losung fiir 30
min bei 60°C weitergeriihrt. Anschliefend wurde die Reaktionslosung auf RT abgekiihlt und

auf 10 ml 1M-HCI saures Eiswasser gegossen. Dabei fiel ein grauer, leicht flockiger Feststoff
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aus, der sich bei Zugabe von 20 ml EtOAc sofort aufloste. Die organische Phase wurde
abgetrennt, iiber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und im HV
getrocknet. AnschlieBend wurde die Probe mit 32 g Kieselgel (EtOAC/Hex; 1:2) gereinigt.

Man erhielt einen leicht gelben Festsoff.
Ausbeute: 0.24 g (82 %)

Schmp.: 207-208 °C

DC: EtOAC/Hex (1:2) R¢=0.21

IR (KBr): 3675 m, 3512 s, 3082 m, 2955 m, 2235 m, 1734 s, 1654 w, 1628 m, 1610 m, 1577
s, 1508 w, 1457 m, 1436 s, 1394 s, 1315 s, 1301 m, 1250 s, 1214 s, 1194 s, 1186 s, 1155 m,
1114 m, 1022 s, 948 w, 920 w, 903 w, 838 w, 821 s, 760s, 724 w, 649 w, 630 w, 613 w, 570

w

EA: Cy0H2N,04 (344.08)
Ber.: C 69.76, H 3.51, N 8.14
Gef.: C69.53, H3.81, N 7.86

'"H-NMR ([D¢]DMSO; 250 MHz): 3.88 (s, 3H, -OCH3), 6.82 (d, J = 7.2, 1H, 2’-H), 7.33 (m,
4H, 3'-H, 6'-H, 7'-H, 8'-H), 7.85 (d, ] = 8.2, 1H, 4"-H), 8.56 (s, 2H, 2-H, 6-H), 10.08 (s, 1H, -
OH)
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8.2.8.5 Synthese von 4-(8-Hydroxynaphth-1°-yloxy)-3,5-bis-(tert-

butoxycarbonylamino-methyl)-benzoesauremethylester 52

O‘ " .
NC

o)
—»
CN
\9/ BocHN NHBoc
o0? o~ 0?0~
48

In einem einseitig verschlossenen Quarzzylinder wurden 65 mg Pd/C, 15 mg PtO, und 0.450
g Boc,O (2.07 mmol) vorgelegt und dann 0.178 g (0.52 mmol) 3,5-Dicyano-
benzoesduremethylester 48, geldst in 20 ml abs. MeOH, zugegeben. Danach wurde der
Quarzzylinder im Druckapparatur platziert, dreimal mit Argon durchspiilt, mit H, ein Druck
von 40 bar eingestellt, verschlossen und die Temperatur auf 55 °C eingestellt. Nach 16 h
wurde die Druckapparatur entliiftet, die Losung iiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und mit 14 g Kieselgel ( EtOAc/Hex, 1:1) gereinigt. Man erhielt einen
farblosen Feststoff.

Ausbeute: 0.20 g (71 %)

Schmp.: 80 °C

DC: EtOAc/Hex, 1:1 R¢,= 0.6

IR (KBr): 3335 m, 2930 m, 2220 s, 1710 5,1604 m, 1527 m, 1458 s, 1393 m, 1367 m, 1294 m,
1249 m, 1169 m, 1025 m, 817 w, 764 w
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EA: C30H36N208 (552,52) x 0.8 Hzo
Ber.: C 63.55, H 6.68, N 4,94
Gef.: C 63.58, H 6.49, N 4.77

'H-NMR ([Dg]DMSO; 250MHz): 1.36 (s, 18H, t-Bu Carbamat), 3.87 (m, 7H, benzyl-CH,
und OCH3), 6.12 (d, ] = 7.7, 1H, 8-H), 6.91 (m, 1H, 2-H), 7.12 (t, J = 7.7, 7-H), 7.36 (m, 2H,

3-H, 4-H), 7.48 (d, ] = 8.3, 6-H), 7.88 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 9.50 (s, 1H, -OH)

MS (EST): 551.4 (551.25 berechnet fiir C30H35N,0s")

8.2.8.6 Synthese von (6-Amino-hexyl)-carbaminsaure-tert-butylester
55

In einem Dreihalskolben wurden 2 g (17.2 mmol) 1,6-Diaminhexan 54 in 10 ml abs. THF
unter Argonatmosphére aufgelost, auf 3°C abgekiihlt und langsam 3.7 g Boc,O (17.2 mmol),
ebenfalls geldst in 20 ml abs. THF, zugetropft. AnschlieBend wurde die Lésung fiir 1 h bei RT
geriihrt. Danach wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der farblose Riickstand
mit 20 g Kieselgel (CH,Cl,/MeOH/NH3; 1:1:1%) gereinigt. Man erhielt einen 06ligen
farblosen Feststoff.

DC: CH,Cl,/MeOH/NH3; 1:1:1%, R¢= 0,18

Ausbeute: 1.67 g (45 %)
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Schmp.: 82-83 °C

IR (KBr): 3854 m, 3822 m, 3802 m, 3752 m, 3736 m, 3712 m, 3690 m, 3676 m, 3650 m,
3630 m, 3369 w, 2974 w, 2935 w, 2861 w, 2345 s, 1685 w, 1648 w, 1624 w, 1523 w, 1479 w,
1465 w, 1389 w, 1365 w, 1349 w, 1304 w, 1278 w, 1250 w, 1223 m, 1297 m, 1170 w, 1050 s,
1016s,994 5,918 s, 869 s, 821's, 781 s, 765 s, 730's, 717 s

'H-NMR ([Ds]DMSO; 250MHz): 1.24 (m, 19H, t-Bu Carbamat, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H),
2.86(q, ] = 6.5, 2H, 6-H), 6.78 (t, 1H, NH t-Bu)

8.2.8.7 Synthese von 6-(+)-Biotinylaminohexylcarbamidsaure-tert-

butylester 57

O o
S S
OH N™ N ~_ NHBoc
H W H > H W\H H
HNW(NH HNW(NH

O o
56 57

In einem Dreihalskolben wurden 0.5 g D(+)-Biotin 56 (2.05 mmol) vorgelegt und in 20 ml
abs. DMF unter Argonatmosphére suspendiert. Dazu wurden 0.316 ml DIC (3.07 mmol) und
0.414 g HOBt (3.07 mmol) geldst in 5 ml abs. DMF, zu der Suspension zugegeben. Nach 30
min wurden 0.66 g (3.07 mmol) der Verbindung 55, gelost in 10 ml abs. DMF, zugegeben.
AnschlieBend wurde die Reaktionslosung fiir 2 h bei 60 °C geriihrt. Daraufhin wurde die
Reaktionslosung auf 100 ml HCI saures Eiswasser gegossen und 100 ml EtOAc zugegeben.
Die organischen Phasen wurden voneinander abgetrennt, iiber MgSO, getrocknet, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der erhaltene farbloser Feststoff mit 60 g Kieselgel

(EtOAc/Hex, 1:2 — Ethanol) gereinigt.
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Ausbeute: 0.55 g (61 %)

Schmp.: 168-169 °C

DC: Ethanol Ry=0.62

IR (KBr): 3648 w, 3628 m, 3317 s, 2933 , 2858 m, 1700 m, 1640 s, 1526 s, 1463 m, 1389 m,
1364 m, 1325 m, 1265m, 1173 m, 1076 w, 1044 w, 869w, 727 w, 682 w

EA: C21H38N404S (44226) x (0.3 H,O
Ber.: C:56.30, H:8.68, N:12.51
Gef.: C:56.25, H:8.52, N:12.75

'H-NMR ([D]DMSO; 250MHz): 1.13 (m, 25H, t-Bu Carbamat, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H, 9'-
H, 10’-H, 11'-H), 1.92 (t, 2H, J = 7.2, 12’-H), 2.45 (d, 1H, J = 12.42, 6'-H), 2.69 (m, 4H, 6'-H,
8'-H, 6-H), 4.00 (m, 1H, 5’-H), 4.18 (m, 1H, 4'-H), 6.26 (s, 1H, 1'-NH), 6.32 (s, 1H, 3'-NH),
6,66 (t, 1H, NH t-Bu), 7.62 (t, 1H, ] = 5.5, NH Amid)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-'H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

8.2.8.8 Synthese von 8-{2°, 6 -Bis(tert-butoxycarbonyl)-4"-carboxy-
phenoxy-}naphth-1-ol 53

BocHN NHBoc E—— BocHN NHBoc
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In einem Dreihalskolben wurden 0.13 g (0.235 mmol) zweifach geschiitztes Naphthol 52 in
30 ml MeOH/H,0 (3:1) gelost Dann wurden 0.03 g (0.70 mmol; 3eq) LiOH x H,O in 5 ml
MeOH/H,O (3:1) geldost und langsam zu der Reaktionslosung zugegeben. Anschlieend
wurde die Losung fiir 1 h bei 60 °C weitergeriihrt. Darauthin wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt, der Riickstand mit 20 ml 1 M wissrige HCI-Losung in einem 100 ml
Scheidetrichter iiberfiihrt und zweimal mit je 20 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, iiber MgSOy4 getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und

im HV getrocknet.
Ausbeute: 0.12 g (99 %)
Schmp.: 140-141 °C

IR (KBr): 3852 w, 3750 w, 3648 w, 3445 m, 2977 w, 2344 w, 1700 w, 1654 w, 1636 w, 1581
w, 1559 w, 1508 w, 1457 w, 1396 w, 1367 w, 1289 w, 1250 w, 1168 w, 1026 w, 817 w, 755

w

"H-NMR ([Dg]DMSO; 250 MHz): 1.35 (s, 18H, t-Bu Carbamat), 3.92 (m, 4H, benzyl-CH,),
6.20 (d, J=7.6, 1H, 8-H), 6.91 (t, J =4.5, 1H, 2-H), 7.18 (t, ] = 7.9, 7-H), 7.36 (m, 2H, 3-H, 4-
H), 7.48 (d, J=7.9, 6-H), 7.87 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 9.47 (s, 1H, -OH)
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8.2.8.9 Synthese von 8-{2°, 6°-Bis(tert-butoxycarbonyl)-4’-(6-(+)-

biotinylamino-hexyl)-aminocarbonyl)-phenoxy}-naphth-1-ol 58

S
NAQ/\NHBOC BocHN NHBoc
e AW\ H H 4 —_
0
)k/\//,
| o N/\ﬁ/\N 1, S
H
— N?f NH
o)

H

In einem Einhalskolben wurden 0.146 g (0.33 mmol) Biotin 57 in 20 ml CH,Cl, geldst, 1 ml
TFA zugegeben und die Losung fiir eine 1 h bei RT geriihrt. Dann wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet.

In einem 100 ml Dreihalskolben wurden 0.12 g (0.22 mmol) Edukt 53 in 4 ml abs. DMF unter
Argonatmosphére gelost und 0.5 ml NEt; zugegeben. Dann wurden 68 pl (0.44 mmol) DIC
und 50 mg (0.44mmol) HOBt geldst in 2 ml abs. DMF, zu der Reaktionslosung gegeben.
AnschlieBend wurde der Riickstand 57 vom freien Biotin in 4 ml DMF gelost, im
Argongegenstrom ebenfalls zur Reaktionslosung zugetropft und fiir 2 h bei 60 °C geriihrt.
Danach wurde die Losung auf 30 ml salzsaures Eiswasser gegossen und in einem 100 ml
Scheidetrichter zweimal mit je 20 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde
iiber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im

HV getrocknet und dann mit 15 g Kieselgel (EtOAc/MeOH; 5:2 +1% NEt;) gereinigt.

Ausbeute: 0.12 g (61 %)

Schmp.:179-180 °C

DC: EtOAc/MeOH/NEt; (5:2:~1%) R=0.4
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IR (KBr): 3711 w, 3689 w, 3676 w, 3649 w, 3628 w, 3422 w, 2931 w, 2344 w, 1684 m, 1578
w, 1559 w, 1542 w, 1458 w, 1396 w, 1367 w, 1251 w, 1204 w, 1026 w, 800 w, 757 w, 721 w

'H-NMR ([Dg]DMSO; 250MHz): 1.14 (m, 32H, t-Bu Carbamat, Hexyl-2-H, Hexyl-3-H,
Hexyl-4-H, Hexyl-5-H, Biotin-9-H, Biotin-10-H, Biotin-11-H), 2.01(t, 2H, J = 7.4, Biotin-12-
H), 2.54 (d, 1H, J = 11.9, 1H, Biotin-6-H), 2.73 (dd, 1H, J = 5.0, Biotin-6-H), 3.01 (m, 3H,
Hexyl-6-H, Biotin-8-H), 3.27 (m, 1H, Hexyl-1-H), 3.94 (m, 6H, benzyl-CH,, Biotin-4-H,
Biotin-5-H), 6.18 (d, 1H, J = 7.5, 8-H), 6.36 (s, 1H, Biotin-1-NH), 6.43 (s, 1H, Biotin-3-NH),
6.91 (m, 1H, 2-H), 7.20 (m, 3H, 7-H, benzyl.-NH), 7.38 (m, 2H, 3-H, 4-H), 7.48 (d, 1H, J =
8.1, 6-H), 7.77 (m, 3H, 3'-H, 5'-H, NH Hexylamid), 8.51 (t, 1H, NH Biotinamid), 9.45 (s, 1H,
-OH)

MS (ESI"): 863.5 (863.43 gefunden fiir C4sHs3NgOoS")
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8.2.8.10 Synthese von 8-{2°, 6'-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-4°-(6-(+)-biotinylamino-hexyl)-aminocarbonyl)-

phenoxy}-naphth-1-ol 59

BocHN NHBoc

N N
- H H
(0] 0]
@) H/\H:‘\HJ\/\/H//;LS& o H/\H;\NJ\/\///, S
28 H 29 } H
HN7fNH HN NH
) T
(0]

Es wurden 54 mg (0.063mmol) der Biotinverbindung 58 in 10 ml CH,Cl, geldst, 1 ml TFA
zugegeben und die Losung 3 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet. Dann wurde der Riickstand
in 5 ml MeOH/H,O/NEt; (1:1:1) gelost und 21 mg (0.14 mmol)
Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zugegeben. Nach 16 h wurden zur Reaktionsldsung 3 ml
2 M NaOH und 40 ml CH,Cl, zugegeben. Die organische Phase wurde abgetrennt, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet und zuletzt in

5 ml CH,Cl,/MeOH (5:1) umkristallisiert.

Ausbeute: 0.02 g (43 %)

Schmp.: 181 °C

IR (KBr): 3707 w, 3696 w, 3688 w, 3671 w, 3628 w, 3424 w, 2934 w, 2348 w, 1681 m, 1572
w, 1552 w, 1545 w, 1453 w, 1396 w, 1363 w, 1255 w, 1207 w, 1022 w, 803 w, 756 w
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"H-NMR ([Ds]DMSO; 250MHz): 1.31 (m, 14H, Hexyl-2-H, Hexyl-3-H, Hexyl-4-H, Hexyl-5-
H, Biotin-9-H, Biotin-10-H, Biotin-11-H), 2.02 (2.51 J = 7.4, Biotin-12-H) 2.51 (m, 1H,
Biotin-6-H), 2.73 (dd, 1H, J = 5.4, 1H, Biotin-6-H), 3.04 (m, 3H, Hexyl-6-H, Biotin-8-H),
3.16 (m, 10H, Ethylenbriicken-Dihydroimidazol, Hexyl-1-H), 4.12 (m, 6H, benzyl-CH,,
Biotin-4-H, Biotin-5-H), 6.18 (d, 1H, J = 7.6, 8-H), 6.37 (s, 1H, Biotin-1-NH), 6.43 (s, 1H,
Biotin-3-NH), 6.99 (t, 1H, J = 4.4, 2-H), 7.17 (t, 1H, J = 8.1, 7-H), 7.40 (d, 2H, J = 4.4, 3-H,
4-H), 7.52 (d, 1H, J = 7.9, 6-H), 7.7-8.4 (br. s, 2H, Imidazol), 7.79 (t, 1H, NH Hexylamid),
8.02 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 8.6 (t, 2H, benzyl.-NH>), 8.7 (t, 1H, NH Biotinamid), 9.62 (s, 1H, -
OH)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-'H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

MS (ESI"): 799.5 (799.4 berechnet fiir C4;HssN90sS™)
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8.29 Synthese von 8-{2°, 6-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-4°-(6-(+)-biotinylamino-octyl)-aminocarbonyl)-
phenoxy}-2,4-bis-dimethylaminomethyl-naphth-1-ol, Salz der

Trifluoressigsaure 65

8.2.9.1 Synthese von (8-Amino-octyl)-carbaminsaure-tert-butylester
61

AN SN NH AN~ NHBoc
HoN HoN

—_—

In einem Zweihalskolben wurden 0.5 g (3.46 mmol) Dimaniooctan 60 in 40 ml abs. THF
geldst und die Losung auf 3 °C gekiihlt. Dann wurden 0.85 g (3.46 mmol) 2-(Boc-oxyimino)-
2-phenylacetonitril in 20 ml abs. THF gel6st und langsam bei 3 °C zu der Reaktionsldsung
zugetropft. AnschlieBend wurde die Losung 30 min bei RT weiter geriihrt Danach wurde die
Losung einrotiert, im HV getrocknet und mit 20 g Kieselgel (CH,Cl,/MeOH/NH3; 1:1:1%)
gereinigt. Nach dem das Losungsmittel im Vakuum entfernt wurde, erhielt man eine fast

farblose dlige Substanz.

Ausbeute: 0.39 g (43 %)

DC: CH,Cl/MeOH/NH; (1:1:1%) Rg=0.12

IR: (KBr) 3363 s, 2978 s, 2930 s, 2852 s, 2156 w, 1686 s, 1647 m, 1562 m, 1522 s, 1477 m,
1390 m, 1365 m, 1319 w, 1267 m, 1248 m, 1174 s, 1061 w, 1043 w, 1014 w, 986 w, 870 m,

781 m, 725 m, 605 m

EA: C13H28N202 (244,22)
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Ber.: C 63.89, H 11.55, N 11.46
Gef.: C63.62, H 11.85, N 11.35

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz); 1.25 (m, 23H, t-Bu Carbamat, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H,
6-H, 7-H,), 2.85 (q, 1H, J = 6.6, 8-H), 6.74 (m, 1H, NH, t-Bu)

8.2.9.2 Synthese von 8-(+)-Biotinylaminooctylcarbaminsaure-tert-

butylester 62

o
I
Iz

/\H;\NHBOC

Hv \ —_— HW aH

HN. NH HN. NH
(0] (0]
26

6 62

In einem Zweihalskolben wurden 0.19 g (0,78 mmol) D(+)-Biotin 56 in 2 ml abs. DMF unter
Argonatmosphire gelost und 0.158 g (1.12 mmol) HOBt in 2 ml abs. DMF aufgeldst und im
Argongegenstrom zu der Reaktionslosung zugegeben. Anschlieend wurden 0.31 g (1.12
mmol) 1-Amino-8-bocamino-octan 61 in 4 ml abs. DMF gelost, und ebenfalls in
Argongegenstrom zu der Reaktionslosung zugegeben. AnschlieBend wurden 0.35 ml (2.24
mmol) DIC in Argongegenstrom zu der Reaktionslosung zugegeben. Dann wurde die
Reaktionslosung fiir 3 h bei 60 °C geriihrt. Nach dem Ende der Reaktion wurde die
Reaktionslosung auf 150 ml HCI saures Eiswasser gegossen, dabei fiel ein farbloser Feststoff

aus. Dieser wurde abfiltriert und im HV getrocknet.

Ausbeute: 0.26 g (70 %)

Schmp.: 174-175 °C
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DC: CHzClz/MGOH (511) sz 4.2
IR (KBr): 3386 m, 3283 m, 3086 w, 2931 m, 2852 m, 1691 s, 1625 m, 1519 m, 1479 v, 1389
w, 1364 w, 1264 w, 1252 w, 1175 m, 872 w

EA: Cy3H4oN404S (470,09) x 0,9 H,O
Ber.: C 56.74, H9.07, N 11.51
Gef.: C 56.86, H9.03, N 11.36

'"H-NMR: (([Ds] DMSO); 250 MHz), 1.26 (m, 29H, t-Bu Carbamat, 1-H, 2-H, 3-H, 4-H, 5-H,
,6-H, 7-H, 9'-H, 10"-H, 11'-H), 2.24 (t, 2H, ] = 7.3, 12'-H), 2.56 (d, 1H, J = 12.1, 6'-H), 2.80
(m, 4H, 6'-H, 8'-H, 8-H), 4.11 (m, 1H, 5'-H), 4.29 (m, 1H, 4'-H), 6.35 (s, 1H, I"-NH), 6.41(s,
1H, 3'-NH), 6.74 (t, 1H, NH t-Bu), 7.69 (t, 1H, J = 5.5, NH Amid)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

8.2.9.3 Synthese von 8-{2°, 6°-Bis(tert-butoxycarbonyl)-4’-(6-(+)-

biotinylamino-octyl)-aminocarbonyl)-phenoxy}-naphth-1-ol 63

OH
BocHN NHBoc
(@]

—_—
(0]
BocHN NHBoc J\/\//
o N/M/\ N /s, S,
H 6 H H
COOH 63 N H
NH
53 r
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In einem Einhalskolben wurden 0.34 g (0.72 mmol) Biotin 62 in 20 ml CH,Cl, geldst, 2 ml
TFA zugegeben und die Losung fiir eine 1 h bei RT geriihrt. Dann wurde das Losungsmittel
im Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet.

In einem 100 ml Dreihalskolben wurden 0.34 g (0.72 mmol) Edukt 53 in 5 ml abs. DMF unter
Argonatmosphére gelost und 0.5 ml NEt; zugegeben. Dann wurden 0.22 ml (1.44 mmol) DIC
und 0.1 g (0.72 mmol) HOBt gelost in 2ml abs. DMF, zu der Reaktionslosung gegeben.
AnschlieBend wurde der Riickstand von der freien Biotin 62 in 4 ml DMF gel6st und im
Argongegenstrom ebenfalls zur Reaktionslosung zugetropft. Dann wurde die Losung fiir 1 h
bei 60°C geriihrt. Dann wurde die Losung auf 50 ml salzsaures Eiswasser gegossen, der

ausfallender farbloser Feststoff abfiltriert, mit Wasser nach gewaschen und im HV getrocknet.

Ausbeute: 0.35 (83 %)

Schmp.: 118-119 °C

DC: CH,Cly/MeOH (9:1) Ry=0.38

IR (KBr): 3324 m, 2974 m, 2929 m, 2856 w, 1701 s, 1646 s, 1578 w, 1540 m, 1457 m, 1392
m, 1366 m, 1250 m, 1167 m, 1049 w, 1026 w, 860 w, 817 w, 756 w

EAZC47H(,(,N6OQS (89046) 2><H20
Ber.: C 60.89, H 7.61, N 9.06
Gef.: C 60.76,H 7.31, N 9.07

'H-NMR ([Ds]DMSO; 250MHz): 1.20 (m, 36H, t-Bu Carbamat, Hexyl-2-H, Hexyl-3-H,
Hexyl-4-H, Hexyl-5-H, Hexyl-6-H, Hexyl-7-H, Biotin-9-H, Biotin-10-H, Biotin-11-H), 2.02
(t, 2H, J = 7.25, Biotin-12-H), 2.56 (d, 1H, J = 12.4, Biotin-6-H,), 2.79 (dd, 1H, Biotin-6-H),
3.03 (m, 3H, Hexyl-6-H, Biotin-8-H), 3,26 (m, 2H, Hexyl-1-H), 3.92 (m, 6H, benzyl-CH,,
Biotin-4-H, Biotin-5-H), 6.20 (d, J = 7.5, 1H, 8-H), 6.40 (br. s, 2H, Biotin-1-NH, Biotin-3-
NH) 6.93 (m, 1H, 2-H), 7.18 (m, 3H, 7-H, benzyl.-NH), 7.37 (m, 2H, 3-H, 4-H), 7.49 (d, ] =
8.0, 6-H), 7.70 (t, 1H, J = 5.3, NH Hexylamid) 7.90 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 8.45 (t, IH, ] = 5.6,
NH Biotinamid), 9.42 (br. s, 1H, -OH)
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8.2.9.4 Synthese von 8-{2°, 6’-Bis(tert-butoxycarbonyl)-4’-(6-(+)-
biotinylamino-octyl)-aminocarbonyl)-phenoxy}-2,4-bis-

dimethylaminomethyl-naphth-1-ol 64

BocHN NHBoc BocHN NHBoc
—_—
o o)
o N/\H/\NJ\/\///’ S o N/\H/\NJ\/\///' S
H 6 H H H 6 H H
63 H 64 H
29 HN?fNH - HN)fNH
o 0

In einem Zweihalskolben wurden 0.16 g (0.18 mmol) Edukt 63 in 10 ml abs. MeOH in
Argonatmosphire gelost und 0.1 ml NEt; zugegeben. Dann wurde die Reaktionslosung auf 60
°C erwiarmt und 67 mg (0.72 mmol) N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid gelost in 5 ml
abs. MeOH, zugegeben. Nach 30 min wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der

erhaltene Riickstand im HV getrocknet und mit 20 g Kieselgel (MeOH/NHj3; (1%)) gereinigt.
Ausbeute: 0.12 g(66%)

Schmp.: 140-142 °C

DC: MeOH/NHj3(1%) Re=0.27

IR (KBr): 3396 m, 3070 w, 2973 w, 2930 m, 2856 w, 1698 s, 1645 m, 1582 w, 1542 m, 1464
m, 1390 w, 1365 w, 1325 w, 1249 m, 1167 m, 1049 w, 1026 w,

"H-NMR ([Dg]DMSO; 250MHz): 1.15 (m, 36H, t-Bu Carbamat, Hexyl-2-H, Hexyl-3-H,
Hexyl-4-H, Hexyl-5-H, Hexyl-6-H, Hexyl-7-H, Biotin-9-H, Biotin-10-H, Biotin-11-H), 1.92
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(t, 2H, J = 7.3, Biotin-12-H), 2.52 [m, 13H, N-(CHj3),, Biotin-6-H], 2.56 (dd, 2H, J = 4.4,
Biotin-6-H), 2.91-3.23 (m, 5H, Hexyl-1-H, Hexyl-8-H, Biotin-8-H), 3.82 (m, 10H, N-CH,,
benzyl-CH,, Biotin-3-H, Biotin-4-H), 6.18 (d, 1H, J = 7.4, 8-H), 6.39 (s, 1H, Biotin-1-NH),
6.41 (s, 1H, Biotin-1-NH), 7.19 (m, 3H, 7-H, benzyl.-NH), 7.41 (m, 2H, 3-H, 6-H), 7.72 (t,
1H, J = 5.3, NH Hexylamid) 7.81 (s, 2H, 3'-H, 5’-H), 8.46 (t, 1H, J = 5.6, NH Biotinamid),
8.9 (br. s, 1H, -OH)

MS (ESI*): 1004.8 (1005.58 berechnet fiir Cs3Hg;NgOoS™)

8.2.9.5 Synthese von 8-{2°, 6-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-4°-(6-(+)-biotinylamino-octyl)-aminocarbonyl)-
phenoxy}-2,4-bis-dimethylaminomethyl-naphth-1-ol, Salz der

Trifluoressigsaure 65

SN N~ \NlH NH
| |
O OH O OH
NH o HN

o) @ @
BocHN NHBoc b b
O O
o H/\M/\ HJ\/\///,LS'Z o H/\H/\HJ\/\///;LS;
6 H 6 H
6—4 HN NHH 6_5 4TFA® HN NHH
r r
O O

In einem Rundkolben wurden 0.1 g (0.1 mmol) Edukt 64 in 15 ml CH,Cl, aufgeldst und 1 ml
TFA zugegeben. Nach 3 h wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der Riickstand im
HYV getrocknet, dann in 50 ml HO/MeOH (1:1) geldst und in einen Dreihalskolben iiberfiihrt.
Hinzu wurden 1 ml einer 99 %ige NEt;-Losung zugegeben und die Losung fiir 1 h bei 60 °C

geriihrt.  AnschlieBend wurden zur  Reaktionslosung 33 mg (0.2 mmol)
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Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17, aufgelost in 5 ml H,O, zugegeben und fiir 34 min bei 60
°C weitergeriihrt. Dann wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, im HV getrocknet und

mittels priperativen reversed phased HPLC gereinigt.

HPLC: Analytisch: Maisch Reprosil-Pur RP C18-AQ (10p, 250 x 20 mm), Gradient:
H,O/MeCN 75:25 + 1 % TFA, Detektion: 275 nm,
Semiprép.: Merck Lichrosorb Select B, H;O/MeCN 75:25 + 1 % TFA

Retentionszeit: 5. 08 min.
Ausbeute: 32 mg (27 %)
Schmp.: 211 °C

IR (KBr): 3421 m, 3276 m, 2930 m, 2856 w, 1668 s, 1608 w, 1545 w, 1458 m, 1369 m, 1201
m, 1178 w, 1131 w, 1068 w, 1034 m, 826 w

'H-NMR ([Ds]DMSO; 250MHz): 1.30 (m, 18H, Hexyl-2-H, Hexyl-3-H, Hexyl-4-H, Hexyl-5-
H, Hexyl-6-H, Hexyl-7-H, Biotin-9-H, Biotin-10-H, Biotin-11-H), 2.02 (t, 2H, J = 7.2, Biotin-
12-H), 2.52 [m, 12H, N-(CHs),, ], 2.56 (d, 2H, J = 12.5, Biotin-6-H), 2.79 (dd, 1H, J = 3.6,
Biotin-6-H) 2.99 (m, 3H, Hexyl-8-H, Biotin-8-H), 3.29 (m, 10H, Ethylenbriicken-
Dihydroimidazol, Hexyl-1-H), 4.11-4.34 (m, 10H, N-CH,, benzyl-CH,, Biotin-4-H, Biotin-5-
H), 6.24 (d, 1H, J = 7.5, 8-H), 6.42 (br. s, Biotin-1-NH, Biotin-3-NH, austauschbar mit D,0),
7.17 (t, 1H, J = 8.0, 7-H), 7.51 (s, 1H, 3-H), 7.51 (d, J = 7.9, 6-H), 7.7-8.2 (br. s, 2H, N-H
Imidazol, austauschbar mit D,0), 7.74 (t, 1H, J = 5.4, NH Hexylamid, austauschbar mit D,0)
7.99 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 8.46 (t, 2H, J = 5.4, benzyl.-NH, austauschbar mit D,0), 8.58 (t, 1H,
NH Biotinamid, austauschbar mit D,0), 10.25 (br. s, 1H, -OH, austauschbar mit D,0)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-'H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.
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8.210 Synthse von 8-{2°, 6'-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-4°-(13-(6-chloro-2-methoxy-acridin-9-ylamino)-4, 7,
10-trioxotridecan-1-ylaminocarbonyl)-1-phenoxy}-2,4-bis-

dimethylaminomethyl-naphth-1-ol, Salz mit Trifluoressigsaure 75

8.2.10.1 Synthese von 13-Amino-(4, 7, 10-trioxoTridecanyl)-

carbaminssaure-tert-butylester 71

HN SN0 O NN N, BN 0 O N0 HBod
70 71

In einem Zweihalskolben wurden 2 ml (9.08 mmol) 1,13-Diamino-4, 7, 10-trioxatridecan 70
in 80 ml abs. THF gelost und die Losung auf 3 °C abgekiihlt. Dann wurden 2.24 g (9.08
mmol) 2-(Boc-oxyimino)-2-phenylacetonitril in 40 ml abs. THF gelost und langsam zu der
Reaktionslosung zugetropft. AnschlieBend wurde die Losung fiir 30 min bei RT weiter
geriihrt Danach wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im
HV getrocknet und mit 50g Kieselgel (CH2Cl,/MeOH/NH3; 1:1:1%) gereinigt. Man erhielt

ein fast farbloses Ol.

Ausbeute: 1.20 g (41 %)

DC: CH,Cl,/MeOH (1:1:+ 1% NEt3) R¢=0.19

'H-NMR ([Ds] DMSO, 250MHz): 1.38 (s, 9H, t-Bu Carbamat), 1.52 (q, 2H, J = 6.6, 2-H),
2.56 (t, 2H, J = 6.8, 13-H), 2.90 (q, 2H, J = 6.4, 1-H), 3.36 (m, 14H, 3-H, 5-H, 6-H, 8-H, 9-H,

11-H, 12-H), 6.75 (t, 1H, ] = 7.8, NH t-Bu)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.
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8.210.2 Synthese von 13-(6-Chloro-2-methoxy-anthracen-9-
ylamino)-4, 7, 10-trioxotridecan-1-yl-carbaminsaure-tert-butylester
72

¢ . NH SN0 O™ 0™ hBod

SN ~ o
oy — )
cl N o 7
66 72

In einem Dreihalskolben wurden unter Argonatmosphire 0.5 g (1.8 mmol) 6,9-Dichlor-2-
methoxyacridin 66 und 1.25 g (13 mmol) Phenol zusammen gegeben. Dann wurden zu der
Reaktionslosung unter Argongegenstrom 0.58 g (1.8 mmol) 1-Amino-13-Boc-4, 7, 10-
trioxatridecan 71 geldst in 50 ml abs. Dioxan, zugegeben und die Losung flir 24 h zum Sieden
erhitzt. Anschliefend wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand
im HV getrocknet und mit 80 g Kieselgel (CH,Cl,/MeOH; 24:1— 6:1) gereinigt. Man erhielt

eine gelbe olige Substanz.

Ausbeute: 0.68 g (67 %)

Schmp.: 80-82 'C

DC: CH,ClyMeOH (9:1) R¢= 0.25

IR (KBr): 2870 w, 1693 s, 1630 m, 1588 m, 1566 m,1503 w, 1392 w, 1365 m, 1273 w, 1248
m, 1200 m, 1173 m, 1128 m, 933 m, 862 w, 829 m, 799 m, 764 w, 718 m, 670 w, 564 w

EAIC29H40C1 N306 (56126) x 3 HzO
Ber.: C 56.53, H 7.52, N 6.82
Gef.: C 56.49, H 7.69, N 6.64
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'"H-NMR ([Ds] DMSO, 250MHz): 1.35 (s, 9H, t-Bu Carbamat), 1.53 (t, 2H, J = 6.8, 2-H),
2.05 (t, 2H, T = 6.5, 12-H), 2.89 (q, 2H, I = 6.8, 1-H), 3.3-3.47 (m, 10H, 3-H, 5-H, 6-H, 8-H,
9-H), 3.52 (t, 2H, J = 5.8, 11-H), 3.95 (s, 3H, O-Me), 4.03 (t, 2H, J = 6.9, 13-H), 6.71 (t, 1H, J
= 7.6, NH t-Bu), 7.44 (d, 1H, J = 9.2, 7"-H), 7.59 (d, 1H, J = 9.2, 3'-H), 7.78 (s, 1H, 1'-H),
7.80 (d, 1H, J = 9.3, 4'-H), 7.84 (s, 1H, 5'-H), 8.44 (d, = 9.3, 8'-H)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

8.2.10.3 Synthese von 8-{2", 6 -Bis-(tert-
Butoxycarbonylaminomethyl)-4-(13-(6-chloro-2-methoxy-acridin-9-
ylamino)- 4, 7, 10-trioxotridecan-1-ylaminocarbonyl)-1-phenoxy}-
naphth-1-ol 73

I o

BocHN NHBoc O O
Z N
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o N/\/\O/\/O\/\O/\/\N \
H
Cl

OH

In einem Einhalskolben wurden 0.112 g (0.2 mmol) PEG-Acridin 72 in 20 ml CH,Cl, gelost
und 1 ml TFA zugegeben. Die Losung wurde fiir 2 h bei RT gertihrt, dann das Losungsmittel
im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet, mit 5 ml abs. DMF erneut
geldst und 0.1 ml NEt; zugegeben. In einem Zweihalskolben wurden 0.1 g (0.18 mmol) Edukt
53 in 6 ml abs. DMF unter Argonatmosphére geldst und 27 mg (0.2 mmol) HOBt geldst in 4

ml abs. DMF, zugegeben. AnschlieBend wurde zur dieser Reaktionslosung die Losung mit
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dem entschiitzten PEG-Acridin, zugegeben, und auf 60 °C erwédrmt, 62 pl (0.4 mmol) DIC
zugegeben und eine weitere Stunde bei 60 °C weiter gerithrt. Danach wurde die
Reaktionslosung auf 50 ml HCI saures Eiswasser gegeben, der ausgefallener gelbliche
Feststoff abfiltriert, mit Wasser nachgewaschen, im HV getrocknet und mit 16 g Kieselgel
(CH,Cl1,/MeOH; 20:1— 9:1— 5:1) gereinigt. Man erhielt einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 0.11 g (63 %)

Schmp.: 94-96 'C

DC: CH,Cl,/MeOH (9:1) Rr=10,5

IR (KBr): 3444 s, 2926 m, 2866 m, 2368 w, 1708 s, 1630 m, 1578 w, 1560 w, 1522 m, 1393
m, 1365 m, 1365 m, 1247 s, 1168 m, 1120 w, 1027 m, 930 w, 862 w, 817 w, 756 w

EAZC53H(,4C1 N5011 (981,43) x 2.7 HzO
Ber.: C61.73, H 6.78, N 6.79
Gef.: C61.82, H6.49, N 6.50

'H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz); 1.34 (s, 18H, t-Bu Cabamat), 1.71 (t, 2H, J = 6.5,
Tridecanyl-2-H), 2.09 (t, 2H, J = 6.6, Tridecanyl-12-H), 3.32 (m, 12H, Tridecanyl-1-H,
Tridecanyl-3-H, Tridecanyl-5-H, Tridecanyl-6-H, Tridecanyl-8-H, Tridecanyl-9-H) , 3.53 (t,
2H, J = 5.7, Tridecanyl-11-H), 3.89 (m, 9H, benzyl-CH,, O-Me, Tridecanyl-13-H), 6.19 (d,
1H, J = 8.5, 8-H), 6.93 (m, 1H, 2-H), 7.17 (m, 3H, benzyl.-NH, 7-H), 7.39 (m, 2H, 3-H, 4-H),
7.41 (d, 1H, J = 9.4, Acridin-7-H), 7.62 (d, 1H, J = 9.3, Acridin-3-H), 7.77 (m, 4H, 6-H,
Acridin-1-H, Acridin-4-H, Acridin-5-H), 7.96 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 8.48 (m, 2H, Acridin-8-H,
NH Acridinamid), 8.7-9.3 (br. s NH Tridecanylamid), 9.44 (s, 1H, -OH)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.
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8.2.10.4 Synthese von 8-{2", 6 -Bis-(tert-
Butoxycarbonylaminomethyl)-4-(13-(6-chloro-2-methoxy-acridin-9-
ylamino)- 4, 7, 10-trioxotridecan-1-ylaminocarbonyl)-1-phenoxy}-2,4-

bis-dimethylaminomethyl-naphth-1-ol 74

O OH
0
73 — BocHN NHBoc 0 O
Z "N
o H/\/\O/\/O\/\o/\/\H X |

In einem Zweihalskolben wurden 60 mg (0.06 mmol) Edukt 73 unter Argonatmosphire in 8
ml abs. MeOH geldst und 0.1 ml NEt; zugegeben. Dann wurde die Reaktionslosung auf 60 °C
erwarmt und 13 mg (0.13 mmol) N, N-Dimethylmethyleniminiumchlorid, gelost in 2 ml abs.
MeOH, zugegeben. Nach 10 min wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der
erhaltene Riickstand mit 6 g Kieselgel (CH,Cl,/MeOH; 3:1: +1% NH3;— 1:1— MeOH/NH3
(1%)) gereinigt. Man erhielt einen gelben Feststoff.

Ausbeute: 0.05 g (77 %)

Schmp.: 109-110 'C

DC: CH,Cl/MeOH (1:1:1% NH3) R;= 0,13

IR (KBr): 3904 m, 3880 m, 3864 s, 3822 m, 3810 s, 3755 m, 3730 m, 3716 s, 3690 m, 3670
m, 3633 w, 3370 m, 2930 w, 2860 w, 2350 s, 1683 w, 1631 m, 1587 w, 1520 w, 1502 w, 1490

w, 1390 m, 1367 s, 1252 w, 1203 w, 1178 w, 1133 w, 1038 m, 930 m, 831 s, 806 s, 760 m,
722's
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'H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz); 1.33 (s, 18H, t-Bu Cabamat), 1.72 (t, 2H, J = 6.3,
Tridecanyl-2-H), 2.11 (t, 2H, J = 6.8, Tridecanyl-12-H), 2.51 (m, 12H, N-(CHj3),), 3.41 (m,
12H, Tridecanyl-1-H, Tridecanyl-3-H, Tridecanyl-5-H, Tridecanyl-6-H, Tridecanyl-8-H,
Tridecanyl-9-H), 3.57 (t, 2H, J = 5.9, Tridecanyl-11-H), 4.11 (m, 13H, benzyl-CH,, N-CH,,
O-Me, Tridecanyl-13-H), 6.31 (d, 1H, J=8.5, 8-H), 7.13 (t, IH, J = 6.9, 7-H), 7.56 (d, 2H, ] =
9.5, Acridin-7-H), 7.78 (d, 1H, J = 9.4, Acridin-3-H), 7.77 (m, 4H, 6-H, Acridin-1-H, Acridin-
4-H, Acridin-5-H), 7.96 (s, 2H, 3'-H, 5'-H), 8.39 (t, 2H, J = 5.2, benzy-NH), 8.61 (m, 2H,
Acridin-8-H, NH Acridinamid), 9.72 (br. s NH Tridecanylamid), 10.01 (s, 1H, -OH)

8.2.10.5 Synthese von 8-{2", 6°-Bis-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-
ylamino)-methyl]-4°-(13-(6-chloro-2-methoxy-acridin-9-ylamino)-4, 7,
10-trioxotridecan-1-ylaminocarbonyl)-1-phenoxy}-2,4-bis-

dimethylaminomethyl-naphth-1-ol, Salz mit Trifluoressigsaure 75

In einem Einhalskolben wurden 30 mg (0.027 mmol) Edukt 74 in 10 ml CH,Cl, gelost, 0.5 ml
TFA zugegeben und die Losung fiir 2 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet, mit 12 ml
MeOH/H,0 (4:1) erneut gelost und 0.5 ml NEt; zugegeben. Dann wurde die Losung auf 60
°C erwdrmt und 9 mg (0.06mmol) Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zugegeben.

Anschlieend wurde die Reaktionsldsung fiir 34 min bei 60°C weiter geriihrt. Dann wurde das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet und mittels

praperativen reversed phase HPLC gereinigt. Man erhielt einen gelben Feststoft.

HPLC: Analytisch: Maisch Reprosil-Pur RP C18-AQ (10p, 250 x 20 mm), Gradient:
H,O/MeCN 72:28 + 1 % TFA, Detektion: 275 nm
Semiprip.: Merck Lichrosorb Select B, HO/MeCN 72:28 + 1 % TFA

Retentionszeit: 5. 24 min.

Ausbeute: 10 mg (25 %)

Schmp.: 114-115 °C

IR (KBr): 3903 m, 3870 m, 3853 m, 3838 m, 3821 m, 3806 m, 3750 m, 3734 m, 3711 m,
3689 m, 3675 m, 3648 m, 3628 m, 3368 w, 2933 w, 2863 w, 2344 s, 1684 w, 1636 w, 1589
w, 1526 w, 1499 w, 1458 w, 1388 m, 1365 m, 1249 w, 1201 w, 1176 w, 1130 w, 1036 w, 933
s, 830s,800s, 763 s, 720 s, 670 s

'H-NMR ([D¢] DMSO, 250 MHz); 1.71 (t, 2H, J = 6.5, Tridecanyl-2-H), 2.09 (t, 2H, J = 6.7,
Tridecanyl-12-H), 2.49 [m, 12H, N-(CHj3);], 3.33 (s, 8H, Ethylenbriicken Dihydroimidazol),
3.41 (m, 14H, Tridecanyl-1-H, Tridecanyl-3-H, Tridecanyl-5-H, Tridecanyl-6-H, Tridecanyl-
8-H, Tridecanyl-9-H, Tridecanyl-11-H), 3.96 (s, 3H, OMe), 4.04 (s, 2H, N-CH,), 4.11 (s, 2H,
N-CH), 4.16 (m, 2H, Tridecanyl-13-H), 4.23 (m, 4H, benzyl-CH>), 6.16 (d, 1H, J = 7.6, 8-H),
7.11 (d,, 1H, J=8.0, 7-H), 7.33 (s, 1H, 3-H), 7.52 (d, 1H, J =9.2, Acridin-7-H), 7.71 (d, 1H, J
= 9.4, Acridin-3-H), 7.80 (d, 1H, J = 9.2, 6-H), 7.85 (m, 4H, Acridin-1-H, Acridin-4-H,
Acridin-5-H, 6-H), 7.93 (s, 2H, 3'-H, 5’-H), 7.9-8.3 (br. s, 2H, N-H Imidazol, austauschbar
mit D,0), 8.39 (t, 2H, J = 5.4, benzy-NH, austauschbar mit D,0), 8.52 (m, 2H, Acridin-8-H,
NH Acridinamid, austauschbar mit D,0), 9.61 (br. s, 1H, Tridecanylamid, austauschbar mit
D,0), 10.21 (s, 1H, -OH, austauschbar mit D,0)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.
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8.2.11 Synthese von 8-{2°, 6°-Bis-[(1H-benzimidazol-2-ylamino)-
methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Salz mit Pikrinsaure 77

8.2.11.1 Synthese von 8-{2’, 6 -Bis-[N-(2-aminophenyl)-
thioureidomethyl]-phenoxy}-naphth-1-ol 76

In einem Einhalskolben wurden 0.2 g (0.4 mmol) der Naphtholverbindung 15 in 20 ml
CH,CI, gelost und 1 ml TFA zugegeben. Nach 3 h wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet, erneut in 20 ml abs. EtOH geldst und in
einen Dreihalskolben iiberfithrt. Dann wurde die Losung unter Argonatmosphére auf 3 °C
abgekiihlt und 0.1 g Imidazol zugegeben. In einem Einhalskolben wurden 0.22 g (1.2 mmol)
1,1’-Thiocarbonyldimidazol in 10 ml abs. EtOH gelost und im Argongegenstrom zur
Reaktionslosung zugegeben. Nach 10 min wurde die Losung dann bei RT weitergeriihrt. Nach
4 h wurden zur Reaktionslosung 0.13 g (1.2 mmol, 3eq) 1,2-Phenylendiamin geldst in 10 ml
abs. EtOH, im Argongegenstrom zugegeben. Die Reaktionslosung wurde dann fiir 12 h bei
RT weiter geriihrt. Danach wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltener
Riickstand im HV getrocknet und mit 40 g Kieselgel (CH,Cl,/MeOH; 20:1: + 1% NEt3)

gereinigt. Man erhielt einen farblosen Feststoff.

Ausbeute: 0.14 g (60 %)

DC: CH,Cl,/MeOH (20:1: + 1 % NH3) Re=0.11
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Schmp.: 145-146 °C

IR (KBr): 3356 m, 1724 w, 1618 m, 1578 m, 1531 s, 1498 s, 1455 m, 1395 m, 1300 w, 1248
m, 1182 w, 1168 w, 1077 w, 1026 m, 960 w, 850 w, 817 m, 753 s

EA: C32H30N60282 (59419) X leq MeOH
Ber.: C 64.19, H 5.08, N 14.13
Gef.: C 64.25,H 6.02, N 14.97

"H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz) 4.07 (m, 4H, benzyl-CH,), 4.84 (m, 4H, NH,, austauschbar
mit D,0), 6.33 (d, 1H, J = 7.8, 8-H), 6.51 (t, 2H, J = 4.1, Benzimidazol-4-H), 6.73 (d, 2H, J =
7.1, Benzimidazol-3-H), 6.89-7.00 (m, 5H, 2-H, Benzimidazol-5-H, Benzimidazol-6-H ), 7.17
(t, 1H, J = 8.0, 7-H), 7.38-7.47 (m, 5H, 3-H, 4-H, 3'-H, 4'-H, 5'-H), 7.45 (d, J = 7.4, 6-H),
7.51 (br. s, 2H, benzyl.-NH austauschbar mit D,0), 8.95 (s, 2H, Thioharnstoff-NH,
austauschbar mit D,0), 9.32 (s, 1H, -OH, austauschbar mit D,0)

8.2.11.2 Synthese von 8-{2°, 6 -Bis-[(1H-benzimidazol-2-ylamino)-
methyl]-phenoxy}-naphth-1-ol, Salz mit Pikrinsaure 77

In einem Zweihalskolben wurden 0.12 g (0.2 mmol) Edukt 76 in 20 ml abs. MeOH geldst und
zum Sieden erhitzt. Anschlieend wurden portionsweise tiber 3 h 0.17 g (0.8 mmol) HgO und

0.01 g S zur Reaktionslosung zugegeben. Die Losung wurde liber Celite abfiltriert, das
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Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet und mit 10 g
Kieselgel (CH,Cl,/MeOH/NEts; 20:1:1%— 5:1:1%) gereinigt. Das Losungsmittel wurde im
Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet, der Riickstand erneut in 10 ml
MeOH gelost und zu dieser Losung 0.1 g Pikrinsdure geldst ebenfalls in 5 ml MeOH,
zugegeben. AnschlieBend wurde zu der gelben Losung 10 ml H,O zugegeben. Darauthin fiel
ein gelber Feststoff aus. Dieser wurde abfiltriert, mit Wasser nach gewaschen und im HV

getrocknet.

Ausbeute: 77 mg (77 %)

Schmp.: 178-179 °C

IR (KBr): 3462 w, 3181 m, 1674 s, 1611 s, 1565 m, 1477 w, 1430 w, 1363 m, 1335 s, 1313 s,
1270 m, 1192 w, 1161 w, 1078 w, 1078 w, 911 w, 819 w, 787 w, 743 m, 711 w

EA: C44H32N12016 (98421) x 2.6 MeOH
Ber.: C 52.40, H4.00, N 15.74
Gef.: C 52.40,H4.27, N 15.79

"H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz) 4.45 (m, 4H, benzyl-CH,), 6.32 (d, 1H, J = 7.6, 8-H), 6.72
(m, 1H, 2-H), 7.17-7.28 (m, 11H, 3-H, 4-H, 7-H, Benzimidazol-3-H, Benzimidazol-4-H,
Benzimidazol-5-H, Benzimidazol-6-H), 7.40 (m, 2H, 6-H, 4'-H), 7.60 (d, 2H, J = 7.6, 3'-H,
5'-H), 8.58 (s, 4H, Pikrat), 9.2 (t, 2H, benzyl.-NH austauschbar mit D,0), 12.51 (br. s, 2H,

Benzimidazol-NH austauschbar mit D,0)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

MS (ESI"): 527.4 (527.2 berechnet fiir C3,H,70,Ng")
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8.2.12 Synthese von 8-{2-[(1H-Benzimidazol-2-ylamino)-methyl]-6-
[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2-ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphthalin-

1-ol, Salz mit Pikrinsaure 82

8.2.12.1 Synthese von 8-[N-(2-aminophenyl)-thioureidomethyl]-1"-
cyano-8-hydroxy-naphth-1-ol 78

OH OOH
H,oN
> 0
NHBoc NC NJLN
H H
78
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In einem Kolben wurden 0.8 g (2.05 mmol) der einfach reduzierten Nitrilverbindung 16 in 40
ml CH,Cl, gelost und 1 ml TFA zugegeben. Nach 2 h wurde das Losungsmittel im Vakuum
entfernt und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet. In einem weiteren Dreihalskolben
wurden 0.55 g (3.1 mmol) 1, 1 -Thiocarbonyldiimidazol in 15 ml abs. MeOH geldst und 0.1 g
Imidazol zugegeben. Dieser Reaktionskolben wurde mit Argon beschickt und die Losung auf
3 °C abgekiihlt. AnschlieBend wurde der Riickstand der entschiitzten Nitrilverbindung in 15
ml abs. MeOH gel6st und im Argongegenstrom zur Reaktionsldsung zugegeben. Nach 10 min
wurde die Losung fiir 4 h bei RT weitergeriihrt. Dann wurden zu der Reaktionslésung 0.33 g
(3.1 mmol) 1,2-Phenylendiamin, geldst in 10 ml abs. EtOH, in Argongegenstrom zugegeben.
Die Reaktionslosung wurde dann fiir 12 h bei RT weiter geriihrt. Danach wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, im HV getrocknet und mit 56 g Kieselgel (Hex/EtOAc;

1:1) gereinigt. Man erhielt einen grauen Feststoff.

Ausbeute: 0.81 g (98 %)
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DC: Hex/EtOAc; 1:1R;=0.29
Schmp.: 117-120 °C

IR (KBr): 3456 s, 2924 w, 2233 m, 1617 m, 1609 m, 1576 m, 1528 s, 1508 m, 1498 m, 1450
m, 1394 s, 1299 w, 1246 s, 1199 m, 1156 w, 1079 w, 1023 m, 966 w, 852 w, 816 m, 752 s

EA: CysHy0N4O5S (440.13) x 1.4 EtOAc
Ber.: C 66.02, H 5.27, N 10.70
Gef.: C 65.83, H5.30, N 11.01

'H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz) 4.20 (m, 2H, benzyl.-CH,), 4.64 (m, 2H, NH,), 6.14 (d,
1H, J = 7.0, 8-H), 6.32 (t, 1H, J = 7.1, Benzimidazol-H), 6.54 (d, 1H, J = 7.1, Benzimidazol-
H), 6.71-6.77 (m, 3H, 2-H, 2xBenzimidazol-H ), 7.03 (t, 1H, J = 7.9, 7-H), 7.03 (m, 2H, 3-H,
4-H), 7.25 (t, T = 7.7, 4-H), 7.35 (d, 1H, ] = 7.6, 6-H), 7.51 (br. s, 1H, benzyl.-NH), 7.51 (d,
1H, J = 7.6, 3'-H), 7.60 (d, 1H, J = 7.4, 5'-H), 8.84 (s, 1H, Thioharnstoff-NH), 9.30 (s, 1H, -
OH)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.

8.2.12.2 Synthese von 8-[(2"-Benzimidazol-2°-ylamino)-methyl]-6"-
cyano-8-hydroxy-naphth-1-ol 79

Y
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In einem Zweihalskolben wurden 0.80 g (1.85 mmol) Edukt 78 in 20 ml abs. MeOH gelost
und zum Sieden erhitzt. AnschlieBend wurden portionsweise iiber 3 h 0.80 g (3.70 mmol)
HgO und 12 mg (0.37 mmol) Schwefel zu der Reaktionsldsung zugegeben. Die Losung wurde
tiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV
getrocknet und mit 50 g Kieselgel (EtOAc/MeOH; 10:1: +1 % NEt; — 5:1:+1 % NEt3)

gereinigt. Man erhielt einen leicht braunen Feststoff.
Ausbeute: 0.51 g (69%)

DC: EtOAc/MeOH; 10:1: +1 % NEt; R¢= 0.58
Schmp.: 143-145 °C

IR (KBr): 3395 s, 3054 w, 2926 w, 2369 w, 2233 m, 1669 m, 1630 m, 1604 s, 1576 s, 1508
w, 1563 m, 1450 m, 1394 m, 1365 w, 1298 w, 1269 w, 1248 s, 1216 w, 1200 m, 1157 w,
1112 w, 1081 w, 1024 m, 851 w, 817 m, 754 m

EA: C25H18N402 (40614)
Ber.: C 73.88, H4.46, N 13.78
Gef.: C73.62,H4.26, N 13.51

'H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz) 4.20 (m, 2H, benzyl.-CH,), 6.41 (d, 1H, J = 7.6, 8-H), 6.83
(t, 2H, J = 7.2, 2 x Benzimidazol-H), 6.94 (m, 1H, 2-H), 7.07 (d, 2H, J = 7.3, 2 x
Benzimidazol-H ), 7.28 (t, 1H, ] = 7.9, 7-H), 7.38 (m, 2H, 3-H, 4-H), 7.44 (t, J = 7.7, 4’-H),
7.54 (d, 1H, J = 7.5, 6-H), 7.80 (d, 2H, J = 8.0, 3’-H, 5'-H), 9.51 (br. s, 1H, -NH), 10.89 (s,
1H, -OH)
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8.2.12.3 Synthese von 8-[2"-(1-tert-Butoxycarbonylbenzimidazol-2'-
ylamino-methyl)-6"-(tert-butoxycarbonylaminomethyl)-1"-phenoxy]-
naphth-1-ol 80

OH OH
e e
79 80

Y

In einem einseitig verschlossenen Quarzzylinder wurden 0.2 g Pd/C, 50 mg PtO, und 0.21 g
BocO; (0.98 mmol) vorgelegt und dann 0.2 g (0.49 mmol) Monobenzimidazol 79 gelost in 20
ml abs. MeOH, zugegeben. Danach wurde der Quarzzylinder in einer Druckapparatur
platziert, dreimal mit Argon durchspiilt, mit H, ein Druck von 45 bar eingestellt und bei einer
Temperatur von 55 °C fiir 5 h gerlihrt. Die Losung wurde iiber Celite abfiltriert, das
Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet und danach
mit 20 g Kieselgel (EtOAc/Hex, 1:1 — 2:1) gereinigt. Man erhielt einen fast farblosen
Feststoff.

Ausbeute: 60 mg (20 %)

Schmp. 158-160 °C

IR (KBr): 3854 m, 3839 m, 3802 m, 3751 m, 3712 m, 3690 m, 3676 m, 3649 m, 3629 m,
3425 w, 3055 m, 2928 m, 1800 s, 1761 s, 1675 w, 1630 w, 1602 w, 1576 w, 1460 w, 1385 w,

1369 w, 1249 w, 1200 m, 1082 s, 1027 m, 913 s, 850 °s, 819 5, 800 s, 743 m, 697 s, 677 s, 651

S
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'H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz) 1.35 (s, 9H, t-Bu Carbamat), 1.65 (s, 9H, t-Bu Carbamat
Benzimidazol), 4.03 (m, 2H, benzyl.-CH,), 4.65 (m, 2H, benzyl.-CH, Benzimidazol), 6.32 (d,
1H, J = 7.0, 8-H), 6.89 (m,1H, 2-H), 6.99 (t, 1H, J = 7.7, Benzimidazol-H), 7.08 (t, 1H, J =
6.5, Benzimidazol-H), 7.19 (m, 5H, 3-H, 4-H, 7-H, 2 x Benzimidazol-H), 7.37 (m, 2H, 3'-H,
5'-H), 7.46 (m, 3H, 4'-H, 6-H, benzyl.-NH), 7.66 (t, 1H, J = 6.8, benzyl.-NH von
Benzimidazol), 9.49 (s, 1H, 1-OH)

8.2.12.4 Synthese von 8-{2°-[(1H-Benzimidazol-2 -ylamino)-methyl]-
6°-[(4,5-dihydro-1H-imidazol-2"-ylamino)-methyl]-phenoxy}-naphth-

1-ol, Salz mit Pikrinsaure 82
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In einem Einhalskolben wurden 0.08 g (0.13 mmol) des geschiitztn Monobenzimidazols 80 in
20 ml CH,Cl, aufgelost und 1 ml TFA zugegeben. Nach 1 h wurde das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand im Vakuum getrocknet. Der Riickstand wurde
dann in 6 ml NEt:/H,O/MeOH (1:1:1) gelést und 29 mg (0.197 mmol)
Dihydroimidazoliumsulfonsdure 17 zugegeben. AnschlieBend wurde die Probe fiir 12 h bei
RT geriihrt. Dann wurde die Probe in einem Scheidetrichter iiberfiihrt, 2 ml 2 M NaOH-
Losung zugegeben und zweimal mit 20 ml CH,Cl, ausgeschiittelt. Die organischen Phasen
wurden vereinigt, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand im HV
getrocknet. AnschlieBend wurde der Riickstand in 10 ml MeOH geldst und 66 mg (0.29

mmol) Pikrinsdure, ebenfalls gelost in 10 ml MeOH, zu der Ldsung zugegeben. Zu der
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tiefgelben Losung gab man bis zur beginnenden Kristallisation Wasser hinzu. Der

ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, mit Wasser nachgewaschen und im HV getrocknet.

Ausbeute: 90 mg (74 %)

Schmp.: 141-142 °C

IR (KBr): 3258 m, 3095 m, 1673 s, 1627 m, 1565 m, 1550 m, 1477 w, 1432 w, 1394 w, 1364
m, 13355, 13155, 1269 s, 1196 w, 1162 m, 1113 w, 1079 m, 1026 m, 911 w, 850 w, 818 m,
745 m, 710 m

EA: C40H32N12016 (93621) x 0.5 Hzo
Ber.: C50.42 H3.98 N 16.80
Gef.: C50.61 H3.89 N 17.07

'H-NMR ([Ds] DMSO, 250 MHz) 3.42 (m, 4H, Ethylenbriicken Dihydroimidazol)), 4.23 (m,
4H, benzyl.-CH»), 6.24 (d, 1H, J = 7.7, 8-H), 6.83 (m, 1H, 2-H), 7.21 (m, 5H, 7-H, 4 x
Benzimidazol-H), 7.30 (m, 2H, 3-H, 4-H), 7.43 (m, 3H, 3'-H, 4’-H, 6-H), 7.59 (d, 1H, J = 7.4,
5'-H), 8.46 (t, 1H, J = 6.7, benzyl.-NH von Dihydroimidazol austauschbar mit D,0), 8.58 (s,
4H, Pikrat), 9.05 (br. s, 1H, benzyl.-NH von Benzimidazol austauschbar mit D,0), 9.2 (s, 1H,
1-OH austauschbar mit D,0), 12.48 (br. s, 2H, Benzimidazol-NH austauschbar mit D,0)

Die Zuordnung erfolgte mit Hilfe eines 'H-"H COSY ([Ds] DMSO, 400 MHz) Spektrums.
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8.2.13 Synthese von 1,3 Bis-(1H-benzimidazol-2-yl-1-aminomethyl)-

benzol 88

8.2.13.1 Synthese von [3-(tert-Butoxycarbonylamino-methyl)-

benzyl]-carbamidsaure-tert-butylester 84

In einem Einhalskolben wurden 1 g (7.34 mmol) 3-Aminomethyl-benzylamin 83 in 10 ml
CH,Cl, gelost und bei RT 4 g (18.35 mmol) Boc,O gelost in 10 ml CH,Cl,, langsam
zugetropft. Dabei entstand eine farblose Suspension. Nach 4 h bildete sich eine klare Losung,
dann wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im HV

getrocknet und mit 60 g Kiesegel (EtOAc/Hex; 1:1) gereinigt.

Ausbeute: 2.47 g (100 %)

Schmp.:86-88 °C

DC: EtOAc/Hex; (1:1), Rg=0.79

IR (KBr): 3852 m, 3838 m, 3820 m, 3750 m, 3734 m, 3711 m, 3688 m, 3674 m, 3648 m,
3628 m, 3355 w, 2983 w, 2934 m, 2873 m, 2753 s, 2395 s, 2346 s, 2287 s, 1992 s, 1954 s,
1880 s, 1688 w, 1653 w, 1610 m, 1592 m, 1529 w, 1492 w, 1463 m, 1443 w, 1389 m, 1299

w, 1261 w, 1247 w, 1167 w, 1132 w, 1089 m, 1048 m, 975 w, 941 s, 892 s, 863 m, 739 w,
762 m, 736 s, 702 w, 639 w, 624 w, 537 s, 544 s
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EA: C18H28N204 (33620)
Ber.: C 64.26, H 8.39, N 8.33
Gef.: C 64.13, H 8.42, N 8.65

"H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz): 1.40 (s, 18H, t-Bu Carbamat), 4.10 (d, 4H, J = 6.0,
benzyl.-CH,), 7.08 (m, 3H, 2-H, 4-H, 6H), 7.23 (t, 1H, J = 7.2, 5-H), 7.34 (t, 2H, J = 6.0,
benzyl.-NH;)

8.2.13.2 Synthese von {3-[(tert-Butoxycarbonyl-methyl-amino)-
methyl]-benzyl}-methyl-carbamidsaure-tert-butylester 85

In einem Dreihalskolben wurden 1 g (2.97 mmol) der Verbindung 84 in 20 ml abs. THF
geldst und auf 3°C abgekiihlt. Dann wurden tiber ein Septum 4.08 ml (6.53 mmol) n-BuLi
langsam zugetropft. AnschlieBend wurden zu der Reaktionslosung 0.4 ml (6.53 mmol) Mel
zugetropft. Nach 30 min wurde die Reaktionslosung auf RT erwdrmt und fiir 12 h weiter
geriihrt. Danach wurde das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im
HV getrocknet und mit 60 g Kieselgel (EtOAc/Hex; 1:3) gereinigt. Man erhielt ein farbloses
Ol

Ausbeute: 1.07 g (99 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:1), Rg=0.79

IR (KBr): 2425 m, 2338 m, 2294 m, 1704 m, 1610 m, 1592 m, 1538 m, 1481 w, 1463 w,
1451 w, 1398 w, 1364 w, 1270 w, 1240 w, 1172 w, 1048 m, 1032 m, 1003 s, 973 m, 918 m,
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837w, 844 s, 811 s, 768 w, 744 m, 725 s, 711 m, 694 m, 682 s, 662 s, 650 s, 638 s, 618 s, 606
s, 588 s

EA: C20H32N204 (36424)
Ber.: C 6591, H 8.85, N 7.69
Gef.: C65.54, H9.14, N 7.44

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250MHz): 1.40 (s, 18H, t-Bu Carbamat), 2.76 (s, 6H, N-CH3), 4.37
(s, 4H, benzyl.-CH,), 7.06 (m, 3H, 2-H, 4-H, 6H), 7.31 (t, 1H, J =7.5, 5-H)

8.2.13.3 Synthese von Bis-[N-(2-Nitro-phenyl)-thioureidomethyl]-

benzol 87

In einem Einhalskolben wurden 1 g (2.74 mmol) der N-methylierten Verbindung 85 in 20 ml
CH,Cl, gelost, 2 ml TFA zugegeben und fiir 2 h bei RT geriihrt. Dann wurde das
Losungsmittel im Vakuum entfernt und der erhaltene Riickstand im HV getrocknet.
AnschlieBend wurde der Riickstand in 10 ml abs. MeOH geldst und 0.5 ml NEt; zugegeben.
In einem anderen Kolben wurden 1.23 g (6.85 mmol) Nitrophenylisothiocyanat in 20 ml abs.
MeOH gel6st und auf 3 ° C abgekiihlt. Dann wurden zu der Reaktionslosung 10 ml der nun
mehr entschiitzten Verbindung 71 zugetropft, danach die Reaktionslosung auf RT erwarmt
und bei RT fiir 2 h weitergeriihrt. Mit der Zeit fiel ein gelber Feststoff aus. Dieser wurde

abfiltriert, mit Wasser nachgewaschen und in HV getrocknet.
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Ausbeute: 0.7 g (49 %)
Schmp.:160 °C

DC: EtOAc/Hex; (1:1), R,=0.4

IR (KBr): 3853 m, 3840 m, 3675 m, 3451 m, 3155 m, 3107 m, 3044 m, 3004 m, 2948 m,
2920 m, 2343 s, 1974 5, 1942 s, 18305, 1734 5, 1718 5, 1684 5, 1653 5, 1609 m, 1586 m, 1539
w, 1522 w, 1489 w, 1448 m, 1435 m, 1420 m, 1388 m, 1353 w, 1344 w, 1330 w, 1267 m,
1222 w, 1165 s, 1145 s, 1099 m, 1043 s, 999 s, 960 s, 941 5, 920°s, 873 5, 860 s, 832 s, 778 m,
758s,745's, 722 m, 701 s, 687 s, 650 s, 625 s, 565 s

EA: C24H24N604SZ (52413) x 1 MeOH
Ber.: C 5394, H 5.07, N 15.10
Gef.: C53.94,H4.51, N 14.81

'H-NMR: ([Dg] DMSO, 250MHz): 3.23 (s, 6H, N-CH3), 5.17 (s, 4H, benzyl.-CH,), 7.25 (m,
3H, 2-H, 4-H, 5-H), 7.38 (m, 5H, 5-H, 4 x Nitrophenyl-H), 7.67 (t, 2H, J] = 7.7, 2 x
Nitrophenyl-H), 8.02 (d, 2H, J = 8.2, 2 x Nitrophenyl-H), 9.56 (s, 2H, NH)

8.2.13.4 Synthese von Bis-[N-(2-amino-phenyl)-thioureidomethyl]-
benzol 86

NO, O,N NH, H,N

SUSUUE < il ¢ SO § <
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In einem einseitig verschlossenen Quarzzylinder wurden 50 mg Pd/C vorgelegt und dann 0.5
g (0.95 mmol) Bis(nitrophenyl)-thioharnstoff 87 gelost in 20 ml CH,Cl,/MeOH/NH3
(1:1:1%), zugegeben. Danach wurde der Quarzzylinder in einer Druckapparatur platziert,
dreimal mit Argon durchspiilt, mit H, ein Druck von 45 bar eingestellt, verschlossen und bei
40 °C fiir 16 h geriihrt. Dann wurde die Druckapparatur mit Argon gespiilt und entliiftet, die
Losung iiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt und der erhaltene

Feststoff mit 40 g Kieselgel (EtOAc/MeOH/NH3, 1:1:1%) gereinigt.

Ausbeute: 0.1 g (23 %)

Schmp.: 56-58 °C

DC: EtOAc¢/MeOH/NH3;(1:1:1%), R¢=0.68

IR (KBr): 3851 m, 3835 m, 3733 m, 3646 m, 3626 m, 3443 m, 2924 m, 1607 s, 1586 s, 1505
m, 1446 s, 1383 s, 1338 m, 1269 s, 1219 s, 1162 s, 1088 s, 1039 s, 991 s, 865 s, 832 s, 779 s,
730, 701 s, 643 s, 606 s, 5865, 553 s

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250MHz): 3.17 (s, 6H, N-CH3), 3.66 (s, 4H, NH,), 5.12 (s, 4H,
benzyl.-CH,), 7.16 (m, 6H, 2-H, 4-H, 5-H, 6-H, 2 x Nitrophenyl-H), 7.47 (d, 2H, J = 8.2, 2 x

Nitrophenyl-H), 7.62 (t, 2H, J = 8.5, 2 x Nitrophenyl-H), 7.96 (d, 2H, J = 8.2, 2 X
Nitrophenyl-H), 9.20 (s, 2H, NH)
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8.2.13.5 Synthese von 1,3 Bis-(1H-benzimidazol-2-yl-1-

aminomethyl)-benzol 88

@ S s @ 3\ HNS
N N N)\N N)\N

In einem Zweihalskolben wurden 0.10 g (0.21 mmol) Bis(aminophenyl)-thioharnstoff 88 in
20 ml abs. MeOH gelost und zum Sieden erhitzt. Anschliefend wurden portionsweise liber 3
h 0.80 g (3.70 mmol) HgO und 12 mg (0.37 mmol) Schwefel zu der Reaktionslésung
gegeben. Die Losung wurde iiber Celite abfiltriert, das Losungsmittel im Vakuum entfernt,
der erhaltene Riickstand im HV getrocknet und mit reversed phase HPLC gereinigt. Man

erhielt einen fast farblosen Feststoff.

HPLC: Analytisch: Maisch Reprosil-Pur RP C18-AQ (10p, 250 x 20 mm), Gradient:
H,O/MeCN 75:25 + 1 % TFA, Detektion: 275 nm,
Semiprip.: Merck Lichrosorb Select B, HO/MeCN 75:25 + 1 % TFA

Retentionszeit: 6. 02 min.
Ausbeute: 40 mg (30 %)
Schmp.: 90°C
IR (KBr): 3865 w, 3832 m, 3720 m, 3636 w, 3630 m, 3440 m, 2910 m, 1610 m, 1580 s, 1500
m, 1440 s, 1389 m, 1340 m, 1263 s, 1211 s, 1160 m, 1090 s, 1030 m, 990 s, 855 s, 830 m, 760

m, 720 m, 700 m, 640 s, 601 s, 581 s

'H-NMR: ([Ds] DMSO, 250 MHz): 3.42 (s, 6H, N-CH3), 5.14 (s, 4H, benzyl.-CH;), 7.36 (m,
4H, 2-H, 4-H, 6-H, 1 x Nitrophenyl-H), 7.67 (m, 8H, 5-H, 7 % Nitrophenyl-H)
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MS (ESI"): 397.2 (397.21 berechnet fiir Cp4H,5Ng")

8.2.14 Synthese von 2-Dimethylaminomethyl-8-methoxy-naphth-1-ol
96

8.2.14.1 Synthese von 8-Methoxy-naphth-1-ol 93

OH OH OH 0~
11 93

In einem Zweihalskolben wurden 0.25 g (6.24 mmol) NaH auf (60 %ige Suspension in
Mineraldl) in 2 ml abs. DMF suspendiert und im Argongegenstrom 1 g (0.64 mmol) Diol 11
gelost in 8 ml abs. DMF, langsam zugegeben. Dann wurde die Suspension zum Riickfluss
erhitzt. Nach 10 min entstand eine griine Losung, die dann auf Raumtemperatur abgekiihlt
wurde und anschliefend im Argongegenstrom 0.38 ml (6.24 mmol) Methyliodid zugegeben
wurden. Darauthin wurde die Losung wieder 10 min zum Sieden erhitzt. Dann wurde die
Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt, auf HCl saures Eiswasser gegossen und in einem
Scheidetrichter zweimal mit EtOAc ausgeschiittelt. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
iiber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel im Vakuum entfernt, der erhaltene Riickstand im

HV getrocknet und dann mit 40 g Kieselgel (EtOAc/Hex; 1:3) gereinigt.

Ausbeute: 0.76 g (71 %)

DC: EtOAc/Hex; (1:3), R¢=0.46
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Schmp.: 54 °C

IR (KBr): 3851 m, 3748 m, 3742 m, 3733 m, 3686 m, 3673 m, 3646 m, 3624 m, 3564 m,
3355 w, 3093 m, 3057 m, 3024 m, 3012 m, 2976 m, 2948 m, 2842 m, 2343 s, 2032 s, 1915 s,
1836's,1739 s, 1711 s, 1629 w, 1612 w, 1582 w, 1513 m, 1450 w, 1403 w, 1368 m, 1306 m,
1261 w, 1227 w, 1197 w, 1178 m, 1158 m, 1119 w, 1076 w, 1027 m, 963 w, 876 s, 860 s, 812
w, 779 s, 753 w, 673 w, 637 m

'"H-NMR: ([De] DMSO, 250 MHz: 4.03 (s, 3H, O-Me); 6.75 (d, 1H, J = 8.3, 7-H), 6.94 (d,
1H, J = 8.4, 1-H), 7.30 (m, 4H, 2-H, 4-H, 5-H, 6-H), 10.10 (s, 1H, -OH)

8.2.14.2 Synthese von 2-Dimethylaminomethyl-8-methoxy-naphth-1-
ol 111

oH 0~ oH o~
N
— O
93 111

In einem Dreihalskolben wurden 0.15 g (0,86mol) Methoxy-naphthol 93 unter
Argonatmosphére in 12 ml abs. MeOH geldst. Dann wurde die Reaktionslésung auf 60 °C
erwiarmt und 0.24 g (2.6 mmol) N,N-Dimethylmethyleniminiumchlorid suspendiert in 4 ml
abs. MeOH, tropfenweise zugegeben. Nach 1 h wurde das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt, der erhaltene Riickstand im HV getrocknet und mit dann 10 g Kieselgel
(MeOH/CH,Cly; (1:1 +1% NEts) gereinigt. Man erhielt einen fast farblosen Feststoff.

Ausbeute: 0.16 g (80 %)
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DC: MeOH/CH,CL/NH3; (1:1:1%), Re= 0.64

Schmp.: 115-116°C

IR (KBr): 3690 m, 3676 m, 3630 m, 3385 m, 2924 m, 2853 m, 2326 s, 2279 s, 1734 s, 1675
m, 1635 m, 1605 m, 1564 m, 1541 m, 1482 m, 1458 m, 1432 s, 1364 m, 1344 m, 1315 m,
1265 m, 1195 m, 1162 s, 1118 s, 1091 m, 1038 s, 928 s, 909 s, 874 s, 833 5, 822 5, 789 s, 743
s, 710s, 663 s

'"H-NMR: ([Dg] DMSO, 250 MHz): 2.73 (s, 6H, N-(CHs),), 4.08 (s, 3H, O-Me); 4.35 (s, 2H,
N-CH,), 7.04 (d, 1H, J = 8.7, 8-H), 7.39 (t, 1H, J = 8.5, 7-H), 7.49 (s, 1H, 3-H), 7.60 (d, 1H, J

=8.2, 6-H) 10.7 (br. s, 1H, -OH)

MS (ESI"): 232.0 (232.13 berechnet fiir C;4H;sNO,")
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8.3 Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeiten

Alle Reaktionsgeschwindigkeiten in der vorliegenden Arbeit wurden mit Hilfe der reversed
phase HPLC bestimmt. Dabei ging man immer nach dem gleichen Muster vor. Zundchst
wurden die gewlinschten Mengen der Reaktanden auf einer Analysenwaage in einem 2 ml
Eppendorf Reaktionsgefall eingewogen und mit dem nétigen Volumen an Lésungsmittel mit
oder ohne Base aufgefiillt. Dann wurde das Eppendorf Reaktionsgefd in einem auf 30°C
temperierten Thermostaten aufbewahrt. Zu verschiedenen Zeitpunkten wurden jeweils 10 ul
des Reaktionsgemisch entweder in 90 pl einer Mischung aus MeOH/(H,O + 1% TFA)
gegeben oder in CH3CN/(H,O +1 %TFA) und dann mit der reversed phase HPLC untersucht.
Samtliche Messungen wurden mindestens zweimal durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte bei
275 nm. Bei der Sdule handelte es sich um Merck RP-18 endcapped (Sum). Die Flussrate
betrug 0.8ml/min. Alle Messungen in dieser Arbeit wurden jeweils mit einem der beiden

folgenden Gradienten gemessen:

Tabelle 16: Gradienten zu Untersuchungen mit der reversed phase HPLC.

Zeit (min) | Vol.H,O + 1% TFA | Vol. MeOH
0 85 15
7 75 25
12 60 40
16 45 55
19 30 70
25 30 70
30 85 15
40 85 15
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Zeit (min)| Vol.H,0 + 1% TFA | Vol. CH;CN

0 99 1

7 75 25
12 60 40
16 45 55
19 30 70
25 30 70
30 85 15
40 85 15

Die Eichfaktoren wurden nach folgender Formel ermittelt:

Peakflache[Standard]  c[Produkt]
Eichfaktor = X
Peakflédche[Produkt] c[Standard]

Durch diese Methode wurden Eluationsprofilen erhalten, deren Peaks man den einzelnen
Verbindungen zuordnen konnte. Die Peakfichen lieBen sich mit Hilfe der Eichfaktoren und
folgender Formel in die Konzentrationen der entsprechenden Verbindungen zu verschiedenen

Zeitpunkten umrechnen:

Peakflache[Produkt]
cProdukt] = x ¢o[Standard] x Eichfaktor[Produkt]
Peaklédche[Standard]

Die Umesterungsprodukte wurden zusitzlich mit Hilfe des ESI" und *'P-NMR analysiert.
Dabei ging man folgendermaf3en vor:
In einem Polyethylengefdl wurden 0.7 ml [D;] DMF und 1.4 ml frisch destilliertes,

wasserfreies DMF zusammengetan (Verhéltnis: 1:2). Davon wurde dann eine 250 mM
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Losung an Diisopropylethylamin hergestellt. Dann wurde die Probe gut geschiittelt, davon
700 pl entnommen und in einem anderen Polyethylengefdl hinein getan. In diesem
Polyethylengefdl wurden dann etwa 3 mg Katalysator, 6 mg Substrat (4,2-BDNPP 5, 4-BNPP
9 oder 4-MNPP 101) und 2 mg 1-Nitronaphthalin 92 zusammengegeben. Dann wurde die
Probe in ein NMR-Rohrchen iiberfiihrt und bei 30°C gelagert. Nach entsprechenden
Reaktionszeiten wurden die Proben an Hand *'P-NMR und ESI* analysiert.

Einige wichtige Umersterungsprodukte wurden in grofleren Mafistab synthetisiert und dann

mittels 'H-NMR, *'P NMR und ESI" analysiert.
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Tabelle 17: Ermittelte Eichfaktoren mit 4-Nitronaphthalin kalibriert 90.
.. Eich- Lo Eich-
kationische Naphthole faktor kationische Naphthole faktor
‘O OH lOH
NH 0] HN (0] HN
(o| o) | 074 - e 0.53
N N N N N N
H H H_. H H H
. © . ©
2 Pic Pic
18 40
O2N NO,
oLy y
d P\
0" 1o NO,
(L %
NH 0 HN 0.41 0.17
(o] ©)
N N NO
HoH N_oH ?
2 Pice 9
21
SN SN
1\) ’
L s oW
NH o HN
@NH o) HN6> 1.22 I\ﬁa‘ ,(?\1 0.1
N N
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H o H H H 2 pic®
2 PiP 77
34 L
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8.3.1 Reaktionen von Bis(guanidinium)naphthol 18 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)-ester 5, Salz mit

Tetramethylguanidin

NH 0 HN—\ T \Q\ /(IF?\ /Q/ — O o"%\oj@/
@‘ P NO 7 Cl)eo NO O oP
H H He H 2 2 @I\\IH (0] Hl\f@
2 Pic T™G N H«©AH N
18 5

8.3.1.1 Reaktion in Abwesenheit von Wasser

8.3.1.1.1 Reaktion in DMF/Base

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 C. Gemessen
mit Gradient A.
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Abb. 38: Eluationsprofil der Reaktion nach 5 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

7.36 min: Pikrinséure

10.85 min: 2,4-Dinitrophenol 95

17.95 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

19.21 min: 2,4-BDNPP 5

20.73 min: O-Phosphat 21 ['H-NMR: ([D]DMSO, 400 MHz), MS(ESI"): 677.3 (677.19
berechnet fiir C30H30N809P+) und *'P NMR: ([D]IDMSO, 400 MHz); -11.40]

21.98 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie Abbildung 38 zeigt, entsteht bei der Reaktion nur eine Verbindung (20.73 min). Um zu
beweisen, das es sich dabei um das gewiinschte O-Phosphat 21 handelt, wurde die Reaktion in
einem groferen Maf3stab durchgefiihrt, das gewiinschte O-Phosphat 21 (siche 8.2.2) sauber
isoliert und schlieBlich mittels 'H-NMR (400 MHz), *'P-NMR (400 MHz) und MS (ESI")

identifiziert.
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Abb. 39: Die Konzentrationsinderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und
2,4-Dinitrophenol 95 und O-Phosphat 21 mit der Zeit.

Abbildung

39

zeigt

die

gute

Korrelation

zwischen

der Abnahme der

Bis(guanidinium)naphthol 18, der Zunahme des 2,4-Dinitrophenols 95 und der Zunahme des

O-Phosphats 21. Die Reaktionsgeschwindigkeit wurde mit Hilfe einer linearen Regression

ermittelt:
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Abb. 40: Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit aus der Konzentrationsabnahme 18.

Die Abbildung 40 zeigt fiir die ersten 16 min einen deutlich linearen Zusammenhang. Damit
handelte es sich beziiglich der Konzentrationabnahme vom Bis(guanidinium)naphthol 18 um

eine Reaktion erster Ordnung mit einer Geschwindigkeitskonstanten von

Kops = 3.6 X 102 min™

8.3.1.2 Reaktion in Anwesenheit von Wasser

8.3.1.2.1 Reaktion in DMF/Wasser/Base

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Triethylamin: 250 mM, abs. DMF/Wasser (2:1, pH = 11.7),
30°C. Gemessen mit Gradient A.
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Abb. 41: Eluationsprofil nach 236 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

8.78 min : Pikrinsdure

12.23 min: 2,4-Dinitrophenol 95

17.49 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

18.59 min: Unbekannt

18.99 min: freies Phosphat 22 [MS(ESI+): 511.12 (511.19 berechnet fiir C24H28N6O5P+) und
3'P-NMR: ([D]JDMSO, 400 MHz): 6.86 ppm]

19.31 min: 2,4-BDNPP 5

20.35 min: O-Phosphat 21 ['H-NMR: ([D]DMSO, 400 MHz), MS(ESI"): 677.3 (677.19
berechnet fiir C30H30N309P+) und *'P-NMR ([D]IDMSO, 400 MHz): -11.40 ppm]

20.52 min: Unbekannt

21.88 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie Abbildung 41 zeigt, gibt es in Anwesenheit von Wasser keine saubere Umsetzung zum
gewlinschten O-Phosphat 21. Es entstehen zusétzliche Verbindungen, wobei es sich bei dem

Peak nach 18.99 min um das freie Phosphat 22 handelt (siche 8.3.1.2.2).
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Abb. 42: Die Konzentrationsinderung von Bis(guanidinium)naphthol 16, 2,4-Dinitrophenol 95 und
O-Phosphat 21 mit der Zeit.

182

Die Abbildung 42 zeigt deutlich, daB3 sich das O-Phosphat 21 mit der Zeit zersetzt. Denn die

Konzentration vom 2,4-Dinitrophenol 95 nimmt zu und die Konzentration vom O-Phosphat

21 bleibt nach etwa 80 min konstant. Die Konzentration vom Bis(guanidinium)naphthol 18

nimmt zwar ab, bleibt aber nach etwa 180 min auf 6 mM stehen. Dieses Ergebnis ist im

Einklang mit der Beobachtung von 8.3.1.2.2. Denn das O-Phosphat 21 setzt sich mit der Zeit

zum freien Phosphat 22 und Bis(guanidinium)naphthol 18 um. Die Reaktionsgeschwindigkeit

fiir die Abnahme des Bis(guanidinium)naphthols 18 wird durch lineare Regression ermittelt:
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Abb. 43: Ermittlung der Reaktionsgeschwindigkeit aus der Konzentrationsabnahme 18.

Aus der Abbildung 43 wurde auch in Anwesenheit von Wasser fiir die Anfangsphase (230
min) ein linearer Zusammenhang abgeleitet. Damit handelte es sich um eine Reaktion erster

Ordnung beziiglich Bis(guanidinium)naphthol 18 mit der Konstanten

Kops = 3.1 x 10 min™



Experimenteller Teil 184

8.3.1.2.2 Stabilitat von O-Phosphat 21 in DMF/Wasser/Base

Reaktionsbedingung: O-Phosphat 21, als Salz der Pikrinsdure: 10 mM, abs. Triethylamin: 250
mM, abs. DMF/Wasser (2:1), 30 C. Gemessen mit Gradient B.
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Abb 44. Eluationsprofil nach 210 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

12.41 min: Pikrinséure

12.76 min: Unbekannt!

13.18 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

14.43 min: freies Phosphat 22 [MS(ESF): 511.12 (511.19 berechnet fiir C24H28N605P+)
15.28 min 2,4-Dinitrophenol 95]

16.31 min: O-Phosphat 21 [MS(ESI+): 677.3 (677.19 berechnet fiir C30H30N3OoP )]
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Abb 45: Eluationsprofil nach 6960 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
12.19 min: Pikrinséure

12.70 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

14.12 min: freies Phosphat 22

14.88 min: 2,4-Dinitrophenol 95

16.52 min: O-Phosphat 21

Wie die Abbildungen 44 und 45 zeigen, entstehen beim Stabilitétstest drei Verbindungen. Um
zu beweisen, dal} es sich beim Peak = 12.70 min (Abb. 44) um das Bis(guanidinium)naphthol
18 und Peak = 14.88 min (Abb. 44) um das 2,4-Dinitrophenol 95 handelt, wurden sie alleine
mit reversed phased HPLC (Gradient B) gemessen. Die Retentionszeiten waren mit denen in
den Abbildungen 44 und 45 vergleichbar. AuBBerdem wurde am Ende des Stabilititstests von
der Reaktionslosung eine ESI-Spektrum aufgenommen. Dabei waren Signale fiir das
Bis(guanidinium)naphthol 18, das 2,4-Dinitrophenol 95 und das freie Phosphat 22 zusehen.
Daraus kann man noch ableiten, dal es sich beim Peak = 16.52 min (Abb. 45) um das freie
Phosphat 21 handelt.

Wie die Abbildungen 44 und 45 weiter zeigen, entstehen das freie Phosphat 22 und das
Bis(guanidinium)naphthol 18 parallel. Dabei bleibt das Verhéltnis der Produkte 21 und 18 mit
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etwa 1:3 wihrend der ganzen Zeit konstant. Dieses Ergebnis ist im Einklang mit der
Beobachtung vom Experiment 8.3.1.2.1. Dort reagiert bei RT das O-Phosphat 21 mit der Zeit
zum freien Phosphat 22 und Bis(guanidinium)naphthol 18. Deswegen bleibt die
Konzentration von O-Phosphat 21 nach etwa 80 min konstant, wihrend die Konzentration von

2,4-Dinitrophenol 95 weiter zunimmt.

8.3.1.2.3 Reaktion in DMF/Puffer

8.3.1.2.3.1 Reaktion in DMF/Trispuffer (2:1) pH 9.9

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/50 mM Tris-Puffer 2:1, pH = 9.9, 30'C. Gemessen mit
Gradient A.

19,53 22,02
9,28

17,64

1291 19,12

Abs.

20,68

10 15 20 25
Zeit (min)

Abb. 46: Eluationsprofil nach 386 min.
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Zuordnung zu den Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

9.28 min

12.91 min
17.64 min
19.12 min
19.53 min

: Pikrinsdure

: 2,4-Dinitrophenol 95

: Bis(guanidinium)naphthol 18
: freies Phosphat 22

: 2,4-BDNPP 5

20.68 min: O-Phosphat 21
22.02 min: 1-Nitronaphthalin 92

187

Wie nach dem Stabilitdtsversuch des O-Phosphates 21 zu erwarten war, sind neben dem O-

Phosphat 21 auch andere Verbindungen entstanden.

¢ (mM)

y T y T
0 200 400

T y T y T y T y T 1
600 800 1000 1200 1400

Zeit (min)

Abb. 47: Die Konzentrationsdnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.

Wie die Abbildung 47 zeigt, kam die Reaktion nach einem Tag zum Stillstand. Es reagierten

ca. 6 mM Bis(guanidinium)naphthol 18 ab.



Experimenteller Teil 188

0,5+

0,4

0,3

Inc,Inc,

0,14

0,0+

-0,1 — 7
0 50 100 150 200 250 300

Zeit (min)

Abb. 48: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 18und 2,4-BDNPP 5.

Aus der Abbildung 48 wurde ein linearer Zusammenhang fiir die ersten vier Messung
abgeleitet. Damit gehorcht die Reaktion in der Anfangsphase (280min) dem Reaktionsgesetz

erster Ordnung, mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops= 1.7 x 10° min™

8.3.1.2.3.2 Reaktion in DMF/Trispuffer (2:1) pH 8.99

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/50 mM Tris-Puffer 2:1, pH = 8.99, 30 C. Gemessen mit
Gradient A.
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8,93 19,45 22,08

17,59

12,54

19,12

20,6150 77

10 o
Zeit (min)

Abb. 49: Eluationsprofil nach 386 min. Wegen der besseren Darstellung des Eluationsprofils wurde dieser stark
vergrofert. Fiir die Intregration der Peaks wurde aber die volle Darstellung verwendet.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
8.93 min : Pikrinsdure

12.54 min: 2,4-Dinitrophenol 95

17.59 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

19.12 min: freies Phosphat 22

19.45 min: 2,4-BDNPP 5

20.77 min: Unbekannt

20.61 min: O-Phosphat 21

22.08 min: 1-Nitronaphthalin 92
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Abb. 50: Die Konzentrationsdnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.

Abbildung 50 ldsst erkennen, daB3 nach 24 h die Reaktion zum Stillstand kam. Es reagierten

ca. 4.5 mM Bis(guanidinium)naphthol 18 ab.

I I I I I
0 50 100 150 200 250 300

Zeit (min)

Abb. 51: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 18 und 2,4-BDNPP 5.
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Aus der Abbildung 51 kann man fiir die ersten vier Messungen einen linearen Zusammenhang
ableiten. Damit handelte es sich fiir die Abnahme des Bis(guanidinium)naphthols 18 in der
Anfangsphase (280min) um eine Reaktion erster Ordnung mit der folgenden

Geschwindigkeitskonstanten:

Kops = 1.4 x 10 min™

8.3.1.2.3.3 Reaktion in DMF/Trispuffer (2:1) pH 7.09

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/50 mM Tris-Puffer 2:1, pH = 7.09, 30'C. Gemessen mit
Gradient A.

8,48 19,41 22,10

17,85

12,18

Abs.

20,55

T T T T T T 1
10 15 20 25

Zeit (min)

Abb. 52: Eluationsprofil nach 450 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

8.48 min : Pikrinsdure
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12.12 min: 2,4-Dinitrophenol 95

17.85 min: Bis(guanidinium)naphthol 18
19.41 min: 2,4-BDNPP 5

20.55 min: O-Phosphat 21

22.08 min: 1-Nitronaphthalin 92

Ja
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|
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= 18
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2 °
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Zeit (min)

192

Abb. 53: Die Konzentrationsédnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.

Wie die Abbildung 53 zeigt, kam die Reaktion nach 24 h zum Stillstand. Es reagierten ca. 2

mM Bis(guanidinium)naphthol 18 ab.
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Abb. 54: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 18 und 2,4-BDNPP 5.

Aus der Abbildung 54 kann man fiir die ersten drei Messungen einen linearen Zusammenhang
ableiten. Damit handelte es sich flir die Abnahme des Bis(guanidinium)naphthols 18 in der

Anfangsphase (280min) um eine Reaktion erster Ordnung:

Kops = 6.4 x 10 min™
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8.3.2 Referenzreaktionen

8.3.2.1 Reaktion von 1-Methyldiol 93 mit Phosphorsaure-bis(2,4-
dinitrophenyl)-ester 5, Salz mit Tetramethylguanidin in DMF/Base

QQ B OZN@

@
9

Reaktionsbedingung: 8-Methoxy-naphthalin-1-ol 93: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 C. Gemessen
mit Gradient B.

16,53

19,55

15,58

Abs.

20,08

10 | 20
Zeit (min)

Abb. 55: Eluationsprofil nach 1243 min.
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Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

15.58 min: 2,4-Dinitrophenol 95 (bei t = 0 war dieser Peak noch nicht vorhanden)
16.53 min: 2,4-BDNPP 5

19.55 min: 1-Methyldiol 93

20.08 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie die Abbildung 55 zeigt, setzt sich das einfache Naphthol 93 auch in einem ldngeren
Zeitraum nicht mit Substrat 5 um. Denn auch in *'P-NMR (400 MHz) und in ESI" war kein
Signal zu sehen. Dadurch konnte gezeigt werden, daBl fiir die Katalyse durch das

Bis(guanidinium)naphthol 18 sein Guanidiniumkerngeriist 94 essentiell ist.

8.3.2.2 Reaktion von Bisguanidinium 94 mit Phosphorsaure-bis-(2,4-
dinitrophenyl)-ester5, Salz mit Tetramethylguanidin in DMF/Base

NO,
"o

Reaktionsbedingung: Bisguanidinium 94: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-Nitronaphthalin
92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30'C. Gemessen mit Gradient B.
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Abb. 56: Eluationsprofil nach 1204 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
13.22 min: Pikrinsdure

13.91 min: mutmaBlicher N-Phosphat 98

15.04 min: 2,4-Dinitrophenol 95

15.94 min: 2,4-BDNPP 5

19.54 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie die Abbildung zeigt 56, entsteht langsam eine neue Verbindung. Es konnte sich dabei um
das vermutliche N-Phosphat 98 handeln. Dal3 unter diesen Bedingungen das N-Phosphat 98

entsteht, wurde bereits von M.S. Muche® gefunden.
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8.3.2.3 Reaktion von Bisguanidinium 94 und 1-Methyldiol 93 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)-ester 5, Salz mit

Tetramethylguanidin in DMF/Base

O,N 0 NO, NO,
_P
o) (l)‘o Vs
)

O,N

®
TMG + — o _q
5 o
NH HN NH N
®) I® 93 ®) I|®
(ol o > QNAQAN/Q
H H H H H H H H
9 2 Pic %

Reaktionsbedingung: Bisguanidinium 94: 10 mM, 1-Methyldiol 93: 10mM 2,4-BDNPP 5:
30mM, 1-Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30°C.

Gemessen mit Gradient B.

16,29

15,49

19,75

Abs.

1322 19,27

14,03

14,50

10 15 20 25
Zeit (min)

Abb. 57: Eluationsprofil nach 1184 min.
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Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
13.22 min: Pikrinséure

14.03 min: mutmaBlicher N-Phosphat 98

14.05 min: Unbekannt

15.49 min: Bisguanidinium 94 und 2,4-Dinitrophenol 95
16.29 min: 2,4-BDNPP 5

19.27 min: 8-Methoxynaphthol 93

19.75 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie die Abbildung 57 zeigt, entsteht auch in Anwesenheit von 1-Methydiol ausschlieflich
nur das mutmalliche N-Phosphat 98. Zur Erinnerung (siehe 8.3.1): Die Halbwertszeit fiir die
Phosphorylierung des Bis(guanidinium)naphthols 18 betridgt unter diesen Bedingungen nur
wenige Minuten! Damit kann man diese Reaktion fiir die Reaktion zwischen

Bis(guanidinium)naphthol 18 und 2,4-BDNPP 5 ausschlieBlich.
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8.3.3 Reaktionen von Bis(mannich)naphthol 34 mit Phosphorsaure-

bis(2,4-dinitrophenyl)-ester 5, Salz mit Tetramethylguanidin

8.3.3.1 Reaktion in Abwesenheit von Wasser

8.3.3.1.1 Reaktion in DMF/Base

\N/ \N/
O,N NO
O,N NO 2
Saliive et Vo ullibed
P. —_— S
NH o HN\ T oo 0710
(el e 5 o
N (e}
H ®

Reaktionsbedingung: Bis(mannich)naphthol 34: 10 mM, 24-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylamin : 250 mM, abs. DMF, 30 'C. Gemessen mit
Gradient B.
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Abb. 58: Eluationsprofil nach 90 min.

Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:

11.86 min: Bis(mannich)naphthol 34

13.73 min: Pikrinséure

15.51 min: 2,4-Dinitrophenol 95

16.05 min: 2,4-BDNPP 5 und O-Phosphat 100 (*'P-NMR: Signal bei -11.2 ppm)
19.70 min: 1-Nitronaphthalin 92

In der Abbildung 58 ist nur der Peak fiir das 2,4-Dinitrophenol 95 zusehen. Um zu beweisen,
daB bei der Reaktion das O-Phosphat 100 entsteht, wurde die Reaktion in einem groBeren
MaBstab durchgefiihrt und am Ende von der Losung ein *'P-NMR (400 MHz) aufgenommen.
Dabei war ein Signal (-11.20 ppm) zusehen. Dieser *'P-Shift war mit dem von O-Phosphat 21
('P-NMR: Signal bei -11.40 ppm) vergleichbar. Folglich muB bei der Reaktion das O-
Phosphat 100 entstehen und aus dem Vergleich mit der Retentionszeit von O-Phosphat 21,

sollte sein Peak mit dem von 2,4-BDNPP 5 zusammenfallen.
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Abb. 59: Die Konzentrationsdnderung von Bis(mannich)naphthol 34 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.

Wie die Abbildung 59 zeigt, nimmt die Bildung von 2,4-Dinitrophenol stirker zu als die

in

Abnahme von Bis(mannich)naphthol 34. Der Grund dafiir konnte
Hintergrundhydrolyse von 2,4-BDNPP 5 liegen.
0,6 -
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0,4
o‘-‘ -
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Abb. 60: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 34 und 2,4-BDNPP 5.

einer
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Aus der Abbildung 60 kann man einen linearen Zusammenhang ableiteten. Damit handelte es
sich fiir die Abnahme des Bis(mannich)naphthols 34 um eine Reaktion erster Ordnung mit der

Reaktionsgeschwindigkeitskonstante von

Kobs = 1.9 x 10 min™

8.3.3.2 Reaktion in Anwesenheit von Wasser

8.3.3.2.1 Reaktion in DMF/Trispuffer (2:1) pH 10.6

Reaktionsbedingung: Bis(mannich)naphthol 34: 10 mM, 24-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/50 mM Tris-Puffer 2:1, pH = 10.6, 30 'C. Gemessen mit
Gradient B.

13,13 15,85 19,23

— 15,03

Abs.
|

11,85

T T T T
10 15 20

Zeit (min)

Abb. 61: Eluationsprofil nach 90 min.
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Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
11.85 min: Bis(mannich)naphthol 34

13.13 min: Pikrinsdure

15.03 min: 2,4-Dinitrophenol 95

15.85 min: 2,4-BDNPP 5

19.23 min: 1-Nitronaphthalin 92

Im Gegensatz zu der Reaktion mit Bis(guanidinium)naphthol 18 Kapitel 8.3.1.2.1 ergibt sich

in diesem Fall eine sehr glatte Umsetzung zum O-Phosphat 100 (siche Abbildung 61).

¢ (mM)

T T T T T T T
0 50 100 150 200
Zeit (min)

Abb. 62: Die Konzentrationsdnderung von Bis(mannich)naphthol 34 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.
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Abb. 63: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 34 und 2,4-BDNPP 5.

Aus der Abbildung 63 kann man einen linearen Zusammenhang ableiten. Damit handelte es

sich fiir die Abnahme des Bis(mannich)naphthols 34 um eine Reaktion erster Ordnung mit der

Geschwindigkeitskonstanten von

Kops= 1.2 x 10 min™

8.3.3.2.2 Reaktion in DMF/Trispuffer pH 7.71

Reaktionsbedingung: Bis(mannich)naphthol 34: 10 mM, 24-BDNPP 5: 30 mM, 1-

Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/50 mM Tris-Puffer 2:1, pH = 7.71, 30 'C. Gemessen mit
Gradient B.
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Abb. 64: Die Konzentrationsinderung von Bis(mannich)naphthol 34 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.
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Abb. 65: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen 34 und 2,4-BDNPP 5.
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Die Abbildung 65 zeigt fiir die ersten vier Werte einen linearen Zusammenhang. Damit
handelt es sich fiir die Anfangsphase um eine Reaktion erster Ordnung beziiglich

Bis(mannich)naphthol 34 mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops = 1.7 x 10 min™

8.3.4 Reaktionen von Mono(guanidinium)naphthol 40 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)-ester 5, Salz mit

Tetramethylguanidin

8.3.4 1 Reaktion in DMF/Base

O,N NO,)
QL
O OH OoN o NO, O o’g‘o
"
______ - o
o HN’>+ o’Ff‘o 0 HN
® o
C)
®

Reaktionsbedingung: Mono(guanidinium)naphthol 40: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 C. Gemessen
mit Gradient A.
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Abb. 66: Die Konzentrationsdnderung von Mono(guanidinium)naphthol 40 und 2,4-Dinitrophenol 95

mit der Zeit.
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Abb. 67: Eluationsprofil nach 120 min.
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Zuordnung der Peaks zu den entsprechenden Verbindungen:
8.60 min : Pikrinsdure

12.22 min: 2,4-Dinitrophenol 95

18.77 min: Mono(guanidinium)naphthol 40

19.37 min: 2,4-BDNPP 5

19.99 min: Unbekannt

20.83 min: Unbekannt

22.05 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie Abbildung 67 zeigt, entstehen bei der Reaktion zwei Produkte. Dabei handelt es sich
vermutlich um das O-, sowie das N-Phosphat. Eine exakte Charakterisierung dieser Produkte

erfolgte nicht.

0,30
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0,20 H

0,15+

Inco-lnct
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T T T T T T T T T T T T
0 10 20 30 40 50 60

Zeit (min)

Abb. 68: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Mono(guanidinium)naphthol 40
und 2,4-BDNPP 5.
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Die Abbildung 68 zeigt fiir die ersten fiinf Messpunkte einen linearen Zusammenhang. Damit
handelt es sich fiir die Anfangsphase beziiglich Mono(guanidinium)naphthol 40 um eine

Reaktion erster Ordnung mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops = 3.9 x 102 min?

8.3.5 Reaktionen von Bis(benzimidazol)naphthol 77 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)-ester 5, Salz mit

Tetramethylguanidin

8.3.5.1 Reaktion in DMF/Base

NN N NO, © o NO;
H H H T™MG
2 Pic 5
E —
O,N NO,
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Reaktionsbedingung: Bis(benzimidazol)naphthol 77: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 C. Gemessen
mit Gradient A.

19,17 21,18
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Abb. 69: Eluationsprofil nach 191 min.

10.32 min : Pikrinsdure

13.63 min: 2,4-Dinitrophenol 95

19.17 min: 2,4-BDNPP 5

21.18 min: Bis(benzimidazol)naphthol 77

22.55 min: O-Phosphat 102 oder N-Phosphat 103
22.87 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie Abbildung 69 zeigt, entsteht bei der Reaktion eine neue Verbindung (22.55 min). Eine
exakte Charakterisierung diese Verbindungen erfolgte nicht. Daher kann nicht ausgeschlossen

werden, dal3 es sich dabei um das N-Phosphat 103 handelt.
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Abb. 70: Die Konzentrationsinderung von Bis(benzimidazol)naphthol 77 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.

0,32 H
0,30 H
0,28 —
0,26 H

" 0,24

-Inc

© 0,22

Inc

0,20 H
0,18 H
0,16 H

0,14 H

20

40

T T T T T T T T T T 1
60 80 100 120 140 160
Zeit (min)

Abb. 71: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Bis(benzimidazol)naphthol 77

und 2,4-BDNPP 5.
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Die Abbildung 71 zeigt fiir die Anfangsphase einen linearen Zusammenhang. Damit handelt
es sich fiir die Anfangsphase um eine Reaktion erster Ordnung beziiglich

Bis(benzimidazol)naphthol 77 mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops= 1,1 x 10 min™

8.3.5.2 Reaktion in DMF/Trispuffer (2:1) pH 7.4

Reaktionsbedingung: Bis(benzimidazol)naphthol 77: 6 mM, 2,4-BDNPP 5: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/50 mM Tris-Puffer 2:1, pH = 7.09, 30'C. Gemessen mit
Gradient A.

18.13
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U.; -
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< 20.52
8.43 16.83
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Abb. 72: Eluationsprofil nach 63 min.

8.43 min : Pikrinsdure
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11.88 min
16.83 min
17.54 min
18.13 min

: 2,4-Dinitrophenol 95
: Unbekannt

: Unbekannt

: 2,4-BDNPP 5

20.52 min: Bis(benzimidazol)naphthol 77
21.70 min: 1-Nitronaphthalin 92
22.24 min: Unbekannt

Wie Abb. 72 zeigt, entstehen im Gegensatz zu der Reaktion in DMF/Hiinig Base, mehrere
Verbindungen. Bei Verbindung mit der Retentionszeit 22.24 min, konnte sich um die gleiche
Verbindung handeln, wie in Abb. 69 (22.87 min). Auch hier erfolgte keine exakte
Charakterisierung der Verbindungen. Daher kann nicht ausgeschlossen werden, daB in

DMF/Trispuffer sowohl O-Phosphat 102, als auch N-Phosphat 103 entsteht.

T T T T T T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Zeit (min)

Abb. 73: Die Konzentrationsdnderung von Bis(benzimidazol)naphthol 77 und 2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.
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Abb. 74: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Bis(benzimidazol)naphthol 77
und 2,4-BDNPP 5.

Die Abbildung 74 zeigt fiir die Anfangsphase einen linearen Zusammenhang. Damit handelt

es sich fiir die Anfangsphase um eine Reaktion erster Ordnung beziiglich

Bis(benzimidazol)naphthol 77 mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops= 8.1 x 107 min™
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8.3.6 Reaktion von Benzimidazol-guanidinium-naphthol 82 mit
Phosphorsaure-bis(2,4-dinitrophenyl)ester 5, Salz mit

Tetramethylguanidin

8.3.6.1 Reaktion in DMF/Base

Reaktionsbedingung: Benzimidazol-guanidinium-naphthol 82: 10 mM, 2,4-BDNPP 5: 30
mM, 1-Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 'C.

Gemessen mit Gradient A.
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Abb. 72: Die Konzentrationsdnderung von Benzimidazol-guanidnium-naphthol 82und
2,4-Dinitrophenol 95 mit der Zeit.

Die Abbildung 72 zeigt eine deutliche Korrelation zwischen der Abnahme des Benzimidazol-
guanidinium-naphthols 82 und der Zuname vom 2,4-Dinitrophenol 95. Dabei entsteht nur eine
Verbindung. Auch hier erfolgte keine exakte Charakterisierung dieser Verbindung. Daher

kann nicht ausgeschlossen werden, daf3 es sich dabei um das N-Phosphat handelt.
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Abb. 73: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Benzimidazol-guanidinium-naphthol 82

2,4-BDNPP 5.

Die Abbildung 73 zeigt fiir die Anfangsphase einen linearen Zusammenhang. Damit handelt

es sich fiir die Anfangsphase um eine Reaktion erster Ordnung beziiglich Bezimidazol-

guanidinium-naphthol 82 mit der Geschwindigkeitskonstante von

Kops = 1.41 x 10 min™*
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8.3.7 Reaktionen von Bis(guanidinium)naphthol 16 mit
Phosphorsaure -bis(4-nitrophenyl)-ester 9, Salz mit

Tetramethylguanidin

8.3.7 1 Reaktion in DMF/Base

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 4-BNPP 9: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 'C.

Gemessen mit Gradient A.




Experimenteller Teil 219

18.81

10.82 20.31 22.52

Abs.

1 15.90

12.22

5 10 15 20 25 30
Zeit (min)

Abb. 74: Eluationsprofil nach 3 Tagen.

10.82 min : Pikrinsdure

12.20 min: 4-Nitrophenol 96

15.90 min: Bis(guanidinium)naphthol 18

18.81 min: 4-BNPP 9

20.31 min: O-Phosphat 23 ['H-NMR ([D]DMSO, 400 MHz), MS (ESI"): 631.4 (631.19
berechnet fiir C30H30N;07P") und *'P NMR ([D]JDMSO, 400 MHz): -11.12]

22.52 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie Abbildung 74 zeigt, entsteht bei der Reaktion von Bis(guanidinium)naphthol 18 auch mit
dem weniger reaktiven 4-BNPP 9 nur eine Verbindung (20.31 min). Um zu beweisen, das es
sich dabei um das gewiinschte O-Phosphat 23 handelt, wurde die Reaktion in einem grof3eren
Malistab durchgefiihrt, das gewiinschte O-Phosphat 23 (sieche 8.2.10) sauber isoliert und
schlieBlich mittels "H-NMR (400 MHz), *'P-NMR (400 MHz) und MS (ESI") identifiziert.
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Abb. 75: Die Konzentrationsdnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18 und 4-Nitrophenol 96 mit der Zeit.
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Abbildung 75

zeigt

eine gute

Korrelation

zwischen der

Abnahme

der

Bis(guanidinium)naphthol 18 und der Zuname des 4-Nitrophenols 96. Damit entsteht auch

hier nur das gewiinschte O-Phosphat 23.

Abb. 76: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Bis(guanidinium)naphthol 18 und 4-BNPP 9
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Die Abbildung 76 zeigt fiir die Anfangsphase einen linearen Zusammenhang. Damit handelt
es sich fiir die Anfangsphase beziiglich Bis(guanidinium)naphthol 18 um eine Reaktion erster

Ordnung mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops = 2.02 x 10 min™

8.3.7.2 Reaktion in DMF/Wasser/Base

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 22.06 mM, 4-BNPP 9: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 92: 30 mM, DMF/H,0 (2:1) 250 mM NEt;, pH = 11.7, 30'C. Gemessen mit
Gradient A. Da sich Bis(guanidinium)naphthol 18 {iber lingere Reaktionszeiten (Wochen)
sich leicht in DMF/H,O (2:1) =zersetzt, war fiir die genaue Bestimmung der
Geschwindigkeitskonstante der Reaktion eine genaue Messung der Konzentration von 96
notwendig. Da sich die Peakflichen von Pikrinsdure und 4-Nitrophenol 96 {iberlappen
konnen, wurde das Pikratgegenion des Bis(guanidinium)naphthols 18 gegen Chloridion
ausgetauscht und auBBerdem wurde die Messung bei 308 nm (Absorptionsmaximum von 96 im

Sauren) durchgefiihrt.
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Abb. 77: Eluationsprofil nach 11 Tagen bei 308 nm.

11.59 min: 4-Nitrophenol 96

13.63 min: Bis(guanidinium)naphthol 18
15.38 min: Unbekannt

16.87 min: Unbekannt

17.68 min: 4-BNPP 9

19.90 min: O-Phosphat 23

21.97 min: 1-Nitronaphthalin 92

Wie Abb. 77 zeigt, findet unter Beriicksichtigung der Hintergrundhydrolyse von 4-BNPP 9,
auch in basischen DMF/H,0 (2:1) eine Reaktion mit 18 statt.
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Abb. 78: Die Konzentrationsdanderung von 4-Nitrophenol 96 mit der Zeit.

In Abb. 78 ist die Konzentrationsdnderung von 4-Nitrophenol 96 unter Bertlicksichtigung der
Hintergrundhydrolyse von 4-BNPP 9, angegeben. Daraus kann man die wirkliche

Konzentrationsdnderung von 18, und damit die wahre Geschwindigkeitskonstante der

Reaktion berechnen.
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Abb. 79: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Bis(guanidinium)naphthol 18 und 4-BNPP 9 in
DMF/H,0 (2:1) und 250 mM NEt;.

Die Abbildung 79 zeigt fiir die Anfangsphase einen linearen Zusammenhang. Damit handelt
es sich fiir die Anfangsphase beziiglich Bis(guanidinium)naphthol 18 um eine Reaktion erster

Ordnung mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops = 6.98 x 107" min™
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8.3.8 Reaktionen von Bis(guanidinium)naphthol 18 mit
Phosphorsauremethylester-4-nitrophenylester 91, Salz mit

Tetramethylguanidin in DMF/Hunig Base

Reaktionsbedingung: Bis(guanidinium)naphthol 18: 10 mM, 4-MNPP 91: 30 mM, 1-
Nitronaphthalin 85: 30 mM, abs. Diisopropylethylamin: 250 mM, abs. DMF, 30 C.

Gemessen mit Gradient A.
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Abb. 80: Eluationsprofil nach 8 Tagen.

6.58 min : 4-MNPP 91

11.31 min: Pikrinséure

12.78 min: 4-Nitrophenol 96

16.06 min: Bis(guanidiniuml)naphthol 18
16.86 min: vermutlich O-Phosphat 105
22.62 min: 1-Nitronaphthalin 85

Wie Abbildung 80 zeigt, entsteht bei der Reaktion nur eine neue Verbindung (16.86 min).
Eine exakte Charakterisierung dieses Produktes erfolgte nicht. Daher kann es nicht

ausgeschlossen werden, daf} es sich bei dieser Verbindung um ein N-Phosphat handelt.
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Abb. 81: Die Konzentrationsdnderung von Bis(guanidinium)naphthol 18.
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Abb. 82: Bestimmung der Reaktionsgeschwindigkeit zwischen Bis(guanidinium)naphthol 18 und 4-MNPP 91.

Die Abbildung 82 zeigt fiir die Anfangsphase einen linearen Zusammenhang. Damit handelt
es sich fiir die Anfangsphase beziiglich Bis(guanidinium)naphthol 18 um eine Reaktion erster

Ordnung mit der Geschwindigkeitskonstanten von

Kops = 1.44 x 10 min™
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8.4 Bestimmung der pKa-Werte von Naphtholderivate

8.4 1 Beschreibung der Methode zur Bestimmung der pKa-Werte

Die pK,-Werte wurden mit Hilfe der UV-Spektroskopie bestimmt. Hierzu wurde die zu
messende Substanz zunichst iiber eine lonentauschersidule (Dowex 1x8, Chloridform) in die
entsprechenden Chloridform iberfiihrt. Dann wurde davon eine 20 mM Lo&sung in H,O
hergestellt und die Probe in eine Kiivette iiberfiihrt. Dann wurde durch Zugabe von
Phosphorsédure der pH auf 2 eingestellt und das UV-Spektrum der Substanz von 200 bis 700
nm gemessen. Danach wurde mit NaOH der pH auf 13 eingestellt und ebenfalls das UV-
Spektrum von 200 bis 700nm gemessen. Dann wurden beide Spektren iibereinander gelegt
und eine Wellenldngen ausgesucht, bei der die Substanz im Sauren einen Maximum besal}
und bei der gleichen Wellenlidnge im Basischen dagegen eine Minimum. Danach wurde zur
Kontrolle eine zweite Wellenldnge bestimmt, bei der diesmal umgekehrt die Substanz im
Sauren einen Minimum besall und im Basischen einen Maximum. AnschlieBend wurde mit
der Messung begonnen, indem der pH-Wert der Substanz mit Phosphorsidure wieder auf 2
eingestellt wurde, die Probe in eine Kiivette liberfiihrt, mit NaOH titriert, in kurzen Abstédnden
die eingestellten pH-Werte gemessen und die entsprechenden Extinktionswerte bei beiden
Wellenlédngen bestimmt. Die Auftragung der Extinktionswerte gegen die pH-Werte ergab eine
Kurve, an deren Wendepunkt der pK,-Wert abgelesen werden konnte.
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8.4 1.1 Bestimmung des pK,-Wertes vom Bis(guanidinium)naphthol
18

0,36

0,34

0,32

0,30
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Abb. 83: Der Wendepunkt (x,) der Kurve ergibt den pK,-Wert von 18. Gemessen bei 290 nm.
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0,6

Abb. 84: Der Wendepunkt (x,) der Kurve ergibt den pK,-Wert von 18 Gemessen bei 345 nm.

In beiden Graphen ist der Wendepunkt der Kurven bei xo = 10.3. Das zeigt, da3 die Messung

ziemlich genau ist. Damit ist der pK,-Wert des Bis(guanidinium)naphthol 18 10.3.
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8.4 1.2 Bestimmung des pK,-Wertes vom Bis(guanidinium)naphthol
34

0,44 ]
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0,40 ]
0,38 ]
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Abb. 82: Der Wendepunkt (x,) der Kurve ergibt den pK,-Wert von 34 Gemessen bei 300 nm.

Aus den beiden Graphen wird ein pK, = 7.24 fiir das Bis(mannich)naphthol 34 gemessen.
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8.4 1.3 Bestimmung des pK,-Wertes vom Bis(benzimidazol)naphthol
77

0,35 +

0,30 H

0,25 +

E(295 nm)

0,20 H

0,15 +
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Abb. 84: Der Wendepunkt (x,) der Kurve ergibt den pK,-Wert von 77 Gemessen mit 295 nm Wellenldnge.

Die Messung wurde nur bei einer Wellenldnge durchgefiihrt, weil es keine andere
Wellenldnge im UV-Spektrum existierte, bei der im Sauren das Bis(benzimidazol)naphthol 77
ein Minimum und im Basischen dagegen ein Maximum besall. Aus dem Graphen ergibt sich

damit ein pK, = 6.4 fiir das Bis(benzimidazol)naphthol 77.
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8.5 Plasmidspaltung der biskationischen Verbindungen

(Alle Experimente in diem Kapitel wurden von Frau Dr. Ute Scheffer durchgefiihrt.)

8.5.1 Allgemeine Vorschrift fur die Isolierung von pUC19 durch
Phenolextraktion und PEG8000-Reinigung?®

Es wurden tiber Nacht zwei Kulturen von E. Coli Stamm DHa mit pUC19 in 150 ml LB-
Medium/w (1 % Trypton enzymatisch hydrolysiert aus Casein, 0.5 % Hefeextrakt und 1 %
NaCl) und 100 pg/ml Ampicillin, bei 37 °C angeziichtet. Bei alle Arbeiten mit DNA muss auf
steriles Arbeiten geachtet werden. Dann wurde die Zellkultur fiir 10 min bei 4 °C mit 5000
rpm zentrifugiert, das zuriickbleibende Zellpellet in 5.4 ml Losung (25 mM Tris-HCI, 10 mM
EDTA, 15% Saccharose; pH 8) am Vortexer resuspendiert und die Suspension in einen SS34
Zentrifugenbecher iiberfiihrt. AnschlieBend wurden 600 pl Lysozyme-Losung (20 mg/ml) zu
der Suspension zugegeben und die Suspension fiir 5 min bei RT inkubiert. Dann wurden 12
ml einer 0.2 N NaOH-Losung (1 % SDS) zu der Suspension zugegeben und die Suspension
durch Ivertieren des Zentrifugenbechers solange gemischt, bis sie klar wurde. Nach 5
minutiger Inkubation auf Eis, wurden zu der Suspension 7.5 ml einer 5 M Kalium-Acetat-
Losung (pH 5.4 und bei 4 °C gekiihlt) zugegeben. Diese wurde dann solange durch
Invertieren des Zentrifugenbechers gemischt (6-8 min), bis sie homogen wurde. Daraufhin
wurde die Suspension erneut fiir 5 min auf Eis inkubiert und AnschlieBend {iber ein feuchtes
Filterpapier (Macherey & Nagel) in einem 50 ml Plastikgefal3 iiberfiihrt. Das Filtrat wurde
dann mit 100 ug RNase (DNase frei) versetzt und fiir 30 min bei 37 °C inkubiert. Danach
wurden die Proteine durch Zugabe von Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol/ (25:24:1) vom
Plasmid entfernt. Darauthin wurde die Suspension fiir 10 min bei 6000 rmp zentrifugiert.
Nach Zugabe von Isopropyl bei gleichzeitiger Kiihlung mit Eis, fiel nach etwa 60 min die
plasmidische DNA aus. Diese wurde dann fiir 30 min bei 4 °C mit 12000 rmp zentrifugiert,
das zuriickbleibende Pellet in 0.8 ml sterilisiertem H,O geldst, dann 0.2 ml einer 4 M NaCl-
Losung und 1 ml einer 13 %igen PEG8000-Ldsung, zugegeben. Damit wird die Plasmid DNA
gefillt und kann somit von RNA und kurzem DNA Fragmenten gereinigt werden. Nach der
Inkubation fiir 60 min, wurde die Suspension bei 4 °C und 14000 rmp zentrifugiert und das

die Plasmid DNA mit 70 %igem eiskalten EtOH gewaschen. AnschlieBend wurde die
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Suspension fiir 10 min bei 4 °C mit 14000 rmp zentrifugiert und das zuriickbleibende Pellet in
150 pl Tris-Puffer (10 mM Tris-HCI, pH 8.0) gelost. Die wéssrige Phase wurden danach mit
150 pl Losung aus Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol/ (25:24:1) versetzt und durch Zugabe
von 1/10 Vol. einer 3 M NaOAc-Losung (pH 5.2)/3 Vol. EtOH, das Pellet erneut gefillt. Das
ausgefallene Pellet wurde wieder in 150 pl Tris-Puffer gelost, eine kleine Probe davon mit
Ladepuffer versetzt und dann mit einem 1%igem Agarosegel analysiert. Die Konzentration

wurde photometrisch bestimmt.

8.5.2 Alilgemeine Vorschrift fur die Durchfiihrung der pUC19-

Spaltung mit bisakationischen Verbindungen

Zunichst wurde aus dem zu untersuchenden Katalysator mit sterilisiertem H,O 10 pl einer 20
mM Stammldsung hergestellt und bei -20°C gelagert. Diese Stammlosung wurde dann fiir die
Messungen so verdiinnt, da3 man Lésungen mit Konzentrationen von 0.1 bis 10 mM erhilt.
Davon wurden dann jeweils soviel entnommen und zu 20 mM HEPES-Puffer (pH 7 mit
NaOH eingestellt) und 100 ng/ul pUC19 (Stammlosung: 1 pg/pl in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0)
gegeben, bis die Losung am Ende ein Gesamtvolumen von 10 pl enthielt. Danach wurde die
Losung fiir 18-24 h bei 37 °C inkubiert. Darauthin wurden die Proben jeweils mit 3 pl
Ladepuffer versetzt, dann damit ein 1%iges Agarosegel beladen und die Plasmidbanden mit
der Gelelektrophorese voneinander getrennt. Analysiert wurden die Plasmidbanden mit Hilfe
einer Digitalkamera. Dabei werden die Peakfldchen der Form I, IT und III miteinander addiert
und daraus die Peakfldchen der einzelnen Formen berechnet. Da das Ethidiumbromid mit den
Form II und III besser intercaliert, als mit den Form I, wurden die Peakflichen vom Form I

vorher mit dem Korrektorfaktor 1.22 multipliziert.
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8.5.3 Allgemeine Vorschrift fur die Isolierung von Form Il der

plasmidischen DNA

Zunéchst wurde aus der Stammldsung des zu untersuchenden Katalysators soviel entnommen
und zu 20 mM HEPES-Puffer (pH 7 mit NaOH eingestellt) und 100 ng/pul pUCI19
(Stammlosung: 1 pg/ul in 10 mM Tris-HCL, pH 8.0) gegeben, bis die Losung am Ende ein
Gesamtvolumen von 200 pl enthielt. Danach wurde die Losung fiir 24 h bei 37 °C inkubiert.
Um AnschlieBend den Katalysator aus der Suspension zu entfernen, wurden zu der
Suspension 50 ul DOWEX resin (Na'-Form) zugegeben, die Suspension bei RT fiir 10 min
inkubiert, dann fiir 5 min mit 20000 rmp zentrifugiert und AnschlieBend die wissrige Phase
iiber eine Freeze und Squeeze spin Sdule abfiltriert. Nach Zugabe von 1/10 Vol einer 3 M
NaOAc-Losung (pH 5.2)/3 Vol EtOH zu der wissrigen Phase wurde die DNA gefillt. Diese
wurde dann in 15 pl einer 10 mM Tris-Puffer (pH 8.0) gelost, 10 ul Ladepuffer zugegeben
und damit ein 1 %iges Agarosegel beladen. Auch hier wurden die Plasmidbanden nach der
Vorschrift 8.5.2 analysiert. Isoliert wurde die Form II mit Hilfe des QIAquick
Gelextraktionskit (Qiagen, Hilden) und quantifiziert mit der Etidiumbromid-Methode.

8.5.4 Allgemeine Vorschrift fur die Plasmidspaltung durch EcoR1 in

Anwesenheit von Ethidiumbromid?

Der 10 x Inkubationspuffer H (1 M Tris-HCIL, 500 mM NaCl, 100 mM MgCl, und 0.25 %
Triton X-100) und das pUCI19 (Stammldsung: 1 pg/ul in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0) wurden
aufgetaut und sofort im Vortexer resuspendiert. In einen Eppendorfgefal wurden zu 20 pg
pUC19 soviel sterilisiertes H,O zugegeben, bis die Losung ein Volumen von 108 pl erreichte.
Dazu wurden dann 20 pul 10 % Inkubationspuffer H, 2 ul acetylierte BSA-Losung (10 pg/ul)
und 50 pl Etbr (60 pg/ul) und 20 pl EcoR1 (20 U/ul in dem Lagepuffer: 10 mM KPO4, pH
7.5) zugegeben. Die Losung wurde dann griindlich gemischt und sofort zentrifugiert, um die
Fliissigkeit am Boden des Eppendorfgefdles zu sammeln. Fiir die Verdauung wurde die Probe

fir 16-20 h bei 37 °C inkubiert. Um anschlielend das Etbr aus der Probe zu entfernen,
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wurden sie zuerst 50 ul Dowex resin (Na'-Form), dann bei RT fiir 10 min inkubiert und am
Ende fiir 5 min mit voller Geschwindigkeit zentrifugiert. Anschieend wurde die wéssrige
Phase tiber eine Freeze und Squeeze spin Sédule abfiltriert und durch Zugabe von 1/10 Vol 3
M NaOAc(pH 5.2)/3 Vol. EtOH die plasmidische DNA ausgefillt. Diese wurde dann in 20 pl
sterilisiertem H,O geldst, 5 pl Ladepuffer zugegeben und damit ein 1%iges Agarosegel
beladen. Auch hier wurden die Plasmidbanden nach der Vorschrift 8.5.2 analysiert. Danach
wurde die Form II aus dem Gel ausgeschnitten, mit Hilfe des QIAquick Gelextraktionskits
isoliert und mit der Ethidiumbromid-Methode quantifiziert.

8.5.5 Allgemeine Vorschrift fur die Ligation von Form Il mit T4 DNA-

Ligase in Anwesenheit von Ethidiumbromid

Der 10 x Inkubationspuffer H (I M Tris-HCI, 500 mM NaCl, 100 mM MgCl, und 0.25%
Triton X-100) und die Form II (Stammlésung: 1 pg/pl in 10 mM Tris-HCI, pH 8.0) wurden
aufgetaut und sofort im Vortexer suspendiert. In einem Eppendorfgefdl wurden zu 0.5 pg
Form II soviel sterilisiertes H,O zugegeben, bis die Losung ein Volumen von 50 pl erreichte.
Dazu wurden 10 pl eines 10 % Inkubationspuffer H, 1.5 ul Etbr-Losung (60 pg/ul) und 3 pl
verdiinnte T4 DNA-Ligase (in 10 mM Tris-HCI, 50 mM KCI, 0.1 mM EDTA, 1mM DTT,
200 pg/ml BSA, 50% Glycerin, pH 7.4) zugegeben. Die Losung wurde dann griindlich
gemischt und sofort zentrifugiert, um die Fliissigkeit am Boden des Eppendorfgefdll zu
sammeln. Die Losung wurde anschlieBend im Wasserbad (Thermostat, Lauda) fiir 16 h bei 16
°C inkubiert. Wie in der Vorschrift 8.5.2 wurde dann die Probe auf einem Agarosegel

aufgetragen und dann analysiert.
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9.1 Daten zur Kristallstruktur von 19:

Anhang

Kristallsystem: triklin; Raumgruppe P-1; Zelldimension: a = 10.344 (3) A°, b = 11.479 (5)
A°, ¢ =14.960 (9) A°, a.=79.08 (5)°, B =70.99 (4)°, y = 88.60 (7)° V = 1647.8 (13) A’, z=

2; pber = 1.585 Mg/m3, Siemens Smart Diffraktometer; linearer Absorptionskoeffezient p =
0.133 mm™; T = 141 (2) K; Kristall Dimension 0.60 x 0.45 x0.4 mm; F (000) = 814; Limiting
indices: -13 <=h<13,-14 <=k <14, -19 <=h < 19; Reflexe gemessen: 14284, davon 6915

unabhingig, gleiche Reflexe wurden gemittelt (Rgny = 0.1739); Completeness to Data =

27.94, 87%, Absorptionskorrektur: keine; Final R indices [[>2sigma(I)]: R1 = 0.1226, wR2

0.2164; R indices (all data): R1 = 0.2346, wR2 = 0.2723; goodness of fit = 1.155; Theta
Bereich fiir Datenfassung: 1.47-32.32°; Restelektronendichte: 0.401 und -0.374 ¢/A%”.

Zur Kristallstruktur wurde ein Kristall der Dimension 0.60 x 0.45 x0.4 mm mit einen Siemens

Smart Diffraktometer ohne Absorptionskorrektur bei 132° C vermessen.

Tabelle 18;: Wasserstoffbriicken:

017
017
017
02
N1
N1
N1
N1
N2
N2
N2
N2

HO17A ...
HO17B ...
HO17B ...
. 017
. 012
. 01
. 02
. 017
. 010
. 018
. 03
. 04

HO2
H1A
H1B
H1B
H1C
H2A
H2B
H2C
H2C

03
010
011

D-H H...O

[A°]

O O O O OO O o o o o

.10
.92
.92
.96
.91
.91
.91
.91
.91
.91
.91
.91

[A°]

N NN PFP P NMNNDNPEPEPDNP P

.58
.95
.12
.80
-39
.25
.13
.90
.90
.13
.08
.29

D...0 D-H-0
[deg]

[A°]

.676
.785
. 748
. 755
.156
.851
-996
.806
. 783
. 793
.840
.066

W N N N N N DN WODNDNMNDNDND

173
151
124
174
141
123
158
176
164
129
141
143

Symmetrie

X,
X,

X,

Y, Z
y+l, z
y+l, z

1-x, 1-y, 2-z

1-x, -y,

X,

X,

y. Z
Y, Z

2-z

x+1l, y-1, z

X

X,

X

Y, Z
Y, Z
y-1, z
y-1, z
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N2*
N2*

- H2"A
- H2"C

. 010
. 09

0.91
0.91

2.05
2.06

2.909
2.954

158
166

X, y-1, z
1-x, 1-y, 1-z

Tabelle 19: Atomkoordinaten (x 10°%) und equivalent isotropic displacement parameters (A°*

x 10°7).

X Y V4 U(eq)
0(10) 2572(4) 1524(4) 7861(3) 31(1)
0Q09) 4136(5) 8826(4) 5594(3) 42(1)
0(3) 3821(5) 8453(4) 7511(3) 32(1)
0(2) 8434(5) 1313(4) 9059(4) 37(1)
o(17) 2027(5) 9249(4) 8986(4) 36(1)
0(1) 8203(5) 960(4) 7465(3) 33(1)
0(15) 2545(6) 3958(5) 5455(4) 55(2)
N(7) 970(5) 6160(5) 8102(5) 32(1)
o) 5196(5) 3584(4) 6231(5) 52(2)
N(8) 2426(6) 3150(5) 6143(4) 32(1)
N(3) 5025(6) 6980(5) 8811(4) 39(2)
0(13) 779(5) 6482(4) 8877(4) 46(1)
0(5) 5137(6) 6231(5) 9470(4) 53(2)
0(6) 5342(5) 3170(4) 7677(4) 51(2)
0(14) 835(5) 6818(4) 7390(4) 43(1)
0(12) 2026(5) 2704(4) 10297(4) 44(1)
N(1) 9928(6) -672(5) 8172(4) 37(1)
C(12) 9463(6) -502(5) 6643(4) 23(1)
N(6) 1771(6) 2268(5) 9683(4) 34(1)
0(11) 1409(6) 1223(4) 9812(4) 54(2)
N(5) 3789(6) 7767(5) 5810(4) 35(1)
c@17) 10529(7) -359(6) 7099(5) 30(2)
C(18) 6000(13) 753(11) 6589(10) 22(3)
N(2) 5117(10) 540(8) 7638(7) 25(3)
c(18") 5959(16) 720(14) 6982(13) 29(4)
N(27) 4921(11) 613(10) 6534(8) 24(3)
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C(1) 8442(6) 2175(5) 7086(5) 24(1)
C(13) 9548(6) -1347(5) 6082(5) 27(2)
c9) 8736(7) 3876(6) 5822(5) 37(2)
C(19) 4270(6) 7451(5) 7350(4) 25(1)
0(4) 5154(8) 8038(5) 8795(5) 84(2)
C(30) 2065(6) 3442(5) 7094(5) 25(1)
C(16) 7218(6) 5(5) 6505(5) 29(2)
c() 8338(6) 4155(5) 7449(5) 27(2)
0(16) 2640(7) 2126(5) 6044(4) 68(2)
C(26) 1797(6) 3034(5) 8791(5) 26(2)
N(4) 5195(5) 3865(5) 6985(6) 42(2)
C(11) 8311(6) 175(5) 6831(4) 25(1)
C(2) 8352(6) 2905(5) 7778(5) 25(1)
C(10) 8665(6) 2629(6) 6144(5) 32(2)
C(3) 8258(6) 2501(6) 8758(5) 30(2)
C(25) 2166(6) 2556(5) 7917(4) 24(1)
C(28) 1367(6) 4953(6) 8032(5) 28(2)
C(15) 7353(7) -823(5) 5920(5) 32(2)
C(22) 4956(6) 5096(5) 7087(5) 33(2)
c(5) 7896(7) 4493(6) 9061(6) 38(2)
Cc(8) 8545(6) 4616(6) 6475(5) 35(2)
C(6) 8104(6) 4919(6) 8111(6) 35(2)
C(21) 5050(6) 5455(6) 7889(5) 33(2)
0(8) 3060(6) 7322(5) 5439(4) 52(2)
c(14) 8501(7) -1498(6) 5706(5) 32(2)
C(23) 4560(6) 5863(6) 6396(5) 31(2)
C(27) 1434(6) 4179(5) 8851(5) 29(2)
C(20) 4778(6) 6616(5) 8006(5) 28(2)
C(24) 4239(6) 6998(5) 6536(5) 26(2)
cC4) 8022(7) 3269(6) 9379(5) 36(2)
C(29) 1673(6) 4583(6) 7157(5) 30(2)
0(18) 4876(13) 1067(11) 9431(8) 91(5)
C(31) 5410(20) -10(20) 9782(17) 106(8)
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Tabelle 20: Atomabstdnde [A°] von 19.

Atome

Atomabsténde [A°]

0(10)-C(25)
0(9)-N(5)
0(3)-C(19)
0(2)-C(3)
o(1)-C(V)
0(1)-C(11)
0(15)-N(8)
N(7)-0(14)
N(7)-0(13)
N(7)-C(28)
0(7)-N(4)
N(8)-0(16)
N(8)-C(30)
N(3)-0(5)
N(3)-0(4)
N(3)-C(20)
0(6)-N(4)
0(12)-N(6)
N(1)-C(17)
C(12)-C(13)
C(12)-C(11)
C(12)-C(17)
N(6)-0(11)
N(6)-C(26)
N(5)-0(8)
N(5)-C(24)
C(18)-C(16)
C(18)-N(2)
C(18")-N(2")
C(18")-C(16)
C(1)-C(10)

P R R R R R R R R R R R R R R RPRRRRRRRPRRPRRPRPR PR PR

.256(7)
.228(7)
.266(7)
.380(7)
.398(7)
_405(7)
.223(7)
.228(7)
.237(7)
_449(8)
.229(8)
.219(7)
.450(8)
.214(7)
.220(8)
_446(8)
.232(8)
.226(7)
_495(8)
.382(8)
.386(8)
.499(9)
.226(7)
_445(8)
.239(7)
_456(8)
.492(13)
.513(16)
.458(19)
.563(16)
.352(9)
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C(1)-C(2)
C(13)-C(14)
C(9)-C(8)
C(9)-C(10)
C(19)-C(24)
C(19)-C(20)
C(30)-C(29)
C(30)-C(25)
C(16)-C(15)
C(16)-C(11)
C(M-C(8)
C(7)-C(6)
C(M-C(2)
C(26)-C(27)
C(26)-C(25)
N(4)-C(22)
C(2)-C)
C(3)-C4)
C(28)-C(29)
C(28)-C(27)
C(15)-C(14)
C(22)-C(21)
C(22)-C(23)
C(5)-C(6)
C(B)-C(4)
C(21)-C(20)
C(23)-C(24)
0(18)-C(31)
C(1)-0(1)-C(11)
0(14)-N(7)-0(13)
0(14)-N(7)-C(28)
0(13)-N(7)-C(28)
0(16)-N(8)-0(15)
0(16)-N(8)-C(30)
0(15)-N(8)-C(30)

P R R R R R R R R R R R R R R RPRRRRPRRRPRPR R PR R

122

118.
118.

121

119.
118.

_429(8)
_401(9)
.376(10)
.416(9)
.422(9)
.453(9)
.373(8)
_472(9)
.385(9)
.400(9)
.400(9)
.404(9)
.428(8)
.369(8)
.446(9)
_456(8)
.423(9)
.361(9)
.388(9)
.392(9)
.384(9)
.373(9)
.388(10)
.359(10)
.412(10)
.387(8)
_374(8)
_42(3)
118.

7(5)
-9(6)
6(6)
4(6)
.8(6)
9(6)
2(5)
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0(5)-N(3)-0(4)
0(5)-N(3)-C(20)
0(4)-N(3)-C(20)
C(13)-C(12)-C(11)
C(13)-C(12)-C(17)
C(11)-C(12)-C(17)
0(12)-N(6)-0(11)
0(12)-N(6)-C(26)
0(11)-N(6)-C(26)
0(9)-N(5)-0(8)
0(9)-N(5)-C(24)
0(8)-N(5)-C(24)
N(1)-C(17)-C(12)
C(16)-C(18)-N(2)
N(2")-C(18")-C(16)
C(10)-C(1)-0(1)
C(10)-C(1)-C(2)
0(1)-C(1)-C(2)
C(12)-C(13)-C(14)
C(8)-C(9)-C(10)
0(3)-C(19)-C(24)
0(3)-C(19)-C(20)
C(24)-C(19)-C(20)
C(29)-C(30)-N(8)
C(29)-C(30)-C(25)
N(8)-C(30)-C(25)
C(15)-C(16)-C(11)
C(15)-C(16)-C(18)
C(11)-C(16)-C(18)
C(15)-C(16)-C(18")
C(11)-C(16)-C(18")
C(18)-C(16)-C(18")
C(8)-C(7)-C(6)
C(8)-C(7)-C(2)
C(6)-C(7)-C(2)

121.
119.
118.
118.

121

119.
123.

118

118.
122.

119

118.
110.

107

108.
122.

122.
115.
120.
119.
122.
123.
113.
115.
123.
120.
117.
114.
126.
130.
111.

21.
120.
120.
119.

8(6)
5(6)
7(6)
3(6)
.8(5)
8(5)
1(6)
.8(6)
0(6)
6(6)
.1(6)
3(6)
4(5)
29(9)
3(12)
3(5)
6(6)
0(6)
4(6)
7(7)
9(6)
8(6)
2(5)
9(6)
6(6)
5(5)
7(6)
8(8)
7(7)
8(8)
1(8)
4(7)
2(6)
3(6)
5(6)
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C(27)-C(26)-N(6)
C(27)-C(26)-C(25)
N(6)-C(26)-C(25)
0(7)-N(4)-0(6)
0(7)-N(4)-C(22)
0(6)-N(4)-C(22)
C(12)-C(11)-C(16)
C(12)-C(11)-0(1)
C(16)-C(11)-0(1)
C(3)-C(2)-C(7)
C(3)-C(2)-C(1)
C(7)-C(2)-C(1)
C(1)-C(10)-C(9)
C(4)-C(3)-0(2)
C(4)-C(3)-C(2)
0(2)-C(3)-C(2)
0(10)-C(25)-C(26)
0(10)-C(25)-C(30)
C(26)-C(25)-C(30)
C(29)-C(28)-C(27)
C(29)-C(28)-N(7)
C(27)-C(28)-N(7)
C(14)-C(15)-C(16)
C(21)-C(22)-C(23)
C(21)-C(22)-N(4)
C(23)-C(22)-N(4)
C(6)-C(5)-C(4)
C(9)-C(8)-C(7)
C(5)-C(6)-C(7)
C(22)-C(21)-C(20)
C(15)-C(14)-C(13)
C(24)-C(23)-C(22)
C(26)-C(27)-C(28)
C(21)-C(20)-N(3)
C(21)-C(20)-C(19)

115.
124.
119.
124.
118.
117.
122.
116.
120.
117.
126.
116.
119.
120.
120.
118.
124.
124.
111.
121.
120.
119.
120.
121.
119.
119.
119.
120.
121.
119.
119.
118.
119.
117.
122.

9(6)
8(6)
3(5)
6(6)
2(7)
1(7)
6(5)
9(5)
1(5)
5(5)
2(6)
3(6)
8(6)
8(6)
9(6)
3(5)
0(6)
1(6)
8(5)
0(6)
0(6)
0(6)
9(6)
4(6)
5(7)
o)
5(6)
9(6)
3(6)
7(6)
9(6)
5(6)
2(6)
4(6)
3(6)
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N(3)-C(20)-C(19) 120.4(5)
C(23)-C(24)-C(19) 124.6(6)
C(23)-C(24)-N(5) 116.9(6)
C(19)-C(24)-N(5) 118.4(5)
C(3)-C4)-C(5) 120.8(7)
C(30)-C(29)-C(28) 119.6(6)

Tabelle 21: Anisotropic displacement parameters (A°* x 10°)

Ull u22 U33 U23 Ul3 uUl2

0(10) 32(3) 19(2) 48(3) -12(2) -18(2) 11(2)

0(9) 57(3) 23(3) 50(3) -2(2) -26(3) -2(2)

0(3) 39(3) 14(2) 40(3) -7(2) -9(2) 9(2)

0(2) 55(3) 23(3) 31(3) -7(2) -12(2) 13(2)

o(17) 53(3) 14(2) 42(3) -8(2) -14(2) 7(2)

0(1) 41(3) 16(2) 41(3) -12(2) -12(2) 11(2)

0(15) 81(4) 38(3) 41(3) -6(3) -17(3) 18(3)

N(7) 24(3) 16(3) 51(4) -7(3) -8(3) 5(2)

o(7) 31(3) 36(3) 101(5) -40(3) -22(3) 12(2)

N(8) 37(3) 15(3) 51(4) -6(3) -23(3) 3(2)

N(3) 44(4) 29(3) 49(4) -9(3) -21(3) 12(3)

0(13) 59(3) 24(3) 61(4) -22(3) -20(3) 17(2)

0(5) 64(4) 38(3) 57(4) 4(3) -29(3) 15(3)

0(6) 32(3) 19(3) 101(5) -6(3) -25(3) 5(2)

0(14) 51(3) 15(2) 63(4) 3(2) -24(3) 8(2)

0(12) 61(4) 36(3) 46(3) -15(2) -30(3) 17(2)

N(1) 53(4) 23(3) 38(4) -7(3) -20(3) 14(3)

C(12) 23(3) 20(3) 26(4) -8(3) -7(3) 7(3)

N(6) 42(3) 19(3) 40(4) -7(3) -13(3) 15(2)

0(11) 97(5) 18(3) 42(3) -7(2) -16(3) 11(3)

N(5) 39(3) 30(3) 36(4) -7(3) -13(3) 4(3)

c@a7) 33(4) 24(3) 36(4) -6(3) -15(3) 6(3)

C(L 14(3) 14(3) 38(4) -7(3) -1(3) 5(2)
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C(13) 22(3) 23(3) 35(4) -7(3) -6(3) 11(3)
c9) 29(4) 32(4) 45(5) 5@3) -11(3) 3(3)
C(19) 23(3) 16(3) 33(4) -6(3) -5(3) 4(3)
0(4) 168(7) 32(3) 93(5) -22(3) -94(5) 20(4)
C(30) 20(3) 18(3) 40(4) -10(3) -12(3) 3(2)
C(16) 25(3) 16(3) 38(4) 0(3) -4(3) 9(3)
c() 19(3) 20(3) 40(4) -2(3) -9(3) -5(3)
0(16) 132(6) 25(3) 62(4) -14(3) -51(4) 7(3)
C(26) 19(3) 22(3) 33(4) -3(3) -4(3) 4(3)
N(4) 18(3) 17(3) 90(5) -22(4) -12(3) 7(2)
C(11) 26(3) 16(3) 25(4) -5(3) 2(3) 1(3)
C(2) 15(3) 22(3) 38(4) -9(3) -6(3) 2(2)
C(10) 22(3) 29(4) 35(4) -2(3) 1(3) 3(3)
C(3) 26(3) 20(3) 38(4) -8(3) -4(3) 9(3)
C(25) 13(3) 25(3) 33(4) -5(3) -6(3) 0(2)
C(28) 16(3) 22(3) 42(4) -3(3) -7(3) 4(3)
C(15) 26(4) 17(3) 54(5) -6(3) -16(3) 6(3)
C(22) 19(3) 16(3) 58(5) -10(3) -4(3) 4(3)
c() 27(4) 33(4) 62(6) -26(4) -16(4) 8(3)
C(8) 24(4) 17(3) 61(5) -4(3) -11(3) -1(3)
C(6) 24(4) 14(3) 73(6) -15(3) -21(4) 6(3)
C(21) 18(3) 19(3) 58(5) 0(3) -11(3) 8(3)
0(8) 70(4) 45(3) 54(4) -11(3) -35(3) -6(3)
C(14) 41(4) 20(3) 44(4) -15(3) -22(3) 13(3)
C(23) 20(3) 25(4) 46(4) -17(3) -1(3) -4(3)
C(27) 27(4) 20(3) 45(4) -10(3) -14(3) 6(3)
C(20) 21(3) 22(3) 44(4) -9(3) -11(3) 5@3)
C(24) 14(3) 21(3) 42(4) -7(3) -6(3) 4(3)
cC4) 32(4) 33(4) 51(5) -15(3) -21(3) 12(3)
C(29) 23(3) 21(3) 45(4) -2(3) -14(3) 2(3)
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Tabelle 22: Wasserstoffkoordinaten und isotropic displacement parameters.

X Y V4 U(eg)
H(1A) 9515 -1409 8347 56
H(1B) 9299 -133 8386 56
H(1C) 10604 -664 8437 56
H(17A) 11294 -881 6872 36
H(17B) 10896 472 6904 36
H(18A) 5478 535 6191 27
H(18B) 6294 1602 6359 27
H(2A) 4367 990 7707 38
H(2B) 5606 742 7997 38
H(2C) 4847 -241 7841 38
H(18C) 5587 400 7683 34
H(18D) 6238 1565 6888 34
H(2"A) 4182 1031 6799 37
H(2"B) 4661 -165 6631 37
H(2"C) 5272 907 5890 37
H(13A) 10323 -1828 5950 33
H(9A) 8914 4200 5158 45
H(10A) 8774 2114 5699 38
H(15A) 6647 -928 5662 38
H(5A) 7667 5014 9508 46
H(8A) 8554 5450 6261 42
H(6A) 8092 5751 7890 42
H(21A) 5300 4911 8363 40
H(14A) 8578 -2064 5305 38
H(23A) 4511 5609 5839 38
H(27A) 1231 4442 9445 35
H(4A) 7941 2979 10034 43
H(29A) 1611 5117 6605 36
H(02) 8210(70) 1140(60) 9750(50) 40(20)
H(017) 2140(80) 10060(80) 8820(50) 60(20)

H(017) 2820(130) 8910(120) 8410(80) 140(50)
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Tabelle 23: Bindungswinkel

Atome Bindungswinkel [°]
C(11)-C(12)-C(17)-N(D) 61.4(7)
C(11)-0(1)-C(1)-C(10) 5.3(8)
C(1D)-o(V)-C(L)-C2) -178.2(5)
C(11)-C(12)-C(13)-C(1v 0.8(9)
C(17)-C(12)-Cc(13)-C(1v 176.7(6)
0(16)-N(8)-C(30)-C(29) -171.9(6)
0(15)-N(8)-C(30)-C(29) 10.1(8)
0(16)-N(8)-C(30)-C(25) 9.7(9)
0(15)-N(8)-C(30)-C(25) -168.2(6)
N(2)-C(18)-C(16)-C(15) 119.4(9)
N(2)-C(18)-C(16)-C(11) -70.9(11)
N(2)-C(18)-C(16)-C(18%) -23(2)
N(2")-C(18")-C(16)-C(15) -13.7(17)
N(2")-C(18")-C(16)-C(11) 173.6(9)
N(2")-C(18")-C(16)-C(18) 33.2(19)
0(12)-N(6)-C(26)-C(27) -31.2(8)
0(11)-N(6)-C(26)-C(27) 144 .3(6)
0(12)-N(6)-C(26)-C(25) 150.0(6)
0(11)-N(6)-C(26)-C(25) -34.5(8)
C(13)-C(12)-C(11)-C(16) 2.4(9)
C(17)-C(12)-C(11)-C(16) -173.6(6)
C(13)-C(12)-C(11)-0(2) 175.1(5)
C(17)-C(12)-C(11)-0(2) -0.9(8)
C(15)-C(16)-C(11)-C(12) -4.4(9)
C(18)-C(16)-C(11)-C(12) -173.8(8)
C(18")-C(16)-C(11)-C(12) 169.3(8)
C(15)-C(16)-C(11)-0(1) -176.8(6)
C(18)-C(16)-C(11)-0(D) 13.7(11)
c(18")-C(16)-C(11)-0(D) -3.1(10)
C(1)-0(1)-C(11)-C(12) 105.6(6)

C(1)-0(1)-C(11)-C(16) -81.6(7)
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C(8)-C(7)-C(2)-C(3) 174 .5(6)
C(6)-C(7)-C(2)-C(3) -6.0(8)
C(8)-C(7)-C(2)-C(1) -6.3(8)
C(6)-C(7)-C(2)-C(D) 173.2(5)
C(10)-C(1)-C(2)-C(3) -173.2(6)
0(1)-C(1)-C(2)-C(3) 10.3(8)
C(10)-C(1)-C(2)-C(M) 7.6(8)
0(1)-C()-C(2)-C(7) -168.8(5)
0(1)-C(1)-C(10)-C(9) 172.4(6)
C(2)-C(1)-C(10)-C9) -3.9(9)
C(8)-C(9)-C(10)-C(1) -1.5(9)
C(7)-C(2)-C(3)-C4) 6.6(9)
C(1)-C(2)-C(3)-C¥) -172.5(6)
C(7)-C(2)-C(3)-0(2) -172.3(5)
C(1)-C(2)-C(3)-0(2) 8.5(9)
C(27)-C(26)-C(25)-0(10) 175.7(6)
N(6)-C(26)-C(25)-0(10) -5.6(9)
C(27)-C(26)-C(25)-C(30) -1.7(8)
N(6)-C(26)-C(25)-C(30) 176.9(5)
C(29)-C(30)-C(25)-0(10) -177.3(6)
N(8)-C(30)-C(25)-0(10) 0.909)
C(29)-C(30)-C(25)-C(26) 0.2(8)
N(8)-C(30)-C(25)-C(26) 178.4(5)
0(14)-N(7)-C(28)-C(29) 4.2(8)
0(13)-N(7)-C(28)-C(29) -176.0(5)
0(14)-N(7)-C(28)-C(27) -175.8(6)
0(13)-N(7)-C(28)-C(27) 4.0(8)
C(11)-C(16)-C(15)-C(14) 3.2(10)
C(18)-C(16)-C(15)-C(14) 173.9(8)
C(187)-C(16)-C(15)-C(14) -169.0(10)
0(7)-N(4)-C(22)-C(21) -175.2(6)
0(6)-N(4)-C(22)-C(21) 6.9(9)
0(7)-N(4)-C(22)-C(23) 8.5(9)
0(6)-N(4)-C(22)-C(23) -169.4(6)
C(10)-C(9)-C(8)-C(7M) 2.7(10)
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C(6)-C(7)-C(8)-C(9) -178.1(6)
C(2)-C(7)-C(8)-C9) 1.409)
C(4)-C(5)-C(®B)-C(7) 5.109)
C(8)-C(7)-C(6)-C(5) 179.8(6)
C(2)-C(7)-C(6)-C(5B) 0.3(9)
C(23)-C(22)-C(21)-C(20) -1.6(10)
N(4)-C(22)-C(21)-C(20) -177.8(6)
C(16)-C(15)-C(14)-C(13) -0.2(10)
C(12)-C(13)-C(14)-C(15) -1.9(10)
C(21)-C(22)-C(23)-C(24) -1.0(09)
N(4)-C(22)-C(23)-C(24) 175.3(6)
N(6)-C(26)-C(27)-C(28) -176.7(5)
C(25)-C(26)-C(27)-C(28) 2.009)
C(29)-C(28)-C(27)-C(26) -0.6(9)
N(7)-C(28)-C(27)-C(26) 179.4(6)
C(22)-C(21)-C(20)-N(3) -173.9(6)
C(22)-C(21)-C(20)-C(19) 5.8(10)
0(5)-N(3)-C(20)-C(21) -17.3(9)
0(4)-N(3)-C(20)-C(21) 160.6(7)
0(5)-N(3)-C(20)-C(19) 162.9(6)
0(4)-N(3)-C(20)-C(19) -19.1(10)
0(3)-C(19)-C(20)-C(21) 169.1(6)
C(24)-C(19)-C(20)-C(21) -6.9(9)
0(3)-C(19)-C(20)-N(3) -11.2(10)
C(24)-C(19)-C(20)-N(3) 172.9(6)
C(22)-C(23)-C(24)-C(19) -0.6(9)
C(22)-C(23)-C(24)-N(5) -178.2(6)
0(3)-C(19)-C(24)-C(23) -171.7(6)
C(20)-C(19)-C(24)-C(23) 4.3(09)
0(3)-C(19)-C(24)-N(5) 5.9(9)
C(20)-C(19)-C(24)-N(5) -178.1(5)
0(9)-N(5)-C(24)-C(23) -143.4(6)
0(8)-N(5)-C(24)-C(23) 37.1(8)
0(9)-N(5)-C(24)-C(19) 38.9(8)
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0(8)-N(5)-C(24)-C(19) -140.7(6)
0(2)-C(3)-C(4)-C(5) 177.5(6)
C(2)-C(3)-C(4)-C(5) -1.5(10)
C(6)-C(5)-C(4)-C(3) -4.5(10)
N(8)-C(30)-C(29)-C(28) -177.2(5)
C(25)-C(30)-C(29)-C(28) 1.009)
C(27)-C(28)-C(29)-C(30) -0.8(9)
N(7)-C(28)-C(29)-C(30) 179.1(5)
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9.2 Atomnummierung von ausgewahiten Naphtholverbindungen in

der vorliegenden Arbeit:
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9.3 Abkilrzungsverzeichnis

pl Mikroliter
abs. abslut(e, s, m)
ber. berechnet

2,4-BDNPP 84 2,4-Phosphroséure-bis(2,4-dinitrophenyl)-ester 84
4-BNPP 86 2,4-Phosphrosdure-(4-dinitrophenyl)-ester 84

Boc tert-Butoxycarbonyl

Cosy Correlated Spectroscopy

DC Diinnschichtchromatographie

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

EA Elementaranalyse

ESI Elektrosprayionisation

Et Ethyl

EtOAc Essigsdureethylester

g Gramm

gef. Gefunden

HB Hiinig Base

HPLC High Performance Liquid Chromatographie
HOBt Benzotriazol-1-ol

konz. konzentriert(e)

LDA Litiumdiisopropylamid

Lsg. Losung

mg Milligramm

min Minut(e)

NEt; Triethylamin

4-MNPP 101  Phosphorsduremethylester-4-nitrophenylester 101
NMO 4-Methylmorpholin-4-oxid-Monohydrat
PEG Polyethylenglycol

PNA Peptide nucleic acids

Rf Ratio of fronts

RP Reversed phase
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RT Raumtemperatur

Schmp. Schmelzpunkt

TBDMS tert-Butyl-dimethyl-silan

Tert tertidr

TFA Trifluoressigsiure

THP Tetrahydropyran-2-yl

T™MG N,N,N',N'—Tetramethyguanidin(ium)
TPAP Tetra-n-propylammonium-perruthenat
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