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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die gezielte Synthese von wasserléslichen Cyclodextrin-
derivaten, die an der Position C-6 mit kationischen oder anionischen Gruppen substituiert
sind sowie die systematische Untersuchung der Stabilitat ihrer Einschlussverbindungen mit
anionischen, kationischen und neutralen tert.-Butylbenzolderivaten mittels isothermer
Titrationskalorimetrie.

Es wurden mittels dreier Methoden sowohl mono- als auch heptasubstituierte B-Cyclo-
dextrinderivate synthetisiert. Bei Methode A wurde OH-6 durch eine mehrstufige Synthese in
eine Aminogruppe Uberfuhrt, von der aus weitere Modifikationen erfolgten. In Methode B
wurden Substituenten Uber eine Thioetherbricke an C-6 angeknlpft. Die Cyclo-
dextrinderivate waren ohne Schutzgruppen und unter Erhalt der freien Hydroxylgruppen am
Cyclodextrin mit hoher Regioselektivitdt zuganglich. In einer dritten Methode C wurden
aminosauremodifizierte Cyclodextrine regioselektiv in hoher Ausbeute erhalten. Dazu
wurden reaktive Azido-Cyclodextrinderivate mit propargylierten Aminosauren in einer kupfer-
katalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition umgesetzt.

Um den Einfluss des pH-Wertes und der Salzkonzentration auf die Stabilitdt der
Einschlussverbindungen zu untersuchen, wurden die Titrationen bei pH 3 und pH 7 in 25 mM
und 500 mM Phosphatpuffer durchgefihrt. Alle Einschlussverbindungen zeigten eine 1:1
Stéchiometrie. Die Bindungskonstanten der Monoderivate bewegten sich im Bereich von
2000 M und 54000 M, abh&ngig von der Kombination der funktionellen Gruppen von Wirt
und Gast und der Pufferkonzentration.

Die Erkennung zwischen den funktionellen Gruppen kann hauptséachlich Coulomb-Wechsel-
wirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen zugeschrieben werden. Es zeigte sich, dass
schon im nativen B-Cyclodextrin eine naturliche Ladungserkennung vorhanden war, die unter
anderem vom Dipolmoment des B-Cyclodextrins und von der Hydrophilie der Gaste abhing.
Im Allgemeinen wurden anionische Géste stérker gebunden als kationische Géaste. Es wurde
beobachtet, dass die Ladungsdiskriminierung bei Mono-(6-deoxy-6-guanidyl)-f-cyclodextrin
am starksten ausgepragt war und bei Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin
Natriumsalz fast vollstdndig verschwand. Die Orientierung des Gastes innerhalb der Kavitat
des Cyclodextrins wurde stark von den Wechselwirkungen zwischen den funktionellen
Gruppen von Wirt und Gast beeinflusst, jedoch spielten auch Dipol-Dipol-Wechselwirkungen
eine nicht unerhebliche Rolle.

ROESY-Experimente haben gezeigt, dass sich der Gast in der Kavitat immer so orientiert,

dass eine antiparallele Ausrichtung der Dipolmomente von Wirt und Gast die Folge ist.



Bei den heptafunktionalisierten Cyclodextrinen wurden im Vergleich zu den Monoderivaten
wesentlich hdéhere Stabilititskonstanten beobachtet. In einem Fall lagen diese
erstaunlicherweise mit einem Wert von 5.9-10° M" in einer GréBenordnung, die fir
monomere Cyclodextrine bislang nicht beobachtet wurde.

Verbindungen, die in der Lage sind Komplexe in dieser Starke zu bilden, sind fur viele
pharmazeutische Anwendungen vorstellbar. Damit konnte die Léslichkeit des Zytostatikums
Camptothecin durch Zusatz von Per-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin auf mehr als das
Zehnfache gesteigert werden.

Somit gibt diese Arbeit neue Impulse zum Verstandnis der molekularen Erkennung von

Cyclodextrinen.



Summary

The present thesis discusses the selective synthesis of water-soluble derivatives of
cyclodextrins, substituted with cationic or anionic groups at the C-6 position as well as the
systematic investigation of the inclusion of anionic, cationic and neutral derivatives of tert.-
Butylbenzene by these water-soluble cyclodextrin derivatives by isothermal titration
calorimetry (ITC).

Mono- as well as hepta-derivatives of cyclodextrine were synthesized. The preparation of
these derivatives included three methods. Method A was the conversion of the OH-6 to an
amino-group. This amino-group was the starting point for further modifications. Method B
described the attachment of the substituent by a thioether bridge at C-6. All derivatives were
accessible with high regioselectivity and without protecting groups as well as conservation of
the free hydroxyl groups. Furthermore strategy C was developed to obtain amino acid
modified cyclodextrins in high selectivity and yield. In this strategy reactive azide derivatives
of cyclodextrin undergo conversion with propargylated amino acids in a copper catalyzed
1,3-dipolar cycloaddition.

The influence of the pH value and the salt concentration on the inclusion compound stability
was investigated by measurement of the binding constant at pH 3 and pH7 in 25 mM and
500 mM buffer concentration. All inclusion compounds showed 1:1 stoichiometry while the
binding constants of the mono derivatives ranged from 2000 M to 54000 M depending on
the combination of the functional groups at host and guest as well as the buffer
concentration. Recognition between functional groups was mainly attributed to Coulomb
interactions and hydrogen bonds. Already native B-cyclodextrine shows some intrinsic
recognition potential towards charged guests, which is due to the total dipole moment of
B-cyclodextrine and differences in the hydrophilicities of anionic and cationic compounds. In
general, anionic guests were stronger bound than cationic guests. We found that charge
discrimination is largest in the case of Mono-(6-deoxy-6-guanidyl)-p-cyclodextrine and on the
other hand in the case of Mono-(6-deoxy-6-S-thioglycolate)-B-cyclodextrine sodium salt the
charge recognition no longer exists. Besides the coulombic interaction that mainly attributed
to this behavior, however the dipole-dipole interactions play also an important role.
Orientations of the guests within the cavity of the cyclodextrins were determined by ROESY
NMR. In these experiments we found that orientations of the guest ever lead to antiparallel
direction of the dipole moments of host and guest.

The hepta-derivatives show significant higher binding constants compared to the mono-

derivatives. In one case, we found a stability constant with a value of 5.9-10° M which is in



the order of magnitude of cyclodextrine-chelate complexes. Compounds with these high
binding constants are interest for many pharmaceutical applications. For example, the
solubility of the anticancer agent Camptothecin was ten times higher by adding a solution of
Heptakis-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-p-cyclodextrine.

The complete work furnishes new impulses to the understanding of the molecular recognition
of cyclodextrins.
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1 Supramolekulare Chemie

Die supramolekulare Chemie ist die Chemie der intermolekularen Wechselwirkung und
beschaftigt sich mit Strukturen und Funktionen von Einheiten, die durch Assoziation von zwei
oder mehreren chemischen Spezies gebildet werden!. Die grundlegende Idee der
supramolekularen Chemie geht auf Emil Fischer zurick, der mit der Einfihrung des
Schlissel-Schloss-Prinzips zum Ende des 18. Jahrhunderts den Grundstein legte und erste
Erkenntnisse zur Wirkungsweise von Enzymen fand: “To use a picture, | would like to say
that enzyme and glucoside have to fit together like a lock and key in order to exert a
chemical effect on each other”®. Die supramolekulare Chemie entwickelte sich erst in den
letzten 20-30 Jahren zu einer eigenstidndigen Wissenschaft, da erst in jungster
Vergangenheit geeignete Nachweismethoden entwickelt wurden, um die relativ schwachen
Wechselwirkungen in Wirt-Gast-Systemen zu untersuchen. Wegbereiter dieser jungen
Wissenschaft waren Donald J. Cram®, Jean-Marie Lehn!"! und Charles J. Pedersen'®. Innen
gelang die Ubertragung der biochemischen Prinzipien der molekularen Erkennung auf das
Gebiet der organischen Chemie. Durch ihre zukunftsweisenden Arbeiten Uber die
Entwicklung von Anwendungen von Molekilen mit hochselektiven, strukturspezifischen

Wechselwirkungen erschlossen sie das neue Gebiet der supramolekularen Chemie.

‘ D Komplexierung ‘ﬂ
L 1

L —

Substrat Rezeptor

(Gast) (Wirt) Supramolekil

A B

Erkennung Katalyse Transport

Abb. 1: Bildung eines Wirt-Gast-Komplexes

Das wesentliche Merkmal von supramolekularen Einschlussverbindungen ist, dass eine Wirt-
komponente in ihrem Hohlraum eine Gastkomponente aufnimmt, ohne kovalente Bindungen
zu kniipfen. Die Bildung solcher Super- oder Ubermolekiile®™ ® durch molekulare Selbst-
organisation ermdglicht eine Vielzahl von Transport-, Erkennungs- und Katalyse-

mechanismen in biologischen Systemen .
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Die Bildung von Wirt-Gast-Systemen in Wasser wird unter Einbeziehung einer breiten Vielfalt
von nichtkovalenten Wechselwirkungen erreicht, wobei der Wirt eine mafgeschneiderte
Umgebung fir das Gastmolekil darstellen soll.

Die Komplementaritat des Schllssel-Schloss-Prinzips ist dabei eine notwendige Bedingung,
damit es Uberhaupt zur Komplexbildung kommt. Man unterscheidet zwischen sterischer und
wechselwirkender Komplementaritat®. Im ersten Fall spielt die Geometrie der beteiligten
Bausteine die maBgebliche Rolle. Hierbei genigt es, dass der Wirt einen Hohlraum mit
passender GréBe besitzt, um den Gast einzuschlieBen. Bei der Komplementaritat der
Wechselwirkungen gibt es bei der Ausbildung der supramolekularen Strukturen ein
Zusammenspiel verschiedener molekularer Kraftel®. Je mehr Wechselwirkungen zwischen
Wirt und Gast bei der Komplexierung auftreten, desto héher ist folglich die Bindungsenergie
und damit die Stabilitat des Komplexes!'%. Die Polaritat der Kavitat und der AuBenseite des
Wirtes sollten sich signifikant unterscheiden. Die Wechselwirkung der AuBBenseite des Wirtes

mit dem Lésungsmittel sollte gegeben sein, um Iésliche Systeme zu erzeugen.
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2 Cyclodextrin-Einschlussverbindungen

2.1 Cyclodextrine: Struktur und Eigenschaften

Zu den wichtigsten exohydrophilen Wirten zéhlen die in Abb. 2 dargestellten Cyclodextrine
(CDs). Sie gehoéren zu einer Familie von cyclischen Oligosacchariden mit sechs (a-CD),
sieben (B-CD) oder acht (y-CD) «-1,4-glykosidisch verknipften D-Glucopyranose-

Einheiten!'" 12,

-

47A, n=6
®, < 60A n=7
-------------------------------------------- 75A,n=8

F 8.0 A
\I”” 53A,n=6
0, 65A, n=7
83A n=8

Abb. 2: Schematische Darstellung von Cyclodextrinen™®

Cyclodextrine wurden 1891 zuerst von Villiers!' isoliert und erst 1903 von Schardinger'™ als
cyclische Oligosaccharide charakterisiert. Heute sind a-, B- und y-Cyclodextrine Uber den
enzymatischen Abbau von Amylose zuganglich. Als Enzyme werden Cyclodextrin-
glykosyltransferasen (CGTasen) bakteriellen Ursprungs, z. B. Klebsiella pneumonial'® oder
Bacillus macerans!'”), verwendet. Dabei wird eine Windung der Starkehelix durch Spalten der
glykosidischen Bindung abgespalten und die beiden Enden des Fragments wieder zu
cyclischen Molekiilen zusammengefiigt'®. Diese enzymatische Umsetzung ist beziiglich der
RinggréBe unspezifisch, so dass durch Zugabe von selektiven Fallungsmitteln die

Cyclodextrin-Homologen in groBer Reinheit ausgefallt werden!'® 2!

. Bedingt durch den
Naturstoff Amylose entstehen nur rechtsdrehende Enantiomere. Hoéhere Oligo-

merisierungsgrade (n > 8) treten in der Natur zwar auf, kdnnen jedoch nur durch



4 2 Cyclodextrin-Einschlussverbindungen

chromatographische Reinigung in kleinen Mengen erhalten werden®®" 2. Die Darstellung
eines kleineren Cyclodextrins mit funf Anhydroglycoseeinheiten konnte bisher nur auf
synthetischem Wege durch stereoselektive Glykosylierung erreicht werden®?.

Wie mittels Réntgen- und Neutronenbeugungsuntersuchungen aufgeklart wurde, sind die
Cyclodextrine strukturell mit einem hohlen Kegelstumpf (Torus) mit naherungsweise

24 Der Innendurchmesser variiert mit der Zahl der Glucose-

C.,-Symmetrie vergleichbar'
bausteine von 4.7 A bis 8.3 A, wahrend die Héhe mit 8.0 A konstant bleibt (Abb. 2)!'*!. Die
Hydroxylgruppen der Zuckerbausteine liegen an den Ringkanten (Abb. 3). An der engen
Kante sind die primaren Hydroxylgruppen lokalisiert (OH-6), weswegen man sie auch als
primédre Seite bezeichnet. Demnach heif3t die gegenlberliegende Seite sekundare Kante

(OH-2 und OH-3).

Abb. 3: Schematische Darstellung der Gestalt eines Cyclodextrinmolekdils. Im Schnittbild

(rechts) sind jeweils eine Halfte zweier gegeniiberliegender Glucoseeinheiten dargestellt.

Damit sitzen auf der sekundaren Seite doppelt so viele Hydroxylgruppen wie auf der
gegeniiberliegenden, wodurch ein starkes Dipolmoment (berechnet 10 — 15 D) in Richtung
der C,-Achse resultiert. Alle Glycopyranosebausteine sind relativ starr und liegen in der
“C,-Sesselkonformation vor, wobei eine der beiden sekundaren &quatorialen Hydroxyl-
gruppen (OH-2) nach innen und die andere (OH-3) nach auBen steht. Die innere Seite der
Kavitat tragt die Protonen H-3 und H-5 sowie die glykosidischen Sauerstoffatome, wodurch

25-27]

ein hydrophober Hohlraum entsteht! . Durch die Hydrophilie des Ringmantels sind

Cyclodextrine gut wasserléslich.
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Tab. 1. Physikalische Daten der Cyclodextrinel** 2% 2"

Cyclodextrin o B Y
Anzahl der Glucoseeinheiten 6 7 8
Bezeichnung in dieser Arbeit a b c
Molekulargewicht [g mol™"] 973 1135 1297
Spez. Drehwert [a]” 150+0.5 1625+05 177.4+0.5
pKs (25°C) 12.33 12.20 12.08
Wasserldslichkeit [g/100 mL, 25°C] 14.5 1.9 23.2
Lésungsenthalpie [keal-mol™] 7.67 8.31 7.73
Lésungsentropie [cal-mol™-K™] 13.8 1.7 14.7

Wie man in Tab. 1 aus den physikalischen Daten erkennt, gibt es fir den spezifischen
Drehwert und den pKs-Wert einen regularen Trend zwischen den homologen Cyclodextrinen.
Die Ausnahme bildet die ungewdhnlich geringe Ldslichkeit von B-Cyclodextrin in Wasser im
Vergleich zu seinen Homologen. Dies wird dadurch begrindet, dass der Torus von
Cyclodextrinen durch die Ausbildung eines Ringes von Wasserstoffbricken zwischen OH-2
und OH-3 Gruppen benachbarter Glucoseeinheiten stabilisiert wird. Nur p-Cyclodextrin kann
ein vollstandiges ,Band“ aus intramolekularen Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden®®”,

wodurch der Torus besonders rigide wird®"’.

2.2 Cyclodextrin-Einschlussverbindungen

Die treibende Kraft der Komplexierung ist eine Kombination aus vielen unterschiedlichen
Kraften, welche die GréBe der Komplexbildungskonstante erheblich beeinflussen, wie
hydrophobe, van-der-Waals, Dipol-Dipol und elektrostatische Wechselwirkungen,
Wasserstoff-Briickenbindung und Anderungen der Solvathille des Wirtes und des Gastes®'.
Aufgrund des Zusammenspiels dieser Krafte sind die Bindungsmechanismen schwer
verstandlich und kaum vorhersagbar. Die Beteiligung von Wasserstoffbriicken an der
Komplexbindung konnte von Saenger und Mitarbeitern am Beispiel des a-Cyclodextrin
Hexahydrates kristallographisch gezeigt werden®®. Darlber hinaus sind hydrophobe
Wechselwirkungen beteiligt. Dabei muss das Gastmolekul bei Einschluss in den

Cyclodextrin-Hohlraum die dort befindlichen Wassermolekile ausstoBen und seine eigene
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Hydrathillle abstreifen®®. Die freigewordenen Wassermolekiile werden vom umgebenden
Wasser aufgenommen, gewinnen Freiheitsgrade und tragen durch Entropiezunahme zur
Stabilitdt der Komplexe bei. Diese solvophoben Effekte sind in Wasser am starksten
ausgepragt, schon die geringe Zugabe eines organischen Ldsungsmittels flhrt zu einer
drastischen Erniedrigung der Komplexstabilitdt, wie Connors durch Komplexierung von
Methylorange mit a-Cyclodextrin in verschiedenen L&sungsmitteln und L&sungsmittel-
gemischen zeigen konnte®®,

Cyclodextrine bilden mit zahlreichen monomeren Gastmolekiilen stabile Addukte, die sich
allerdings durch die Gestalt des Gastes in ihrer Topographie unterscheiden kénnen!™2.
Hierbei kann ein Gast vollstdandig (Abb. 4a) oder partiell (Abb. 4b) umschlossen werden.
Wenn der Gast auBerhalb der Kavitdt gebunden wird, spricht man von einer
Anlagerungsverbindung (Abb. 4c). Zusatzlich kénnen sich die Addukte hinsichtlich ihrer
Stéchiometrie (N) unterscheiden. So bildet a-Cyclodextrin mit Ferrocen einen sandwich-
artigen Komplex (Abb. 4d), der formal gesehen einer 2:1 Stéchiometrie entspricht®*. Ein
Beispiel fur eine 1:2 Stdchiometrie (Abb. 4e) ist ein von Saenger und Mitarbeitern
vorgeschlagener und kristallographisch untersuchter Komplex aus B-Cyclodextrin und
Glycerin®. Hingegen bildet Menthol mit B-Cyclodextrin einen Komplex mit einer 2:2
Stéchiometrie (Abb. 4f)1%,

a) b) c)
d) e) f)

Abb. 4: Topographie von Cyclodextrinaddukten. a) vollstandiger und
b) partieller Einschluss, c¢) deckartige Anlagerungsverbindung,

d) sandwichartiger Einschluss, e) 1:2-, f) 2:2-Einschlussverbindungen

Gaste, deren Struktur nahezu komplementar zum Innenraum des Cyclodextrins ist, weisen
eine hoéhere Stabilititskonstante (Ks) auf, als Géaste mit geringerer Raumerfillung.

Beispielsweise erreichen a-Cyclodextrineinschlussverbindungen mit aliphatischen Géasten

[39]

wie a,o-Alkandiolen®” Alkoholen®®, o,w-Alkandiaminen®®, Carbonsauren®*® oder o,w-Di-
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carbonsauren!*! Stabilitatskonstanten bis zu 10* M”. Thiele konnte zeigen, dass die
Stabilitatskonstante mit zunehmender Kettenlange von o,®-Dicarbonsauren stark ansteigt,
wodurch eine Langenerkennung erméglicht wird“?l, Neben der Léngenerkennung ist auch
Dickenerkennung von Gastmolekilen mdglich. Miller beobachtete, dass eine Engstelle
innerhalb der Kavitat von a-Cyclodextrin existiert, die das Komplexierungsverhalten maB-
geblich beeinflusst. Dabei nimmt die Bindungskonstante des «-Cyclodextrins mit

abnehmendem Durchmesser des Gastmolekiils stark zu™3.

Durch pB-Cyclodextrin kénnen Verbindungen wie Benzolderivate*!, Ferrocen*® oder
Adamantylderivate!*® komplexiert werden. Auch hier zeigt sich, dass die Zunahme der
Stabilitadtskonstante mit der Raumerfillung des Gastes einhergeht. So wurde beispielsweise
der Ks-Wert fir Benzoat als Gast zu 16 M bestimmt, wahrend mit dem gréBeren
Adamantylcarboxylat ein Ks-Wert von 32400 M erreicht wurde. Héfler konnte zeigen,
dass sich die Stabilitatskonstante Ks durch Anbringen von hydrophoben Substituenten in
para-Position von Benzoesdurederivaten steigern lasst“”. In der Reihe mit steigender
Raumerfillung der Substituenten (Benzoat, 4-Methyl-, 4-Ethyl-, 4-Isopropyl-, 4-n-Butyl-,
4-tert.-Butylbenzoeséaure) stieg auch die Stabilitatskonstante von 16 M bis auf 18400 M
an. Noch gréBere Gaste als die bisher erwéhnten, wie beispielsweise Pyrene!*® (Ks = 1100
M) oder Steroide wie Ostriadiol (Ks = 882 M™), kénnen durch y-Cyclodextrin komplexiert
werden.

Bisher wurden nur wasserlésliche Wirt-Gast-Systeme beschrieben, in der Literatur gibt es
jedoch zahlreiche Beispiele daflr, dass modifizierte Cyclodextrine auch in der Lage sind
polare Gastmolekiile in organischen Ldsungsmitteln zu binden. Dabei nimmt die
Stabilitdtskonstantekonstante Ks mit abnehmender L&sungsmittelpolaritdt zu, wie von
Menger und Dulany bei der Komplexierung von 4-Nitrophenol durch Heptakis-(3-O-butyl-

2,6-di-O-methyl)-p-cyclodextrin erkannt wurde®.
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3 Cyclodextrinderivate

3.1 Reaktionsmdglichkeiten der Cyclodextrine

Durch Derivatisierung von Cyclodextrinen kann das Ld&slichkeitsprofil oder das
Komplexierungsvermdgen gedndert werden. Wegen der Polyfunktionalitéat der Cyclodextrine
gibt es eine Reihe von Reaktionsméaglichkeiten®". Im Allgemeinen kann die Modifikation
durch Spaltung einer O-H-, C-O-, C—H- oder C-C-Bindung erreicht werden. Reaktionen, bei
denen das Cyclodextringerlst intakt bleibt, sind am besten untersucht und werden daher
haufig zur Modifikation eingesetzt. Zur Verfigung stehen hierbei elektrophile Reaktionen an

den Hydroxylgruppen (u. a. mit Alkyhalogeniden®®, Sulfonsaurechloriden®

, Silylchlori-
den®*), oder Spaltung der C-O-Bindung mit Hilfe eines Nucleophils (z. B. Halogenid-
lonen®®!, Amine®®®) unter Aktivierung des Sauerstoffs durch einen elektronenziehenden Rest.
Eine weitere Reaktionsméglichkeit ist die intramolekulare nucleophile Substitution durch
OH-2 (allo-Konfiguration, Schema 1a) bzw. OH-3 (manno-Konfiguration, Schema 1b) im
basischen Medium zu 2,3-Anhydrocyclodextrinen. Analog fuhrt der Angriff von OH-3 auf C-6

zu relativ stabilen 3,6-Anhydroderivaten (Schema 1c)®"..

a) b) c)

0] 0 (0]
o) ~0 O/
@)

(ONG NG OH

Schema 1: a) 2.3-allo-, b) 2.3-manno-, c¢) 3.6-Anhydrocyclodextrine

Cyclodextrine sind im alkalischen Medium sowie gegeniber Sauren in wassrigen Lésungen
recht stabil. Ein elektrophiler Angriff kann jedoch unter Spaltung der C—-O-C-Bindungen zum

Abbau des Molekdls fuhren.
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3.2 Stellungsisomerie

Ein groBes Problem der Cyclodextrinchemie ist die
Synthese einheitlicher Derivate. Die Zahl der HO
moglichen Stellungen ergibt sich durch die Anzahl
der verschiedenen Glucose-Bausteine (A, B, C, ...) in
einer Cyclodextrineinheit multipliziert mit je drei
moglichen Angriffspositionen (C-2, C-3 und C-6) pro
Glucose-Baustein (Abb. 5). Hinzu kommt, dass

neben dem Produkt mit dem gewlnschten

Substitutionsgrad noch weitere homologe Derivate

Abb. 5: Nomenklatur der Positionen am
mit kleinerem oder gréBerem Substitutionsgrad Cyclodextrinmolekiil

anfallen koénnen, was zu schwer trennbaren

Substanzgemischen fihrt. In der Literatur finden sich zwei gebrauchliche Nomenklaturen fur
Cyclodextrinderivate, bei denen alle Glucoseeinheiten identische Substitutionsmuster
aufweisen. Sie werden entweder durch das griechische Prafix fir die Anzahl der
Glucosemolekiile bezeichnet (z. B. Hexakis-, Heptakis-) oder mit der Vorsilbe ,Per” und

anschlieBendes Aufzahlen der Substituenten an einer Glucoseeinheit!®®.

3.3 Strategien zur regioselektiven Modifikation

Die in Kapitel 3.2 erwadhnten Probleme machen die Synthese von einheitlichen Cyclodextrin-
derivaten zu einer schwierigen Aufgabe. Dennoch ist eine selektive Modifizierung des
Cyclodextrins durch den Einsatz verschiedener Techniken wie z. B. durch die Wahl von
regioselektiven Reagenzien und optimale Reaktionsfihrung méglich. Die Verwendung von
sterisch anspruchsvollen Reagenzien beglnstigt den Angriff an der Position C-6, da diese
am leichtesten zuganglich ist'?. Da die Hydroxylgruppe an C-2 mit einem pKs-Wert von 12.2
die héchste Saurestarke im Makrozyklus besitzt, lasst sie sich unter wasserfreien

81 und mit

Bedingungen selektiv mit Lithium- oder Natriumhydrid deprotonierent®®
elektrophilen Reagenzien zur Reaktion bringen®. Die Hydroxylgruppe an C-3 ist am
wenigsten reaktiv und lasst sich erst nach Blockierung von OH-2 und OH-6 selektiv
umsetzen'®. Zu den Problemen bei der Synthese von einheitlichen Cyclodextrinderivaten
kommen noch Schwierigkeiten bei der Analyse und Strukturaufklarung hinzu. Durch das

Anbringen von einem, zwei oder drei Substituenten an ein Cyclodextrin und die damit
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verbundene Symmetrieerniedrigung erhélt man sehr

H °c komplexe NMR-Spektren (Abb. 6). Die Zuordnung der
6.0 Signale l&asst sich daher nur durch mehrdimensionale

Methoden erméglichen®®.  Zusatzlich liefert die

Massenspektrometrie  wichtige Informationen zur

Einheitlichkeit von Cyclodextrinderivaten®4¢¢l,
o Im Allgemeinen werden 2zwei unterschiedliche
Methoden zur selektiven Modifizierung der primaren
o pyiansase e T Funktion beschrieben, eine direkte und eine indirekte.
b) 1o Bei der indirekten Strategie werden zunéchst eine
oder mehrere primére Hydroxylfunktionen mit der
Schutzgruppe A selektiv blockiert. Die verbliebenen
freien Hydroxylfunktionen werden nun mit Schutz-
gruppe B versehen, gefolgt von der Abspaltung der
’J\k Schutzgruppe A. Nun kénnen die freien Hydroxyl-
_J L gruppen in einer weiteren Reaktion, ohne Gefahr der

unerwlinschten  Mehrfachsubstitution = umgesetzt
Abb. 6: Hochaufgeléste NMR-Spektren
der Signale von H-1 bzw. C-1 des a) werden. Bei der direkten Strategie wird die leichter
Mono- und b) Per-funktionalisierten zugangliche primare Funktion direkt mit einem
B-Cyclodextrins. Chemische Verschie- . L.

_ sterisch anspruchsvollen, aktivierenden Reagenz
bung in ppm.

umgesetzt®”.

Im Folgenden werden verschiedene Strategien zur zielgerichteten Synthese von mono-, di-,

tri- und per- bzw. statistischen substituierten Cyclodextrinen diskutiert.

3.4 Monosubstituierte Cyclodextrine

Die wichtigsten Ausgangsverbindungen zur Darstellung von Monoderivaten, die nach einer
direkten Strategie hergestellt werden, sind die 6-O-Tosylate 2a®! und 2b®® 7. (Die
RinggréBen 6, 7 und 8 Glucoseeinheiten sind mit a, b, ¢ gekennzeichnet, Schema 2). Man
erhalt sie durch Umsetzung von 1 mit Tosylchlorid (TosCl) in Pyridin in einer Ausbeute von
10 — 30 %. Die Reaktion unter gleichen Bedingungen zum Erhalt von 2c fihrt zu
Polysubstitution”"! und bedarf einer chromatographischen Reinigung (iber Umkehrphase.
Dieses Problem kann durch die Reaktion von 1c mit 2-Naphthalinsulfonylchlorid weitgehend

vermieden werden!’?. Koga et al. berichteten jedoch vom Auftreten des an C-2 ebenfalls
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substituierten  y-Cyclodextrins
und den damit verbunden
Problemen bei der  Auf-

"3 In neueren Ent-

reinigung
wicklungen wird das 2,4,6-Tri-
isopropylbenzolsulfonylchlorid
eingesetzt, durch das das ent-
sprechende an C-6 modifizierte
y-Cyclodextrin in einer Ausbeute
von 58 % erhalten werden
kann", Das Auftreten von
Mehrfachsubstitution konnte
nicht beobachtet werden.
Defaye und  Mitarbeitern™
gelang Uber einen anderen Weg
die Synthese von 2b in 46 %
Ausbeute. Die Durchfuhrung der
Reaktion von Cyclodextrin mit

TosCl erfolgte bei Anwesenheit

CH,

g o T
S

O °

5 2
l, N /’
Trito OTrit_OTrit ﬁ
% 1
&

AN

/

6
400 3 o)
P S
2. ol
CH,

Schema 2: Gezielte Einfuhrung von Substituenten an Cyclodextrine.
a) TosCl/Py od. TosCl/MeCN/CuSO,/NaOH/H,O (pH 12). b) 3-Nitrophenyl-
toluolsulfonat/DMF/H,O (pH 10). c) 2-Naphthalinsulfonylchlorid/Py. d)
Tritylchlorid/Py. RinggroBen mit n = 6, 7 od. 8 sind mit a, b, ¢

gekennzeichnet, Trit = Trityl.

von CuSO, mit NaOH als Base bei pH 12 in Wasser. Unter diesen Bedingungen entsteht

zunéchst ein sandwichartiger Mehrkernkomplex aus zwei deprotonierten B-Cyclodextrinen

Abb. 7 Sandwichartiger
Mehrkernkomplex aus zwei

Cyclodextrinen und Cu**-lonen.

und Kupfer(ll)-lonen (Abb. 7), wie durch Kristallstruktur-
aufnahmen bewiesen werden konnte'”®. Die sekundéaren
Hydroxylgruppen des Cyclodextrins komplexieren hierbei
insgesamt vier Kupfer(ll)-lonen mit einer verzerrt quadratisch-
planaren Geometrie. Durch diese Blockierung der sekundéaren
Kante kann die Tosylierung mit héherer Regioselektivitat an
der Position C-6 erfolgen.

Eine selektive Veresterung von 1a und 1b an der Position C-2
liefert die Reaktion mit 3-Nitrophenyltosylat in N,N-Dimethyl-
formamid/Wasser bei pH 10 (3a, 3b, Schema 2)"¢ 77,
Méglicherweise verlaufen diese Reaktionen unter topo-
chemischer Kontrolle: das Reagenz wird durch das

Cyclodextrin komplexiert, wodurch eine Veresterung in der
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Einschlussverbindung stattfindet. Die Orientierung des Reagenz im Cyclodextrin entscheidet
uber die Position des Angriffs. Alternativ ist eine selektive Deprotonierung von OH-2 in 1b mit
Natriumhydrid und anschlieBende Umsetzung zum entsprechenden 2-O-Tosylat 3b
moglich®'l. Ein weiteres Konzept wurde von Combret und Mitarbeitern vorgeschlagen. Ihnen
gelang die Einflhrung einer Benzylgruppe an C-2 durch Reaktion von 1b mit Benzylbromid

78] Einen &hnlichen Weg gingen

in Dimethylsulfoxid (DMSQO) mit Natriumhydroxid als Base
Yajima und Mitarbeiter. Sie synthetisierten zunachst das vollstdndig benzylierte Derivat von
1b, um dann eine selektive Abspaltung der Benzylgruppe an C-2 mit Hydrazin Monohydrat in
Pyridin vorzunehmen!”. Die Verbindungen 4a®”, 4b®" # ynd 4c® |assen sich durch
Reaktion der entsprechenden nativen Cyclodextrine in Position C-3 mit 2-Naphthalinsulfon-
saurechlorid in Acetonitril/Wasser bei pH 12 darstellen. Nach einer indirekten Syntheseroute
gelingt D’Souza die selektive Modifikation an C-3 von 1b®¥. Zunachst werden alle primaren
Hydroxylgruppen durch Umsetzung mit tert.-Butyldimethylsilylchlorid (TBDMS-CI) geschutzt.
Im Anschluss wird das geschitzte Cyclodextrin mit 4-Methylamino-3-nitro-benzylchlorid in
Anwesenheit von 2,6-Lutidin umgesetzt. Nach Abspaltung der Schutzgruppen der priméaren
Kante erhéalt man das an C-3 funktionalisierte Cyclodextrin.

Uber eine indirekte Synthesemethode wird zundchst die Position C-6 mit Tritylchlorid
verethert, was ausgehend von 1a und 1b zu den einfach blockierten 6-O-Tritylcyclodextrinen
5a%! und 5b"® fiihrt. Nach Umsetzung der verbliebenen Hydroxylgruppen mit einer zur
saurelabilen Tritylfunktion orthogonalen Schutzgruppe, beispielsweise der Acetylschutz-
gruppe, kann eine selektive Deblockierung an Position C-6 mit HCI in Tetrahydrofuran (THF)
erfolgen’®®. Analog zu dieser Synthesestrategie ist eine Umsetzung von OH-6 in 1b mit tert.-
Butyldimethylsilylchlorid in wasserfreiem Pyridin bei -20°C zum entsprechenden mono-
silylietem Cyclodextrinderivat méglich®”. Als Nebenprodukt fallt hier jedoch die disubsti-
tuierte Verbindung an, daher erscheint es oft sinnvoller, alle vorhandenen Hydroxylgruppen
vollstandig umzusetzen und selektiv eine einzige abzuspalten. Ausgehend von den
vollstédndig benzylierten a-, - und y-Cyclodextrinen, die durch Reaktion der entsprechenden
Cyclodextrine mit Benzylchlorid und NaH in DMSO erhalten werden, kénnen diese mit
Diisobutylaluminiumhydrid (DIBAL) selektiv an der primdren Funktion mit Ausbeuten von
47 — 67 % deblockiert werden!®®.

Die wichtigsten Schllsselverbindungen zur Darstellung von monofunktionalisierten
Cyclodextrinen sind jedoch die auf direktem Wege zuganglichen 6-O-Tosylate 2a, 2b und 2c.

Durch die Aktivierung der 6-Position eréffnen sie ein breites Spektrum an Substitutions-
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méglichkeiten. Sie kénnen leicht mit Azid-lonen®® Halogenid-lonen®®, Thiolen® und

Aminen®in die entsprechenden 6-Deoxyderivate lberfiihrt werden.

3.5 Di- und trisubstituierte Cyclodextrine

Die Darstellung von zwei- bzw. dreifach substituierten Cyclodextrinen Uber eine direkte
Syntheseroute ist ausgesprochen schwierig. So erhdlt man bei Reaktionen von

Cyclodextrinen mit monofunktionellen S&aurechloriden ausschlieB3lich Substanzgemische von

ein bis mehrfach substituierten Verbindungen,

.o% .oeo .oec die nur durch praparative Umkehrphasen-
‘. ‘. .. chromatographie gereinigt werden kdénnen. Mit
.° .° .Q Hilfe von difunktionellen Reagenzien kénnen

Abb. 8: Nomenklatur von zweifach substituierten diese Schwierigkeiten weitgehend vermieden

Cyclodextrinen. 92]

werden! Durch den Einsatz von Aren-
disulfonsaurechloriden gelang die Darstellung von A,B- (7), A,C- (8) oder A,D-disubstituierten
(9) Cyclodextrinsulfonaten (Abb. 8, Schema 3), deren Substitutionsmuster sich durch den
Abstand der Sulfonylchloridgruppen unterscheidet'®® 9. Alternativ kénnen zur rigiden

Uberbriickung verschiedene Anthracenderivate (10, Schema 3) verwendet werden wie Abelt

und Mitarbeiter zeigen konnten!®®.,

Schema 3: Disubstituierte, iberdachte (capped) Cyclodextrine

Ein Beispiel fiir die indirekte Route haben Sinay und Mitarbeiter vorgeschlagen®. Hier
werden ausgehend von kommerziell erhéltlichem vollstandig methyliertem a-Cyclodextrin
(a-CD(OMe)1g) mit Hilfe von DIBAL in Toluol bei 50°C zwei benachbarte Methylgruppen auf
der sekundéren Seite selektiv abgespalten. Das Produktgemisch aus 55 % a-CD(OMe)¢ und
20 % o-CD(OMe);; kann durch chromatographische Methoden gereinigt werden. Erfolg-
reicher verlief die Reaktion von DIBAL mit perbenzylierten 1a, 1b und 1c. Hier konnte eine

selektive Deblockierung der Positionen 6A und 6B in einer Ausbeute von 60 — 82 % erreicht
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werden®® %1 |nzwischen wurden weitere Konzepte zur Darstellung von verbriickten
Cyclodextrinen vorgestellt, sie beinhalten z. B. Metall- oder Trehaloseverbriickung!®” %193,

Trifunktionalisierte Cyclodextrine spielen aufgrund der komplizierten Isolierbarkeit, die sich
durch die groBe Zahl der Stellungsisomere ergibt, nur eine untergeordnete Rolle. Dies zeigt
die Tosylierung von 1b, bei der die Ausbeute des dreifach tosylierten Produkties nur 3 %
betragt®. Auf synthetischem Wege konnte bisher nur 6a (Schema 2) in einer akzeptablen
Ausbeute von 23 % isoliert werden!"®. Immerhin konnte die Ausbeute durch enzymatische
Cyclotrimerisierung von 6-O-Methylmaltose auf 43 % gesteigert werden!"®l. Fujita und
Mitarbeiter nutzten das Konzept der verbriickten Cyclodextrine, um eine Trifunktionalisierung
zu erreichen. Ausgangsverbindung war das Mono-6-O-Tosylat 2b, das mit Dibenzofuran-

2,8-disulfonylchlorid zum Trisulfonyl-B-cyclodextrin in 4.5 % Ausbeute umgesetzt wurde!'%!.

3.6 Persubstituierte Cyclodextrine

Die Position C-6 ist fur eine vollstandige Funktionalisierung durch die geringste sterische
Abschirmung im Makrozyklus am besten geeignet. Probleme treten auf, wenn infolge der
zunehmenden Substituentenhdufung bereits die ersten sekundaren Hydroxylgruppen
angegriffen werden, bevor die letzte primare Hydroxylgruppe umgesetzt wurde. Diesen
Effekt beobachteten Stoddart und Mitarbeiter beim Versuch der vollstdndigen Tosylierung an
C-6"""l Durch Verwendung von Reaktionen, die eine Zwischenstufe mit sterisch
anspruchsvollen Substituenten durchlaufen, die anschlieBend mit kleineren Substituenten
reagieren, konnte das Problem geldst werden. In der von Appel beschriebenen, gleich-
namigen Reaktion werden Alkohole in einer Drei-Komponentenreaktion mit Triphenyl-
phosphan und Tetrachlorkohlenstoff oder Tetrabromkohlenstoff zu den entsprechenden
Halogenverbindungen umgesetzt!'®. Mit Hilfe dieser Reaktion wurde das Per-(6-azido-6-
deoxy)-p-cyclodextrin in einer Eintopf-Reaktion synthetisiert'® '°!. Bei der Redoxkondensa-
tion nach Mukaiyama!''"!, &hnlich der Appel-Reaktion, wird 1a bzw. 1b (Schema 4) mit lod
oder Brom in Anwesenheit von Triphenylphosphan in N,N-Dimethylformamid (DMF) zu den
entsprechenden Per-(6-deoxy-6-halo)-cyclodextrinen 11a''?! und 11b!""® dargestellt. Die
Schwierigkeit bei dieser Reaktion liegt darin, das unumgesetzte lod vollstandig vom Produkt
zu trennen. Im Falle von 11b geschieht dies durch einfaches Waschen mit Methanol, was bei
11a scheitert. Der Grund hierflir ist die Inklusion des lods in die Kavitat des a-Cyclodextrins.
Ein Ausweg ist eine vollstindige Acetylierung der sekundaren Seite und der damit

einhergehende  Verlust der Bindungsfahigkeit des Cyclodextrins, gefolgt von
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chromatographischer Reinigung des OR OR
OR
Produktes. Die Chlorierung an C-6 von R ) o 2
Q B y ? 0
la, 1b und 1c wurden von Lehn et al. R Lo HOA—Y § HBC)*O g of
, . . n R O - 23R =Bu
beschrieben'. Die Reaktion der 1R = Mo B R e 24R=Pe
i 22R=Pe 19 R=Bu Hal
entsprechenden Cyclodextrine erfolgte 20R =Pe o
hierbei mit Mesylchlorid in DMF in L) m
27 Yoy
Ausbeuten von 90, 92 und 97 %. Chlor on OH n
als Substituent ist in Folgereaktionen Jﬁ 9 ) 0 b OH )
O
jedoch eine wesentlich schlechtere oi \ 0O 1% M
n
Abgangsgruppe als Brom oder lod, w6 o 9 ) Me OJrn
C 12
weswegen dieser nur selten eingesetzt jh) \\Sij< OH
>

wird. Das Chloroderivat kann aber mit M e) M
Hilfe von Nal in Butanon in das o o O TOS,O Ot
entsprechende lodo-Derivat umgesetzt HO or J " 13

)

werden"".  6-Bromo- und  6-lodo- n OH
Derivate von y-Cyclodextrin sind durch m
Defaye ebenfalls mdglich. Die Reaktion R R,O o}
erfolgt mechanistisch  &hnlich  der 15 ’
Schema 4: Derivatisierung aller Glukosebausteine eines

Redoxkondensation nach Mukaiyama
Cyclodextrins. a) PPhs/Hal,/DMF mit Hal = Br, |. b)

mit dem Unterschied, dass die naniDMSOMel. ¢) NaH/IDMSO/TosCl. d) TBDMS-CI/Py.
Halogenkomponente  als  entspre- ) TOSCUDMAPIPY; BFsOEt/CHCIs. f) NaHIRIDMF, BU.NF mit
R = Me, Pe. g) PhCOCI/Py, iPrOK/iPrOH. h) CHNJ/CHCl;
) KOH/EtOH. i) BaO/Ba(OH)»8H;0/R,SO/DMSO/DMF  filr
fachen Uberschuss eingesetzt wird. R = Mme, Et, Bz, sonst NaOH/RBI/DMSO fiir R = Pr, Bu, Pe.

Das Resultat ist das Per-(6-bromo-6- j) RBr od. RI/NaH/DMF oder THF (R = Me, Pe).
k) Ac,O/DMAP/Et3N/CH,CI, oder R'’COCI/Py mit R’ = Ph, tBu.

o L °
deoxy) Y cyclodextrln in 81 % und das TBDMS-CI = tert.-Butyldimethylsilylchlorid, Tos = 4-Toluol-

lodo-Derivat in 92 % Ausbeute[”SI. Um sulfonyl, Bz = Benzyl, Pr = Propyl, Bu = Butyl, Pe = Pentyl,
Dodec = Dodecyl, Ph = Phenyl, Py = Pyridin, DMAP =
4-(Dimethylamino)-pyridin.

chendes N-Halogensuccinimid im zwei-

die Position C-2 aller im Makrozyklus
befindlichen  Glucosebausteine  zu
modifizieren, wird eine Base eingesetzt, die OH-2 selektiv deprotoniert. So erhalt man
beispielsweise das an C-2 geschiitzte!''® (12b) oder das C-2 aktivierte!®'! (13b) Cyclodextrin.
Der erste Schritt fir einen Syntheseweg Uber die indirekte Route ist zunachst das Anbringen
einer Schutzgruppe an OH-6. Die Wahl der Schutzgruppe beschréankt sich auf Reagenzien,
die einen genigend groBen Platzbedarf aufweisen, um selektiv mit der Position C-6 zu

reagieren, aber dennoch klein genug sind, um alle im Makrozyklus befindlichen
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Glucosebausteine zu modifizieren und sich nicht gegenseitig zu blockieren, wie es
beispielsweise bei der Trityl-Gruppe der Fall ist. AuBerdem sollten sie sich orthogonal zu
gangigen Schutzgruppen an der 2- bzw. 3-Position abspalten lassen. Die Einfliihrung einer
solchen Schutzgruppe gelingt mit TBDMS-CI zur Verbindung 14b in Pyridin bei 0°C!''"".,
Dartber hinaus kann das zweifach geschitzte Per-(2,6-di-O-tert.-butyldimethylsilyl)-p-
cyclodextrin durch Reaktion im DMF/Py-Gemisch bei 95°C erhalten werden!'®. Vor der
Abspaltung der TBDMS-Gruppe durch Reaktion mit Bortrifluorid-Etherat!''”! oder mit
Tetrabutylammoniumfluorid (TBAF)!"'®! kénnen die verbliebenen freien Hydroxylgruppen
selektiv (13b) oder vollstandig umgesetzt werden (15b). Bisher ist die Umsetzung mit
TBDMS-CI die einzig bekannte Méglichkeit, um an 6-Position geschitzte Cyclodextrine auf
direktem Wege zu erzeugen. Versuche, die Pivaloylschutzgruppe auf direktem Wege
einzufiihren, ergaben komplexe Substanzgemische!'".,

Zur Synthese von 16 wird zunachst 1 vollstandig zum Per-(2,3,6-tri-O-benzoyl)-cyclodextrin
umgesetzt, um anschlieBend die reaktiveren Estergruppen an C-6 mit iPrOK abzuspalten!'®,
Durch Methylierung der Hydroxylgruppen OH-6 mit Diazomethan und anschlieBende
Abspaltung der Benzoylreste erhalt man 17'%%,

Die OH-3-Gruppe zeigt die geringste Reaktivitat im Makrozyklus, daher ist es méglich OH-2
und OH-6 gleichzeitig zu modifizieren. So erhalt man 2,6-difunktionalisierte Cyclodextrine
18a und 18b mit Dimethylsulfat, Ba(OH),-8H,O und BaO in DMF/DMSO-Gemisch!'® 'l Die
Synthese von B-Cyclodextrinen mit langerkettigen Alkylresten (Butyl- 19b bzw. Pentyl- 20b)
konnte durch Wenz etabliert werden!'®?. Die Verbindung 21 und 22 werden in einem
weiteren Schritt unter vélligem Wasserausschluss erhalten®. Die Acylierung der Per-(2,6-di-
O-alkyl)-cyclodextrine 19 und 20 fiihrt zu den Produkten 23 und 2413,

Eine weitere Moglichkeit ist der vollsynthetische Aufbau des Cyclodextringerlstes. Diese
Methode ist jedoch mit groBem Aufwand verbunden, da jeder Baustein zunachst ausgehend
von den einfachen Zuckern modifiziert wird. Aus diesen Bausteinen wird anschlieBend eine
Kette aufgebaut, um dann im letzten Schritt cyclisiert zu werden. So gelang nicht nur der
synthetische Aufbau von o- und y-Cyclodextrinen, sondern auch die Darstellung von

Mannose-lsomeren von Cyclodextrinen oder cyclischen Lactooligosacchariden!'?,
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3.7 Statistisch funktionalisierte Cyclodextrine

Der Vorteil von statistisch substituierten Cyclodextrinen besteht in ihrer guten Ldslichkeit, da
sie im Vergleich zu ihren einheitlichen Derivaten eine schlechtere Kristallisationsfahigkeit
aufweisen. Der durchschnittliche Substitutionsgrad von statistisch substituierten Cyclo-
dextrinen wird bei der Synthese durch das Verhaltnis der Reaktionspartner gesteuert. Das
auch in dieser Arbeit verwendete Hydroxypropyl-p-cyclodextrin (HP-B-CD) ist das wichtigste
Derivat. Es wird durch die Umsetzung von B-Cyclodextrin mit Propylenoxid in Gegenwart von
wassriger Natronlauge bei 50 bis 60°C erhalten®* '2% 1261 Das Substitutionsmuster kann hier
zusatzlich Uber den pH-Wert gesteuert werden, so dass Substituenten bevorzugt in
bestimmte Positionen gelenkt werden!'?”.. Statistisch methyliertes p-Cyclodextrin (RDM-p-
CD) wird durch die Reaktion mit Dimethylsulfat in wassriger L6sung erhalten. Beide Derivate
finden u. a. in der Pharma-, Kosmetik- und Lebensmittelindustrie Anwendung. Das aufgrund
seiner guten Biovertraglichkeit hauptsachlich in der Pharmaindustrie verwendete Sulfobutyl-
ether-p-cyclodextrin  (SBE-B-CD) wird durch Umsetzung von p-Cyclodextrin  mit

1,4-Butansulton in wassriger Natronlauge bei 70°C hergestelit!'?®!,

3.8 Anwendungen von Cyclodextrinen

Auf der in Kapitel 2.1 beschriebenen strukturellen Besonderheit beruht die Fahigkeit der
Cyclodextrine, in wassrigen Losungen nicht-kovalente Inklusionskomplexe mit einer grof3en
Anzahl von organischen wie auch anorganischen Gastmolekllen auszubilden. Diese
supramolekulare Eigenschaft erlangt groBes Interesse, da sie fiir Solubilisierung!®,
Einkapselung oder gerichteten Transport von bioaktiven Verbindungen bzw. Arzneimitteln
verwendet werden kann!'>,

Studien haben gezeigt, dass eine orale Verabreichung von nativen Cyclodextrinen
vollkommen ungefahrlich ist. Intravendse Applikation von nativem pB-Cyclodextrin sollte
jedoch aufgrund seiner hamolytischen (Zerstérung der Erythrozyten) und nephrotoxischen
(Schadigung von Nierenzellen) Nebenwirkungen nicht zum Einsatz kommen!'®". Die Ursache
der Nebenwirkungen ist unklar, aber es wird vermutet, dass Cyclodextrine Komponenten wie
Cholesterin und Phospholipide aus der Lipidmembran extrahieren und damit die Integritat
der Membran zerstéren!'®?. Daher wurde die Entwicklung neuer Cyclodextrinderivate mit

gutem Komplexierungsvermdgen und geringerer Toxizitat forciert. Hierbei zeigte sich, dass
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das amphiphile, dimethylierte B-Cyclodextrin ebenfalls ungeeignet zur intravenfsen
Verabreichung ist: es bewirkt schon bei niedrigeren Dosen als natives p-Cyclodextrin
toxische Erscheinungen wie Hamolyse!'®'.

Hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HP-B-CD) und Sulfobutylether-B-cyclodextrin (SBE-B-CD) sind
heute die bedeutendsten modifizierten Cyclodextrine!'*®l. Sie haben im Vergleich zum
unmodifizierten B-Cyclodextrin eine wesentlich héhere Lslichkeit und eine fast 15-fach
geringere Toxizitat'*¥., So kann beispielsweise das HP-B-CD verwendet werden, um das
wasserunlésliche Melarsoprol (gegen Schlafkrankheit) zu solubilisieren!'®. Eine weitere
interessante Entwicklung gelang Defaye und Mitarbeitern. Sie waren in der Lage, das extrem
hydrophobe, hochwirksame Antikrebsmittel Taxotére® mit einem Thioharnstoffderivat des
B-Cyclodextrins zu solubilisieren!®!. Sie erreichten damit eine Steigerung der Léslichkeit von
0.004 auf 4.7 g-L'"*". Weiterhin ist man bestrebt, negative systemische Wirkungen eines
Medikaments mdglichst gering zu halten. Hierzu ist es notwenig, den Wirkstoff nur am Zielort
freizusetzen. Naturliche Cyclodextrine weisen zum gerichteten Transport eine zu geringe
Substratspezifitdt auf. Jedoch kann eine gezielte Pharmakotherapie durch einfache

138, 139]

Modifikation des natiirlichen Cyclodextrins erreicht werden! . So gelang es Perly,

natives B-Cyclodextrin mit Enkephalin, einem endogenen Opioid, zu modifizieren!"".
Moroder et al. konnten zeigen, dass ein [B-Cyclodextrin/Epoxysuccinyl-Peptid-Konjugat
selektiv an bestimmte Krebszellen andocken kann!"*'., Die GréBe der Komplexbildungs-
konstante ist maBgebend fiir den Einsatz der Cyclodextrine in Arzneimitteln!'®" 42,

Neben den wichtigen pharmazeutischen Anwendungen gibt es noch eine Reihe weiterer
industrieller Verwendungsmoglichkeiten. Man findet Cyclodextrine beispielsweise in
Kosmetika und Waschmitteln oder auch als Nahrungsmittelzusatz. Dabei kommt ihre
Fahigkeit, Substanzen zu inkludieren und langsam wieder abzugeben oder komplexierte

Verbindungen zu stabilisieren, zum Tragen!*?.
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Nichtkovalente Wechselwirkungen bilden die Grundlage fur den Zusammenhalt in
synthetischen supramolekularen Strukturen. Trotz der stets zunehmenden Anzahl von
synthetischen Wirt-Gast-Komplexen ist man noch immer von einem systematischen und
allgemein anwendbaren Verstandnis der zugrundeliegenden zwischenmolekularen Kréfte

weit entfernt.

Im Rahmen dieser Arbeit soll das Komplexierungsverhalten von Cyclodextrinen untersucht
werden. Hierzu sollen geeignete Wirt-Gast-Systeme auf Basis von B-Cyclodextrin mit
komplementaren Wirt-Gast-Wechselwirkungszentren gefunden und synthetisiert werden, die
im wassrigen System I8slich sind. Die Gastmoleklle sollen sich ausschlieBlich in ihrer
funktionellen Gruppe unterscheiden, um den Einfluss der Substituenten auf die
Komplexbildung zu untersuchen. Dariber hinaus sollte der Frage nachgegangen werden,
inwieweit die Stabilitit der Einschlussverbindungen durch den pH-Wert und die

Salzkonzentration beeinflusst wird.

In der Praxis hat sich die isotherme Titrationskalorimetrie als geeignete Methode zur
Untersuchung von Inklusionsreaktionen bewéahrt und soll daher auch in dieser Arbeit zum
Einsatz kommen. Fir wasserunlésliche Géste soll das Komplexierungsverhalten uber
Léslichkeitsisotherme untersucht werden. Die Untersuchung der Struktur der Einschluss-

verbindungen in Lésung soll die NOE- bzw. ROE-Spektroskopie ermdéglichen.

Die Kenntnis der thermodynamischen Eigenschaften und der Struktur der Komplexe sollte zu
einem besseren Verstandnis der Bindungseffekte der Cyclodextrine fihren und damit zu
einer Verbesserung der Rezeptoreigenschaften.

Damit soll diese Arbeit einen Beitrag leisten, um zukinftige Synthesen von mafBgeschnei-
derten Wirt-Gast-Systemen, wie sie fir eine gezielte Pharmakotherapie notwenig sind, zu

ermdglichen.
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Fir mikrokalorimetrische Untersuchungen werden wasserlésliche Wirte benétigt. Da natives
B-Cyclodextrin aufgrund seiner intramolekularen Wasserstoffbricken nur eine maBige
Wasserldslichkeit aufweist, missen funktionelle Gruppen eingefihrt werden, die die
Léslichkeit verbessern. AuBerdem sollte die mikrokalorimetrisch zu untersuchende
Verbindung ausschlieBlich an C-6 funktionalisiert sein, da die Modifizierung auf der
sekundéaren Seite eine Stérung der Ausbildung des intramolekularen Wasserstoffbriicken-
bandes bedingt und dadurch eine Abnahme der Bindungsfahigkeit zur Folge hat. Dies
konnte Hofler durch Messung der Stabilitdtskonstante Ks von methylierten Cyclodextrinen mit
unterschiedlichem Substitutionsmuster zeigen!*”.. Dabei wies der Komplex aus tert.-Butyl-
benzoesaure mit B-Cyclodextrin, das auf der sekundaren Seite vollstandig methyliert vorlag,
die geringste Bindungskonstante auf. Das nur auf der priméren Seite vollstandig methylierte
Cyclodextrin wies eine Erhéhung der Bindungskonstante von 18400 M’ im nativen

Cyclodextrin zu 42000 M im modifizierten Cyclodextrin auf.

5.1 Monofunktionalisierte Cyclodextrine

Bei der Synthese der monosubstituierten Derivate wurde Wert darauf gelegt, ohne
Schutzgruppenchemie und ohne weitere Blockierung der verbleibenden OH-Gruppen
auszukommen, denn solche Zwischenschritte beinhalten in der Regel gréBeren praparativen
Aufwand.

Als Ausgangsverbindung fur alle Monofunktionalisierungen wurde das Mono-[6-deoxy-6-
(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin (MTos-CD) 2b verwendet. Man erhalt es durch Umsetzung
von B-Cyclodextrin mit p-Toluolsulfonsaurechlorid und CuSO, in Wasser bei pH 12 nach
einer Vorschrift von Defaye und Mitarbeitern”. Trotz sorgféltiger Einhaltung der Reaktions-
bedingungen kann eine Mehrfachsubstitution nicht vollstdndig vermieden werden, wie das
Chromatogramm (Abb. 9) zeigt. Jedoch sind die Nebenprodukte nur in geringen Mengen
vorhanden, so dass auf deren Abtrennung verzichtet werden kann. Versuche, die Ausbeute
durch Verdopplung der Konzentration der Reaktionspartner zu verbessern, schlugen fehl.
Ein Upscaling der Reaktion ohne Anderung der Verhéltnisse der Reaktionspartner ist jedoch

problemlos mdglich, so wurde bis zu einer Ansatzgré3e von 30 L gearbeitet.
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Die selektive Einfihrung einer Carbonsédure- 31,02

Monosubstitution

funktion an C-6 ist ausgesprochen schwierig. Die
direkte Oxidation fuhrt hierbei zu schwer
trennbaren Produktgemischen. Die Darstellung
des carbonsauremodifizierten  Cyclodextrins
wurde Uber eine indirekte Syntheseroute in 5 Mehrfachsubstitution

Stufen von Bols und Mitarbeitern beschrieben!4. hoe

41,75
Aufgrund des hohen Substanzbedarfs fir mikro- 42,74

kalorimetrische Messreihen und der niedrigen

Gesamtausbeute erschien dieser Weg nicht —mrvri v

30,00 35,00 40,00 45,00
sinnvoll. Daher wurde zunachst der Mono- Zeit [min]

Abb. 9: Ch t 6-O-Tosylat 2b.
Aldehyd 28 (Schema 5) hergestellt, welcher romatogramm von osyid
Saule: LiChrospher 100, RP-18 (5 um), 125 x 4
mm, Gradient MeCN (5%)/H,O (95%) — MeCN
anschlieBend selektiv oxidiert werden sollte. Die  (95%)/H.0 (5%), Fluss: 0.25 mL/min, Detektion:
254 nm (UV).

analog zu der Vorschrift von Bols bzw. Dalcanale

Synthese des Mono-(6-aldehydo)-B-cyclodextrins
(MAId-CD) 28 wurde nach einer Vorschrift von Yoon et al. nach einer Kornblum-Oxidation
durch Umsetzung mit DMSO/Collidin bei 135°C durchgefihrt!'**), dabei wurde das Produkt in
einer Ausbeute von 52 % erhalten. Die in der Literatur beschriebene Ausbeute von 64 %
konnte aufgrund von unvollstindigem Ausfallen in Ethanol nicht erreicht werden. Die
Verwendung von anderen Fallungsmitteln wie iso-Propanol verschlechterte die Ausbeute
noch mehr. Die Optimierung der Reaktion durch Verlangerung der Reaktionsdauer und
Variation der Reaktionstemperatur blieb erfolglos. Auf den Versuch, den Aldehyd 28 mit
Brom bei pH 6 Uber eine Dauer von 5 Tagen zur Carbonsdure zu oxidieren, wurde aufgrund
der schlechten Literaturausbeute verzichtet*. Stattdessen wurden die verbliebenen
Hydroxylgruppen von Verbindung 28 mit Essigsdureanhydrid in Pyridin acetyliert.
AnschlieBend sollte die Aldehydgruppe des lipophilen Cyclodextrins nach einer Vorschrift
von Dalcanale mit NaCIlO, und NaH,PO, in MeCN/35% H,0.,q selektiv zur Carbonséure
oxidiert werden!*®! leider konnte hierbei keine Produktbildung beobachtet werden. Weitere

Versuche wurden aufgrund der problematischen Darstellung von 28 nicht unternommen.
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Schema 5: Darstellung von monofunktionalisierten B-Cyclodextrinen. a) N.Hs-H,O, 60°C. b) NaNs/H,O, 100°C.
¢) PPha/DMF, NHaaq.. d) Collidin/DMSO, 135°C. €) Ac,0/Py. f) NaClO,/NaH,PO,/MeCN/35% HO54q.. g) HSCH,COOCH,/
NEts/DMF, 60°C. h) 1 M NaOHaq.. j) HSCH,CH,NH,-HCI/NH,HCO3/DMF/H,0, 60°C. Ac = Acetyl, Et = Ethyl, Me =
Methyl, Ph = Phenyl.

5.1.1 C(6)-N-Cyclodextrinderivate

Um das Mono-(6-deoxy-6-hydrazino)-p-cyclodextrin (MHy-CD) 25 zu erhalten, wurde das
Tosylat 2b mit Hydrazin Monohydrat umgesetzt, was zum Produkt 25 in einer Ausbeute von
93 % fuhrte. Die eindeutige ldentifizierung erfolgte durch Massenspektroskopie, dabei
wurden keine weiteren Nebenprodukte gefunden. Mit Hilfe der Kernresonanz-Spektroskopie
wurden neben der Zielverbindung jedoch noch erhebliche Mengen an p-Toluolsulfonséure
gefunden. Versuche, die p-Toluolsulfonsdure durch GréBenausschluss-Chromatographie
Uber Sephadex oder Nanofiltration abzutrennen, schlugen fehl. Dieser Sachverhalt spricht fur

die Entstehung eines salzartigen Komplexes, der durch elektrostatische Wechselwirkungen
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zusammengehalten wird. Aufgrund dieser Verunreinigung konnte Verbindung 25 nicht far
mikrokalorimetrische Messungen herangezogen werden.

Das Mono-(6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin (MAzido-CD) 26 wurde durch Reaktion von
MTos-CD 2b mit Natriumazid in Wasser in einer Ausbeute von 86 % erhalten. Im
IR-Spektrum bewies das Vorhandensein einer charakteristischen Azid-Bande bei 2100 cm™
sowie die Verschiebung des Signals von C-6" von 32.9 ppm auf 51.1 ppm im '*C-Spektrum
die erfolgreiche Umsetzung zum MAzido-CD 26. Die nachfolgende Reduktion des Azids zum
Mono-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin (MAmin-CD) 27 in 77 % Ausbeute erfolgte Uber eine

Staudinger-Reaktion!"*”!

mit Triphenylphosphan und anschlieBender Behandlung mit
konzentrierter ~ Ammoniak-Lésung. Dabei  deuteten das  Verschwinden der
Ns-Valenzschwingung im IR-Spektrum bei 2100 cm™ und das Erscheinen der
NH,-Deformationsschwingung bei etwa 1650 cm™ auf vollstindige Umsetzung hin. Die
massenspekiroskopische Untersuchung bewies die Entstehung des Produktes 27 durch
einen Molekilpeak bei m/z 1134.5 [M+H]*. Ein vollkommen reines Produkt 27 erhalt man
durch Ldésen in konzentriertem Ammoniaks,, und Fallen aus Aceton. Das so erhaltene
MAmIn-CD 27 ist noch in Wasser l6slich.

Die Guanidyl-Gruppe spielt in der Natur und synthetischen pharmazeutischen Wirkstoffen
eine wichtige Rolle. Durch ihre hohe Basizitat ist sie im wassrigen Medium Uber einen weiten
pH-Bereich protoniert!'*®l. AuBerdem ist sie in der Lage, eine Reihe von anionischen

Gruppen wie beispielsweise Sulfonate, Phosphate oder Carboxylate zu binden!'*.,

\
[/ N NH
N
_NH HN™ NH,-HCI
6
’ HN)\NHZ-HCI :

27 33

Schema 6: Guanidierung von Verbindung 27 mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid in DMF!**”

Die guanidylfunktionalisierte Verbindung 33 (MGua-CD) wurde in Anlehung einer Vorschrift
von Bernatowicz!'*%, der allerdings nur aliphatische und aromatische Amine funktionalisierte,

durchgefuhrt. Durch Umsetzung des entsprechenden Eduktes 27 mit 1H-Pyrazol-

" Zusatzlich zur eingefiihrten Nummerierung des Cyclodextringeriistes werden die Nummern des

modifizierten Glucosebausteins bei monofunktionalisierten Cyclodextrinen mit einem

gekennzeichnet.
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1-carboxamidin Hydrochlorid in DMF (Schema 6) konnte MGua-CD 33 durch Ausféllen aus
Aceton in einer Ausbeute von 89 % erhalten werden. Die Identifizierung erfolgte mittels
Massenspektroskopie, die fir 33 einen Molekllpeak von m/z 1176.5 [M+H]" zeigte.
Zuséatzlich kann im *C-NMR ein Tieffeld-Shift von C-6" in 33 um etwa 2 ppm beobachtet

werden.

5.1.2 C(6)-S-Cyclodextrinderivate

Die Darstellung  von Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolsauremethylester)-p-cyclodextrin
(MThioester-CD) 30 gelang durch Reaktion von 2b mit Thioglykolsauremethylester und
Triethylamin in DMF in einer Ausbeute von 62 %. Im '*C-DEPT-Spektrum lieBen sich die
Signale fir C-6 bei 59.7 ppm, C-6’ bei 33.3 ppm sowie das Signal fur die neu hinzu-
gekommene Methylengruppe bei 33.63 ppm eindeutig als negative Signale zuweisen. Die
Methylgruppe des Esters lieferte im *C-NMR ein Signal bei 51.9 ppm. Die Verseifung des
Methylesters 30 wurde in 1 M wéssriger Natriumhydroxidlésung durchgefihrt. Die Reinigung
des Produktes 31 erfolgte durch Nanofiltration der Reaktionslésung, man erhielt das
gewlnschte Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin  Natriumsalz 31 in einer
Ausbeute von 64 %. Die Valenzschwingung des Carboxylats bei 1577 cm™, die Verschie-
bung des Signals der Carboxylgruppe im '*C-Spektrum von 170.8 ppm im Edukt auf 178.6
ppm im Produkt und das Fehlen des Singuletts der Methylgruppe bei 3.2 ppm im
'H-Spektrum bestéatigten den Erhalt des Produktes 31 (MThioGlykolat-CD).

Ausgehend von 2b (Schema 5) konnte das Mono-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin
(MCys-CD) 32 analog einer Synthese von Ekberg dargestellt werden!'®"". Die Umsetzung von
2b mit 2-Aminoethanthiol Hydrochlorid und NH,HCO; als Base erfolgte im DMF/ Wasser-
Gemisch. Zur Verbesserung der Ausbeute wurde die Reaktionszeit von einem auf drei Tage
verlangert und anschlieBend das Reaktionsgemisch aus Aceton ausgefallt. Das Produkt
wurde durch Nanofiltration in Wasser gegen eine Membran mit der Ausschlussgrenze von
500 Dalton (Da) bei 10 bar gereinigt. Durch diese veranderten Bedingungen konnte die
Ausbeute im Vergleich zur Literaturausbeute um 32 % auf 75 % gesteigert werden. Das
Produkt konnte durch den Molekillpeak bei m/z 1194.4 [M+H]" im ESI*-Massenspektrum
nachgewiesen werden. Im '*C-NMR wurden keine Aromatensignale mehr gefunden,
zusatzlich beobachtete man eine chemische Verschiebung des C-6" von 59.3 ppm im Edukt
auf 32.9 ppm im Produkt sowie das Auftauchen von zwei neuen Signalen fur die beiden neu

hinzugekommenen CH,-Gruppen bei 34.0 und 38.5 ppm.
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Anhnlich wie MGua-CD 33 wurde MCysGua-CD 34 durch Reaktion von Verbindung 32 mit
1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid in DMF (Schema 7) in einer Ausbeute von 84 %
dargestellt, als Fallungsmittel wurde jedoch Ethanol statt Aceton verwendet. Auch hier
konnte MCysGua-CD 34 mittels Massenspektroskopie, die einen Molekilpeak bei m/z von
1236.45 [M+H]* lieferte, und zusatzlich mittels "*C-NMR durch einen Tieffeld-Shift von C-8’

um 2 ppm eindeutig nachgewiesen werden.

NH

.
6 S NH, S\/\”J\NHZ-HU

v

32 34

Schema 7: Guanidierung von Verbindung 32 mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid in DMF!**”

Um ein Sulfonsaurederivat des Cyclodextrins zu erhalten, wurde versucht, das MTos-CD 2b
mit Natriumhydrogensulfit bzw. Natriumsulfit bei 80°C zur Reaktion zu bringen, was sowohl

in DMF wie auch in Wasser fehlschlug.

5.2 Perfunktionalisierte Cyclodextrine

Die Schlisselverbindung fir perfunktionalisierte Cyclodextrine (Schema 8) ist das direkt aus
nativem B-Cyclodextrin herstellbare Per-(6-deoxy-6-iodo)-B-cyclodextrin 35 (Plodo-CD). Die
hoch selektive Reaktion erfolgte analog einer Vorschrift von Defaye mit Triphenylphosphan
und lod in DMF"'®!, Die in der Literatur beschriebenen Ausbeuten von 88 %! und 92 %!'*?
konnten jedoch nicht erreicht werden. Der Grund hierfir liegt in der fehlenden Aufreinigung
des erhaltenen Produktes in den Literaturvorschriften. Obwohl sich der gréBte Teil des lods
durch Fallen aus Methanol abtrennen lie3, war das Produkt dennoch mit erheblichen
Mengen an lod verunreinigt, was die brunliche Farbe erklarte. Das restliche lod konnte
jedoch mittels Soxhlet-Extraktion und Methanol als Lésungsmittel entfernt werden, was zum
Erhalt eines farblosen Pulvers in einer Ausbeute von 86 % flihrte. Der Nachweis fir die
Entstehung des einheitlichen Produktes konnte durch das scharfe Dublett bei 4.9 ppm von
H-1 in der Protonenresonanz sowie durch das Signal von C-6 bei 9.4 ppm in der

Kohlenstoffresonanz erbracht werden.
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Schema 8: Darstellung von perfunktionalisierten B-Cyclodextrinen. a) NaNs/DMF, 60°C. b) Ac,O/Py. c) siehe Tab. 2.
d) PPh3s/DMF, NHaaq. oder Raney-Ni/H/H,O. e) 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid/DIPEA/DMF. f) HSCH,CH,NH,/
DIPEA/DMF, 60°C. g) 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid/DIPEA/DMF. h) HSCH,COOCH;/NEts/DMF, 60°C. i) 1 M
NaOH.q. Ac = Acetyl, Et = Ethyl, Me = Methyl, Ph = Phenyl, DIPEA = N,N'-Diisopropylethylamin.

5.2.1 C(6)-N-Cyclodextrinderivate

Das Per-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin (PAzido-CD) 36 (Schema 8) konnte durch
nucleophile Substitution des lodids in Verbindung 35 durch Natriumazid in DMF in einer
Ausbeute von 85 % dargestellt werden. Durch diesen Austausch kann ein Tieffeld-Shift des
Kohlenstoffs in Position 6 von 9.4 ppm auf 51.3 ppm beobachtet werden. Die Acetylierung
von 36 durch Essigsaureanhydrid in Pyridin lieferte das lipophile Cyclodextrinderivat 37
(PAzidoAcetyl-CD) in 80 % Ausbeute, das die Ausgangsverbindung fur diverse im
organischen Medium l6sliche Cyclodextrinderivate darstellt.

Ausgehend von PAzido-CD 36 gibt es einige Moglichkeiten, das Per-(6-amino-6-deoxy)-
B-cyclodextrin  (PAmin-CD) 39 darzustellen. Die in der Literatur beschriebenen
Reduktionsmethoden, die auf der Verwendung fir Palladium/Kohlenstoff-** (Pd/C) und
Platin(IV)oxid-Katalysatoren!'' %% (PtO,) basieren, haben sich aufgrund der geringen

Ausbeute, der schlechten Abtrennbarkeit der Katalysatoren und der damit verbundenen
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Verunreinigung des Produktes nicht bewdahrt. Die Staudinger-Reduktion mit
Triphenylphosphan in DMF lieferte zwar das PAmin-CD 39 als Hydrochlorid mit 88 % in
hervorragender Ausbeute, jedoch waren in den NMR-Spektren noch immer
Verunreinigungen durch Triphenylphosphan erkennbar. Daher wurde in einem weiteren
Versuch statt des Triphenylphosphans das leichter abtrennbare Triethylphosphan eingesetzt,
was jedoch nicht zur gewlinschten Verbindung fluhrte. Die Lésung dieser Probleme war die
Verwendung von frisch hergestelltem Raney-Nickel (Urushibara-Nickel)!"®" als Hydrier-
katalysator. Durch diesen Katalysator konnte die Ausbeute im Vergleich zur Literatur um
annahrend 40 % auf 79 % verbessert werden. Die vollstandige Umsetzung wurde durch das
Verschwinden der charakteristischen Azid-Bande im IR-Spektrum bei 2100 cm™ und das
Erscheinen der neuen NH,-Deformationsschwingung bei 1647 cm™ bewiesen. Der
Molekiilpeak im ESI*-Massenspektrum wurde bei m/z 1128.4 [M+H]" gefunden. Die
Kernresonanz lieferte dabei keine Hinweise auf etwaige Verunreinigungen. Da das
PAmin-CD 39 nur noch im Wéssrigen in Lésung gebracht werden konnte, war es fur weitere
Reaktionen im organischen Medium ungeeignet. Aus diesem Grund lag der Versuch nahe,
das auf der sekundéaren Seite mit Acetylgruppen versehene, lipohile PAzidoAcetyl-CD 37 zu
reduzieren, um das organoldsliche Aminoderivat 38 zu erhalten. Zundchst wurde die
Reduktion mittels Staudinger-Reaktion versucht. Im IR-Spektrum konnte dabei die Abnahme
der Azid-Bande beobachtet werden, was auf eine Umsetzung hindeutete, jedoch erwiesen
sich die Acetylgruppen unter den Reaktionsbedingungen als nicht stabil, wodurch nur das
ungeschiitzte PAmin-CD 39 nachgewiesen werden konnte. Bei Verwendung einer basen-
stabilen Schutzgruppe lief3 sich die Reduktion jedoch ohne Probleme durchfihren. So konnte
das an der sekunddren Seite geschutzte Per-(6-amino-6-deoxy-2,3-di-O-methyl)-B-cyclo-
dextrin (PAminMethyl-CD) nach Methylierung der sekundaren OH-Gruppen des PAzido-CDs
durch Reaktion mit Natriumhydrid und Methyliodid in THF zum PAzidoMethyl-CD und
anschlieBender Reduktion nach Staudinger-Bedingungen erhalten werden!'*?. Da jedoch die
Methylgruppen vom Produkt unter milden Bedingungen nicht mehr abgespalten werden
kdnnen, erwies sich diese Route als nutzlos. Daher wurden alternative Reaktionsmethoden
versucht, bei denen die Acetylgruppen im PAzidoAcetyl-CD 37 nicht beeintrachtigt werden
sollten, sie sind in Tab. 2 zusammengefasst.

Leider konnte durch keine der angegebenen Reaktionen das gewiinschte Produkt erhalten
werden. Hydrierungen mit Platin(IV)oxid wurden bereits von Lehn et al. durchgefuhrt, mit

dem Unterschied, dass im Edukt eine Benzylschutzgruppe fir die sekundare Seite
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verwendet wurde. Durch diese Strategie konnte ebenfalls kein aminofunktionalisiertes

Cyclodextrinderivat erhalten werden!'"*.

Tab. 2: Versuche zur Reduktion des PAzidoAcetyl-CD 37 zum PAminAcetyl-CD 38

Nr. Solvens Red.Mittel Temp. [°C] Rk.Dauer [h]
1 H.0 Pd/C/H; (8 bar) 25 12
2 MeOH Pd/C/H, (8 bar) 25 12
3 MeOH Pd/C/H; (8 bar) 25 48
4 THF Pd/C/H; (8 bar) 25 12
5 THF Pd/C/H; (8 bar) 25 48
6 EtOH/THF Pd/C/H; (8 bar) 25 12
7 EtOH/THF Pd/C/H; (8 bar) 25 48
8 Eisessig Pd/C/H, (8 bar) 25 12
9 H,O Raney-Ni/H, (8 bar) 25 12
10 MeOH Raney-Ni/H, (8 bar) 25 12
11 THF Raney-Ni/H, (8 bar) 25 12
12 THF Raney-Ni/Pd/C 80 12
13 THF Sm/CoCl,-6H,0"* 25 12
14 THF Sm/CoCl,-6H,0"* 40 12
15 THF/H,0 Sm/TMS-CII'®®! 25 12
16 DMF Zn(BH,),"" 25 12
17 DMF/MeOH NaBH,"*® 25 12
18 DMSO NaBH, 60 12
19 THF/EtOH NiCl,/B(OH)s/NaBH,"*? 25 12
20 DMSO NaBH, 60 12

Bei der Reaktion der Verbindung 39 mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid in Wasser
bei 25°C, die zu der Verbindung 40 flhren sollte, wurde ausschlieBlich ein nicht trennbares
Produktgemisch erhalten. Durch Veranderung der Reaktionsbedingungen konnte das
gewlnschte Produkt ebenfalls nicht erhalten werden. So fihrte eine Erhdéhung der
Reaktionstemperatur bei einem stdéchiometrischen Verhéltnis von 1:1 der jeweiligen

Reaktionspartner zu einer verstarkten Reaktion an C-2, durch eine Erniedrigung der
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Temperatur wurde die Position C-6 nicht vollstandig umgesetzt. Bei Verwendung von mehr
als einem Aquivalent des 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorids trat verstarkt Selbst-

kondensation auf (Schema 9), die durch Massenspektroskopie verfolgt werden konnte.

\ .
[\N RNH NH . F\N

5 N R—NH,
HNZ N NH, HCl N

HN™ "NH,-HCI

Schema 9: Bildung eines N-Alkyldiguanidins

Ein Grund fir das Scheitern der Reaktion kénnte die AbstoBung der protonierten und der
damit verbundenen positiven Ladung der Guanidylfunktionalitdt und des ebenfalls positiv
geladenen 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorids sein!'®®. Bisher gelang die vollstandige
Guanidierung der primaren Seite nur Kraus und Mitarbeitern. Nach Umsetzung von
PAminMethyl-CD und N,N’-Di-boc-N’-triflylguanidin in THF und anschlieBender Abspaltung
der Boc-Schutzgruppe durch Trifluoressigséure (TFA) erhielten sie allerdings ein perfunktio-
nalisiertes 6-Deoxy-6-guanidyl-cyclodextrin, dessen sekundare Seite vollstdndig methyliert
ist'®, Zur Darstellung des Per-(6-deoxy-6-hydrazino)-B-cyclodextrins (PHy-CD) wurde das
Plodo-CD 35 mit Hydrazin bei 80°C in analoger Weise wie das entsprechende Mono-
hydrazino-Derivat 25 (Schema 5) umgesetzt, jedoch konnten im Massenspektrogramm nur
Verbindungen mit einem m/z-Verhalinis von 1028.0 bis 1057.8 detektiert werden. Da die
Masse selbst fur das native B-Cyclodextrin zu gering ist, deuteten diese Werte auf das
Entstehen von 3,6-Anhydroderivaten hin.

Die Azido-Cyclodextrine sind sehr flexibel einsetzbare, funktionalisierte Molekile, daher
sollte neben der Méglichkeit zur Reduktion auch ihre Fahigkeit zur Cycloaddition (Huisgen-
Reaktion) genutzt werden. In der Vergangenheit wurden bisher nur die beiden lipophilen
Cyclodextrine PAzidoMethyl-CD!"®?! und PAzidoAcetyl-CD!"®®! zur thermischen 1,3-dipolaren
Cycloaddition als Dipol in siedendem Toluol eingesetzt, wobei der symmetrische
Butindisauredimethylester als Dipolarophil diente. Das Problem bei dieser Reaktion ist
einerseits die notwendige thermische Stabilitat der Edukte und andererseits der Erhalt von

Isomerengemischen bei Verwendung von unsymmetrischen Dipolarophilen (Schema 10).
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Schema 10: 1,3-dipolare Cycloaddition eines Dipols mit einem unsymmetrischen Dipolarophil
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Durch die Verwendung des Kupfer(l)iodids als Katalysator nach Sharpless konnten die
Probleme weitgehend vermieden werden!'®. Da die Reaktion bei Raumtemperatur ablautft,
kénnen auch hitzeempfindliche Acetylenderivate umgesetzt werden. Der Reaktions-
mechanismus ist bisher noch ungeklart, wahrscheinlich entsteht im katalytischen Prozess
durch Baseneinwirkung zunachst ein Kupferacetylid, das im weiteren Verlauf fir die
Entstehung eines einzigen Produktes verantwortlich ist.

Zunachst wurden Testreaktionen von Per-6-azido-cyclodextrinen mit kauflichem Propiol-
sauremethylester bei verschiedenen Reaktionsbedingungen (Tab. 3) unter Cu(l)-Katalyse
durchgefiihrt (Schema 11).

Q
OCHs
N
0 N
‘N~ 7 H
e //J\OCH v
o! Z ° ol
RO Cul RO OR1 H
OR
o)
of +

Schema 11: Umsetzung von Per-6-azido-cyclodextrinen mit R = H, Ac und Me und Propiolsduremethylester bei

verschiedenen Reaktionsbedingungen (Tab. 3).

In Tab. 3 sind die verwendeten Versuchsbedingungen zusammengefasst. Durch das
Integrationsverhéltnis der beiden isolierten Signale von H-1 bei etwa 5.0 ppm und H-7 bei

etwa 7.7 ppm im 'H-NMR-Spektrum konnten Riickschliisse auf die Vollstandigkeit der

Tab. 3: Ergebnisse der Umsetzung von Per-6-azido-cyclodextrinen mit Propiolsauremethylester unter Cu(l)-Katalyse

Verbindungsname  L&sungsmittel  eq. DIPEA eq. Cul eq. Alkinyl Integrationsverhéaltnis
PAzido-CD THF 1 0.2 2 1
PAzidoAcetyl-CD THF/H20 1 0.2 2 1
PAzidoAcetyl-CD DMF/H0O 1 0.2 2 1
PAzidoMethyl-CD THF/HO 1 0.2 2 1
PAzidoMethyl-CD DMF/H.O 1 0.2 2 1

Umsetzung gezogen werden. Dabei entsprach ein Verhéltnis von eins einer vollstandigen
Reaktion aller Azido-Gruppen. Erfreulicherweise konnte bei allen Reaktionen eine

vollstdndige Umsetzung festgestellt werden.
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Mit Hilfe dieser Reaktion konnte das wasserlésliche Per-[6-deoxy-6-(4-hydroxymethyl-1,2,3-
triazol-1-yl)]-B-cyclodextrin (PTriazolyl-CD) 45 durch Umsetzung von PAzido-CD 36 mit
Propargylalkohol in THF bei Anwesenheit von Hinig-Base und Kupfer(l)iodid mit einer

Ausbeute von 92 % dargestellt werden (Schema 12).

M DIPEA : 0
HO THF HO
OHO RT OH

Schema 12: Kupfer(l)katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition

Das Entstehen des Produktes 45 konnte mittels NMR-Spektroskopie durch das Auftreten der
charakteristischen Signale des Heterocyclus bestéatigt werden (Abb. 10). Im 'H-NMR trat bei
einer chemischen Verschiebung von 7.7 ppm das scharfe Singulett des heterocyclischen
Protons H-7 auf, zudem bestatigte das scharfe Dublett bei 5.0 ppm fur H-1 die
Isomerenreinheit des Produktes. Die vollstdndige Substitution konnte durch das Integrations-
verhéltnis von 1:1 dieser beiden charakteristischen Signale bewiesen werden. Im *C-NMR-
Spektrum konnte das Produkt durch das Auftreten der Signale der heterocyclischen
Kohlenstoffe bei 125.5 ppm fir C-7 und 147.8 ppm fur C-8 identifiziert werden. Unter
gleichen Reaktionsbedinungen sollte das PAzido-CD mit Propargylamin umgesetzt werden.
Der Erhalt des Produktes konnte jedoch nur mittels Massenspektroskopie durch das Signal
bei m/z 880.5 fir [M+2MeOH+2HJ** bestatigt werden. Die griin-blaue Farbe des Produktes
deutete darauf hin, dass Kupfer durch das Produkt komplexiert wurde. Hierdurch erklart sich,
dass die Aufnahme von NMR-Spektren durch das Vorhandensein von paramagnetischem
Kupfer(ll), das durch die Disproportionierung von Kupfer(l) entsteht, verhindert wurde.
Versuche, das Kupfer durch GréBenausschlusschromatographie oder Fallung als Sulfid zu

entfernen, schlugen fehl.
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Abb. 10: Charakteristische Signale des PTriazolyl-CD 45 im **C- (links) und *H- (rechts) NMR Spektrum in D,O

Zur Verbesserung der Stabilitdt und Lslichkeit des Kupfer(l)salzes im organischen Medium
wurde der lipophile Komplex Cul-P(OEt); nach Ziegler synthetisiert'®®, welcher in weiteren
Reaktionen ausschlief3lich verwendet wurde.

In der Literatur findet man Wirt-Gast-Systeme mit Stabilitdtskonstanten von 3.95-10* M™' bis
3.50-10” M, bei denen der Gast von zwei Cyclodextrinen, die durch einen Linker verbriickt
sind, in einem Chelatkomplex gebunden wird!'®®.. Mit diesen Systemen als Vorbild sollte eine
Art ,Cyclodextrin-Réhre” mit Hilfe der vorgestellten kupferkatalysierten 1,3-dipolaren Cyclo-
addition synthetisiert werden. Dabei stellt das PAzidoAcetyl-CD 37 den Dipol dar. Ein

entsprechendes Dipolarophil wurde geman Schema 13 hergestellt.

\SI \SI O/N

sl ™9
m"’M”M °
MeO
H

MeO + 48 MeO Ot

Schema 13: Darstellung von Per-(6-deoxy-6-propargyl-2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin (PPropMe-CD) 48. a) NaH/THF,
Mel. b) TBAF/THF. ¢) 50% NaOHa,/CH,Cl,/Br(Bu)sN, Propargylbromid. Me = Methyl, TBDMS = tert.-Butyldimethylsilyl.
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Zunachst wurde ausgehend von nativem B-Cyclodextrin durch Reaktion mit TBDMS-CI das

Per-(6-tert.-butyldimethylsilyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin

(PTBDMS-CD) 14 analog einer

Vorschrift von Ashton et al. in einer Ausbeute von 94 % hergestellt'®”.. Im "H-NMR bewies

das Integrationsverhélinis zwischen der
die

vollstadndige Funktionalisierung der Position

tert.-Butylgruppe und H-1 von 9:1
C-6. AnschlieBend wurden die sekundaren
Hydroxyl-Funktionen mit Methylgruppen
versehen (Produkt 46, Schema 13), was in
einer Ausbeute von 64 % gelang, auch hier
zeigte das Integrationsverhaltnis der beiden
neu hinzugekommen Signale fur die Methyl-
gruppen, dass eine vollstandige Umsetzung
erfolgte. Die vollstdndige Abspaltung der
TBDMS-Gruppe in C-6 mit

Tetra-n-butylammoniumfluorid  (TBAF) in

Position

—2.48

—2.48
—247

4.25 4.20 4.15 255 2.50 245

Chemische Verschiebung (ppm)

Abb. 11: Ausschnitt des ‘H-NMR-Spektrums von propar-
gyliertem Cyclodextrin 48.

THF fihrte zum Produkt 47 in 98 % Ausbeute und konnte durch das Verschwinden der
Signale fir die TBDMS-Gruppe im *C-NMR bei -5.2 ppm und 18.3 ppm bestatigt werden.

Die Umsetzung von 47 zum Dipolarophil 48 erfolgte in einer 40 %igen Ausbeute in einem

N, O/\

Zweiphasen-Gemisch aus wassriger

M 5 Natronlauge und Dichlormethan mit
AcO + MeO Propargyloromid  sowie  Tetra-n-
a7 ACO o{; a5 MeO O-]; butylammoniumbromid als Phasen-
transferkatalysator. Das Produkt 48
CLIPAOE1). wurde im 'H-NMR-Spektrum durch
ESHFC das Auftreten des Pseudotripletts
(Uberlagerung eines Doppeldubletts)
NaN von H-9 bei 2.48 ppm und zweier
N\)VO Doppeldubletts der diastereotopen
’ Protonen an C-7 bei 4.2 ppm
(AcO);, “CD-Réhre” (OMe).eidentifiziert (Abb. 11),

Schema 14: Darstellung einer , Cyclodextrin-Réhre* aus PAzido-

Acetyl-CD 37 und PPropMe-CD 48.
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Die Reaktion von PAzidoAcetyl-CD 37 mit Per-(6-deoxy-6-propargyl-2,3-di-O-methyl)--
cyclodextrin 48 unter Katalyse des organoléslichen Kupfer(l)-Komplexes Cul-P(OEt); wurde
in THF bei der Konzentration der Reaktanden von 1 mM (zur Vermeidung von Oligomeren-
bildung) durchgefihrt (Schema 14). Der bei der Reaktion entstandene Feststoff war in allen
gebrauchlichen Lésungsmitteln vollkommen unléslich, was eine Charakterisierung unmdglich
machte. Lediglich im IR-Spektrum konnte keine Azid-Bande mehr beobachtet werden. Im
Filtrat des Reaktionsgemisches konnten keine Edukte durch Dunnschichtchromatographie
oder Massenspektroskopie mehr nachgewiesen werden, was auf eine 3-dimensionale

Vernetzung der Edukte hindeutete.

5.2.2 C(6)-S-Cyclodextrinderivate

Das Per-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin (PCys-CD) 41 (Schema 8) wurde in einer
zeitgleichen Arbeit von Karginov und Mitarbeitern, die 41 in einer vierstufigen Synthese mit

%8 In der

einer sehr maBigen Overall-Ausbeute von 12 % erhalten haben, synthetisier
vorliegenden Arbeit konnte das PCys-CD 41 in einer zweistufigen Synthese durch direkte
Umsetzung von Plodo-CD 35 mit 2-Aminoethanthiol und Hunig-Base in DMF mit einer
Overall-Ausbeute von 53 % erhalten werden. Das Produkt konnte mittels *C-NMR-
Spektroskopie durch chemische Verschiebung des Kohlenstoffs der Position 6 von 9.4 ppm
auf 30.8 ppm und das Erscheinen der beiden Signale der CH,-Gruppen aus dem
angebundenen 2-Aminoethanthiol bei 39.4 ppm und 33.1 ppm eindeutig identifiziert werden.
Die Guanidierung des PCys-CDs 41 unter den gleichen Bedingungen, die bereits zur
Darstellung von Per-6-guanidyl-cyclodextrin 40 versucht wurden, schlug ebenfalls fehl.
Obwohl die einzelnen protonierten Amino-Funktionen in 41 weiter voneinander entfernt sind
und somit die repulsive Wirkung stark abgeschwéacht sein sollte, wurde das gleiche
Reaktionsverhalten beobachtet wie im Falle von Per-6-guanidyl-cyclodextrin 40.

Das Per-(6-deoxy-6-S-thioglykolsauremethylester)-p-cyclodextrin (PThioester-CD) 43 wurde
erstmals von Lehn et al. beschrieben!'. Der Versuch, Verbindung 43 nach der publizierten
Vorschrift durch Reaktion von Plodo-CD 35 mit Thioglykolsduremethylester und Casium-
carbonat in DMPU zu erhalten, schlug fehl. Dies entsprach den Erwartungen, da die Fallung
des Produktes in Wasser erfolgen sollte. Dabei wurde das gesamte Reaktionsgemisch in
Wasser getropft, wodurch sich aus dem unumgesetzten Casiumcarbonat genliigend Base

bildete, um den Methylester augenblicklich zur freien, wasserldslichen Saure zu verseifen.
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Dennoch konnte das PThioester-CD 43 aus Plodo-CD 35 mit Thioglykolsduremethylester bei
Anwesenheit von Triethylamin in DMF in einer Ausbeute von 67 % synthetisiert werden. Das
'3C-Spektrum ergab charakteristische Signale fiir die Methylgruppe des Esters bei 51.7 ppm
und den Carboxylkohlenstoff bei 170.7 ppm (Abb. 12). Durch das Integrationsverhéltnis der
Methylgruppe des Esters zum Wasserstoff an C-1 von 3:1 konnte die vollstdndige Substi-

tution bestatigt werden.
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Abb. 12: 13C—NMR—Spektren von Plodo-CD 35 (unten) und PThioester-CD 43 (oben) in DMSO-ds

Die Verseifung von 43 in 1 M wassriger Natronlauge fihrte zum Per-(6-deoxy-6-S-
thioglykolat)-p-cyclodextrin Natriumsalz (PThioGlykolat-CD) 44 in einer Ausbeute von 97 %.
Das Fehlen der Methylgruppe im 'H-NMR-Spektrum bei 3.6 ppm sowie der Molekiilpeak im

ESI*-Massenspektrum bei m/z 1675.3 [M+Na]" bewiesen die erfolgreiche Umsetzung.
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5.3 Aminosaurefunktionalisierte Cyclodextrine

Aminosauremodifizierte Cyclodextrine bieten die Mdglichkeit eines gerichteten Transports
von Gastmolekllen zu einem bestimmten Ort im Organismus. Moroder et al. modifizierten
B-Cyclodextrin mit einem endo-Epoxysuccinyl-Peptid-Inhibitor, der einen zielgerichteten
Transport zu Krebszellen erméglichen soll"!. Zudem kénnten so modifizierte Cyclodextrine
zur Diskriminierung von chiralen Gésten eingesetzt werden, die aufgrund der zuséatzlichen
Chiralitdt der Aminoséaure eine bessere Erkennung von chiralen Gasten gewahrleisten

wiirden als die bisher eingesetzten MAmin-CDs!'%%"72,

Um solche Anwendungen zu
erméglichen, sollte ein Weg gefunden werden, der die Aminosdurefunktionalisierung von

B-Cyclodextrinen auf einfache Weise mit guten Ausbeuten zuganglich macht.

5.3.1 Anknipfung der Aminosaure Uber den C-Terminus

Die klassische Methode, um B-Cyclodextrine Uber eine Amidbindung zu modifizieren, gelingt
durch den Einsatz von N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 1-Hydroxybenzotriazol
(HOBt) in DMF, die bereits in der Literatur bei der Synthese von Mono- und Per-(6-deoxy-6-
phenylalanyl)-B-cyclodextrin beschrieben wurde!'®” 73 Nach dieser Methode gelang die
Umsetzung von MAmin-CD 27 mit Boc-Glycin zum Mono-[6-(N’-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-
B-cyclodextrin (MBocGly-CD) 49 in einer Ausbeute von 50 %. Das Produkt konnte durch
Massenspektrometrie bei einem m/z von 1313.6 [M+Na]" nachgewiesen werden. Zusatzlich
bewiesen das Signal des Carbonylkohlenstoffs bei 169.4 ppm und das der benachbarten
Methylengruppe bei 42.8 ppm im '*C-NMR die erfolgreiche Umsetzung. Die anschlieBende
Abspaltung der Boc-Schutzgruppe erfolgte in methanolischer TFA, wobei das reine Mono-(6-
deoxy-6-glycyl-amido)-B-cyclodextrin (MGly-CD) 50 in einer Ausbeute von 67 % erhalten
wurde. Das 'H-NMR bewies durch das Fehlen der Signale der Boc-Gruppe bei 1.4 ppm die
vollstdndige Abspaltung der Schutzgruppe.

Das Per-[6-(N’-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-B-cyclodextrin (PBocGly-CD) 51 wurde zunachst
in einer schlechten Ausbeute von 32 % hergestellt. Daher wurde PBocGly-CD 51 nicht
isoliert, sondern direkt zum Per-[6-deoxy-6-(glycyl-amido)]-B-cyclodextrin (PGly-CD) 52 mit
TFA in quantitativer Ausbeute umgesetzt. AuBerdem ist zu erwdhnen, dass andere
Versuche, Mono- und Per-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin mit Boc-L-Leucin unter gleichen
Bedingungen zu modifizieren, wie auch der Einsatz von TBTU, HBTU oder HATU als

Kupplungsreagenzien in DMF, scheiterten. Grund hierfir waren die auf einmal auftretenden
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schlechten Léslichkeiten der Amino-Cyclodextrine in DMF. Der Unterschied der Léslichkeiten
zwischen Amino-cyclodextrinen wurde durch Verunreinigungen mit dem aus der Reduktion
stammenden Triphenylphosphan verursacht. So bewirkten geringe Verunreinigungen mit
Triphenylphosphan, die wahrscheinlich auf eine Komplexbildung zuriickzufihren waren, eine
gute Loslichkeit des Amino-cyclodextrins in DMF, wohingegen das reine, durch katalytisch
hergestellte Amino-cyclodextrin in DMF wie auch in allen organischen Standard-
I6sungsmitteln, schlecht oder gar unléslich war. Um dennoch dieses sehr reine Amino-
cyclodextrin umsetzen zu kénnen, wurde zunachst der Boc-glycin-N-hydroxysuccinimidester
durch Reaktion von Boc-Glycin mit N-Hydroxysuccinimid unter Aktivierung durch DCC in
einer Ausbeute von 71 % synthetisiert. Im nachsten Schritt wurde dieser Aktivester in einem
DMF/Wasser-Gemisch mit MAmin- bzw. PAmin-CD zu den beschriebenen Produkten
MBocGly-CD 49 in einer Ausbeute von 67 % und PBocGly-CD 51 in einer Ausbeute von
74 % umgesetzt. Die nachfolgende Abspaltung der Boc-Gruppe erfolgte wie oben.

Die Aminosaure Serin wurde ebenfalls dazu verwendet, MAmMin-CD zu funktionalisieren. Um
mogliche Nebenreaktionen der Hydroxylgruppe des Serins zu unterbinden, wurde das Serin
zunéchst in einer Reaktionssequenz nach Garner und Park zu einem Oxazolidin-Derivat 53
umgewandelt (Schema 15)!"“. Im Anschluss erfolgte die Verseifung des Methylesters in

wassriger Lithiumhydroxid-Lésung!'™

, gefolgt von der Aktivierung der Carboxylfunktion als
Hydroxysuccinimidester 54. Verbindung 54 wurde anschlieBend mit MAmin-CD 27 im
DMF/Wasser-Gemisch zur Reaktion gebracht. Das in einer Ausbeute von 78 % entstandene
Produkt (MBocSer-CD) wurde durch den Molekullpeak im ESI*-Massenspektrum bei m/z
1383.5 [M+Na]* nachgewiesen. Die Verbindung wurde ohne weitere Aufreinigung in
methanolischer TFA gelést, um die vorhandenen Schutzgruppen abzuspalten, was zum
Produkt Mono-[6-deoxy-6-(serinyl-amido)]-B-cyclodextrin (MSer-CD) 55 in einer Ausbeute
von 96 % fihrte. Die Identitdt des Produktes 55 konnte durch Massenspektroskopie mit
einem Molekilpeak bei m/z 1221.4 [M+H]* und durch die neu hinzugekommenen Signale im

3C-NMR-Spektrum fiir C-8’ bei 45.9 ppm und fiir C-9’ bei 61.6 ppm bestéatigt werden.
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Schema 15: Darstellung des geschiitzten Serin-hydroxysuccinimidesters 54. a) Boc,O, Dioxan; Mel/K,CO;, DMF.
b) p-TosOH, 2,2-Dimethoxypropan, Toluol. ¢) LiOH, H,O. d) DCC/HOSu, 1,2-Dimethoxyethan. €) MAmin-CD 27, DMF.
f) TFA/MeOH.

Als weitere Kupplungsmdglichkeit bietet sich die kupferkatalysierte 1,3-dipolare Cyclo-
addition an. Hierzu mussen zunachst propargylierte Aminoséuren synthetisiert werden, die
dann in THF mit einem Azido-Derivat des Cyclodextrins umgesetzt werden. In Anlehung an
eine Vorschrift von Bolton und Mitarbeitern sollte das Glycin in Toluol mit Propargylalkohol
und p-Toluolsulfonsdure unter Rickfluss zur Reaktion gebracht werden, was aufgrund der
schlechten Léslichkeit von Glycin in Toluol misslang!'”®. Eine erfolgreiche Darstellung des
Propargylesters 56 (Schema 16) gelang analog einer Vorschrift von Morel in einer Ausbeute
von 63 %, wobei Glycin zunéchst in Propargylalkohol suspendiert wurde und anschlieBend

durch Zugabe von Thionylchlorid zum entsprechenden Ester 56 umgesetzt wurde!'””.,

///\OH

socl L

P 2 3

HOOC~ ~NH NH,-HCI
i 5% 0 23

56

Schema 16: Darstellung von Glycinpropargylester Hydrochlorid 56

Die Identitdt von 56 konnte durch Resonanzspektroskopie bewiesen werden. Im 'H-NMR
erkannte man ein Triplett fir H-5 bei 3.0 ppm, ein Dublett fir H-3 bei 4.9 ppm sowie ein
Singulett fir H-1 bei 3.1 ppm. Weitere Umsetzungen von 56 mit PAzido-CD 36 und Cul in
DMF oder DMF/Wasser-Gemisch bzw. THF/Wasser-Gemisch schlugen jedoch fehl, was
wahrscheinlich auf Léslichkeitsprobleme zurlickzufihren war. Um dieses Problem zu
umgehen, sollten die Umsetzungen im rein organischen Medium durchgefuhrt werden. Dazu

musste jedoch zunéchst ein organolésliches Propargylderivat von Glycin synthetisiert
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werden. Dies gelang auf zwei verschiedenen Wegen. Nach Methode A wurde Boc-Glycin mit
Cs,CO; in DMF deprotoniert und anschlieBend mit Propargylbromid zum Produkt 57
(Schema 17) in einer Ausbeute von 77 % umgesetzt. Nach Methode B wurde Boc-Glycin in
einem Gemisch aus wassriger NaHCO;-Lésung und Dichlormethan geldst. AnschlieBend
erfolgte die Reaktion mit Propargylbromid mit Hilfe des Phasentransferkatalysators (PTK)
Tricaprylmethylammoniumchlorid zum Produkt 57 in 68 %iger Ausbeute.

a)

O 8
5
4 1 4
HOOC” “NHBoc — \\/oﬁ/\N)i\OX
3 o H

b)

57

Schema 17: Darstellung von N-Boc-glycinpropargylester 57. a) Cs,COs/Propargylbromid, DMF. b) Propargyl-

bromid/Tricaprylmethylammoniumchlorid/Dichlormethan/NaHCOs,q..

Das Produkt konnte im Massenspektrum bei einem m/z von 235.5 [M+Na]* und im "*C-NMR-
Spektrum durch die Signale fur C-5 bei 77.8 ppm, C-4 bei 78.3 ppm und C-1 bei 41.7 ppm
nachgewiesen werden.

Um eine vollstadndige Ld&slichkeit des MAzido-CDs 26 im organischen Medium fur eine
kupferkatalysierte Reaktion mit 57 zu gewahrleisten, wurden zunachst die verbliebenen
freien OH-Gruppen des Cyclodextrins mit Essigsdureanhydrid in Pyridin acetyliert
(MAzidoAcetyl-CD), was in einer Ausbeute von 80 % gelang. Die Vollstandigkeit der
Acetylierung kann im 'H-NMR durch die Integrationsverhéltnisse der Methylgruppen zum
Proton an Position 1 bestatigt werden.

AnschlieBend wurde das Aminosaurederivat 58 (Schema 18) des Cyclodextrins durch
Umsetzung von MAzidoAcetyl-CD mit 57 in quantitativer Ausbeute erhalten werden.

¥NHBoc
014
N=N 12 _<
\/)_1/3’
11’

[AcO ]6 N, [AcO ]6 N o

[OAcl,, [OAcl,,
58

Schema 18: Darstellung des aminosauremodifizierten Cyclodextrinderivates 58. a) N-Boc-glycinpropargylester
58/Cul-P(OEt)s/ DIPEA/ THF, 25°C.

Die Entstehung der Verbindung 58 konnte durch das Aufkommen der charakteristischen
Signale im *C-Spektrum fiir C-11’ bei 126.5 ppm, C-12’ bei 141.5 ppm, C-13’ bei 57.4 ppm
und C-15 bei 41.8 ppm bestatigt werden. Die Massenspektroskopie lieferte einen

Molekdilpeak bei einem m/z von 2313.9 [M+H]".



40 5 Regioselektive Synthese von Cyclodextrinderivaten

Unglucklicherweise erwies sich jedoch der Ester an C-14’ unter den Abspaltbedingungen fir
die Acetylgruppen als instabil, wodurch kein aminosaurefunktionalisiertes, wasserldsliches
Cyclodextrin erhalten werden konnte.

Aus diesem Grund sollte statt des Propargylesters 57 ein unter den Abspaltbedingungen der
Acetylgruppen stabiles Propargylamid 59 (Schema 19), das durch Reaktion von Boc-Gly-OH
mit DCC/DMAP und Propargylamin in einer Ausbeute von 62 % synthetisiert wurde, zum
Einsatz kommen. Dabei wurde Verbindung 59 mit MAzidoAcetyl-CD unter gleichen
Bedingungen wie zur Synthese von 58 umgesetzt, was zur Verbindung 60 fuhrte (Schema
19). Auch hier bewiesen die Signale im ®*C-NMR-Spektrum fiir C-11’ bei 124.8 ppm, C-12’
bei 144.7 ppm und C-15 bei 43.2 ppm die Entstehung des gewlinschten Produktes 60 in
einer maBigen Ausbeute von 51 %. Durch die Verlangerung der Reaktionszeit bzw.
Erhéhung der Temperatur konnte keine Verbesserung der Ausbeute erreicht werden. Die
Entschltzung der Verbindung 60 mit TFA und anschlieBend mit Natriummethanolat in
Methanol verlief ohne Probleme, wobei das aminosduremodifizierte, wasserldsliche
Cyclodextrin 61 in einer Ausbeute von 82 % erhalten wurde (Schema 19). Die Abwesenheit
der Signale im 'C-NMR-Spektrum fiir Boc-Schutzgruppe bei 28.2 ppm und der
Acetylgruppen bei 20.6 ppm und 170.0 ppm bewiesen die vollstindige Deblockierung.
Zusatzlich konnte die ldentitat von 61 im Massenspekirum durch den Molekllpeak bei m/z
von 1272.4 [M+H]* bestatigt werden.

15

15
14/ —NHBoc N NH,
HN n=Nyo

=N
A H N="\12
A N J , q !
[ACO ]6 N, s \n/\NHBoc [ACO ]6 NT{)-_/H o [HO ]6 N 1{ 3 O
o 59
1. TFA/MeOH
ﬁ Cul-P(OEt),, DIPEA, THF ﬁ 2. NaOMe/MeOH

[OAcl,, [OAcl,, [OH],,
60 61

Schema 19: Darstellung des wasserléslichen, aminoséuremodifizierten Cyclodextrins 61.

Leider wies das Propargylamid 59 gegenlber dem Propargylester 57 eine geringere
Reaktivitdt auf, so dass die Darstellung von 60 nur in einer Ausbeute von 51 % gelang.
Dadurch konnte die Synthese eines C-6 per-aminosaurefunktionalisierten Cyclodextrins auf
diesem Wege ausgeschlossen werden.

Die Darstellung eines an C-6 vollstandig aminos&urefunktionalisierten Cyclodextrinderivates
gelang nur mit Hilfe eines Propargylesters. Hierzu wurde zunéchst ein Dipeptid bestehend
aus Boc-Leucin und Valinpropargylester synthetisiert. Die Darstellung des L-Valinpropargyl-
esters 62 erfolgte analog einer Vorschrift von Bolton durch p-Toluolsulfonsaure-katalysierte

Veresterung mit Propargylalkohol in einer Ausbeute von 51 %!"®. Die anschlieBende
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Kupplung zum Dipeptid 63 wurde nach der literaturbekannten Methode mit DCC/HOBt
durchgefiihrt, wodurch die gewlinschte Verbindung in einer Ausbeute von 73 % erhalten
wurde. Die weitere Umsetzung zum aminosauremodifizierten Cyclodextrin 64 (Schema 20)
wurde analog zu der von Verbindung 60 Uber eine Cu(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cyclo-
addition durchgefiihrt und in einer Ausbeute von 41 % erhalten. Die Besonderheit bei der
Reaktion war, dass das Edukt PAzido-CD 36 in THF l6slich war und somit keine
Schutzgruppen notwendig waren. Die Darstellung des in THF I8slichen PAzido-CDs konnte

fur spatere Reaktionen nicht wiederholt werden, sie waren nur noch in DMF |6slich.

- e) . 16
\\/O N NHBoc o) H 1 NHBoc
N
H
5
12

64

Schema 20: Darstellung von Verbindung 64 unter Cu(l)-Katalyse und Hinig-Base in THF bei RT.

Die erfolgreiche Synthese von 64 konnte durch die neu hinzugekommenen Signale im
'H-NMR-Spektrum beispielsweise bei 7.9 ppm fiir H-7, 1.4 ppm fiir H-16 oder bei 1.9 ppm fiir
H-12 bestétigt werden. Verbindung 64 war jedoch nur noch in Methanol, THF, DMF und
DMSO gut lI6slich. Durch die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe konnte leider kein
wasserldsliches Cyclodextrinderivat erhalten werden, weswegen auf eine weitere Reinigung

verzichtet wurde.

5.3.2 Anknipfung der Aminosaure Gber den N-Terminus

Nach erfolgreicher Anknipfung der am C-Terminus propargylieten Aminoséure an
Cyclodextrin sollte nun eine Anknipfung Uber den N-Terminus der Aminosaure erfolgen.
Zuvor musste jedoch die Aminosdure am N-Terminus mit der Propargylgruppe
funktionalisiert werden.

Zunachst wurde versucht, Propargylalkohol mit Carbonyldiimidazol (CDI), analog einer
Vorschrift von Grasmiick!'’®, zu aktivieren und anschlieBend mit Glycinethylester Hydro-
chlorid umzusetzen. Leider konnte keine Produktbildung beobachtet werden. Der Grund

hierfir war darin zu suchen, dass die Reaktivitat von Propargylalkohol mit CDI zu gering war
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und somit keine Aktivierung stattfand. Wé&hrend der dunnschichtchromatographischen
Reaktionskontrolle konnten vor Zugabe der Aminoséure daher nur geringste Mengen des
Aktivierungsprodukts gefunden werden, wobei eine Verlangerung der Aktivierungszeit keine
Verbesserung der Ausbeute erbrachte. Eine wesentlich héhere Reaktivitat als Propargyl-
alkohol sollte Propiolsdure aufweisen. Auch hier wurde zunachst versucht, die Carboxyl-
funktion zu aktivieren und anschlieBend mit Glycinethylester Hydrochlorid bzw. Glycin-tert.-
butylester Hydrochlorid umzusetzen. Als Aktivierungsreagenzien kamen analog einer
Vorschrift von Billing!"”®  2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydrochinolin (EEDQ) sowie
weitere klassische Aktivierungsreagenzien wie DCC/DMAP oder DCC/HOBt zum Einsatz!"®,
jedoch konnte auch hier keine Produktbildung beobachtet werden. Selbst der Versuch, das
Produkt (ber Aktivierung mit Chlorameisensaureisobutylester’® durch ein gemischtes
Anhydrid zu erhalten, schlug fehl.

Durch die Verwendung von Propargylchloroformat kénnte die Aminosaure direkt zum
Carbamat umgesetzt werden. Dies wurde durch die erfolgreiche Reaktion von tert.-Butyl-
anilin mit Propargylchloroformat in DMF bestatigt, wobei man das Produkt in einer Ausbeute
von 77 % erhielt. Hierbei wurden zwei Aquivalente tert.-Butylanilin eingesetzt, da es
gleichzeitig das freiwerdende Hydrochlorid abfangen sollte. Durch die beiden Signale der
Dreifachbindung im "®*C-NMR bei 77.4 und 79.0 ppm konnte ein eindeutiger Nachweis fiir die
Entstehung des gewilinschten Produktes erbracht werden. Analog zu dieser Methode wurde
der Glycinethylester Hydrochlorid zunédchst vom Hydrochlorid befreit und ebenfalls in zwei
Aquivalenten in DMF eingesetzt. Doch erstaunlicherweise konnte hier keine Produktbildung
beobachtet werden. Alternativ wurde versucht, das entstehende Hydrochlorid mit Triethyl-

(81 doch auch dies blieb erfolglos. Eine N-Alkylierung von

amin bzw. DIPEA abzufangen
Glycinethylester Hydrochlorid mit Propargylbromid und Kaliumcarbonat bzw. Céasium-
carbonat als Base schlug ebenfalls fehl.

Die vorgestellten Reaktionen wurden ebenfalls mit Glycin-tert.-butylester Hydrochlorid in
verschiedenen Lésungsmitteln und Temperaturen durchgefiihrt, doch auch dabei konnte das
gewilnschte Produkt nicht erhalten werden.

Letztendlich gelang die Darstellung des propargylierten Aminosaureesters 65 durch
Umsetzung von Bromessigsaureethylester mit Propargylamin in THF in einer Ausbeute von
87 % (Schema 21), ahnlich der Vorschrift von Reichwein, der diese Reaktion jedoch mit

Allylamin durchfiihrte!'®?.
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Schema 21: Synthese des am N-Terminus propargylierten Aminosaureesters 65.

Das Produkt konnte mittels 'H-NMR-Spektroskopie durch das Triplett des acetylenischen
Protons (H-8) bei 3.0 ppm und den Signalen der Methylen- (3) und Methylgruppe (4) des
Ethylesters (Schema 21) bei 1.2 bzw. 4.1 ppm identifiziert werden.

Im Anschluss wurde das Propargylamid 65 mit MAzidoAcetyl-CD unter gleichen
Bedingungen wie bei der Darstellung von Verbindung 58 zum Produkt 66 (Schema 22) in
einer Ausbeute von 52 % umgesetzt. Die eindeutige |dentifizierung des Produktes erfolgte
mittels '*C-NMR-Spektroskopie durch die Signale des Ethylesters (16’, 17’) bei 14.0 und 60.2
ppm bzw. durch die Signale fir die Triazolyl-Gruppe (11’,12’) bei 125.2 und 143.1 ppm.

Der geringe Umsatz konnte nicht durch Uberschuss der Aminoséure oder Anderung der
Reaktionsfiihrung gesteigert werden, wodurch eine Perfunktionalisierung als wenig

aussichtsreich angesehen wurde.
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Schema 22: Darstellung von Verbindung 66 aus MAzidoAcetyl-CD und dem N-propargylierten
Glycinethylester 65

5.4 Zusammenfassung

Die beiden Verbindungen Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 2b und Per-(6-
deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 35 waren der Ausgangspunkt fir die Synthese verschiedener
wasserloslicher, mono- bzw. perfunktionalisierter Cyclodextrine.

Ausgehend von diesen beiden Cyclodextrinderivaten wurden schutzgruppenfreie Synthesen
mit Hilfe der auBerordentlich vielseitigen nucleophilen Substition mit Thiolen und Triethylamin

oder Diisopropylethylamin als Basen beschrieben.
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Beispielsweise wurden die Verbindungen Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-p-cyclodextrin
Natriumsalz 31 und Per-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin Natriumsalz 44 in jeweils
drei Stufen dargestellt. Die Verwendung von 2-Aminoethanthiol erméglichte die Synthese
von Mono-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin 32 in 75 %iger bzw. Per-(6-cysteaminyl-6-
deoxy)-B-cyclodextrin Hydrochlorid 41 in 65 %iger Ausbeute.

Als weitere wichtige Reaktion wurde die nucleophile Substitution mit Natriumazid in dieser
Arbeit beschrieben. Die in guter Ausbeute erhaltenen Azido-cyclodextrine Mono-(6-azido-6-
deoxy)-p-cyclodextrins 26 und das entsprechende Perderivat 36 waren Ausgangspunkt far
weitere unterschiedliche Syntheserouten. In der Route A wurde das Mono-azido-cyclodextrin
mit Hilfe der Staudinger-Reaktion in einer Ausbeute von 77 % zum Amin 27 reduziert, das
anschlieBend durch klassische Methoden der Aminosaurensynthese mit Boc-Gly-OH/
DCC/HOBt in 50 %iger Ausbeute sowie mit dem Hydroxysuccinimidester des geschutzten
Serins 54 in einer Ausbeute von 78 % umgesetzt wurde. Das Per-Amino-cyclodextrin 39
konnte mit Hilfe der Staudinger-Reduktion in 88 % Ausbeute hergestellt werden. Eine bis
dahin noch nicht verwendete alternative katalytische Reduktion mit Raney-Nickel und
Wasserstoff lieferte das Produkt in einer Ausbeute von 79 %, jedoch in viel besserer Reinheit
als die Staudinger-Reduktion. Damit gelang auch die Synthese eines per-glycin-
funktionalisierten Cyclodextrins 51 in 74 %iger Ausbeute.

In Route B wurde das Mono-azido-cyclodextrin zunachst acetyliert und danach in einer Cu(l)-
katalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition mit N-Boc-glycinpropargylester 57 quantitativ
umgesetzt. Als Problem stellte sich jedoch die anschlieBende Abspaltung der Acetylgruppen
heraus, wobei ebenfalls die Aminosdure abgespalten wurde. Daher wurde N-Boc-glycin-
propargylamid 59 hergestellt, dass ebenfalls in einer 1,3-dipolaren Cycloaddition gekuppelt
wurde. Allerdings zeigte die Ausbeute von 58 %, dass die Reaktivitdt im Vergleich zum
Propargylester 57 wesentlich geringer war.

Weiterhin gelang die Darstellung von Guanidylderivaten ausgehend von Mono-cysteaminyl-
cyclodextrin 32 und Mono-amino-cyclodextrin 27 in erfreulich hohen Ausbeuten von 84 %
und 89 %.
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6 Einschlussverbindungen von amphiphilen Gastmolekilen in

Cylodextrinderivate

6.1 Methoden zur Bestimmung der Topographie und der thermo-
dynamischen Stabilitat der Addukte

Das Verstandnis der Mechanismen der Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast ist
wichtig fir die Herstellung und den Einsatz von Wirt-Gast-Systemen. Strukturelle
Informationen wie Stdchiometrie (N) und Geometrie des Komplexes, thermodynamische
Eigenschaften wie Stabilitatskonstante (Ks) als MaR fur die Stabilitdt des Komplexes, sowie
Anderungen der Enthalpie (AH) bzw. Entropie (AS) und damit der Freien Energie (AG) liefern
wichtige Beitrdge zum Verstédndnis der Mechanismen. Zur Untersuchung der
thermodynamischen GréBen und damit der Komplexbildungskonstante kénnen verschiedene
Methoden und Messungen herangezogen werden!'®®: elektronische Absorption (UV-Vis),
Circulardichroismus, Fluoreszenz, Kern-Resonanz-Spekiroskopie (NMR), Elektronen-Spin
Resonanz  (ESR), Kapillarelektrophorese (CE), pH-Potentiometrie, Dampfdruck,

184 Dijese Methoden

Konduktivitat, Oberflachenspannung und Léslichkeitsuntersuchungen!
setzen allerdings voraus, dass eine signifikante, auswertbare Veranderung des Signals als
Folge der Komplexbildung erfolgt. AuBerdem richtet sich die Wahl der Methode nach dem zu
erwartenden Wert von Ks. Bei steigendem Ks nimmt die Konzentration des Komplexes zu
wahrend die der freien Spezies immer kleiner wird. Aus diesem Grund muss die Methode
umso empfindlicher sein, je gréBer Ks wird, um Uberhaupt noch eine Signalveranderung
beobachten zu kénnen.

Auch spektroskopische Methoden kénnen zur Bestimmung von Ks herangezogen werden.
Bei Anwesenheit von Chromophoren kann entweder die optische Absorptions-1'®! oder die

el'®®l eingesetzt werden. Beide Verfahren beruhen auf der Anderung

Fluoreszenzspektroskopi
von charakteristischen Banden der entsprechenden Spektren, die auf das Vorhandensein
eines Komplexes hindeuten. Mit Hilfe der NMR-Titration kann ebenfalls die
Bindungskonstante von Komplexen bestimmt werden. Dabei wird die Anderung der
chemischen Verschiebung als Funktion der Konzentration gemessen. Im Vergleich zu
anderen Methoden hat sie den Vorteil, dass zur Bestimmung der Bindungskonstanten

mehrere voneinander unabhangige Signale herangezogen werden kénnen!'®”.. Mit Hilfe der
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Léslichkeitsisothermen kénnen ebenfalls Stabilitdtskonstanten bestimmt werden. Bei diesem
Verfahren wird eine definierte Wirt-Konzentration vorgelegt und bis zur Sattigung mit einem
schwerldslichen Gast versetzt. Aus der Auftragung der Konzentration des Gastes als
Funktion der Konzentration des Wirtes kann anschlieBend die Bindungskonstante ermittelt
werden! %8,

Zur direkten Bestimmung der rdumlichen Struktur von kristallinen Cyclodextrinkomplexen

t'8%. Durch sie kann nicht nur die Lage des

wird haufig die Réntgenstrukturanalyse eingesetz
Gastmolekuls in der Kavitat, sondern auch dessen Beweglichkeit gemessen werden. Leider
kann die Position der Protonen bei dieser Methode nicht direkt bestimmt werden. Dieses
Problem kann durch Anwendung der Neutronenbeugung gel6st werden. Durch dieses
Verfahren kénnen sowohl die Position als auch die Beweglichkeit der Protonen bestimmt
werden. Beide Methoden liefern zusammen nicht nur ein genaues Bild der Einschluss-
verbindung, sondern auch Informationen zur Lage von Wasserstoffbriicken des Komplexes.
So zeigte Saenger, dass O--O Abstande, die geringer als 3.0 A sind, O-H---O Wasserstoff-
briicken reprasentieren, wahrend bei Abstadnden Uber 3.6 A keine Wasserstoffbriicken
vorhanden sind®* "%, Ein Nachteil dieses Konzeptes ist, dass die im Kristall gefundenen
Strukturen und Orientierungen nicht unbedingt in Lésung existieren, denn der im Kiristall
eingefrorene Zustand ist nur einer unter vielen mdglichen Konformationen. AuBerdem kann
die zwischen Wirt und Gast auftretende Wechselwirkung durch L&ésungsmittelmolekile
beeinflusst oder sogar ersetzt werden.

Mittels NMR-Spektroskopie kann die Topographie des Komplexes auch in Lésung bestimmt
werden. Charakteristische Verschiebungen im 'H- oder '*C-NMR-Spektrum kénnen Hinweise

auf die Packung geben!'"

. Methoden wie NOESY (Nuclear Overhauser Enhancement
Spectroscopy) oder ROESY (Rotating Frame Overhauser Enhancement Spectroscopy) zur
Bestimmung des Kern-Overhauser-Effektes, wie sie auch in dieser Arbeit verwendet wurden,
zeigen ein viel genaueres Bild der Topographie!'®?, denn die GréBe des Effektes ist ein Maf3
fur die Abstande der Protonen von Wirt und Gast.

Von den optischen Methoden liefert der Circulardichroismus die genauesten Aussagen Uber
die Topographie eines Komplexes. Durch die chirale Umgebung des Cyclodextrins kann in
einem achiralen Gast ein Circulardichroismus induziert werden!'®®!, Ein positiver Wert zeigt
an, dass das Ubergangsdipolmoment axial innerhalb der Kavitat liegt wéhrend ein negativer
Wert auf einen Ubergangsdipolmoment in der Kavitat senkrecht zu C,-Achse oder auBerhalb

parallel dazu zurickzufihren ist.
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Die Bestimmung der Kinetik des Einschlusses kann mit Hilfe der dynamischen NMR-
Spektroskopie durchgefiihrt werden!'®* 1!,

In dieser Arbeit findet die isotherme Titrationskalorimetrie (ITC) Anwendung. Die
kalorimetrische Titration bietet zum einen den Vorteil, dass sie recht universell und prazise
ist und dass sie zum anderen die einzige direkte Methode zur Untersuchung der
Reaktionsenthalpie ist, da die Werte fir Ks, N, AH, AS und AG direkt aus den Titrationsdaten

berechnet werden kénnen!'%,

6.2 Isotherme Titrationskalorimetrie

Fir die Untersuchung der Stabilitat der Einschlussverbindungen wurde in dieser Arbeit die
Mikrokalorimetrie angewandt. Sie hat den Vorteil, dass sie besonders empfindlich, genau
und universell einsetzbar ist. Weder Wirt- noch Gastmolekll bendtigen Chromophore oder
andere flur den Einschluss sensitive Gruppen. Zudem kdénnen aus einem Experiment alle
thermodynamischen ZustandsgréBen (Stabilititskonstante, Enthalpie- und Entropie-
anderung) bestimmt werden. Das MaB fir die Stabilitit eines Komplexes ist die
Assoziations-, Bindungs-, Gleichgewichts-, oder Stabilititskonstante Ks. Da der Wirt-Gast-
Komplex (WG) mit seinen freien Komponenten im dynamischen Gleichgewicht steht (6.1),
lasst sich Ks aus dem Massenwirkungsgesetz ermitteln. FUr verdiinnte Lésungen kdnnen die
Aktivitatenkoeffizienten des Wirtes (W), des Gastes (G) und die des Komplexes (WG)

naherungsweise gleich eins gesetzt werden (6.2).

K

W + G é*Kz WG (6.1)
- el 6.2
s~ WG] ©2)

Uber den Wert von Ks kann die Freie Standardbildungsenthalpie AG® unter Gleichgewichts-
bedingungen (AG = 0) bestimmt werden (6.3), wodurch man die van’'t Hoff’'sche Reaktions-
isotherme (6.4) mit der Gaskostante (R = 8.314 J-mol-K™") und der absoluten Temperatur T
erhalt.

AG=AG°+RTInKg4 =0 (6.3)
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AG°=—RTInKg (6.4)

Aus den Werten flur die Freie Standardbildungsenthalpie AG° und der Standard-
bildungsenthalpie AH°, die aus dem mikrokalorimetrischen Experiment ermittelt werden,
kann die Standardbildungsentropie AS° nach der Gibbs-Helmholtz-Gleichung (6.5) berechnet
werden.

AGP=AH°—T - AS® (6.5)

6.2.1 Funktionsweise eines Mikrokalorimeters

Die Bestimmung von Ks erfolgt, indem die Lésung einer Komponente zu einer anderen
gelésten Komponente zutitriert und dabei die Warmeténung gemessen wird. lhr Einsatz
beschrankt sich allerdings nur auf I6sliche Wirt-Gast-

Systeme. I

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein VP-ITC
Mikrokalorimeter der Firma MicroCal verwendet
(Abb. 13). Herzstick des Gerates sind zwei _
Cyclodextrin
identische Messzellen mit jeweils 1.4144 mL
Volumen. Diese befinden sich in einem annahernd

adiabatischen Gehause, d. h. AT, sollte mdglichst

gering sein. Der Gast wird Uber eine lange Kanule,

Referenz
deren Spitze zu einer Rihrschaufel ausgebildet ist, in
der Probenzelle in einem Phosphatpuffer vorgelegt.
Zu dieser Lésung wird eine Cyclodextrin-Lésung

zutitriert.  Wahrend des Experiments wird der

Referenzzelle (Uber die Heizung ein kleiner

Warmefluss zugefihrt. Damit die Temperatur- Abb. 13: Schematische Darstellung eines

i . ; . [197]
differenz AT; = 0 ist, muss der Probenzelle Mikrokalorimeters

gleichzeitig mit der zweiten Heizung ein konstanter Warmefluss dg/dt zugefuhrt werden.
Dieser Warmefluss stellt das eigentliche Messsignal dart'®!,
Lauft eine exotherme Reaktion innerhalb der Probenzelle ab, so verringert sich der

Kompensationswamefluss dg/dt, eine endotherme Reaktion fuhrt hingegen zur Erhéhung
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des Warmeflusses. Die Reaktionswarme q entspricht genau dem Integral des Reaktions-

warmeflusses Uber die Zeit (6.6).

a=| (‘(’j—?j dt (6.6)

Dieser Warmefluss beinhaltet jedoch freiwerdende Verdlinnungswarme qo, die durch die
Injektion der hochkonzentrierten Losung aus der Spritze in die Probenzelle verursacht wird.
Dieser zusatzliche Beitrag wurde in gesonderten Experimenten unter gleichen Bedingungen

bestimmt und von den Messwerten subtrahiert:
AQ=q-0, (6.7)

Wird nun die um die Verdinnungswarme qo korrigiete Warmetébnung Aq gegen das
Verhéltnis der Gesamtkonzentration von Wirt zu Gast aufgetragen, so erhalt man eine
charakteristische sigmoidale Titrationskurve. Als Beispiel ist die mikrokalorimetrische
Titration von Mono-amino-cyclodextrin 27 und 4-tert.-Butylbenzolsulfonat Natriumsalz V in
Abb. 14 dargestellt. Der obere Teil von Abb. 14 beschreibt den gemessenen Warmefluss als
Funktion der Zeit. Die erste Injektion wird auch als Vorinjektion bezeichnet. Durch sie wird
eine geringe Menge des Komplexes gebildet, wodurch sich die Einstellung des
Gleichgewichts der folgenden Injektionen beschleunigt. AuBerdem werden Diffusionseffekte,
die durch Restmengen in der Kanile verursacht werden, unterbunden. Im unteren Teil von
Abb. 14 ist die Reaktionswarme Aq gegen das Verhéltnis von Wirt zu Gast aufgetragen. Die
Punkte stellen die experimentellen Daten und die rote Linie die angepasste Kurve mit
Ks = 12400 M und AHs = -17.91 kJ-mol” der 1:1 Einschlussverbindung dar. Eine 1:1
Stéchiometrie der Einschlussverbindung kann angenommen werden, da der Wendepunkt
der Titrationskurve nahe bei einem Wirt-Gast-Verhaltnis von 1 liegt.

Um jedoch ein mikrokalorimetrisches Experiment auswerten zu kbénnen, missen noch
weitere KenngréBen eingefiihrt werden. Der Komplexierungsgrad y (6.8) beschreibt den

Anteil des Wirt-Gast-Komplexes von der Gesamtkonzentration.

y__wal__[wa
[G]+[WG] [C],

(6.8)
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mit
[Gl, =[WG] +[C] (6.9)

Die Gesamtkonzentration des Gastes [G]o, kann aus seiner Gesamtbilanz bestimmt werden
(6.10). Hierfur wird zusatzlich der Stéchiometriefaktor N eingeflihrt. Dieser gibt eigentlich die
Zahl der voneinander unabhéngigen Bindungsstellen pro Wirtsmolekul an. In der Praxis ist er
jedoch ein Korrekturfaktor, mit dem Wagefehler, unbekannte Reinheit der Komponenten oder

sonstige Abweichungen von der Stéchiometrie kompensiert werden.

[G], =[G] + yN[W], (6.10)
mit
[W], =[W]+[WG] (6.11)

Durch Einsetzen der Gleichungen (6.8) und (6.10) in das Massenwirkungsgesetz aus

Gleichung (6.2) erhédlt man eine quadratische Gleichung der Form

- [Gl, 1 [Gl,
y y(1+n[w]o +NKS[W]OJ+N[W]O_O' (6.12)

Die Reaktionswarme q wird dann nach Gleichung (6.13) berechnet, wobei Vo dem Volumen

der Messzelle entspricht.
q=yN[W], AHg V, (6.13)

Nach Auflésen der Gleichung (6.12) nach y und Einsetzen von Gleichung (6.13) ergibt sich

folgender Ausdruck fur die Reaktionswarme q:

q=N[W]0AHSV0 4, G, 1 (1+ G, , 1 j2_4[G]o (6.14)
2 N[W], NKgW], NIW], NKsW], ) N[WI,

Mit Hilfe des Marquardt-Verfahrens“gs], einer nicht-linearen Regression, kénnen die

Parameter fir N, Ks und AH® an die gemessene Reaktionswarme angepasst werden. Nun
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lassen sich die GréBen AG° und AS° durch Einsetzen der erhaltenen Werte fiir Ks und AH® in
die Gleichungen (6.4) und (6.5) erhalten.

Zeit [min]
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Abb. 14: Ergebnis eines mikrokalorimetrischen Titrationsexperiments mit MAmin-CD 27 als Wirt und 4-tert.-Butyl-
benzolsulfonat Natriumsalz (TBS) V als Gast in 500 mM Na-Phosphatpuffer (pH 3) bei 25°C.
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6.3 Erkennung von Gastmolekilen durch Cyclodextrine

Die Stabilitdt von Einschlussverbindungen zwischen Cyclodextrinen und hydrophoben Gast-
molekilen wird hauptséchlich von hydrophoben und van-der-Waals-Wechselwirkungen
beeinflusst, zudem werden Wasserstoffbriicken und Dipol-Diplol-Wechselwirkungen
diskutiert. AuBerdem spielt die raumliche Komplementaritat zwischen Wirt und Gast eine
mafgebliche Rolle.

Fir a-Cyclodextrin als Wirtsmolekll und aliphatische Gastmolekule wurde gezeigt, dass die
GroBe der Stabilitatskonstanten von der Lange der Alkylkette abhangt®®” ** *2 Zudem wurde
von Muller beschrieben, dass a-Cyclodextrin Gaste nach deren Durchmesser unterscheiden
kann, wie am Beispiel einiger Stilbenderivate demonstriert wurde!'*?.

Neben der Langen- und Dickenerkennung wurde ebenfalls eine GrdéBenerkennung von
Gastmolekulen beschrieben. So konnte Hbéfler zeigen, dass die StabilitAtskonstante von
B-Cyclodextrin mit aliphatisch substituierten Benzoesdurederivaten von der Raumerfillung
des Gastes und somit von seiner GréBe abhangt!*’..

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit soll untersucht werden, wie verschiedene funktionelle
Gruppen am Gast bzw. am Wirt die Stabilitdt der Einschlussverbindung beeinflussen.
Zuséatzlich sollen durch die Verwendung von Phosphatpuffer-Ldsungen mit pH 3 und pH 7
mit jeweils den Konzentrationen von 25 und 500 mM die Beeinflussungen des pH-Wertes
und der Salzkonzentration auf die Stabilititskonstante untersucht werden. Durch die
unterschiedlichen Salzkonzentrationen kbénnen die elektrostatische Abschirmung der
funktionellen Gruppen von Wirt und Gast sowie die Polaritat des Solvens variiert werden.

Fur diese systematischen Untersuchungen muss der Gast bestimmte Anforderungen
erflillen. Das Gastmolekll muss im wassrigen Medium lIéslich sein, es muss an einer
signifikanten Stelle leicht chemisch zu modifizieren sein und von B-Cyclodextrin hinreichend
stark komplexiert werden.

Fir die Auswahl der Gaste wurden Arbeiten von Wenz und Mitarbeitern herangezogen!*’..
Dort wurde der Einfluss von unterschiedlich substituierten Benzoesaurederivaten auf die
Komplexbildung mit B-Cyclodextrin untersucht. Demnach lieB sich die Komplexbildungs-
konstante von 16 M" mit Benzoesaure tber 2820 M mit 4-iso-Propylbenzoeséure auf
18400 M mit 4-tert.-Butylbenzoeséure steigern. Die 4-tert.-Butylphenylderivate erfiillten
damit die thermodynamischen und aufgrund der guten Modifizierbarkeit auch die

chemischen Anforderungen an den Gast. Flr die weiteren systematischen Untersuchungen
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Tab. 4: Verwendete 4-tert.-Butylphenylderivate zur mikrokalorimetrischen Untersuchung

I -

HN NH,-HCI NH, N N@ SO3;Na COOH

Verbindung ?
|

Nr. | 1 1l v \Y Vi
Bezeichnung TBG TBA TBDA TBAN TBS BB
pH 3 7 3 7 3 7 3 7 3 7 3 7
Ladung + + + nl. |+ nl |+ o] - - n.l.

der Bindungseffekte diente 4-tert.-Butylbenzol als Grundkdrper, der in para-Position zur tert.-
Butylgruppe mit unterschiedlichen Funktionalitaten versehen wurde.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die in Tab. 4 dargestellten 4-tert.-Butylphenylderivate zur
mikrokalorimetrischen Messung eingesetzt. 4-tert.-Butylanilin (TBA) sowie 4-tert.-Butyl-N,N-
dimethylanilin (TBDA) wurden von der Firma Sigma-Aldrich bezogen. Sie sind ausschlieBlich
in protonierter Form |8slich und unterscheiden sich durch unterschiedliche Raumerfillung
aufgrund der zusétzlichen Methylgruppen im TBDA. Die ebenfalls bei Sigma-Aldrich
erworbene 4-tert.-Butylbenzoeséure (TBB) ist nur bei pH 7 in anionischer Form l6slich. Um
zusatzlich ein anionisches Derivat bei pH 3 zu erhalten, wurde die 4-tert.-Butylbenzol-
sulfonsdure als Natriumsalz (TBS) durch Reaktion von tert.-Butylbenzol mit Oleum in einer
Ausbeute von 14 % hergestellt?. Weiterhin ist ein Derivat, dass bei pH 7 in kationischer

Form vorliegt, ebenfalls wiinschenswert. Hierfiir bot sich die Guanidin-Gruppe (pKgs; ~ 13)°"!

NH
{/ \
NH, " HN" " NH,-HCI
1
HN)\NHZ-HCI
DMF
RT
TBA TBG

Schema 23: Darstellung von 1-(4-tert.-Butylphenyl)-guanidin | aus 4-tert.-Butyl-

anilin
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an, die aufgrund ihrer hohen Basizitdt Uber einen weiten pH-Bereich in protonierter Form
vorliegt. Dazu wurde das TBA mit 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid in DMF zum
1-(4-tert.-Butylphenyl)-guanidin (TBG) umgesetzt (Schema 23).

Um ein ladungsneutrales und dennoch wasserlsliches 4-tert.-Butylphenylderivat zu
synthetisieren, wurde das TBDA mit Wasserstoffperoxid in Methanol zum entsprechenden
N-Oxid (TBAN) umgesetzt. Zur Untersuchung des Protonierungszustandes und damit auch
der Ladung des N-Oxids wurde eine S&ure-/Base-Titration im relevanten pH-Bereich
durchgefiihrt (Abb. 15). Es zeigte sich, dass das N-Oxid bei pH 7 fast vollstandig unprotoniert
und damit ladungsneutral vorlag, wohingegen bei pH 3 die protonierte, kationische Spezies

zu 95 % vorhanden war. Der pKs-Wert wurde zu 4.3 ermittelt.

10 1 1 1 1 1 1 100 1 1 1 1 L 1

80+ —LH t

60 -

pH
Teilchenverteilung [%)]

20 o

3 T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2 ; j - ; ! )

mmol OH"/ mmol TBAN pH

Abb. 15: Links: Saure-/Base-Titration des 4-tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin-N-oxids (TBAN). Rechts: Teilchenverteilung

der protonierten Spezies (LH) und des unprotonierten N-Oxids (L")

6.3.1 Einschluss in monosubstituierte B-Cyclodextrinderivate

Nachdem bereits von Hoéfler gezeigt wurde, dass die Stabilitdt von Einschlussverbindungen

von der Gestalt der Gastmolekille abhangt*®?

, sollte in den folgenden Experimenten geklart
werden, wie zusatzliche Substituenten am Cyclodextrin die Stabilitdt der Einschluss-
verbindung beeinflussen.

In der Literatur finden sich einige Beispiele fur Substituenten am p-Cyclodextrin, die die
Stabilitdt der Einschlussverbindung erniedrigen bzw. Substituenten, die die Stabilitat
erhéhen. So wurde gefunden, dass Komplexe von Mono-amino-§-cyclodextrin mit Phenyl-

essigsaure stabiler sind als mit nativem B-Cyclodextrini?®

. Hingegen bildet Naphthalin-2-
sulfonsdure mit Mono-(6-deoxy-6-triethylentriamino)-B-cyclodextrin weniger stabile Ein-

schlussverbindungen als mit -Cyclodextrin®®., Im Folgenden soll dariiber berichtet werden,
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welche Effekte und Wechselwirkungen die Stabilitdt von p-Cyclodextrineinschluss-
verbindungen beeinflussen. Die mikrokalorimetrische Untersuchungen erfolgten mit
B-Cyclodextrin als Referenz sowie mit ausgewahlten, in Kapitel 5 beschriebenen B-Cyclo-
dextrinderivaten als Wirte und den 4-tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 4 als Gaste bei
25°C in 25 mM bzw. 500 mM Phosphatpuffer bei pH 3 und pH 7. Hierbei wurde zunéchst der
Gast im Puffer gelést und in der Messzelle vorgelegt, anschlieBend wurde das in der Spritze
geldste Cyclodextrin zutitriert. Die aus den Titrationsexperimenten in 25 mM Phosphatpuffer
gewonnenen Daten sind in Tab. 5 zusammengefasst.

Um den Einfluss der lonenstarke auf die Stabilititskonstante zu untersuchen, wurden die
Titrationsexperimente zusatzlich bei einer Phosphatpufferkonzentration von 500 mM
durchgefthrt. Die im Vergleich zur niedrigen Pufferkonzentration gefundene Erhéhung der
Bindungskonstanten wird als so genannter ,Aussalz-Effekt“ bezeichnet. Dieser kommt
dadurch zustande, dass ein Anstieg der hydrophoben Wechselwirkung zwischen Gast und
der Kavitat des Cyclodextrins mit steigender Polaritat des Solvens einhergeht und dadurch
die Werte fur Kg ansteigen. Die Ergebnisse sind in Tab. 6 zusammengefasst.

Die Titrationen erfolgten bei pH 3 und 7, um einerseits den Einfluss des pH-Wertes auf die
Stabilitat des Komplexes zu untersuchen und anderseits eine ausreichende Loéslichkeit der
Verbindungen zu gewahrleisten. So war beispielsweise 4-tert.-Butylanilin (1) nur in
protonierter Form bei pH 3 I8slich und tert.-Butylbenzoesaure (V1) nur als Benzoat bei pH 7.
Die Bestimmung der Stabilitdtskonstante fiir die Einschlussverbindungen mit tert.-Butyl-N,N-
dimethylanilin-N-oxid (1V) und tert.-Butylbenzolsulfonat (V) wurden jedoch immer bei beiden
pH-Werten durchgefuhrt. Alle Wirt-Gast-Komplexe bildeten eine 1:1-Stéchiometrie.
Insgesamt hatte der pH-Wert meist nur einen geringen Einfluss auf die Stabilitat der
Einschlussverbindung, da beispielsweise fir V@1b(a) und V@1b(b) (Tab. 5) bei pH 3 und 7
der gleiche Wert fiir Ks (11700 M) gefunden wurde. Vergleicht man weitere Werte wie
beispielsweise V@27(a) und V@27(b), so beobachtete man, dass sich die Ks-Werte
vernachlassigbar gering unterschieden. Anders sah es bei tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin-N-
oxid (IV) als Gast aus. In diesem Fall wurde die Stabilititskonstante vom Protonierungs-
zustand des Gastes erheblich beeinflusst. Hier war der Wert flir Ks im Durchschnitt fiir die
kationische Form bei pH 3 nur halb so gro3 wie fiir die neutrale Form. Somit hat der pH-Wert
nur signifikanten Einfluss auf das Bindungsverhalten, wenn sich durch Protonierung bzw.
Deprotonierung der Ladungszustand der betreffenden Verbindung &ndert. Die ermittelten
AG°-Werte (Tab. 5) fur die Wirte p-CD 1b, MAmin-CD 27, MThioGlykolat-CD 31, MCys-CD
32, MGua-CD 33 und MCysGua-CD 34 mit den Gasten I, I, 1V, V, und VI (Tab. 4) bei einer
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Pufferkonzentration von 25 mM wurden in Abb. 16 bzw. bei einer Pufferkonzentration von
500 mM in Abb. 17 aufgetragen. Dabei wurden die AG°-Werte flr pH 7 verwendet, falls dies
aufgrund der Léslichkeit méglich war, andernfalls wurden die Werte fir pH 3 verwendet. Wie
aus Tab. 5 ersichtlich, wies der Gast tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin (I1l) das gleiche
Bindungsverhalten auf wie tert.-Butylanilin (11). Daher wurde in Abb. 16 auf die Darstellung

der AG°-Werte von Verbindung Il verzichtet.

Tab. 5: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Untersuchung von 6-Deoxy-6-X-cyclodextrin-Derivaten und den amphiphilen tert.-
Butylphenyl-Y-Gésten in wassriger 25 mM Phosphat-Pufferlésung bei 25°C. Mit a = 25 mM, pH 7 und b = 25 mM, pH 3 und
= CH,.

N Ks AG AH TAS
Bez. LM X Y pH

[Glo/[W]o [L-mol™]  [kJ-mol™] [kJ-mol™]  [kd-mol™]

@b a OH Gua* 7 1.05 6590+15 -21.79:0.06 -14.97+0.07 6.85+0.09
@b b OH NHs* 3 0.91 758020 -22.13+0.07 -16.04£0.06 6.13+0.09
n@ib b OH NHMe,* 3 0.88 7420£12  -22.08+0.04 -17.75:0.04 4.35+0.06
IV@lb a OH NMe:O 7 1.06 9790£52  -22.77+#0.13  -13.26£0.11 9.52+0.17
IV@lb b OH NMe,'OH 3 0.99 5210£40 -21.20£0.02 -15.52+0.02 5.71+0.03
v@lb  a OH SOs 7 1.07 117001  -23.21+0.03  -17.84+0.03 5.38+0.04
v@ilb b OH SOs 3 1.03 11700+1  -23.21£0.03 -17.63x0.03 5.61+0.05
VI@lb a OH COO 7 1.05 15800+3  -23.95:0.05 -18.52+0.04 5.47+0.07
@27 a NH3* Gua* 7 1.31 1910£28  -18.72+0.04  -9.77+0.03  8.97+0.04
@27 b NHs* NHg" 3 0.77 3290483  -20.06+0.06 -18.42+0.09 1.67+0.11

@27 b NH3" NHMe," 3 0.94 2420+£52  -19.30+0.53 -12.89+0.50 6.44+0.73
V@27 a NH5* NMe O 7 0.92 4300+66  -20.73+0.04 -14.77+0.04 5.99+0.06

V@27 b NH5* NMe"OH 3 0.87 2320+15  -19.20+0.17 -16.81+0.25 2.42+0.30

V@27 a NH;" SO3’ 7 1.06 10700+9  -22.99+0.02 -15.99+0.02 7.01+0.03
V@27 b NH3" SO3 3 1.20 11400+5  -23.14+0.12  -13.65+0.11 9.52+0.17
VI@27 a NH5* CoOo 7 0.88 14400+2  -23.72+0.03 -16.97+0.03 6.78+0.05
1@33 a Gua® Gua’ 7 1.08 3150+£72  -19.19+0.06 -11.79+0.04 8.19+0.07
1H@33 b Gua® NH3* 3 0.76 4160+19  -20.65+0.11  -17.28+0.16 3.39+0.19

@33 b Gua* NHMe," 3 0.88 3450+32  -20.18+0.02  -15.38+0.02 4.83+0.03
IV@33 a Gua® NMe20O 7 0.82 6010+12  -21.56+0.05 -15.90+0.06 5.69+0.08

IV@33 b Gua® NMe,"OH 3 0.79 3030+14  -19.86+0.12 -17.70+0.16 2.18+0.20
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V@33 Gua”® SO5 0.83 19100+7 -24.42+0.10  -18.03+0.09 6.44+0.13
V@33 Gua* SO35 0.89 237003  -24.96+0.04 -19.79:+0.04 5.22+0.05
VI@33 Gua® COO 0.80 28100+4  -25.38+0.04 -19.70+0.04 5.73+0.06

@32 SMNHz* Gua® 1.30 5330+78 -21.26+0.04 -11.83+0.03 9.46x0.05
@32 SMNHz* NH5* 0.93 6210+17 -21.64+0.07  -15.36+0.07 6.30+0.10

@32 SMNH;"  NHMez" 0.93 6870+17  -21.89+0.06 -17.06+0.07 4.85+0.10
V@32 SMNH5* NMe,O 0.91 9130+12  -22.59+0.03 -15.84+0.03 6.78+0.05
V@32 SMNHz"  NMe>"OH 0.95 4380+87 -20.77+0.05 -17.03+0.17 3.77+0.18
V@32 SMNH5* SO3 0.97 16700+3  -24.09+0.06 -18.81+0.06 5.30+0.08
V@32 SMNH3" SOz 0.94 17400+2  -24.19+0.04 -23.77+0.06 0.43+0.07
VI@32 SMNHz* COoO 0.85 23200+6 -24.90+0.07  -21.37+0.07 3.57+0.10

@34 SMGua® Gua® 1.19 6830+12 -21.87+0.04  -13.00+0.04 8.91+0.06
@34 SMGua® NH3* 0.76 7920+45  -22.24+0.14  -20.42+0.18 1.86+0.23

@34 SMGua® NHMe," 0.88 8650+14 -22.46+0.04  -17.46+0.04 5.04+0.06
V@34 SMGua® NMeO 0.65 14400+3 -23.72+0.06  -23.57+0.08 0.19+0.10
V@34 SMGua®  NMe"OH 0.93 5260+12  -21.23+0.06 -15.94+0.06 5.33+0.08
V@34 SMGua® SO3 0.90 21200+2  -24.68+0.03  -20.14+0.04 4.59+0.05
V@34 SMGua® SO3’ 1.13 16500+2  -24.06+0.03 -16.07+0.03 8.04+0.04

Vi@34 SMGua® COoO 0.81 294005 -25.49+0.04 -23.48:+0.05 2.05+0.07

@31 SACOO Gua® 1.06 11400£3  -23.14+0.07 -15.7320.07 7.44+0.10
@31 SACOO Gua® 1.34 4740+60 -20.97+0.08  -11.64+0.02 9.36+0.04
@31 SACOO NH5* 1.06 10300+6 -22.89+0.16  -17.17+0.16 5.74+0.22

@31 SACOO NHMe," 1.05 9960+15 -22.81+0.04 -15.65+0.04 7.19+0.05
V@31 SACOO NMe,O 0.70 13000+2  -23.47+0.05 -22.86+0.06 0.80+0.07
V@31 SACOO  NMep"OH 0.87 8480+10 -22.41+0.03  -17.25+0.03 5.18+0.04
V@31 SACOO SO3 1.09 6960+14  -21.92+0.01 -16.99+0.06 4.95+0.06
V@31 SACOO SO3 1.04 9930+10 -22.80+0.03 -18.65+0.03 4.18+0.04

Vi@31 SACOO COO 0.95 10100+7  -22.84+0.02 -19.83+0.02 3.04+0.03
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Tab. 6: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Untersuchung von 6-Deoxy-6-X-cyclodextrin-Derivaten und den amphiphilen tert.-
Butylphenyl-Y-Gésten in wassriger 500 mM Phosphat-Pufferlésung bei 25°C. Mit ¢ = 500 mM, pH 7 und d = 500 mM, pH 3 und

= CHa,..
N Ks AG AH TAS
Bez. LM X Y
[Glo/[W]o [L-mol™]  [kJ-mol™] [kJ-mol™]  [kJ-mol™]

@b ¢ OH Gua* 0.96  19700+78 -24.50+0.10 -16.7920.10  7.74+0.14
@b d OH NH3* 1.01 9540+294 -22.70+0.08 -16.02£0.07  6.70+0.10
n@ib d OH NHMe,* 0.84  11000+79 -23.06+0.02 -19.4620.02 3.62+0.03
IV@lb ¢ OH NMe2O 0.99  18600+16 -24.36+0.02 -15.37+0.02 9.01+0.03
IV@lb d OH NMe;"OH 0.98 6860+60 -21.89+0.02 -15.83+0.02  6.08+0.03
v@ilb ¢ OH SOs 1.00  32400+34 -25.73:0.03 -18.60+0.02 7.15:0.03
v@ib d OH SOs 1.04  16900+12 -24.12£0.02 -18.37+0.02 5.78+0.02
VI@lb ¢ OH CcOO 0.99  37100+58 -26.07+0.04 -18.18+0.03  7.92+0.05

1@27 ¢ NH3* Gua* 113 5420+115 -21.30£0.05 -11.11:0.04 10.22+0.07
n@27 d NHs* NH3* 0.82 501077 -21.11£0.04 -18.88+0.05 2.25+0.06
@27 ¢ NHs* NHMe,* 0.98  5500+619 -21.34+0.28 -15.67+0.47 5.63+0.54
V@27 ¢ NH3* NMe,O 1.09 8240£93  -22.34+0.03 -13.22+0.02 9.15:0.04
V@27 d NHs*  NMe,"OH 1.03 3120£95 -19.93:0.08 -14.68+0.08 5.28+0.11
V@27 ¢ NH3* SOs 1.00 1630014 -24.03+0.02 -16.91+0.02  7.14+0.03
v@27 d NHs* SOs 1.00  12400+21 -23.35:0.04 -17.91:0.04 5.47+0.06
VI@27 ¢ NH3* COO 093  21600+20 -24.73:0.02 -17.30£0.02  7.45:0.03
@33 ¢ Gua* Gua* 0.99  8810£223 -2251+0.06 -12.99+0.05 9.55+0.08
@33 d Gua* Gua* 1.14 3930469 -20.51+0.04 -11.33:0.04 9.20+0.06
@33 d Gua* NHg" 075  5170£149 -21.18+0.07 -17.15:0.09 4.07+0.11
@33 d Gua* NHMe,* 0.80 543086 -21.31+0.04 -16.80+0.04  4.54:0.06
IV@33 ¢ Gua* NMezO 0.74 12300436 -23.33:0.07 -15.6420.06 7.72+0.10
V@33 d Gua®  NMe;"OH 0.77  4510£175 -20.85+0.10 -16.92+0.11 3.96+0.15
V@33 ¢ Gua* SOs 0.90 2710051 -25.29+0.05 -16.3620.04 8.96+0.06
V@33 d Gua* SOs 0.82  20700+29 -24.62+0.04 -18.95:0.03 5.70+0.05
VI@33 ¢ Gua* COO 0.71 37200+98 -26.07+0.07 -20.00£0.06  6.11+0.09
@32 ¢ SMNHg' Gua* 124 1500039 -23.82+0.06 -12.57+0.04 11.28+0.08
@32 d  SMNHg' NH3z* 092  10200+19 -22.87+0.05 -17.97+0.05 4.93+0.07
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@32 SMNHz* NHMe," 0.93 7680+293 -22.17+0.09 -17.22+0.10 4.97+0.14
V@32 SMNHs"  NMezO 1.08 1740054 -24.19+0.08 -14.03+0.06 10.19+0.10
V@32 SMNHz*  NMex"OH 1.47 4480+60 -20.83+0.03 -9.31+0.02 11.54+0.04
V@32 SMNHz* SO3 0.97 33700+10 -25.83+0.08 -19.19+0.07 6.68+0.11
V@32 SMNH5* SOs 0.94 18400+22 -24.33+0.03 -17.77+0.03 6.60+0.04
VI@32 SMNH3" COoO 0.91 42900+15 -26.43+0.09 -20.83+0.08 5.63+0.12
@34 SMGua® Gua® 1.41 13600+£30 -23.58+0.06 -11.38+0.03 12.24+0.06
@34 SMGua® Gua® 1.22 9010+150 -22.56+0.04 -12.87+0.03 9.72+0.05
@34 SMGua® NH3" 0.80 11500£20 -23.17+0.05 -19.51+0.05 3.69+0.06
@34 SMGua® NHMe," 0.82 12200+19 -23.31+0.04 -19.77+0.04 3.57+0.06
V@34 SMGua® NMeO 0.84 23000+36 -24.88+0.04 -17.59+0.03 7.32+0.05
V@34 SMGua®  NMe"OH 0.78 9570+210 -22.71+0.05 -19.36+0.06 3.38+0.08
V@34 SMGua® SO5 1.00 37200+31 -26.07+£0.02 -18.36+£0.02 7.75+0.03
V@34 SMGua® SO3 0.63 3570059 -25.97+0.04 -29.66+0.05 3.64+0.07
V@34 SMGua® COO 0.82 53800+10 -26.99+0.05 -22.98+0.04 4.06+0.06
@31 SACOO Gua® 0.92 2790010 -25.36+0.09 -18.13+0.10 7.26+0.13
@31 SACOO NH3* 1.06 11800+94 -23.23+0.02 -16.49+0.02 6.76+0.03
@31 SACOO NHMe," 1.19 10800+98 -23.01+0.02 -15.04+0.02 7.99+0.03
V@31 SACOO NMe O 1.05 23000+34 -24.88+0.04 -15.99+0.03 8.92+0.05
V@31 SACOO™  NMe;"OH 0.91 9440+639 -22.68+0.17 -18.14+0.18 4.57+0.25
V@31 SACOO SO5 1.01 2600019 -25.19+0.02 -19.54+0.02 5.68+0.03
V@31 SACOO SO3 1.09 14400+10 -23.72+0.02 -18.54+0.02 5.22+0.03
Vi@31 SACOO COO 0.95 34300+48 -25.87+0.03 -20.78+0.03  5.13+0.05
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Bei Betrachtung von Abb. 16 war zunédchst auffallend, dass flr die Einschlussverbindungen
mit den Wirten 1b, 27,32, 33 und 34 und den Gasten aus Tab. 4 eine Stabilitatsfolge fur
jeden Wirt in Bezug auf den Gast in der Reihe Gua® < NHz* < NMe,O < SO3 < COO
existierte. Die Stabilitatskonstanten unterschieden sich erheblich, obwohl die Gestalt des
hydrophoben Teils des Gastes und damit die Raumerfiillung des Gastes konstant blieb. So
wurde in Einschlussverbindungen mit nativem B-Cyclodextrin das protonierte 1-(4-tert.-Butyl-
phenyl)guanidin (1) mit einem Ks-Wert von 6590 M™" am schwéchsten gebunden, gefolgt von
4-tert.-Butylanilin (11) mit 7580 M. Das 4-tert.-Butylbenzoat (V1) wurde hingegen mit einem
Wert von 15800 M™' am starksten komplexiert. Das ladungsneutrale 4-tert.-Butyl-N,N-
dimethylanilin-N-oxid (IV) befand sich mit einer Konstanten von 9790 M" im mittleren
Bereich. Das tert.-Butylbenzolsulfonat (V) lag mit einem Ks von 11700 M™ zwischen dem
neutralen N-Oxid IV und dem anionischen Benzoat VI. Das Auftreten dieser Reihenfolge
konnte wie folgt erklart werden: durch Mavridis und Mitarbeiter wurde fir den Komplex aus
nativem B-Cyclodextrin und Benzoat VI mittels Réntgenstrukturanalyse beschrieben, dass
sich die tBu-Gruppe auf der sekundaren Seite des Cyclodextrins befindet und somit die
Carboxylat-Gruppe des Gastes in Richtung der primaren Kante des Cyclodextrins steht,
Damit konnte die héchste Stabilitdtskonstante durch einen zuséatzlichen Beitrag aus einer
Wasserstoffbriicke des Carboxylats mit OH-6 des Cyclodextrins erklart werden. Das Sulfonat
V hingegen war nur in geringerem Maf3 zur Wasserstoffbriickenbindung beféahigt, was im
Vergleich zum Benzoat VI mit einer geringeren Stabilititskonstante bestatigt wurde. Dieser
Effekt wurde noch starker bei dem N-Oxid 1V deutlich, da die Fahigkeit zur Wasserstoff-
brickenbindung hier noch starker abnahm als bei Sulfonat V und somit auch die
Stabilitdtskonstante kleiner war als bei Sulfonat V. Durch Protonierung am Sauerstoff verlor
das N-Oxid vollstandig seine Fahigkeit zur Wasserstoffbriickenbindung, was u. a. den
Unterschied zwischen den Stabilitdtskonstanten bei pH 3 mit 5210 M™ und pH 7 mit 9790 M™
erklarte. Die kationischen Gaste waren im Allgemeinen nicht zur Wasserstoffbriickenbindung
beféhigt, weswegen sie in jedem Falle schwéacher gebunden wurden als das neutrale
N-Oxid. Der Unterschied des Ks-Wertes zwischen dem Guanidin | und dem Anilin 11 kbnnte
moglicherweise auf die unterschiedliche GréBe der kationischen Gruppe und deren
Solvatation zurtickgefihrt werden.

Die Stabilitatsfolge blieb bei hoher lonenstarke weitgehend erhalten. Allerdings war
auffallend, dass die Stabilitatskonstanten des Guanidins | mit allen Wirten bei hoher Puffer-
konzentration stark anstieg (Abb. 17). Vermutlich war dies darauf zurtickzufihren, dass die

kationische Guanidin-Gruppe von entsprechenden Gegenionen eine starkere Abschirmung
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erfuhr®®. Dadurch wurde die hydrophobe Wechselwirkung zwischen Wirt und Gast starker,
woraus eine héhere Stabilitatskonstante resultierte.

Generell wurden anionische Géaste scheinbar starker gebunden als die kationischen Géste,
was durch die Literatur bestatigt wurde. So hat beispielsweise die Einschlussverbindung von
nativem B-Cyclodextrin und 1-Adamantylcarboxylat bei pH 8.5 einen Ks-Wert von 32400
M8 hingegen mit 1-Adamantylammoniumchlorid bei pH 2.5 einen Wert von 8912 M6,
Daraus wurde deutlich, dass die Ladungserkennung eine natiirliche Fahigkeit der Cyclo-
dextrine ist, die im Vergleich der Wirte 1b, 27,32, 33 und 34 unterschiedlich stark ausgepragt

und bei dem einzigen anionischen Cyclodextrin 31 letztendlich nicht mehr vorhanden ist.

27 - B Gua*

- — NHE
26+ m. NMe,0
25.- SO; -

mEm COO

184
+ -
OH NH3 Gu*  MNH;  MGut  ACOO0
Wirte
Abb. 16: AG°-Werte der Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin und seinen Monoderivaten mit para-substituierten
tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 5 bei 25°C in 25 mM Phosphatpuffer. Mit ,~* = CH,.
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27 - B Gua*

- o NH
26+ BN NMe,O
25 505

EEE COO

18-
OH NH3 Gua" MNHi  MGua® 7COO

Wirt
Abb. 17: AG°*-Werte der Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin und seinen Monoderivaten mit para-substituierten
tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 6 bei 25°C in 500 mM Phosphatpuffer. Mit ,“ = CH,.

Ein moglicher Grund fir die gefundene Ladungsdiskriminierung kédnnte das Dipolmoment (u)
des Cyclodextrins darstellen. Der Beitrag des Dipolmoments zur Komplexbildung wird jedoch
kontrovers diskutiert?®” 2% Zudem kann das Dipolmoment der nativen Cyclodextrine nicht
direkt bestimmt werden, da diese in apolaren Medien nicht I6slich sind. Daher wurden
andere Methoden zur Bestimmung des Dipolmoments herangezogen. Beispielsweise wurde
das Dipolmoment von B-Cyclodextrin von Hoshi und Mitarbeitern durch Berechnung aus
Kristallstrukturdaten zwischen 13.9 und 20.6 D bestimmt, abhangig von der Anzahl der
Wassermolekiile in der Kavitat?®. AuBerdem anderte sich das Dipolmoment der Cyclo-
dextrine bei Komplexbildung, wie Sakurai durch Einschluss verschiedener aromatischer
Gaste und anschlieBender Berechnung der Dipolmomente von Wirt und Gast zeigen
konnte®'”. Damit erschien die Bestimmung von p mittels Kristallstrukturanalyse recht
problematisch, da es einerseits nicht méglich war, Cyclodextrine ohne Wassereinschlisse zu
erhalten und andererseits durch die Komplexbildung keine ideale C;-Symmetrie mehr
erhalten werden kann. Aus diesem Grunde wurden von Yannakopoulou und Mitarbeitern
semiempirische Berechnungen mit einer Strukturoptimierung des B-Cyclodextrins durch-
gefiihrt. Sie bestimmten das Dipolmoment p zu 2.9 D®'. Liu et al. fanden durch quanten-

mechanische Studien ebenfalls Werte zwischen 2.95 und 3.73 D®'?, Wenz bestimmte das
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Dipolmoment von vollstandig butylietem B-Cyclodextrin durch Dielektrizitdtsmessung in

Cyclohexan zwischen 4.3 und 6.1 D?'. Das resultierende Dipolmoment der Cyclodextrine

verlauft von der sekundaren Seite entlang der C;-Achse in Richtung der primaren Kante

6+

(Abb. 18), wie bereits flr die Einschlussverbindungen von
a-Cyclodextrin mit Benzoesaure, p-Hydroxybenzoesaure und
p-Nitrophenol gezeigt wurde®'¥. Daher kann die Kavitat der
Cyclodextrine als hochpolarisiertes Medium angesehen
werden, in der die Dipol-Dipol-Wechselwirkung in Richtung

der Stabilisierung des Komplexes wirkt. Das Dipolmoment

von B-Cyclodextrin fuhrt zu einer Ausrichtung der dipolaren
5

Abb. 18: Dipolmoment von

Gastmolekule innerhalb der Kavitdt, wie Huang und

Mitarbeiter bei Einschliissen von Benzoeséure und Phenol in p-Cyclodextrin
B-Cyclodextrin ~ durch  semiempirische  Berechnungen

demonstrieren konnten®®'®. Dabei richtet sich das Gastmolekiil in der Kavitat so aus, dass
sein eigenes Dipolmoment antiparallel zum dem des Cyclodextrins verlauft. Damit stehen
anionische Gruppen bevorzugt auf der primaren Seite des nativen Cyclodextrins und
kationische Gruppen auf der sekundaren Seite. Zuséatzlich liefert die Hydrophobie der Géaste
einen wichtigen Beitrag zur Stabilitdt der Komplexe. In der Literatur findet man zahlreiche

Skalen zur Quantifizierung der Hydrophobie!?'¢2'9l,

Im Allgemeinen basieren diese
Hydrophobie-Skalen auf der Transferenergie der Aminosaure-Seitenkette von Wasser in
eine apolare Umgebung. Dabei liefert die Hauptkette der Aminosaure keinen Beitrag zur
freien Transferenergie. Somit entspricht der hydrophobe Teil der Gaste der Hauptkette der
Aminosaure, wobei die funktionelle Gruppe jeweils der Seitenkette der Aminosaure
entspricht. Damit kann eine solche Skala zum qualitativen Vergleich der Hydrophobie der
Gaste untereinander herangezogen werden. Fur diesen Vergleich eignet sich die Skala von
Eisenberg am besten, da er die literaturbekannten Skalen kombinierte®®. Damit entspricht
die Hydrophobie von 4-tert.-Butylbenzoat in etwa der Asparaginséure, tert.-Butylanilin
entspricht Lysin und 1-(4-tert.-Butylphenl)guanidin ist vergleichbar mit Arginin®?". Auf der
Eisenberg-Skala ist die Asparaginsaure am wenigsten hydrophil, wohingegen das Arginin die
héchste Hydrophilie aufweist. Damit lieBen sich die funktionellen Gruppen der Gaste nach
abfallender Hydrophobie in der Reihe COO™ > SOz > NMe,O > NHMe," > NH;" > Gua* >
NMe,*—~OH ordnen, was ebenfalls mit der GroBe der Stabilitdtskonstanten einherging. Somit
war der Beitrag der hydrophoben Wechselwirkung mit 4-tert.-Butylbenzoat am gré3ten und

entsprechend mit 1-(4-tert.-Butylphenyl)-guanidin am geringsten.
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Zusatzlich wurde der Einfluss von geladenen Substituenten an der priméren Position von
B-Cyclodextrin auf die Ladungserkennung der 4-tert.-Butylphenylderivate untersucht.

Zunachst wurde aus Abb. 16 ersichtlich, dass sich die Differenz

AAG® = V2 (AG®°; — AG®) (6.15)
mit AG°; = AG° des anionischen Gastes

AG°; = AG° des kationischen Gastes

der Wertepaare zwischen tBu-Phenylguanidin/Benzoat und tBu-Anilin/Sulfonat von p-Cyclo-
dextrin Uber MAmIn-CD nach MGua-CD erwartungsgemaB vergréBerte, wahrend die
Sequenz der Erkennung der Géaste analog der von B-Cyclodextrin war. Die berechneten
Werte fir die Freie Enthalpie der Ladungserkennung AAG° flr die verschiedenen
Funktionalitadten X der Cyclodextrinderivate und funktionellen Gruppen Y der Gaste wurden

in Tab. 7 fur niedrige und hohe Pufferkonzentrationen aufgefihrt.

Tab. 7: Berechnete 44G°-Werte in kJ/mol nach Gleichung 6.15 fur 6-Deoxy-6-XCyclodextrin-Derivate und den amphiphilen
tert.-Butylphenyl-Y-Gasten bei Pufferkonzentrationen von 25 und 500 mM.

X OH NHs" Gua® SMNH;z" SMGua® SACOO

Y 25 500 25 500 25 500 25 500 25 500 25 500

Gua"-CO0O~ 11 0.8 2.5 1.7 3.1 1.8 1.8 1.3 1.8 1.7 | -0.2 03

NH; -SO;, 0.5 1.5 1.5 1.5 1.9 2.1 1.2 1.5 1.2 15 | -05 1.0

Betrachtet man zunéchst die Werte bei 25 mM zeigte sich ausgehend von B-Cyclodextrin
(1.1 kJ-mol™") ilber MAmin-CD 27 (2.5 kJ-mol™) bis zum MGua-CD 33 mit dem héchsten Wert
von 3.1 kJ-mol™” eine Verbesserung der Ladungserkennung. Diese fiel jedoch iber MCys-CD
32 und MCysGua-CD 34 bis zum niedrigsten Wert von -0.5 kJ-mol™ fiir MThioGlykolat-CD 31
drastisch ab. Eine Erklarung fur diesen Verlauf war, dass durch Anbringen von Amino- bzw.
Guanidin-Substituenten auf der primaren Seite des Cyclodextrins zusatzliche Coulomb-
Wechselwirkungen ermdglicht wurden, welche eine Anziehung mit anionischen und eine
Repulsion mit kationischen Géasten bewirkten. Wenn der Abstand zwischen der Kavitat und

den geladenen Substituenten durch einen Spacer vergréBert wurde, so verringerte sich auch
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die elektrostatische Wechselwirkung, was eine Verringerung der Werte fir AAG® von MCys-
CD 32 und MCysGua-CD 34 (beide 1.8 kJ-mol™) nach sich zog.

Bei MThioGlykolat-CD 31 fand man fur alle Gaste &hnliche Stabilitdtskonstanten. Zudem war
die Fahigkeit zur Ladungserkennung bei MThioGlykolat-CD 31 (AAG° = -0.5 kJ-mol”)
geringer als bei nativem B-Cyclodextrin (AAG® = 1.1 kJ-mol™). Dieser Verlust der Ladungs-
erkennung kénnte mdglicherweise durch die negativ geladene Carboxylat-Gruppe erklart
werden. Diese verursacht fir kationische Gaste eine zusatzliche Anziehung und flr
entsprechende anionischen Géaste eine AbstoBung. Zudem verringert sich wahrscheinlich
durch die negative Ladung auf der primaren Seite das Dipolmoment. Insgesamt wird damit
die natlrliche Ladungserkennung teilweise aufgehoben.

Bei héheren lonenstarken fand man aufgrund des ,Aussalz-Effektes® im Allgemeinen hdhere
Stabilitdtskonstanten. Allerdings verringerte sich die Ladungserkennung der funktiona-
lisierten Cyclodextrine auf einen mittleren Wert von 1.6 kdJ'mol”, was in etwa in der
GréBenordnung von nativem B-Cyclodextrin lag. Die beiden Derivate MAmin- 27 und MGua-
CD 33, bei denen die kationische Gruppe direkt an der Position C-6 des Cyclodextrins
gebunden ist, zeigten auch bei hoher lonenstarke noch eine Ladungsdiskriminierung von 2.0
und 2.1 kJ-mol”. Bemerkenswert war zudem eine Zunahme von AAG® bei MThioGlykolat-CD
31 um 1.5 kJ-mol” im Vergleich zur geringeren Pufferkonzentration. Diese Ergebnisse
kdnnten auf die elektrostatische Abschirmung der geladenen Gruppen in den
Einschlussverbindungen zuruckgefiuihrt werden. Diese Abschirmung wird durch die im
Lésungsmittel enthaltenen lonen hervorgerufen. Speziell bei MThioGlykolat-CD 31 bewirkt
diese Abschirmung eine Verminderung der elektrostatischen Repulsion, wodurch die
naturliche Ladungserkennung teilweise wieder hergestellt wird.

Die Einschlussverbindungen mit neutralem N-Oxid (IVV) nahmen eine Sonderstellung ein.
Betrachtet man Abb. 16 so erkennt man, dass die Werte fiir die Freie Enthalpie AG® stets in
der Mitte zwischen den Werten fur die kationischen und anionischen Géste liegen. In Abb. 19
sind die Werte fir die Freie Enthalpie AG° des 4-tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin-N-oxids mit
den verschiedenen Wirten bei pH 3 und pH 7 aufgetragen. Bei der Einschlussverbindung von
MThioGlykolat-CD 31 bei pH 3 fand man fir das protonierte tert.-Butylanilin aufgrund der
Coulomb-Attraktion den stabilsten Komplex. Die héhere Bindungskonstante der Guanidyl-
Cyclodextrine (MGua- 33 und MCysGua-CD 34) gegenlber den Amino-Cyclodextrinen
(MAmin- 27 und MCys-CD 32) konnte auf die bessere Solvatisierung und der damit
verbundenen Abschirmung der positiven Ladung zuriickgefuhrt werden. Die bei B-Cyclo-

dextrin gefundene Diskriminierung des protonierten N-Oxids gegenlber seiner neutralen
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Form lieferte einen weiteren Beweis fur die natlrliche Ladungserkennung des p-Cyclo-

dextrins.
24 - Il NMe,O, pH 7

B NMe3-OH, pH 3

23

22+

211

AG® [kJ/moal]

204

194

OH NH3 Gua" MNH  MGua® ~COO

Wirte
Abb. 19: Vergleich der AG°-Werte von TBAN (IV) mit verschiedenen Wirten in 25 mM Phosphatpuffer als

neutrales N-Oxid bei pH 7 und in protonierter Form bei pH 3, mit ,A“ = CH,.

Auch bei dem neutralen Gast ist AG° direkt vom Substituenten X am Cyclodextrin abhangig,
denn man kann bei den direkt am Cyclodextrin gebundenen Substituenten (X = NH3*, Gua®)
einen Abfall von AG° und damit der Stabilitdtskonstanten beobachten. Dies kann durch eine
Verringerung der Hydrophobie der Kavitdét des Cyclodextrins erklart werden, verursacht
durch die hydrophilen Substituenten X = NHs;* und Gua®, vergleichbar mit der Verringerung
der Hydrophobie, wie sie auch bei den entsprechenden Géasten beobachtet werden. Sind die
hydrophilen Substituenten am Cyclodextrin durch einen hydrophoben Spacer angebracht, so
verringert sich der Einfluss der hydrophilen Gruppen auf die Kavitat und die AG°-Werte
steigen an. Zudem wurde der Spacer Uber eine Thioetherbricke mit dem Cyclodextrin
verknUpft, die im Vergleich zum Sauerstoff des nativen B-Cyclodextrins hydrophober ist und

damit eine Steigerung der Hydrophobie der Kavitat des Cyclodextrins mit sich bringt.
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6.3.2 Einschluss in Cyclodextrinderivat 61

Neben den oben beschriebenen systematischen Untersuchungen wurde auch das in dieser
Arbeit synthetisierte, glycinfunktionalisierte p-Cyclodextrin 61 far mikrokalorimetrische
Untersuchungen herangezogen.

Der in dieser Arbeit vorgestellte Syntheseweg zur Funktionalisierung von Cyclodextrinen mit
Aminoséauren lieferte eine einfache Mdglichkeit zum Anbringen weiterer Chiralitatszentren.
Jedoch wurde hier keine Chiralitatsdiskriminierung untersucht, sondern das grundsétzliche
Bindungsverhalten mit den bereits vorgestellten Gésten. Dabei wurden ausschlieBlich 1:1
Komplexe gefunden. Die thermodynamischen Daten bei niedriger und hoher lonenstarke
wurden in Tab. 9 zusammengefasst. In Abb. 20 und Abb. 21 wurden die Werte der Freien
Bindungsenthalpie AG° von B-Cyclodextrin und Cyclodextrinderivat 61 fur 25 bzw. 500 mM
gegenubergestellt. In Tab. 8 wurden die berechneten Werte fur AAG® fur niedrige und hohe

lonenstarke zusammengefasst.

Tab. 8: Berechnete 44G°-Werte in kJ/mol nach Gl. 6.1 fur Cyclodextrin-Derivat 61 und den amphiphilen tert.-Butylphenyl-Y-

Gasten bei Phosphatpufferkonzentrationen von 25 und 500 mM.

Verb. B-CD 61

25 ‘ 500 25 ‘ 500

Gua®-COO~ 1.1 0.8 1.2 1.0

NH; -SO;, 0.5 1.5 0.4 0.9
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Tab. 9: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Untersuchung von p-Cyclodextrinderivat 61 und den amphiphilen tert.-Butyl-
phenyl-Y-Gésten in wassriger 25 mM Phosphatpufferlésung bei 25°C. Mit a = 25 mM, pH 7; b = 25 mM, pH 3; ¢ = 500 mM,
pH 7 und d = 500 mM, pH 3.

N Ks AG AH TAS
Bez. LM Y pH
[Glo/[W]o  [L-mol™] [kJ-mol™] [kJ-mol™] [kJ-mol™]
I@61 a Gua* 7 0.87 5610488 -21.39:0.04  -12.93x0.03  8.48+0.05
1@61 c Gua* 7 0.81 15700+262  -23.94+0.04  -14.54+0.03  9.42+0.05
@61 d Gua* 3 0.94 7160+214  -21.99+0.07  -12.50£0.06  9.52+0.10
@61 b NHg" 3 0.71 7870+154  -22.23+0.05  -19.81+0.06  2.45+0.08
@61 d NHs* 3 0.83 10200234  -22.87+0.06  -18.46+0.06  4.45+0.08
@61 b NHMe," 3 0.85 6560+83 -21.77+0.03  -17.62+0.04  4.19+0.05
n@e1r  d NHMe," 3 0.84 9190+117  -22.61x0.03  -18.75:0.03  3.89+0.05
IV@61 a NMe,O 7 0.45 13500+524  -23.56+0.10  -22.46+0.13  1.13x0.16
IV@61 c NMe,O 7 0.61 22000+387  -24.77+0.04  -18.17+0.04  6.64+0.06
IV@61 b NMe, OH 3 0.55 6680+86 -21.82+0.03  -19.72+0.05  2.13+0.06
IV@61 d NMe, OH 3 0.80 7950+118  -22.25:+0.04  -18.84:0.04  3.44+0.06
V@61 a SOs3 7 0.69 10800+132  -23.01x0.03  -18.08+0.03  4.97+0.04
V@61 c SOs 7 0.76 20700+305  -24.62+0.04  -16.40+0.03  8.26+0.05
V@61 b SOs 3 0.65 13900529  -23.64+0.09  -19.12+0.10  4.5420.14
VI@61 a COO 7 0.65 14700+365  -23.77+0.06  -20.83+0.07  2.98+0.09
VI@61 c COO 7 0.59 36200+430  -26.01+0.03  -21.97+0.03  4.08+0.04
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Abb. 20: AG°-Werte aus den Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin und dem aminosauremodifizierten

B-Cyclodextrinderivat 61 mit substituierten p-tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 4 bei 25°C in 25 mM Phosphatpuffer.

Mit ,~* = CHa.

27 -
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23-

22-
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Abb. 21: AG°-Werte aus den Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin und dem aminosauremodifizierten

B-Cyclodextrinderivat 61 mit substituierten p-tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 4 bei 25°C in 500 mM Phosphatpuffer.

Mit ,~* = CH,.



70 6 Einschlussverbindungen von amphiphilen Gastmolekiilen in Cylodextrinderivate

Nach Auftragung der AG°-Werte (Abb. 20, 21) der Einschlussverbindungen von Derivat 61
mit den substituierten 4-tert.-Butylphenylderivaten wurde deutlich, dass das Bindungs-
verhalten &hnlich dem von nativem p-Cyclodextrin war. Es ergaben sich flur die
Ladungserkennung AAG® (Tab. 8) nahezu identische Werte, was durch den groBen Abstand
der Amino-Gruppe zur Kavitat des Cyclodextrins erklart werden konnte, wodurch der Einfluss
von Coulomb-Wechselwirkungen auBBerst gering war. Allerdings konnten auch geringfligige
Unterschiede im Komplexierungsverhalten festgestellt werden. Auffallend war dabei, dass
das neutrale N-Oxid eine hdhere Stabilititskonstante aufwies als das entsprechende
Sulfonat (V). Wie oben bereits beschrieben wurde, konnten die Bindungseffekte mit
neutralem N-Oxid als Gast hauptsachlich auf hydrophobe Wechselwirkungen zuriickgefihrt
werden. Bei der Einschlussverbindung von 61 mit dem N-Oxid verursachte das an Position
C-6 gebundene Triazol im Vergleich zu nativem B-Cyclodextrin eine Erhéhung der Hydro-
phobie der Kavitdt des Cyclodextrins, sogar in starkerem MafB als dies der Schwefel als
Thioether vermochte, wodurch eine Steigerung der hydrophoben Wechselwirkung und damit

der Stabilitatskonstante einherging.

6.3.3 Einschluss in heptasubstituierte Cyclodextrine

In Analogie wie fur die monosubstituierten Cyclodextrine wurde ebenfalls eine Reihe von
mikrokalorimetrischen Titrationsexperimenten fir heptasubstituierte Cyclodextrine durch-
geflihrt. Jedoch waren diese Experimente mit verschiedenen Problemen verbunden. Da die
Verbindungen PGua-CD 40 und PCysGua-CD 42 nicht synthetisiert werden konnten,
standen diese nicht zur mikrokalorimetrischen Untersuchung zur Verfigung. Mit PAmin-CD
39 gab es erhebliche Léslichkeitsprobleme. Die zwei erfolgreichen Titrationen wurden mit
PAmin-CD 39 durchgefuhrt, das durch katalytische Hydrierung hergestellt wurde (Abschnitt
5.2.1). Die Titrationen von PCys-CD 41 und tert.-Butylphenylguanidin konnten ebenfalls
aufgrund der Loslichkeit des Wirt-Gast-Systems nur bei pH 3 durchgefihrt werden. Unter
diesen Bedingungen war jedoch eine Mehrfachprotonierung des Guanidins 1 (pKg; ~ 13)2°"
nicht auszuschlieBen, weswegen diese Resultate nicht mit denen der Monoderivate
verglichen werden konnten.

Durch die geringe Anzahl der Messdaten beschrankte sich die Diskussion hauptséachlich auf
PCys-CD 41 und PThioGlykolat-CD 44. In Tab. 10 und Tab. 11 sind die Titrationsergebnisse
in 25 und 500 mM Phosphatpuffer zusammengefasst. Abb. 22 zeigt eine Gegenuberstellung
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der ermittelten AG°-Werte von PCys-CD 41 und Abb. 23 AG°-Werte von PThioGlykolat-CD
44 jeweils in 25 mM und 500 mM Puffer.

Stellt man die Stabilitatskonstanten von MAmin-CD (V@27(b/d)) und PAmin-CD (V@39(b/d))
mit tert.-Butylsulfonat gegentber, so stellt man erstaunlicherweise fest, dass Ks von MAmin-
CD 27 mit einem Wert von 11400 M bei 25 mM mehr als doppelt so hoch war, als der
seines Heptaderivates 39. Bei hdherer Pufferkonzentration bewegten sich die Stabilitats-
konstanten mit 12400 M™ (V@27(d)) und 14200 M (V@39(d)) auf dhnlichem Niveau. Diese
Ergebnisse kdnnten darauf zurtckgefihrt werden, dass die Hydrophobie der Kavitat im
Heptaderivat durch die gréBere Anzahl von Ammonium-Gruppen wesentlich stérker abnahm
als bei der entsprechenden Mono-Verbindung. Die Abnahme der Hydrophobie machte sich
damit starker bemerkbar, als die Zunahme der Coulomb-Attraktion. Hingegen wurden bei
héherer lonenstarke die Ammonium-Gruppen im Mono- und Heptaderivat gleichermafen
abgeschirmt, woraus eine ahnliche Bindungskonstante resultierte.

Erwartungsgeman wurde bei den Verbindungen PCys-CD 41 und PThioGlykolat-CD 44 eine
erheblich gréBere Bindungskonstante beobachtet als bei den entsprechenden Mono-
verbindungen. Vermutlich bewirkte die siebenfache Funktionalisierung mit den hydrophoben
Thiospacern nicht nur eine betréchtliche Steigerung der Hydrophobie der Kavitat, sondern
auch eine geringfigige Erweiterung dieser. Zudem sollten sich im Vergleich zu den
Monoderivaten Coulomb-Wechselwirkungen aufgrund der héheren Anzahl von geladenen
Gruppen im Wirt starker bemerkbar machen. Bei gleichsinnig geladenen Wirten und Gésten
wurde die Repulsion bei héherer lonenstarke vermindert, was zusammen mit der starkeren
hydrophoben Wechselwirkung einen stabileren Komplex bewirkte. So stieg beispielsweise
die Stabilithtskonstante der Einschlussverbindung von PCys-CD 41 und tBu-Anilin von 11800
M' (11@41(b)) auf 52700 M (11@41(d)). Bei ungleich geladenen Wirt-Gast-Systemen
schien bei Erhéhung der Pufferkonzentration der Gewinn an hydrophober Wechselwirkung
gerade die Verminderung der Coulomb-Wechselwirkung zu kompensieren, was zu ahnlichen
Freien Bindungsenergien in 25 und 500 mM Phosphatpuffer fuhrte.

Dies bestétigte der Vergleich von AG° des Komplexes PCys-CD/Sulfonat mit -30.88 kJ/mol
bei 25 mM (V@41(a)) und -30.29 kd/mol bei 500 mM (V@41(b)). Eine identische
Feststellung ergab sich bei einem Vergleich weiterer Freier Bindungsenergien der
Einschlussverbindungen von PCys-CD/Benzoat (VI@41), PThioGlykolat-CD/tBu-Phenyl-
guanidin  (I@44) oder PThioGlykolat-CD/tBu-Anilin (11@44) bei den jeweiligen
Konzentrationen. Einen unerwartet hohen AG°-Wert erhielt man fir die Einschluss-
verbindung des vollstéandig protonierten PCys-CDs 41 und Sulfonat bei pH 3 (V@41(b)). Er
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lag mit -38.64 kJ/mol schon im Bereich von dimeren Cyclodextrin-Chelatkomplexen wie sie

von Breslow beschrieben wurden!'®®,

Tab. 10: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Untersuchung von Heptakis-(6-deoxy-6-X)-cyclodextrin-Derivaten und den
amphiphilen tert.-Butyphenyl-Y-Gasten in wassriger 25 mM Pufferldsung bei 25°C. Mit a = 25 mM, pH 7 und b = 25 mM, pH 3.

N Ks AG AH TAS
Bez. LM X Y
[Glo/[W]o [L'mol?] [kJ-mol™] [kJ-mol™] [kJ-mol™]
V@39 b NH;* SO5 3 1.04 5580264 21.37+0.12  -15.37+0.13  6.030.17
@41 b SMNHs Gua* 3 0.99 3950+-20.52  -20.52+0.02  -18.12£0.06  2.43+0.07
@41 b SMNH;* NH3" 3 0.62 11800+441 -23.23+0.09 -13.11+0.08 10.14+0.12
@41 b  S™NH;* NHMe,” 3 1.19 4700119 -20.95+0.06  -11.87+0.05  9.110.08
IV@41 a S™NH;*  NMe,O 7 0.76 16400829 -24.04+0.13  -18.51+0.17  5.56+0.21
IV@41 b  SMNH;* NMe,’OH 3 0.81 8710+289 -22.48+0.08  -18.61x0.10  3.89+0.13
V@41 a  SMNH: SO5 7 0.81 259000+1480  -30.88+0.14  -31.69+0.14  -0.77+0.20
V@4l b SMNHs SO5 3 0.93 5.94-10°+8.19:  -38.64:0.34  -26.23:0.12  12.45:0.36
VI@41L a  SMNH' CoO 7 0.66 222000+8380  -30.50+0.09  -38.14x0.11  -7.610.14
@44 a SACOO Gua® 7 1.21 666000+1000 -33.22+0.37 -22.35+0.12 10.91+0.39
@44 b  SACOO NH;* 3 0.76 24700+930 -25.06+0.09  -19.67+0.08  5.43+0.12
IV@44 a SAMCOO  NMeO 7 0.58 41100£1050  -26.32+0.06  -36.81£0.10  -10.430.11
V@44 a SACOO SO5 7 0.87 4940+144 -21.07+0.07 -16.74+0.08 4.35+0.11
VI@44 a  SACOO Ccoo 7 0.73 9310144 -22.64+0.04  -21.48+0.05 1.19+0.06

Tab. 11: Ergebnisse der mikrokalorimetrischen Untersuchung von Heptakis-(6-deoxy-6-X)-cyclodextrin-Derivaten und den
amphiphilen tert.-Butylphenyl-Y-Gasten in wassriger 500 mM Pufferlésung bei 25°C. Mit ¢ = 500 mM, pH 7 und d = 500 mM,
pH 3.

N Ks AG AH TAS
Bez. LM X Y PH  [G]o/[W] [L-mol ] [kJ-mol] (kJmol’y fkdmol’y
0
V@39 d NH;* SOy 3 0.99 142002449 -23.69+0.08 -17.65+0.09  6.06+0.12
1@41 d  SMNH' Gua* 3 1.10 12600+128 -23.39+0.03  -20.69+0.04  2.73+0.04
@41 d  SMNHs" NH;* 3 0.78 52700+772 -26.94+0.04 -27.5410.04  -0.57+0.06
@41 d  SMNHs* NHMey 3 0.96 16700+274 -24.09+0.04 -22.37+0.05  1.75+0.06

V@41 c SMNH;" NMe.O 7 0.86 32500+1550 -25.74+0.12  -22.03+0.13 3.73+0.18
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V@41 d SMNH;"  NMe,"OH 3 0.71 18500+414 -24.34+0.06  -31.20+0.09 -6.81+0.10
V@41 c SMNH;" SO;5 7 0.94 204000+13000 -30.29+0.16  -31.87+0.17 -1.55+0.23
V@41 d SMNH;* SO5 3 0.72 1.71:10°%46.97-10"  -35.5620.10  -36.46=0.08 -0.87+0.13
V@41 c  SMNH;" COoO 7 0.76 214000+10900 -30.41£0.13  -29.97+0.11 0.48+0.17
@44 c SACOO Gua® 7 1.31 499000+13600 -32.51+0.07  -22.44+0.04  10.09+0.08
@44 d SACOO NH;* 3 0.89 22200+2590 -24.80+0.29  -16.09+0.20 8.73+0.35
V@44 c SACOO NMe,O 7 0.87 79000+15300 -27.94+0.48  -26.97+0.45 1.01+£0.66
V@44 c SACOO SOs5 7 0.83 37800+866 -26.11+0.06  -21.86+0.05 4.28+0.08
Vi@44 c SACOO COO 7 0.79 51100+1350 -26.86+0.07  -24.10+0.06 2.78+0.09
354 Il Gua*
. NHF
I NMe,O
SO;
N COO"
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Abb. 22: AG°-Werte von PCys-CD 41 mit para-substituierten tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 4 in 25 und 500 mM
Phosphatpuffer bei 25°C. Mit ,~“ = CH,. * Titrationen wurden bei pH 3 durchgefihrt.
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Abb. 23: AG°-Werte von PThioGlykolat-CD 44 mit para-substituierten tert.-Butylphenylderivaten aus Tab. 4 in 25 und
500 mM Phosphatpuffer bei 25°C. Mit ,A* = CH,.

Die hohe Bindungskonstante von PCys-CD 41 bei pH 3 konnte der vollstandigen
Protonierung des Cyclodextrins und der damit verbundenen elektrostatischen Anziehung
zugeschrieben werden. Bei héherer lonenstéarke verringerte sich AG° um 3.08 kJ/mol auf
-35.56 kJ/mol, obwohl AG®° aufgrund der starkeren hydrophoben Wechselwirkung steigen
sollte. Dieser Sachverhalt konnte nur durch die Abschirmung der Ladungen und der damit
resultierenden Verminderung der Coulomb-Wechselwirkung erklart werden.

Die Ladungserkennung war bei den Perderivaten starker ausgepragt als bei den Mono-
derivaten. Beispielsweise hatte PCys-CD 41 mit einem Wert fiir AAG® von 9 kJ-mol” bei 25
mM die beste Ladungserkennung. Der Wert fir AAG° war damit etwa dreimal héher als bei
MGua-CD 33. Bei héherer Pufferkonzentration verschlechterte sich die Ladungserkennung
des PCys-CD 41 um 3 kJ-mol’, was ebenfalls auf die Abschirmung der Ladungen
zuruckzufuhren war. Im Fall von PThioGlykolat-CD 44 war es schwierig von Ladungs-
erkennung zu sprechen, da bei niedriger Pufferkonzentration tBu-Anilin durch die Coulomb-
Attraktion starker gebunden wurde als das Sulfonat oder Benzoat. Hingegen Uberwog bei
hoher Pufferkonzentration die hydrophobe Wechselwirkung, wodurch die hydrophoberen
Anionen starker gebunden wurden als das tBu-Anilin.

Bei den heptasubstituierten Cyclodextrinen war auffallend, dass teilweise eine
Entropieerniedriegung beobachtet wurde. Eine mogliche Erklarung hierfur war, dass der
Gast der betreffenden Einschlussverbindung eine solch ungunstige Stellung im Cyclodextrin-
Hohlraum einnahm, dass der Verlust an Freiheitsgraden des Wirtes nicht aus dem
Entropiegewinn durch Freisetzen von Wassermolekilen wéahrend der Komplexbildung

kompensiert werden konnte. Darlber hinaus ist vorstellbar, dass die Beweglichkeit der
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Thiospacer auf der primaren Seite der betreffenden Cyclodextrine durch die Komplexbildung
zusatzlich stark eingeschrankt wurde, da sie ebenfalls an der Bindung des Gastes in hohem
Maf3 beteiligt war.

6.3.4 Zusammenfassung

Bei der mikrokalorimetrischen Untersuchung von Einschlussverbindungen der mono-
substituierten Cyclodextrine und den Gésten aus Tab. 4 zeigte sich, dass die Stabilitats-
konstanten erheblich voneinander abweichen, obwohl die Gestalt des hydrophoben Teils des
Gastes konstant blieb. Somit war die Stabilitdtskonstante von der funktionelle Gruppe des
Gastes abhéngig. Dabei hatte der pH-Wert nur dann einen signifikanten Einfluss, wenn aus
einer Anderung des pH-Wertes eine Anderung des Ladungszustandes der an der Komplex-
bildung beteiligten Spezies resultierte.

Die funktionellen Gruppen an der Position C-6 in den verschiedenen Cyclodextrinderivaten
beeinflussten die Hohe der Stabilititskonstante. Dennoch ergab sich fur jeden Wirt die
gleiche Stabilitatsfolge mit den Gasten mit Y = Gua® < NH3* < NMe;O < SO3; < COO'. Im
Allgemeinen wurden anionische Gaste starker komplexiert als kationische Géste. Neben der
elektrostatischen Wechselwirkung wurde die gefundene Stabilitatsfolge wahrscheinlich durch
zusatzliche Dipol-Dipol-Wechselwirkungen beglinstigt, bei der eine antiparallele Ausrichtung
der Dipolmomente von Wirt und Gast besonders stabilisierend wirkte. Eine weitere Erklarung
war die unterschiedliche Hydrophobie der Gaste, die mit Hilfe der Hydrophobieskala nach
Eisenberg in der Reihe Y = COO™ > SOz > NMe,O > NHMe," > NH3;" > Gua®™ > NMe,"~OH
eingestuft wurde. Demnach entstanden mit hydrophoben Gésten stabilere Komplexe als mit
hydrophileren Gasten. Zusammengenommen konnte von einer Ladungserkennung
gesprochen werden, die bereits im nativen B-Cyclodextrin vorhanden war und far alle in
dieser Arbeit verwendeten monosubstituierten Cyclodextrine durch AAG® quantifiziert wurde.
Daraus ergab sich die Reihe nach steigender Fahigkeit der Ladungserkennung der Wirte mit
X =8ACO0O < OH < SMNH3"; SMGuat < NH3™ < Gua®™.

Die Untersuchung des aminosauremodifizierten Cyclodextrins 61 zeigte nahezu identische
Bindungseigenschaften wie natives pB-Cyclodextrin.

Im Allgemeinen bildeten die Heptaderivate der Cyclodextrine wesentlich stabilere Komplexe
als die entsprechenden Monoverbindungen. Eine Ausnahme war Per-amino-cyclodextrin 39,
das in etwa die gleiche Stabilitatskonstante aufwies, wie Mono-amino-cyclodextrin 27. Der

Grund fur diesen Befund ist die Verminderung der Hydrophobie der Kavitat durch die
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hydrophilen Ammonium-Gruppen. Hingegen bewirkte die Funktionalisierung mit Thiospacern
eine Steigerung der Hydrophobie der Kavitat. Bei hoher Pufferkonzentration konnte
beobachtet werden, dass bei gleichsinnig geladenen Wirten und Gasten die
Stabilitdtskonstante im Vergleich zur niedrigen Pufferkonzentration anstieg, wéahrend sie bei
ungleich geladenen Wirten und Gésten weitgehend konstant blieb. Dieses Verhalten zeigte
bei den Heptaderivaten einen deutlich starkeren Einfluss der elektrostatischen Wechsel-
wirkungen als bei den Monoderivaten.

Die Stabilitadtskonstante der Einschlussverbindung Per-cysteaminyl-cyclodextrin/Sulfonat
(V@41) wurde drastisch vom pH-Wert beeinflusst. So wurde bei vollstandiger Protonierung
des Cyclodextrins bei pH 3 der Ks zu 5.9:10° M und bei teilweiser Protonierung bei pH 7 zu
2.2:10° M ermittelt. Bei 500 mM Pufferkonzentration verminderten sich beide Konstanten
trotz gréBerer hydrophober Wechselwirkung auf 1.7:10° M bzw. 2.1-10° M. Dies konnte
nur damit erklart werden, dass hier die elektrostatische Anziehung die entscheidende Rolle

spielte und diese bei hoher lonenstarke durch die Abschirmung vermindert wurde.

6.4 Orientierung der Gaste innerhalb des Cyclodextrins

In Kapitel 6.3 wurde die Ladungserkennung beim nativen B-Cyclodextrin auf das inharente
Dipolmoment des B-Cyclodextrins zurtckgefuhrt und unterschiedliche Orientierungen fur
anionische und kationische Géste angenommen. Um diese Hypothese zu bestétigen, soll im
Folgenden die Orientierung der Géaste innerhalb der Kavitdt des Cyclodextrins bestimmt
werden.

Eine gute Methode zur Beobachtung der rdumlichen Umgebung von Protonen ist die
2D-ROESY-NMR-Spektroskopie. Sie beruht auf dem Kern-Overhauser-Effekt (Nuclear
Overhauser Effect, NOE)®???. Als NOE bezeichnet man formal die Anderung der Signal-
intensitat eines gegebenen Kerns, wenn die Resonanz eines anderen Kerns, welcher zu
seiner Relaxation durch einen Dipol-Dipol-Mechanismus beitragt, gesattigt ist. Der NOE, der
zwischen zwei Kernen beobachtet wird, ist von deren Abstand zueinander abhangig. Der
NOE wird nur beobachtet, wenn Dipol-Dipol-Wechselwirkungen durch den Raum vorhanden
sind. Da die Wechselwirkung durch dipolare Kopplung mit r® abnimmt, muss der Abstand der

gekoppelten Kerne kleiner als 0.3 nm sein?®,

Im NOE-Experiment stért man durch
Einstrahlung auf einen Kern dessen Populationsdifferenz, die durch die Boltzmann-
Verteilung gegeben ist (Schema 24). Der Kern kehrt unter Energieabgabe in seinen Gleich-

gewichtszustand zurtick. Einen Teil dieser abgegebenen Energie wird von benachbarten
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Kernen aufgenommen und veréndert deren Populationsdifferenz. Diese Anderung kann

sichtbar gemacht werden.

A Anregung A* dipolare WW B*

Gleichgewicht Nichtgleichgewicht Detektion

Schema 24: Ablauf eines NOE-Experiments

In der Praxis wird haufig die NOE-Differenz-Spektroskopie verwendet. Dabei misst man
zunachst das normale Spekirum, dann das Spekirum mit NOE und subtrahiert beide
voneinander. Diese Methode erweist sich oft als nachteilig, da sie auf der selektiven
Sattigung einzelner Kerne beruht und dies haufig, aufgrund der zu nahe beieinander
liegenden Kerne, nicht sauber méglich ist®**. Einen Ausweg bietet das zweidimensionale

NOESY-Experiment (Nuclear Overhauser

Enhancement Spectroscopy), weil eine
NOE Vorséattigung der Kerne durch die

Masse Anwendung einer Dbestimmten Puls-

800 2000 technik entfallt. Diese Methode hat noch

immer den Nachteil, dass der NOE-Effekt
fir kleine Molekuile positiv und fir groBe

ROE

Abb. 24: Vorzeichen des NOE- bzw. ROE-Effekts in  Moleklle negativ ist, bei mittelgro3en

Abhangigkeit von der Masse. Molekiilen kann der Effekt sogar Null sein
(Abb. 25)%%  Abhilfe schafft das ROESY-Experiment (Rotating Frame Overhauser
Enhancement Spectroscopy). Die Aufnahme des ROE-Spektrums erfolgt dabei unter
ahnlichen Messbedingungen wie bei NOESY-Experimenten. Jedoch wird zusétzlich ein Spin-
Lock-Feld angelegt was dazu fuhrt, dass der ROE-Effekt iber den gesamten Massenbereich
stets negativ ist??®. Mit Hilfe von NOE- oder ROE-Spektren ist es auch méglich, Abstande
zwischen Kernen zu bestimmen. Die Kreuzsignalintensitat ist der Kreuzrelaxationsrate o;

direkt proportional:

konst. o, =r;° (6.16)

Zur Bestimmung der Kreuzrelaxationsrate c; mussen jedoch verschiedene Parameter, wie

beispielsweise die spektrale Dichte, bekannt sein, die jedoch in der Regel nicht zur
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Verfugung stehen. Aus diesem Grunde werden in der Praxis die Abstande durch Kalibrieren
mit einem bekannten Abstand ermittelt:
konst.-G,; riJ-G

= (6.17)

6
konSt. M Glj rref

In dieser Arbeit wurden sowohl NOESY- als auch ROESY-Experimente durchgefluhrt. Dabei
zeigte sich, dass die ROE-Effekte stets ausgepragter waren. Aus diesem Grunde werden die
nachfolgenden Ergebnisse ausschlie8lich anhand von ROESY-Experimenten diskutiert. Fur
die Messungen wurden deuterierte Phosphatpuffer bei pD = 2.9 (50 mM) und pD = 7.2
(25 mM) als Lésungsmittel verwendet. Zur Durchfihrung der Experimente wurden die in Tab.
14 (S. 96) dargestellten Parameter verwendet. Die Zuordnung der aromatischen Protonen
des Gastes erfolgte durch die Anwendung von long-range HH-COSY-Experimenten. Dabei
wurden Kreuzsignale zwischen der tert.-Butylgruppe und den benachbarten aromatischen
Protonen erhalten, wodurch diese eindeutig identifiziert werden konnten.

Im zweidimensionalen ROE-Spektrum sind die 'H-NMR-Spektren der Mischung auf den
Achsen F1 und F2 aufgetragen. Im Spektrum selbst befinden sich die Signale fir die
Protonen, die in rAumlicher Beziehung zueinander stehen. Durch Vergleich der Lage dieser
Kreuzsignale mit der Lage im 'H-NMR-Spektrum kann eine Zuordnung der entsprechenden
Signale erfolgen.

Als Beispiel zeigt Abb. 26 ein 2D-ROE-Spektrum der Einschlussverbindung von PAmin-CD
39 und tert.-Butylbenzolsulfonat V. Zundchst einmal bestatigte das Auftreten von Kreuz-
signalen der inneren Protonen des Cyclodextrins (H-3 und H-5) und den Protonen des
Gastes die Komplexbildung. Da der ROE ein abstandsabhéngiger Effekt ist, konnte durch
Auswertung der Integrationen der Kreuzsignale die relative Lage des Gastes innerhalb der
Kavitat des Cyclodextrins bestimmt werden. Zunachst wurde das gesamte Volumen des
breitesten Kreuzsignals der aromatischen Protonen des Gastes durch Integration bestimmt.
Dazu wurden die Grenzen visuell so festgelegt, dass das zu integrierende Signal komplett
eingeschlossen wurde, ohne Anteile von anderen Signalen zu erfassen. Das so erhaltene
Rechteck wurde fur alle weiteren Integrationen der Kreuzsignale der aromatischen Protonen
verwendet. Falls dies aufgrund von Signallberlappungen nicht méglich war, wurden die
Integrationsgrenzen des betroffenen Signals verandert, um Uberschneidungen zu vermeiden
und dennoch das vollstdndige Signal zu erfassen. Fir die Integrationen der tBu-Gruppe

wurde analog verfahren.
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Die im schematischen Aufbau des erwarteten Komplexes (Abb. 26, oben links) angegebenen
Zahlenwerte beschreiben die Integrationen relativ zur gréf3ten Integration, welcher der Wert
100 zugeordnet wurde. Dieser Zahlenwert beschreibt allerdings nur den relativen Abstand

zwischen den Protonen des Gastes und den inneren Protonen des B-Cyclodextrins.
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Abb. 26: 2D-ROE-NMR-Spektrum der Einschlussverbindung V@39 von PAmin-CD 39 und tert.-Butylbenzolsulfonat
V in 50 mM deuteriertem Phosphatpuffer pD = 2.9 bei 25°C; Ks = 5580 M. Die Zahlenwerte der Integrationen sind
relativ zur gréf3ten Integration angegeben.
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In Abb. 26 ist erkennbar, dass das ROE-Signal zwischen der tBu-Gruppe und H-3 am
intensivsten ist und ihm damit der Wert 100 zugeordnet wurde. Aufgrund des Fehlens des
Kreuzsignals von H-5 und der tBu-Gruppe konnte daraus geschlossen werden, dass sich die
tBu-Gruppe auf der sekundéren Seite des Cyclodextrins befindet und damit das anionische
Sulfonat auf der primaren Seite. Ein weiteres Indiz hierflr war das Kreuzsignal von H-5 und
dem aromatischen Proton H® in ortho-Position zur Sulfonat-Gruppe, sowie die Abwesenheit
des Signals H¥/H-5. Die relativen Integrale der Kreuzsignale von H° und H-5 mit einem Wert
von 93 bzw. H-3 mit 59 und die Abwesenheit des Signals von H° und H-6 legen nahe, dass
sich somit H? zwar zwischen H-3 und H-5 befinden miisste, jedoch naher an H-5 als an H-3.
Dieses Ergebnis ist nicht weiter verwunderlich, wenn man die Coulomb-Attraktion betrachtet,
die zwischen der anionischen Sulfonat-Gruppe und den Ammonium-Gruppen herrschen
muss. In diesem Wirt-Gast-System entsprach die Orientierung des Sulfonats der anti-
parallelen Ausrichtung der Dipolmomente von Wirt und Gast.

Alle weiteren Ergebnisse aus den ROE-Spektren wurden im jeweiligen Schnittbild der Wirt-
Gast-Verbindung zusammengefasst. Dazu wurden alle gefundenen Kreuzsignale integriert,
anschlieBend normiert und in die Schnittbilder der Einschlussverbindungen eingetragen. Die
weiteren Untersuchungen von kationischen Cyclodextrinderivaten erfolgten bei pD = 2.9 in
50 mM Phosphatpuffer bei 25°C.

Die Einschlussverbindung V@27 aus MAmin-CD 27 und tert.-Butylbenzolsulfonat VV (Abb.
27) wies eine &hnliche Struktur auf wie der Komplex aus PAmin-CD und dem Sulfonat V@39
(Abb. 26). Auch hier lieBen die fehlenden Kreuz-
signale der tBu-Gruppe und H-5 vermuten, dass
sich die tBu-Gruppe auf der sekundaren Seite
befinden muss. Daflr sprachen auch die beiden
starksten Wechselwirkungen von H° und H-5 (100)
Abb. 27 Schnittbild der Einschlussver. ~0ZW. H® und H-3 (80). Betrachtete man alle

bindung V@27 von MAmin-CD 27 und tert.- normierten Integrationen zusammen, so zeigte
Butylbenzolsulfonat in 50 mM deuteriertem

Phosphatpuffer pD = 2.9 bei 25°C. Ks = 11400
ML licherweise zu der des oben beschriebenen

sich, dass die Eindringtiefe des Gastes erstaun-

Komplexes V@39 fast identisch war, obwohl die elektrostatische Anziehung bei PAmin-CD
39, aufgrund der sieben Ladungsschwerpunkte, erheblich gréBer sein sollte. Scheinbar
bewirkte eine Zunahme der hydrophilen Ammonium-Gruppen auf der primaren Seite des

Cyclodextrins eine Abnahme der Hydrophobie der Kavitat. Diese Annahme wurde auch
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durch die wesentlich héhere Stabilititskonstante von MAmin-CD 27 mit 10700 M" im
Vergleich zu der von PAmin-CD 39 mit 5580 M bestétigt.

Abb. 28 zeigt das ROE-Spektrum der Einschlussverbindung V@32 aus MCys-CD 32 und
tert.-Butylbenzolsulfonat V. Durch den Spacer sollte die Ammonium-Gruppe weit genug von
der Kavitat entfernt sein, um deren Hydrophobie
nicht zu beeinflussen. Der Thioether hingegen sollte
die Hydrophobie der Kavitat noch weiter verstarken,
was durch den Anstieg von Ks um 6700 M" im
Vergleich zu V@27 untermauert wurde. Bei Betrach-
tung des ROE-Spektrums schien die Orientierung
des Gastes, aufgrund der Kreuzsignale der tBu-
Gruppe mit H-3 (100) und H-5 (69), zunéchst nicht
Abb. 28: Schnittbild der Einschlussver- eindeutig zu sein. Doch das Signal H°/H-6 sowie die

bindung V@32 von MCys-CD 32 und tert-  Apwesenheit des Signals H¥H-6 lieferten den
Butylsulfonat. Mit Ks = 17400 M™.

eindeutigen Beweis fur die Ausrichtung der Sulfonat-
gruppe des Gastes zur primaren Seite des Cyclodextrins. Zudem zeigte dies, dass das
Sulfonat im Vergleich zu MAmin- bzw. PAmin-CD sehr viel tiefer in die Kavitat eindrang. Dies
bewies das starke ROE-Signal zwischen H-5 und der tBu-Gruppe (69), was bei dem
Komplex V@27 nicht auftrat. Damit schien die hydrophobe Wechselwirkung einen wesentlich
gréBeren Einfluss auf die Komplexbildung zu haben als die Coulomb-Wechselwirkung,
weswegen die bisher gefundenen Ausrichtungen nicht alleine auf die elektrostatische
Anziehung zurlckgefuhrt werden konnten. Zudem standen die bisher gefundenen Orientie-
rungen im Einklang mit den erwarteten Orientierungen aufgrund der antiparallelen
Ausrichtung der Dipolmomente von Wirt und Gast. Demnach sollte eine kationische Gruppe
am Gast zu einer Orientierung fUhren, in der die kationische Gruppe auf der sekundaren
Seite des Cyclodextrins lokalisiert ist. Diese Aussage wurde durch ROESY-Experimente der
Einschlussverbindungen von PAmin-CD und tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin (111@39) bzw.
tert.-Butylanilin (11@39) bestatigt (Abb. 29). In beiden Fallen war die tBu-Gruppe zwischen
H-3 und H-5 lokalisiert. Zusatzlich fand man schwache Wechselwirkungen zwischen H* und
H-3. Das Fehlen jeglicher ROE-Signale von H° mit den inneren Protonen des Cyclodextrins
lie nur den Schluss zu, dass sich dieser Teil des Molekiils auBerhalb der Kavitat und damit
auf der sekundéaren Seite des Cyclodextrins befand.
Zum Beweis, dass die gefundenen Orientierungen nicht nur auf die elektrostatischen

Wechselwirkungen  zurtickzufihren sind, wurden weitere ROE-Experimente der
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Abb. 29: Schnittbild der Einschlussverbindungen von PAmin-CD 39 und tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin 111@39
(a) bzw. tert.-Butylanilin 11@39 (b).

Einschlussverbindungen von neutralem N-Oxid IV und MAmin-CD 27 bzw. PAmin-CD 39
und PCys-CD 41 durchgefuhrt. Jedoch konnten aufgrund von Signalliberschneidungen keine
Aussagen bezuglich der Orientierung getroffen werden. Stattdessen wurden die Experimente
mit neutralem B-Cyclodextrin als Wirt durchgefihrt, wodurch ebenfalls elektrostatische
Wechselwirkungen und sogar die Verminderung der Hydrophobie der Kavitat ausge-
schlossen werden konnten.

Zunachst wurde die Ausrichtung der anionischen Gaste innerhalb der Kavitat von B-Cyclo-
dextrin untersucht. Die Schnittbilder der Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin und
Benzoat (VI@1b) bzw. Sulfonat (V@1b) sind in Abb. 30 dargestellt. In beiden Komplexen
waren die starksten Wechselwirkungen zwischen der tBu-Gruppe und H-3 (100) zu finden.
Die zusatzlichen Signale tBu/H-5 deuteten darauf hin, dass die tBu-Gruppe zwischen H-3
und H-5 lokalisiert war und sich damit auf der sekundaren Seite des p-Cyclodextrins
befinden musste. Den endgultigen Beweis fur die vermutete Ausrichtung lieferten die
Kreuzsignale von H° und H-6, die nur auftreten konnten, wenn sich die anionische
Funktionalitat des Gastes auf der primaren Seite befand. Die gefundene Orientierung fir das
Benzoat in B-Cyclodextrin wurde von Mavridis und Mitarbeitern durch Réntgenstruktur-

aufnahmen bestatigt®®.

Abb. 30: Schnittbild der Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin 1b und tert.-Butylbenzoat VI@1b (a, Ks =
15800 M™) bzw. tert.-Butylbenzolsulfonat V@1b (b, Ks = 11700 M™).



6.4 Orientierung der Géaste innerhalb des Cyclodextrins 83

Nach der Hypothese der antiparallelen Ausrichtung der Dipolmomente von Wirt und Gast

sollte die kationische Funktionalitdt des Gastes auf der sekundaren Seite des B-Cyclo-

dextrins zu finden sein. Zur Bestatigung dieser Hypothese wurden ROE-Spektiren von

B-Cyclodextrin und tert.-Butylphenylguanidin | aufgenommen. Leider konnten durch die

Signallberschneidungen zwischen H-3 und H-6/6’
keine Aussagen zur Ausrichtung des Gastes
getroffen werden. Die erhaltenen Kreuzsignale der
tBu-Gruppe waren entweder auf Wechselwirkung
mit H-3 oder H-6/6’ zurlickzuflihren, woraus jeweils
gegensatzliche Ausrichtungen resultieren wirden.
Messungen bei verschiedenen Temperaturen
blieben ebenfalls erfolglos. Ahnliche Probleme
ergaben sich mit tert.-Butylanilin als Gast (II@1b),
jedoch war in diesem Wirt-Gast-System nur eine

Uberschneidung der Signale zwischen H-3 und

Abb.
bindungen von B-Cyclodextrin 1b und tert.-
Butylanilin (11@1b) in 50 mM Phosphatpuffer
(pD = 3) bei 25°C. * Kreuzsignal kann aufgrund

31

Schnittbild  der

Einschlussver-

der Signaliberschneidung von H-3 und H-6’

H-6© zu beobachten (Abb. 31).

Genau diese

nicht eindeutig zugeordnet werden. Mit Ks =
7580 M

Uberschneidung filhrte jedoch zur gréBten Wechselwirkung (100), die dadurch nicht

zugeordnet werden konnte. Betrachtete man die verbliebenen Signale, so fand man die

zweitstarkste Wechselwirkung zwischen der

tBu-Gruppe und H-5. Die fehlenden

Kreuzsignale von H® mit den inneren Protonen des B-Cyclodextrins sowie die schwache

Abb. 32: Schnittbild der Einschlussver-
bindungen von f-Cyclodextrin 1b und
tert.-Butylbenzylamin (11@1b) in 50 mM

Phosphatpuffer (pD = 3) bei 25°C.
Mit N = 0.95; Ks = 12500+128 M*; AG =
-23.97+0.03 kJ/mol; AH = -18.92+0.03
kJ/mol; AS = 4.48+0.05 kJ/mol.

Wechselwirkung der tBu-Gruppe mit H-6 belegten den
in Abb. 31 dargestellten Aufbau des Komplexes. Die
beschriebenen Signaliberschneidungen von H-3 und
kationischen Gasten

H-6 wurden bisher nur bei

beobachtet, was darauf schlieBen lieB, dass eine
den Signal-Shift

Um diesen induzierten Shift zu

positive Ladung am Gast fir
verantwortlich war.
minimieren, wurde tert.-Butylbenzylamin, bei dem die
vorhandene Methylengruppe zu einem vergréBerten
Abstand zwischen der positiven Ammoniumgruppe und
fuhrt, far

verwendet. Diese Ergebnisse sind in Abb. 32 darge-

der Kavitat weitere ROE-Experimente
stellt. Wie erhofft wurde in diesem Spektrum kein

Zusammenfallen der Signale fur H-3 und H-6 festge-
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stellt. Die Hauptwechselwirkung befand sich zwischen H-3 und der tBu-Gruppe, die auch ein
zusétzliches Kreuzsignal mit H-5 aufwies. Ausgehend von den aromatischen Protonen des
Gastes konnte jedoch zusatzlich ein ROE-Signal von H* und H-3 beobachtet werden. Diese
Wechselwirkungen zusammen genommen ergaben, dass sich die tBu-Gruppe in Richtung
der primaren Seite zwischen H-3 und H-5 des pB-Cyclodextrins befinden muf. Die
Abwesenheit von Kreuzsignalen von H° und den Protonen der Kavitat bestatigten die
vermutete Ausrichtung. Zudem bedeutete dies, dass analog zum gefundenen Aufbau des
Komplexes mit tert.-Butylanilin (11@39) die positive Ammoniumgruppe scheinbar ein
vollstandiges Eindringen des Gastes in die Kavitat verhinderte. Diese gefundene Ausrichtung
stimmte ebenfalls mit der erwarteten Ausrichtung geman der antiparallelen Ausrichtung der

Dipolmomente von Wirt und Gast Uberein.

55 5.0 45 4.0 35 3.0
Chemische Verschiebung (ppm)

Abb. 33: Vergleich der "H-NMR-Spektren von PThioGlykolat-CD 44. a) ohne Gast bei 25°C. b) mit tert.-Butylbenzol-
sulfonat bei 25°C. Jeweils aufgenommen in 25 mM Phosphatpuffer bei pD 7 mit DSS als Standard.

In der Einschlussverbindung von PThioGlykolat-CD 44 und tert.-Butylbenzolsulfonat wird das
Dipolmoment des Cyclodextrins méglicherweise durch die negativen Carboxylat-Gruppen an
der primaren Seite verringert, was zu einer Aufhebung der natirlichen Ausrichtung flhren
kdnnte. Die Auswertung der ROE-Experimente war leider aufgrund von ungewdhnlichen
Signalverbreiterungen nicht durchfihrbar (Abb. 33). Diese sind mdglicherweise darauf
zurlickzufuhren, dass durch das Vorhandensein beider Orientierungen des Gastes in der

Kavitéat unterschiedliche Shifts induziert werden, die sich Gberlagern.
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6.4.1 Zusammenfassung

Die Ausrichtung der Gastmolekile in der Kavitat wird durch das intrinsische Dipolmoment
von B-Cyclodextrin determiniert.

Die ROESY-Experimente zeigten, dass anionische Gruppen auf der primaren Seite des
Cyclodextrins, und kationische Gruppen auf der sekundaren Seite des B-Cyclodextrins
standen. Die ROE-Spektren der Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin mit tert.-Butyl-
benzoat VI, tert.-Butylsulfonat V, tert.-Butylanilin 11 und tert.-Butylbenzylamin bewiesen,
dass eine naturliche Vorzugsorientierung dipolarer Gaste in der Kavitat des p-Cyclodextrins
existiert. Sie richteten sich so aus, dass ihr eigenes Dipolmoment antiparallel zum
intrinsischen Dipolmoment des B-Cyclodextrins verlief. Scheinbar geht ein tieferer Einschluss
bei anionischen Géasten mit einer hdheren Stabilitadtskonstante einher, was ein Vergleich der
Einschlussverbindungen von B-Cyclodextrin mit Benzoat VI@1b (Ks = 15800 M") und
Sulfonat V@1b (Ks = 11700 M) zeigt.

Kationische Géste wurden hingegen nur partiell in -Cyclodextrin eingeschossen. Durch das
Anbringen von kationischen Gruppen an der Position C-6 des Cyclodextrins konnte der
Orientierungseffekt noch verstarkt werden, wie beispielsweise im Vergleich der Einschluss-
verbindungen von B-Cyclodextrin 11@1b und Per-amino-cyclodextrin 11@39, jeweils mit
tert.-Butylanilin 1l als Gast, deutlich wurde. Dies insbesondere wenn die kationische Gruppe
am B-Cyclodextrin Uber einen Thiospacer angebracht war. Dieses wurde durch den
Vergleich zwischen den Komplexen von tert.-Butylsulfonat mit Mono-cysteaminyl-cyclo-
dextrin V@32 (Ks = 17400 M) bzw. mit Mono-amino-cyclodextrin V@27 (Ks = 11400 M)
bewiesen.

Anionische Gruppen am Cyclodextrin, wie sie beispielsweise bei Per-thioglykolat-
cyclodextrin 44 vorhanden sind, schwachen den Orientierungseffekt wahrscheinlich ab, was
die erhaltenen NMR-Spektren von Per-thioglykolat-cyclodextrin 44 mit Sulfonat V erklaren

wirde.
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7 Solubilisierung von hydrophoben Gastmolekilen

Eine der wichtigsten Eigenschaften der Cyclodextrine ist ihre Fahigkeit, schlecht wasser-
I6sliche Substanzen durch die Ausbildung eines Wirt-Gast-Komplexes zu solubilisieren.

Beispielsweise konnten Yang und Mitarbeiter die L&slichkeit von Permethrin durch
Komplexierung mit B-Cyclodextrin erheblich steigern®”.. In den vergangenen Jahren ist es
durch Cyclodextrin-Komplexierung gelungen, die Ldslichkeit, chemische Stabilitdt und die
Biovertraglichkeit von schlecht wasserléslichen Arzneimitteln zu verbessern. Zu nennen sind
hier beispielsweise der Wirkstoff Piroxicam, der als Komplex mit B-Cyclodextrin unter dem
Handelsnamen Brexin® erhaltlich ist®?®! oder Prostaglandin, der als a-Cyclodextrinkomplex
unter dem Namen Prostavasin® verkauft wird oder verschiedene Arylpropionséure Derivate

[229]

(meist entzindungshemmende Mittel)=, die ebenfalls mit B-Cyclodextrin solubilisiert

werden.

7.1 Bestimmung der Stabilitatskonstante

Aufgrund der schlechten Wasserléslichkeit von bestimmten Wirkstoffen kann die Stabilitats-
konstante Ks nicht mit Hilfe der Mikrokalorimetrie bestimmt werden. Daher kommt die

Methode der Loslichkeitsisotherme zum Einsatz!'®®

. Dabei werden Cyclodextrinlésungen
definierter Konzentrationen vorgelegt und diese mit dem Wirkstoff geséattigt. AnschlielBend
wird vom Unléslichen filtriert und der Gehalt des Wirkstoffs im Filtrat bestimmt.

Bei einem 1:1 Komplex kann die Stabilititskonstante Ks aus dem linearen Verlauf der
Auftragung der gemessenen Gastkonzentration [G] als Funktion der Wirtkonzentration [W]
bestimmt werden. Dabei wird die Sattigungskonzentration des Gastes [Gla im
Lésungsmittel durch den Ordinatenabschnitt der Geraden erhalten. Die Steigung dieser

Geraden kann wie folgt ermittelt werden:
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__AlG]

Ys= AW,

_[G] - [Gla
(W], -0

_[w@l

= 71
[Wl, 7

Durch Einsetzen von Gleichung (6.9) und (7.1) in Gleichung (6.2) (mit [G] = [G]sax) berechnet

sich die Stabilitdtskonstante Ks aus dem Ordinatenabschnitt [G]sa und der Steigung ys zu

Ys 1
K. = L (7.2)
51— Vs [Glsan

Problematisch ist hierbei die Bestimmung der Sattigungskonzentration aus dem Ordinaten-
abschnitt, denn bei schwerléslichen Verbindungen wie dem Camptothecin liegt die
Séattigungskonzentration nahe bei null. Daher wurde die Sattigungskonzentration in

gesonderten Experimenten bestimmt.

7.2 Solubilisierung mit heptasubstituierten Cyclodextrinderivaten

Nach den unerwartet hohen Komplexbildungskonstanten von PCys-CD 41 und
PThioGlykolat-CD 44 stellte sich die Frage, ob diese Makrocyclen zur Solubilisierung von
pharmazeutisch interessanten Wirkstoffen dienen kénnten.

Als der zu solubilisierende Wirkstoff wurde hier das zur Familie der Indolalkaloide gehérende

20(S)-Camptothecin (CPT, Schema 25) ausgewahlt, das erstmals 1966 von Wall und

ol230

Mitarbeitern aus dem Strauch Camptothececa acuminata isoliert wurde!®?. Es ist ein hoch

potenter Wirkstoff gegen verschiedene Arten von Krebs wie Lungen-, Prostata-, Brust-,

231]

Dickdarm- und Magenkrebs[ , zudem zeigte er eine potente anti-retrovirale Aktivitat,

wodurch er mdglicherweise in der AIDS-Therapie eingesetzt werden kénntel'8".
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OH

CPT

Schema 25: Struktur von 20(S)-Camptothecin (CPT) in seiner Lacton-Form (links) und der Carboxylat-Form (rechts)

Camptothecin ist in seiner Lacton-Form praktisch unléslich in Wasser sowie in den meisten
organischen L&sungsmitteln, auBer DMSO. Studien haben gezeigt, dass der Lacton-Ring
des Camptothecins essentiell fiir die Interaktion mit der Krebszelle ist?*?. Unter
physiologischen Bedingungen existiert jedoch ein Gleichgewicht zwischen Lacton- und
seiner besser wasserldslichen Carboxylat-Form®?l, die allerdings bevorzugt an das im
menschlichen Blut vorkommende Albumin bindet®®** und somit keine Antitumor-Aktivitat
mehr aufweist. Die Halbwertszeit (t,,) von Camptothecin bei pH 7.4 im Phosphatpuffer wurde
von Kang et al. zu 58.7 Minuten bestimmt, diese lie3 sich allerdings durch die Anwesenheit
von RDM-B-CD auf 587.3 Minuten steigern®. Das Hauptproblem besteht also darin, das
Camptothecin in der Lacton-Form an den Wirkungsort zu transportieren. Um eine orale
Applikation zu ermdéglichen, wurde das Camptothecin chemisch modifiziert, um die Lacton-
Form zu stabilisieren und die Wasserléslichkeit zu erhéhen, was jedoch mit hohen EinbuBBen
der pharmakologischen Aktivitat einherging'®*. Derzeit liegt daher der Schwerpunkt auf der
Entwicklung neuer Pro-Pharmaka (polymergebundenes Camptothecin) sowie neuer
Transportsysteme wie Liposome, Microspharen, Mizellen und injizierbare Pasten?®®. Eine
einfachere und kostengunstigere Mdglichkeit kénnte daher die Solubilisierung mit Cyclo-
dextrinen sein. Kang et al. beschrieben bereits die Solubilisierung des Camptothecins mit
a-Cyclodextrin (Ks = 188 M), B-Cyclodextrin (Ks = 266 M), y-Cyclodextrin (Ks = 73 M),
Hydroxypropyl-B-cyclodextrin (Ks = 160 M) und statistisch substituiertem Dimethyl-B-cyclo-
dextrin (Ks = 910 M™")#%!. Dennoch wéren fiir pharmazeutische Anwendungen Komplexe mit
héheren Bindungskonstanten sinnvoll. Daher erscheint es interessant, die in dieser Arbeit
synthetisierten Cyclodextrine im Hinblick auf ihre Bindungsfahigkeit mit Camptothecin zu
untersuchen. AuBerdem konnten sie vielleicht in der Lage sein, die Halbwertszeit noch weiter
zu verldngern und damit einen Transport von Camptothecin in seiner aktiven Form zu
ermoglichen. Doch zunachst wurden in dieser Arbeit nur die Stabilitdtskonstanten von
PThioGlykolat-CD 44, PCys-CD 41 und HP-B-CD bestimmt.
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7.2.1 Konzentrationsbestimmung des Camptothecins

Eine Methode, womit man geringste Stoffmengen quantitativ bestimmen kann, stellt die UV-
Spektroskopie dar. Zunachst wird der Extinktionskoeffizient ¢ bestimmt, mit dessen Hilfe die
unbekannte Konzentration der absorbierenden Verbindung berechnet werden kann.

Der Extinktionskoeffizient ¢ des Camptothecins ergab sich aus der Steigung der Geraden
durch die Messpunkte der Extinktion E als Funktion der bekannten Konzentrationen (Abb. 34
links, blau). Als Lésungsmittel wurde DMSO verwendet. Vergleichsmessungen in einem 1:1
DMSO/Wasser-Gemisch haben gezeigt, dass sich die Extinktion im Vergleich zu reinem
DMSO nur geringfligig &nderte (Abb. 34 links, rot), so dass reines DMSO zur Bestimmung

von ¢ verwendet werden konnte.

4,0

224 upMso —— 10pmol
20] ® DMSO/MWasser 3.51 —— 20umol
18] 3,04 30pmol
£ ’ — 40pmol
g 1,6 3 2,5 50pmol
3 <
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1,24 =
S 2 154
E 1,0 <
2 1,0
0,84
0,6 0,54
0,4 0,0
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Abb. 34: Links: Extinktion als Funktion der Konzentration. Die blaue Linie zeigt die lineare Regression durch die
Messpunkte mit der Geradengleichung y = 0.047 + 42282.3.x. Rechts: UV-Vis-Spektren von Camptothecin in reinem

DMSO bei versch. Konzentrationen. Ana jeweils 368 nm.

Damit ergab sich fir den Extinktionskoeffizienten ¢ von Camptothecin in DMSO mit

Amax = 368 nm ein Wert von

42282 + 302 L-mol™-cm™.

Die Bestimmung von [Glsw erfolgte in Anlehung zu einem Verfahren von Lach und
Higuchil®*"!. Dabei wurde das fein gemérserte Camptothecin in jeweils 5 mL Wasser bzw. 20
mM wassriger HCI-Lésung suspendiert und 12 Stunden bei 25°C geritihrt und anschlieBend
filtriert. Die Gehaltsbestimmung erfolgte anschlieBend photometrisch mit einer 1 cm Kuvette.

Die Ergebnisse sind in Tab. 12 zusammengefasst.



90 7 Solubilisierung von hydrophoben Gastmolekiilen

Tab. 12: Sattigungskonzentration von Camptothecin in Wasser bei
pH 7und in 20 mM HCI-L&sung nach 12h bei 25°C.

Camptothecin [Glsatt [LM]
20 mM HCI 2.1£0.2*
pH 7 5.18

* 6 Messungen

Nach Tab. 12 zeigte das Camptothecin in Wasser bei pH 7 eine nahezu zweifache
Loslichkeit als in 20 mM HCI-Lésung. Die héhere Ldslichkeit des Camptothecins bei pH 7
konnte dadurch erklart werden, dass das Camptothecin bei pH 7 zumindest teilweise in
seiner Carboxylat-Form vorlag, welche durch ihre anionische Carboxylat-Gruppe hdhere

Wasserloslichkeit aufwies (Schema 25).

7.2.2 Loslichkeitsisotherme

Um sicher zu stellen, dass Camptothecin in seiner wirksamen Lacton-Form vorliegt, wurden
alle Messungen zunachst in 20 mM wassriger HCI-Lésung durchgefiihrt. Zuséatzlich wurde
auch die Stabilitatskonstante von PThioGlykolat-CD 44 mit Camptothecin in reinem Wasser
bei pH 7 untersucht.

In Abb. 35 wurden die Verlaufe der Ldslichkeitsisotherme fiir PThioGlykolat-CD 44, PCys-CD
41 und HP-B-CD bei Raumtemperatur dargestellt.

40 40
35| @) 20 mM HCI 35| D)H0,pH7

= PThioGlykolat-CD 44
304 o PCys-CD 41
HP-B-CD

25

20

154

Konzentration CPT [uM]
Konzentration CPT [uM]
N
o

T T T T T 0 T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Konzentration Wirt [mM] Konzentration PThioGlykolat 44 [mM]

Abb. 35: Loslichkeitsisotherme fiir Camptothecin bei Raumtemperatur mit verschiedenen B-CD-Wirten in 20 mM HCI-
Losung (a, links): PThioGlykolat-CD 44 (blau), PCys-CD 41 (rot), HP-B-CD (griin) und fur PThioGlykolat-CD 44 in Wasser
bei pH 7 (b, rechts). Die Geraden zeigen die linearen Regressionen durch die Messpunkte.
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Alle Graphen zeigten Uber den gesamten Konzentrationsbereich einen linearen Verlauf, was
auf eine 1:1 Wirt-Gast-Stéchiometrie hinwies. Mit Hilfe von Gleichung (7.2) und den
gesondert bestimmten Séattigungskonzentrationen aus Tab. 12 konnten die Stabilitats-
konstanten und damit die zugehdrigen AG°-Werte mit Gleichung (6.4) bestimmt werden. Die

Ergebnisse der Berechnungen wurden in Tab. 13 aufgefuhrt.

Tab. 13: Stabilitatskonstanten Ks und die zugehorigen Freien Komplexbildungsenthalpien 4G° von HP-4-CD, PThioGlykolat-CD
44 und PCys-CD 41.

Wirt Lésungsmittel  Ks[M']  AGP [kd-mol™]

HP-B-CD 20 mM HCI 439+58 -15.08+0.33
PThioGlykolat-CD 44 20 mM HCI 2544+313 -19.43+0.31
PCys-CD 41 20 mM HCI 2813+339 -19.68+0.30

PThioGlykolat-CD 44 H,O, pH 7 936" -16.95"

Zunéachst wurden die Komplexbildungskonstanten von RDM-3-CD, HP-3-CD, PThioGlykolat-
CD 44 und PCys-CD 41 in 20 mM HCI-Lésung untersucht, denn unter diesen Bedingungen
war zunachst sicher gestellt, dass Camptothecin in seiner wirksamen Lacton-Form vorlag.

Die Bestimmung von Ks ergab fiir HP-B-CD einen Wert von 391 M. Dieser Wert stand im

Widerspruch zu dem von Kang publizieten Wert von 160 M™%l

Aufgrund dieser
Abweichung wurde die Messung nochmals Uberpruft, wobei die in dieser Arbeit gefundene
Stabilititskonstante bestatigt wurde. Mdglicherweise kann die abweichende Bindungs-
konstante auf einen unterschiedlichen Substitutionsgrad oder unterschiedliche
Substituentenverteilung des verwendeten Hydroxypropyl-B-cyclodextrins zurlickgefihrt
werden.

Die in dieser Arbeit synthetisierten Wirte wiesen mit den Werten 2813 M fiir PCys-CD 41
und 2544 M fiir PThioGlykolat-CD 44 eine mehr als fiinffach héhere Stabilitatskonstante auf
als das statistisch funktionalisierte Cyclodextrin. Dies konnte damit erklart werden, dass die
Stabilisierung des Cyclodextrins durch das Wasserstoffbriickenband auf der sekundéren
Seite nicht durch die Funktionalisierung an C-6 gestoért wurde, aber dennoch eine hohe

Wasserl6slichkeit durch die Amino- bzw. Carboxylat-Gruppen gewahrleistet war. Zudem

' Fur Ks bzw. AG® konnte keine Fehlerbetrachtung durchgefihrt werden, da die Bestimmung der

Séttigungskonzentration unter diesen Bedingungen nur einmal erfolgte.
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erhoéhten die Schwefelatome an C-6 die Hydrophobie der Kavitat maBgeblich. Im Rahmen
der Messungenauigkeit wird Camptothecin von PCys-CD 41 und PThioGlykolat-CD 44 in
etwa gleich gut komplexiert. Weiterhin wurden die Stabilitatskonstanten von PCys-CD 41 und
PThioGlykolat-CD 44 in Wasser bei pH 7 untersucht. Die Stabilititskonstante des
PThioGlykolat-CDs 44 wurde unter diesen Bedingungen zu 936 M™' bestimmt. Diese
Verringerung der Bindungskonstanten konnte dadurch erklart werden, dass eine Abstof3ung
zwischen den negativ geladenen Carboxylat-Gruppen des Wirtes und der bei pH 7 teilweise

vorhandenen Carboxylat-Form des Camptothecins vorlag.

7.3 Zusammenfassung

Zunachst konnte durch den linearen Kurvenverlauf der Lo&slichkeitsisotherme gezeigt
werden, dass sich ein 1:1 Komplex zwischen den Cyclodextrinderivaten und Camptothecin
ausbildete. Mit einer 4.8 mM Ldsung des Per-cysteaminyl-B-cyclodextrins 41 konnte die
Léslichkeit von Camptothecin von 0.7 mg/l auf 10 mg/I signifikant erhéht werden. Nach der
Bestimmung der Stabilitatskonstanten Ks und den zugehérenden Werten fir AG® zeigte sich,
dass die beiden in dieser Arbeit vorgestellten Cyclodextrinderivate Per-cysteaminyl-cyclo-
dextrin 41 (Ks = 2813 M) und Per-thioglykolat-cyclodextrin 44 (Ks = 2544 M) zur
Solubilisierung von Camptothecin im Vergleich zu dem in der Pharmaindustrie haufig
eingesetzten Hydroxypropyl-p-cyclodextrin (Ks = 439 M) tiberlegen waren (vgl. Tab. 13). In
Wasser bei pH 7 war jedoch der Einsatz von Per-cysteaminyl-cyclodextrin 41 aufgrund der
schlechten Ld&slichkeit unter diesen Bedingungen nicht empfehlenswert. Wohingegen das
Per-thioglykolat-cyclodextrin 44 sowohl im Sauren als auch im Neutralen eine gute
Léslichkeit aufwies. Hierbei musste jedoch bericksichtigt werden, dass das Camptothecin
aufgrund seiner geringen Halbwertszeit bei neutralem pH zumindest teilweise in seiner
gegen Krebs unwirksamen Carboxylat-Form vorlag, was die geringere Stabilitadtskonstante
mit Per-thioglykolat-cyclodextrin 44 (Ks = 936 M) unter diesen Bedingungen erklaren wiirde.
Zukunftig sollte noch die Halbwertszeit von Camptothecin im Komplex mit Per-thioglykolat-
cyclodextrin 44 unter neutralen Bedingungen bestimmt werden. Sie wirde dartber
Aufschluss geben, ob sich die Stabilitdt der wirksamen Lactonform des Camptothecins im

Komplex mit 44 noch weiter steigern lieBe.
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8 Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die gezielte Synthese von wasserléslichen Cyclodextrin-
derivaten, die an der Position C-6 mit kationischen oder anionischen Gruppen substituiert
sind sowie die systematische Untersuchung der Stabilitat ihrer Einschlussverbindungen mit
anionischen, kationischen und neutralen tert.-Butylbenzolderivaten mittels isothermer
Titrationskalorimetrie.

Es wurden mittels dreier Methoden sowohl mono- als auch heptasubstituierte B-Cyclo-
dextrinderivate synthetisiert. Bei Methode A wurde OH-6 durch eine mehrstufige Synthese in
eine Aminogruppe Uberfuhrt, von der aus weitere Modifikationen erfolgten. In Methode B
wurden Substituenten Uber eine Thioetherbricke an C-6 angeknlpft. Die Cyclo-
dextrinderivate waren ohne Schutzgruppen und unter Erhalt der freien Hydroxylgruppen am
Cyclodextrin mit hoher Regioselektivitdt zuganglich. In einer dritten Methode C wurden
aminosauremodifizierte Cyclodextrine regioselektiv in hoher Ausbeute erhalten. Dazu
wurden reaktive Azido-Cyclodextrinderivate mit propargylierten Aminoséuren in einer kupfer-
katalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition umgesetzt.

Um den Einfluss des pH-Wertes und der Salzkonzentration auf die Stabilitdt der
Einschlussverbindungen zu untersuchen, wurden die Titrationen bei pH 3 und pH 7 in 25 mM
und 500 mM Phosphatpuffer durchgefiihrt. Alle Einschlussverbindungen zeigten eine 1:1
Stéchiometrie. Die Bindungskonstanten der Monoderivate bewegten sich im Bereich von
2000 M und 54000 M, abhéngig von der Kombination der funktionellen Gruppen von Wirt
und Gast und der Pufferkonzentration.

Die Erkennung zwischen den funktionellen Gruppen kann hauptsachlich Coulomb-Wechsel-
wirkungen und Wasserstoffbriickenbindungen zugeschrieben werden. Es zeigte sich, dass
schon im nativen B-Cyclodextrin eine natirliche Ladungserkennung vorhanden war, die unter
anderem vom Dipolmoment des B-Cyclodextrins und von der Hydrophilie der Géste abhing.
Im Allgemeinen wurden anionische Gaste stérker gebunden als kationische Géaste. Es wurde
beobachtet, dass die Ladungsdiskriminierung bei Mono-(6-deoxy-6-guanidyl)-p-cyclodextrin
33 am starksten ausgepragt war und bei Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin
Natriumsalz 31 fast vollstandig verschwand. Die Orientierung des Gastes innerhalb der
Kavitdt des Cyclodextrins wurde stark von den Wechselwirkungen zwischen den
funktionellen Gruppen von Wirt und Gast beeinflusst, jedoch spielten auch Dipol-Dipol-

Wechselwirkungen eine nicht unerhebliche Rolle.
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ROESY-Experimente haben gezeigt, dass sich der Gast in der Kavitat immer so orientiert,
dass eine antiparallele Ausrichtung der Dipolmomente von Wirt und Gast die Folge ist.

Bei den heptafunktionalisierten Cyclodextrinen wurden im Vergleich zu den Monoderivaten
wesentlich hoéhere Stabilititskonstanten beobachtet. In einem Fall lagen diese

erstaunlicherweise mit einem Wert von 5.9-10° M’

in einer GréBenordnung, die fur
monomere Cyclodextrine bislang nicht beobachtet wurde.

Verbindungen, die in der Lage sind Komplexe in dieser Starke zu bilden, sind fur viele
pharmazeutische Anwendungen vorstellbar. Damit konnte die Léslichkeit des Zytostatikums
Camptothecin durch Zusatz von Per-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin 41 auf mehr als

das Zehnfache gesteigert werden.
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9 Experimenteller Teil

9.1 Reagenzien, Methoden und Geréte

B-Cyclodextrin wurde von der Firma Wacker-Chemie in Pharmaqualitéat bezogen und fir die
Synthese bei 100°C im Vakuum getrocknet. Die Reinheit der Feststoffe betrug 99 %.
Feinchemikalien wurden mindestens in purum Qualitat von den Firmen Aldrich, Fluka oder
Merck erworben und, soweit nicht anders beschrieben, ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Absolute Lésungsmittel wurden mit der Qualitat puriss. von der Firma Fluka bezogen. Alle
weiteren Ldésungsmittel wurden mindestens in ,zur Synthese“ Qualitat erworben und ohne
weitere Reinigung eingesetzt. Die chemischen Umsetzungen wurden unter Stickstoff-
atmosphére durchgefihrt. Zur Durchmischung der Reaktionen wurde ein Magnetrihrer mit
Heizplatte und Temperaturfihler der Firma Heidolph verwendet. Die Reaktionsanséatze
wurden mit Hilfe eines Olbads erhitzt. Alle erhaltenen Produkte wurden in einem Hoch-
vakuum von mindestens 10 mbar getrocknet.

NMR-Spektren wurden mit einem Spektrometer des Typs Avance 500 (‘H: 500.00 MHz,

C: 125.71 MHz) der Firma Bruker BioSpin bei Raumtemperatur aufgenommen. Die
chemischen Verschiebungen sind in parts per million (ppm) relativ zu Tetramethylsilan (TMS)
angegeben. Die Kernresonanzspekiren wurden mit der Software ACDLabs 7.0 der Firma
Advanced Chemistry Development Inc. ausgewertet. Als interner Standard dienten jeweils
die Resonanzen der nicht vollstdndig deuterierten Lésungsmittel. Im Lésungsmittel DO
wurde als interner Standard das Natriumsalz der 3-(Trimethylsilyl)-propionsaure-2,2,3,3-d,
(DSS) als Referenzsignal fur 6 = 0 ppm verwendet. Die Protonen bzw. Kohlenstoffatome der
Glycopyranoseeinheiten des Cyclodextrins sind mit 1, 2, 3, ... gekennzeichnet, beginnend
mit dem anomeren Zentrum. Signale von Atomen, die unter dem Einfluss eines
Substituenten stehen, werden mit 1°, 2’, 3’, ... gekennzeichnet. Die Multiplizititen werden
durch die Kurzel s fur Singulett, d fur Dublett, dd fir Dublett von Dublett, ddd fir Dublett von
Dublett von Dublett, t far Triplett, g fur Quartett, sept fur Septett und m fur Multiplett
beschrieben. Der Index ,br“ bedeutet breite Signalverteilung. Das Kirzel pt beschreibt ein
Pseudotriplett. Dies ist ein Dublett von Dublett, das jedoch zum Triplett zusammenfalit.

Fur die ROE-Experimente wurde das gleiche NMR-Spektrometer wie oben verwendet. Die

entsprechenden Messparameter sind in Tab. 13 dargestellt. Als Ldsungsmittel wurden
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Phophatpuffer mit pD = 2.9 (50 mM) und pD = 7 (25 mM) verwendet. Die verschiedenen
Cyclodextrinderivate wurden in den Mengen zwischen 10 und 13 mg eingewogen, die
entsprechen Géste in aquimolaren Mengen. Wirt und Gast wurden dann in 650 pl des
Phophatpuffers gelést und bei 25°C gemessen. Die Spektren wurden mit Hilfe der Software
XWIN-NMR der Firma Bruker BioSpin ausgewertet.

Tab. 14: Verwendete Parameter zur Aufnahme von ROE-Spektren der Wirt-

Gast-Verbindungen in deuteriertem Phosphatpuffer pD = 2.9 und 7.2 bei

25°C.
Parameter F2 (x) F1(y)
Pulsprog roesyph
NS 32
DS 4
RG 60
SW [ppm] 8.0107
O1 [ppm] 4.48
D1 [sec] 2
P1 [usec] 9.3
P15 [usec] 300 000
PL1 [dB] -2
PL11 [dB] 19.46
TD 2048 S12

Infrarotspektren wurden mit einem FT-IR-Spektrometer Tensor 27 der Firma Bruker Optik

GmbH als Reflexionsspektren mit der GoldenGate-Micro-ATR-Technik aufgenommen. Die
Auswertung der Spektren erfolgte mit dem Programm OPUS 4 der Bruker Optik GmbH. Die
Intensitaten werden durch die Abkurzungen s flr stark, m fir mittel und w fir schwach
beschrieben.

Die ESI- und APCI-Massenspektrogramme wurden mit einem Waters Micromass ZQ-400
Massenspektrometer aus methanolischer Lésung mit einer Cone-Spannung von 20 — 60 V
aufgenommen (Kapillarspannung: 3.80 kV, Extractor-Spannung: 5 V, RF-Lens: 0.1 V).

Die Elementaranalysen (EA) wurden im Institut fir Anorganische Chemie der Universitat des

Saarlandes durchgefiihrt. Die Genauigkeit betrug + 0.5 %.
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Dunnschichtchromatographie (DC) erfolgte auf Fertigfolien der Firma Macherey-Nagel & Co.
(ALUGRAM SIL G/UVas4 Schichtdicke 0.25 mm). Die Verbindungen wurden unter UV-Licht

(A = 254 nm) oder mit einer Lésung aus 10% ethanolischer Schwefelsaurelésung (v/v) und

anschlieBender Behandlung mit HeiBBluft visualisiert.

Flashchromatographie (Saulenchromatographie) wurde an Kieselgel 35/40 — 63/70 um unter

einem FluB von 10 mL min™ durchgefiihrt. Die Beladung betrug 1 g Rohprodukt auf 100 g
Kieselgel.

Zur Ultrafiltration wurde eine Berghof Ultrafiltrationszelle GH-100 (200 mL) mit
kontinuierlichem Wasserfluss (1.0 — 1.5 mL-min™") unter 9.5 bar eingesetzt. Als Membrane
wurden Polymermembrane der Firma Berghof mit den Typenbezeichnungen BM-5
(Ausschlussgrenze 500 Dalton) und BM-10 (Ausschlussgrenze 1000 Dalton) und eine
Keramikmembran der Firma TAMI mit der Bezeichnung InsideDisRAM FUF 76-001
(Ausschlussgrenze 1000 Dalton) eingesetzt.

Fur die potentiometrische Titration wurden pH-Meter 713 und pH-Einstabmessketten der

Firma Metrohnm AG mit Ag/AgCI-Referenzelektrode verwendet. Aus einer Stammldsung von
250 mL und einer Einwaage des 4-tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin-N-oxids von 0.04835 ¢
wurden jeweils 50 mL mit 0.1 M KOH (Titrisol von Merck) unter Benutzung einer
vollautomatischen Kolbenbiirette Metronm Dosimat 665 titriert. Die Steuerung der
Titationsanlage erfolgte mit dem Programm TIT23. Die lonenstéarke der Lésung wurde durch
Zugabe von KCI auf 0.1 eingestellt. Vor und nach jeder Messung erfolgte eine Kalibrierung
der Elektrode gegen 2 mM HCI. Aus den Kalibrierungen wurde mit Hilfe des
Computerprogramms TITKURVE der E°-Wert der Elektrode und der pKy bestimmt. Alle
Messungen wurden in thermostatisierten GeféaBen bei 25°C unter Stickstoffatmosphére
durchgefuhrt. Der Stickstoff wurde zuvor durch eine 0.1 M KCI-Lésung geleitet. Zur
Einstellung des thermodynamischen Gleichgewichts wurden eine Misch- und eine Wartezeit
von 60 Sekunden eingehalten. Fir die pKs-Bestimmung wurden 4 Messungen durchgefihrt.

Die mikrokalorimetrischen Titrationen wurden mit einem VP-ITC Mikrokalorimeter der Firma

MicroCal (VReaktionszete = 1.4144 mL) durchgefihrt. Die Referenzzelle wurde stets mit reinem
Wasser beflllt. Als Lésungsmittel wurden jeweils 25 mM und 500 mM NaH,PO,/H;PO,-
Puffer mit einem pH-Wert von 3 und Na,HPO,/NaH,PO,-Puffer mit einem pH-Wert von 7
eingesetzt. Der Gast wurde als Lésung mit einer Konzentration von 0.8 bis 1.2 mmol-L™" in
der Reaktionszelle vorgelegt und der Wirt in einer Konzentration zwischen 12.0 und 13.0
mmol-L™ zutitriert. Durch die Einstellung der pH-Werte auf AApH < 0.1 konnten Beitrage, die

durch Neutralisationswarme verursacht wurden, fast vollstandig eliminiert werden. Daher
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wurden alle Titrationsexperimente im Phosphatpuffer durchgefiihrt. Das Entgasen und
Temperieren (T = 25°C) der Lésungen wird automatisch von der Messeinheit durchgefiihrt.
Die Ruhrerdrehzahl betrug 400 min”. Die Zudosierung der Lésung des Wirtes aus der
Spritze erfolgte in 10 Schritten von je 12.5 ul im Abstand von 360 Sekunden, wobei jede
einzelne Injektion Uber einen Zeitraum von 25 Sekunden erfolgte. Das Experiment war
beendet, wenn das Konzentrationsverhaltnis [W/G] mindestens den doppelten Wert des
Aquivalenzpunktes erreicht hatte. Die Empfindlichkeit dieser Methode betrug 0.1 pcal. Damit
lag die durchschnittliche Warmeanderung bei jeder Injektion bei 3 — 5 ucal. Der gemessene
Kompensationswarmefluss wurde mit Hilfe des Computerprogramms Origin Version 7.0
(Microcal, USA) integriert und durch nichtlineare Regression ausgewertet. Die
Verdlinnungswarme der zutitrierten Komponenten wurde in gesonderten Experimenten unter
gleichen Bedingungen bestimmt und von den Messwerten subtrahiert. Das Mikrokalorimeter
wurde mit der eingebauten Heizung kalibriert. Dazu wurden mit dem Heizprogramm 4
verschieden lange definierte Heizimpulse erzeugt. Das daraus resultierende Messsignal
wurde integriert und die so ermittelte Warme mit der Energie der Heizpulse verglichen. Der

Messfehler betrug weniger als 0.1 %.
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9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate

Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 2b

11.35 g (10.0 mmol) getrocknetes B-Cyclodextrin werden in 500 mL Wasser suspendiert.
Hierzu gibt man nacheinander 7.50 g (30.0 mmol) Kupfersulfat Pentahydrat in 500 mL
Wasser geldst und 10.0 g (250.0 mmol) Natriumhydroxid ebenfalls in 500 mL Wasser gelost.
Die intensiv blau gefarbte L6sung wird 10 min bei RT geruhrt, wobei sich ein pH von 13
einstellt. Nun wird eine Lésung aus 15.0 g (79.0 mmol) p-Toluolsulfonsaurechlorid in 100 mL
Acetonitril zugetropft. Beim Eintropfen bildet sich auf der Wasseroberflaiche ein weiBBer
Niederschlag, der nach langerem Ruhren wieder in Loésung geht. Nach 20 h Rihren bei RT
wird mit 1 M HCI neutralisiert. Der hierbei entstehende blaue Niederschlag wird abfiltriert und
das Filtrat Gber 48 h bei 4°C zur Kristallisation gebracht. Der Feststoff wird abgesaugt, mit
Aceton gewaschen und anschlieBend aus 10 mM EDTA-Lésung (mit KOH neutralisiert)
umkristallisiert. Man erhalt das Produkt als farblosen Feststoff (3.42 g, 27 %).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.42 H-11’ (s, 9H), 3.19 — 3.43 H-2/2'/4/4’ (m, 14H), 3.42 -
3.67 H-3/3'/5/5'/6a/6b/6a’/6b’ (m, 28H), 7.42 H-9’ (d, °J = 8.51 Hz, 2H), 7.74 H-8" (d, °J = 8.20
Hz, 2H); *C-NMR (125.71 MHz, DMSO-dg) 5 21.17 (11°), 59.29 (6’), 59.82 (6), 72.00 (5/5’),
72.44 (2/2’), 73.08 (3/3’), 81.51 (4/4’), 101.94 (1/1’), 127.53 (9’), 129.84 (8’), 132.68 (10’),
144.76 (7'); IR 1031, 1155 (s, C—0), 1365 (m, CSO,—C—C), 1643 (W, Caromat=Caromat), 2928
(m, C—H), 3323 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1289.25 (MNa* [C4H7605;S] = 1289.4); Anal.
Ber. fiir C4H703,S (M = 1289.17 g-'mol”): C, 45.65; H, 5.94; N, 0; gefunden: C, 44.08; H,
6.30; N, 0.
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Heptakis-(6-tert.-butyldimethylsilyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin 14

9.04 g (7.96 mmol) trockenes B-Cyclodextrin werden unter starkem Rihren (KPG-Ruhrer) in
100 mL absolutem Pyridin gel6ést. Das Reaktionsgemisch wird im Eisbad gekuhlt, wobei ein
hochviskoses Gel entsteht. Dann wird eine Lésung aus 14.5 g (96.2 mmol) tert.-Butyl-
dimethylsilylchlorid in 150 mL absolutem Pyridin Uber einen Zeitraum von 3 h bei dieser
Temperatur zugetropft. AnschlieBend lasst man auf RT kommen und rihrt weitere 16 h. Nun
zieht man das Loésungsmittel ab und nimmt den Rickstand in 300 mL Dichlormethan auf.
Man wéascht die organische Phase mit jeweils 200 mL einer 1 M HCI-Lésung und 200 mL
einer gesattigten Kochsalzlésung. AnschlieBend trocknet man Uber MgSO, und engt die
organische Phase zur Trockne ein. Man erhalt das farblose Rohprodukt.

Der R; 0.33 (EE:EtOH:H,O — 45:5:3) zeigt das Produkt. Die Reinheit kann jedoch durch eine
chromatographische Reinigung mit Chloroform/Methanol (8:1) als Eluent noch verbessert
werden. Man erhélt 14.36 g (93.7 %) eines farblosen, kristallinen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 0.02 H-7 (s, 6H), 0.86 H-9 (s, 9H), 3.55 H-4 (pt, °J = 9.46 Hz,
1H), 3.61 — 3.65 H-2/5 (m, 2H), 3.69 — 3.71 H-6a (m, 1H), 3.89 H-6b (dd, °J = 3.16 Hz, 11.35
Hz, 1H), 4.02 H-3 (pt, °J = 9.14 Hz, 1H), 4.88 H-1 (d, °J = 3.35 Hz, 1H); ®*C-NMR (125.71
MHz, CDCl5) & -5.19 (7), 18.27 (8), 25.90 (9), 61.64 (6), 72.56 (5), 73.41 (2), 73.62 (3), 81.79
(4), 102.03 (1); IR 1034, 1152 (s, C—O), 1361 (w), 2928 (m, C—H), 3307 (s, O—H) cm™; MS
(ESI) m/z 1955.9 (MNa" [Cg4H16s035Si;] = 1956.0); Anal. Ber. fiir Cg4H168035Si; (M = 1934.81
g-mol™): C, 52.10; H, 8.75; N, 0; gefunden: C, 51.60; H, 8.95; N, 0.
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Mono-(6-deoxy-6-hydrazino)-B-cyclodextrin 25

Zunéachst werden 1.01 g (0.78 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 2b in
15 mL Hydrazin Monohydrat gelést. Man erhitzt auf 80°C und ruhrt 12 h bei dieser
Temperatur. AnschlieBend engt man zur Trockne ein, gibt 50 mL Ethanol hinzu und erhitzt
30 min unter Rickfluss. Man saugt ab, nimmt den Ruickstand in 150 mL Wasser auf und
wascht mit Chloroform (5 x 200 mL). Die wéssrige Phase wird durch kontinuierliche
Nanofiltration gegen eine BM-5 Membran gereinigt. Nach Gefriertrocknen des Retentats
erhadlt man 0.89 g (93 %) eines weil3en, watteartigen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) §2.97 — 3.01 H-6a’ (m, 1H), 3.16 H-6b’ (dd, 3J = 2.21 Hz,
12.93 Hz, 1H), 3.43 — 3.47 H-4’ (m, 1H), 3.49 — 3.53 H-4 (m, 6H), 3.55 — 3.57 H-2/2" (m, 7H),
3.69 — 3.72 H-5/5" (m, 7H), 3.74 — 3.80 H-6a (m, 6H), 3.80 — 3.86 H-6b/3/3’ (m, 13H), 4.98
H-1 (d, %J = 3.47 Hz, 6H), 5.00 H-1’ (d, 3J = 3.47, 1H); *C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) &
32.82 (6), 61.92 (6), 73.89 (5/5’), 73.97 (2/2’), 75.08 (3/3’), 83.10 (4/4’), 103.99 (1), 104.93
(1); IR 1020, 1147 (s, C—O0), 1350 (w), 1622 (w), 2908 (m, C—H), 3305 (s, O—H) cm™; MS
(ESI) m/z: 1149.5 (MH" [C42H72N2O34] = 1149.4); Anal. Ber. flr CyoH7oN2O34'5H0 (M =
1239.09 g'mol™): C, 41.31; H, 6.60; N, 2.29; gefunden: C, 41.78; H, 6.87; N, 2.28.
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Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin 26

3.30 g (2.57 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 2b und 2.90 g (44.64
mmol) Natriumazid werden in 50 mL Wasser gegeben. Man erhitzt 4 h zum Ruckfluss.
AnschlieBend lasst man auf RT kommen, versetzt mit 50 mL Aceton und lasst das Produkt
bei 4°C auskristallisieren. Der weiBe Niederschlag wird abgesaugt und mit Aceton
gewaschen. Man erhalt das Produkt als farblosen Feststoff (2.55 g, 86 %).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.18 — 3.44 H-2/2'/4/4 (m, 14H), 3.45 — 3.80 (m, 28H), 4.37
— 4.57 H-3/3/5/5'/6a/6b/6a’/6b’/OH-6 (M, 6H), 4.82 H-1 (d, °J = 3.0 Hz, 6H), 4.86 H-1’ (d, 1H,
%J = 3.0 Hz, 1H), 5.58 — 5.82 H-2/2’/OH-3/0OH-3’ (m, 14H); "*C-NMR (125.71 MHz, DMSO-ds)
5 51.06 (6), 59.76 (6), 72.25 (5/5’), 72.67 (2/2), 72.91 (3/3), 81.37 (4/4’), 101.43 (1’), 101.79
(1); IR 1024, 1152 (s, C—O0), 1366 (w), 2101 (w, N=N=N), 2925 (m, C—H), 3297 (s, O—H)
cm™’; MS (ESI) m/z 1160.0 (MH" [C42HggN3O34] = 1159.4); Anal. Ber. flir C4oHggN3Oz4-12H,0
(M=1376.18 g-mol'1): C, 36.66; H, 6.81; N, 3.05; gefunden: C, 35.01; H, 6.34; N, 3.59.
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Mono-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin 27

5.0 g (4.3 mmol) Mono-(6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin 26 und 4.53 g (17.3 mmol)
Triphenylphosphin werden in 250 mL trockenem DMF gelést und bei RT gerihrt, bis die
Gasentwicklung beendet ist. AnschlieBend gibt man 40 mL konzentrierte Ammoniak-Lésung
hinzu und rthrt 18 h bei RT.

Nun engt man zur Trockne ein und nimmt mit 25 mL Ammoniak-Lésung (25%) auf und rihrt
30 min. Es wird vom Unléslichen abgesaugt und das Filtrat langsam zu 500 mL Aceton
zugetropft. Die Suspension wird noch 2 h gerihrt und anschlieBend abgesaugt. Der
Ruckstand wird in 250 mL Wasser aufgenommen und lyophilisiert. Man erhélt einen
farblosen Feststoff (3.78 g, 77 %).

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 2.75 — 2.79 H-6a’ (m, 1H), 3.05 H-6b’ (dd, ®J = 2.45 Hz,
14.18 Hz, 1H), 3.36 H-4' (pt, °J = 9.29 Hz 1H), 3.43 — 3.48 H-4 (m, 6H), 3.50 — 3.53
H-2/2' (m, 7H), 3.65 — 3.68 H-5/5" (m, 7H), 3.71 — 3.74 H-6a (m, 6H), 3.77 — 3.81 H-3/3'/6b
(m, 13H), 4.93 — 4.95 H-1/1’ (m, 7H); "*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 42.43 (6’), 61.47
(6), 73.27 (5/5'), 73.38 (2/2'), 74.65 (3/3"), 82.68 (4), 84.36 (4), 103.55 (1/1’); IR 1024, 1152
(s, C—0), 1366 (w), 1654 (w, N—H), 2925 (m, C—H), 3390 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z
1134.5 (MH* [C42H71NOg4] = 1134.4); Anal. Ber. fiir C42H71NOgz4-7H,0 (M = 1260.11 g-mol™):
C, 40.03; H, 6.80; N, 1.11; gefunden: C, 40.26; H, 7.38; N, 1.04.
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Mono-(6-aldehydo)-B-cyclodextrin 28

Zu einer Lésung aus 1.0 g (0.78 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-pB-cyclodextrin 2b
in 14 mL (15.4 g, 0.20 mol) absolutem DMSO wird 1 mL (0.92 g, 7.59 mmol) Collidin
zugetropft. Die leicht gelbliche Lésung wird 2 h bei 135°C gerihrt. Nachdem das
Reaktionsgemisch auf RT abgekuhlt ist, wird dieses in 100 mL Aceton getropft und der dabei
entstehende Niederschlag abgesaugt. Der Feststoff wird in 15 mL Wasser unter Erwarmen
auf 60°C geldst und aus 100 mL Ethanol geféllt (zur vollstdndigen Fallung wird die
Suspension Uber Nacht bei 4°C aufbewahrt). AnschlielBend wird das Gemisch zentrifugiert,
die L6ésung abdekantiert, der Niederschlag in Wasser gel6st und gefriergetrocknet. Man
erhélt das Produkt als wei3en Feststoff (0.46 g, 52 %).

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.29 — 3.38 H-2/2/4/4 (m, 14H), 3.51 — 3.71 H-3/3'/5/5'/
6a/6b/(6’) (m, 26H), 4.17 OH-6 (d, ®J = 10.7 Hz, 0.4H), 4.32 — 4.51 OH-6 (m, 6H), 4.72 —
4.92 H-1/1" (m, 7H), 5.08 H-6’ (t, °J = 8.20 Hz, 0.2H), 5.48 OH-6" (m, 0.2H), 5.52 — 5.81
OH-2/2'/3/3’ (m, 13H), 9.68 CHO-6’ (s, 0.4H); 3 C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 59.90 (6),
72.02 (5/5"), 72.40 (2/2), 73.03 (3/3), 81.52 (4/4’), 101.92 (1/1°), 198.31 (6'); IR 1023, 1078
(s, C—0), 1152 (s), 1636 (w), 2927 (m, C—H), 3282 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1133.4
(MH" [C42HesO35] = 1133.5).
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Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolsduremethylester)-p-cyclodextrin 30

Zunachst werden 1.53 g (1.19 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 2b
und 1.65 mL (11.9 mmol) Triethylamin in 15 mL trockenem DMF gel6st. Hierzu tropft man
Thioglykolsduremethylester und erhitzt fur 72 h auf 60°C. Das Reaktionsgemisch wird auf
4 mL eingeengt und in 100 mL Ethanol getropft. Der Niederschlag wird abgesaugt und mit
Ethanol gewaschen. Nach Trocknen im Vakuum erhédlt man 0.90 g (62 %) eines weif3en
Pulvers (R = 0.46, n-BuOH/EtOH/H,0 5:4:3).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) § 2.79 — 2.83 H-6a’ (m, 1H), 3.07 — 3.09 H-6b’ (m, 1H), 3.29 —
3.30 H-2/2’ (m, 7H), 3.34 — 3.36 H-4/4’ (m, 7H), 3.39 — 3.41 H-7’ (m, 2H), 3.54 — 3.56 H-5/5’
(m, 7H), 3.60 H-9 (s, 3H), 3.64 — 3.65 H-3/3' (m, 7H), 4.81 H-1 (dy,, 6H), 4.85 H-1" (d, %J =
3.65 Hz, 1H); ®*C-NMR (125.71 MHz, DMSO-dg) & 33.59 (6’), 33.89 (7’), 51.88 (9’), 59.89 (6),
72.02 (5/5"), 72.37 (2/2'), 73.02 (5/5), 81.60 (4), 84.46 (4’), 101.96 (1/1’), 170.78 (8);
IR 1024, 1151 (s, C—O0), 1729 (w, C=0), 2925 (m, C—H), 3343 (s, O—H) cm™; MS (ESI)
m/z 1229.5 (MLi* [C4sH74036S] = 1229.4); Anal. Ber. fir CysH7403S:4H,0 (M = 1295.17
g-mol'1): C, 41.73; H, 6.38; N, 0; gefunden: C, 41.78; H, 6.48; N, 0.
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Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin Natriumsalz 31

0.79 g (0.64 mmol) Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolsduremethylester)-p-cyclodextrin 30
werden in 2 mL 1 M wassriger Natriumhydroxidlésung fir 12 h gerGhrt. AnschlieBend
verdinnt man mit Wasser auf 100 mL und neutralisiert mit 1 M wassriger Salzsaureldsung.
Das Rohprodukt wird durch kontinuierliche Nanofiltration gegen eine BM-5 Membran
gereinigt. Nach Gefriertrocknen des Retentats erhalt man 0.51 g (64 %) des Reinprodukts.
'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 2.73 — 2.74 H-6a’ (m, 1H), 3.01 — 3.04 H-6b’ (m, 1H), 3.16
H-7' (s, 2H), 3.42 — 3.46 H-4/4' (m, 7H), 3.49 — 3.51 H-2/2’ (m, 7H), 3.68 — 3.72 H-5/5"/6a
(m, 8H), 3.76 — 3.88 H-3/3'/6b (m, 8H), 4.90 — 4.92 H-1 (m, 6H), 4.98 H-1’ (d, 3J = 3.47 Hz,
1H); "*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 34.39 (6’), 39.02 (7), 61.21 (6), 73.04 (5/5’), 73.16
(2/2’), 74.25 (3/3’), 82.32 (4), 85.30 (4’), 101.86 (1’), 103.11 (1), 178.59 (8'); IR 1025, 1152
(s, C—0), 1368, 1582 (s, COO"), 2918 (m, C—H), 3250 (s, O—H) cm™"; MS (ESI) m/z 1207.3
(M-H* [C44H7,036S] = 1207.3); Anal. Ber. fir C44HgsNaO43S-7H,O (M = 1357.17 g-mol'1):
C, 38.94; H, 6.31; N, 0; gefunden: C, 38.78; H, 6.54; N, 0.



9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate 107

Mono-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin 32

5
NH,
s—{_ OH

5

Zunéachst werden 0.70 g (0.543 mmol) Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin 2b,
0.56 g (4.92 mmol) 2-Aminoethanthiol Hydrochlorid sowie 1.4 g (17.71 mmol) Ammonium-
hydrogencarbonat in einem 10 mL DMF/Wasser-Gemisch (1:3) gelést und bei 60°C 3 Tage
geruhrt. Man engt zur Trockne ein und nimmt mit wenig Wasser auf. Nun wird das
Reaktionsgemisch zu 200 mL Aceton zugetropft, wobei sich ein 6liger Niederschlag bildet,
von diesem wird die klare L6sung dekantiert.

Der Riickstand wird getrocknet, mit wenig Wasser geldst und mittels wassriger Nanofiltration
gereinigt. Nach Lyophilisieren erhalt man 0.86 g eines leicht braunlichen éligen Rickstandes.
Dieser wird wieder in wenig Wasser aufgenommen, in 200 mL Ethanol ausgefallt und
zentrifugiert. Dieser Vorgang wird 2 Mal wiederholt. Nach Trocknen im Vakuum erhélt man
0.5 g (75 %) eines leicht gelblichen Pulvers.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 2.69 — 2.72 H-6a’ (m, 1H), 2.80 H-7’ (t, °J = 6.09 Hz, 2H),
3.01 — 3.04 H-6b’ (m, 1H), 3.09 H-8’ (t, 3J = 6.09 Hz, 2H), 3.30 H-4’ (m, 1H), 3.41 - 3.45 H-4
(m, 6H), 3.48 — 3.50 H-2/2' (m, 7H), 3.64 H-5/5" (m, 7H), 3.68 — 3.75 H-6a/6b (m, 12H),
3.77 — 3.83 H-3/3’ (m, 7H), 4.91 H-1 (dy, 6H), 4.97 H-1’ (dy, 1H); "*C-NMR (125.71 MHz,
D,O/DSS) 6 29.72 (7’), 31.66 (6), 38.42 (8’), 60.23 (6), 71.85 (5/5’), 72.03 (2/2’), 73.10 (3),
81.14 (4), 81.33 (4), 101.88 (1/1°); IR 1024, 1151 (s, C—0O), 1660 (w, N—H), 2926
(m, C—H), 3299 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1194.4 (MH* [C44H75NO3,S] = 1194.4); Anal.
Ber. flur CyH7sNO3,S-2H,O0 (M = 1230.15 g-mol'1): C, 42.96; H, 6.47; N, 1.14; gefunden:
C, 42.36; H, 6.38; N, 1.50.



108 9 Experimenteller Teil

Mono-(6-deoxy-6-guanidyl)-B-cyclodextrin Hydrochlorid 33

1.13 g (1.0 mmol) Mono-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin 27 werden in 15 mL wasserfreiem
DMF gelést. Danach gibt man 0.17 mL (1.0 mmol) Hinig-Base und 0.13 g (1.0 mmol)
1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid hinzu und rihrt 24 h bei RT. AnschlieBend engt
man bis auf wenige mL ein und fallt aus Aceton aus. Man erhalt 1.05 g (89 %) eines
farblosen Pulvers.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.40 — 3.59 H-2/2’/4/4'/6a’ (m, 15H), 3.59 — 3.74 H-5/5'/6b’
(m, 8H), 3.74 — 3.90 H-3/3/6a/6b (m, 19H), 4.95 — 5.00 H-1/1’ (m, 7H); *C-NMR (125.71
MHz, D,O/DSS) & 44.07 (6’), 61.86 (6), 73.93 (2/2'/5/5’), 75.09 (3), 83.04 (4), 84.83 (4),
104.08 (1/1’), 159.58 (7’); IR 1020, 1149 (s, C—O0), 1359 (w), 1649 (w, N—H), 2916
(m, C—H), 3272 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1176.5 (MH* [C43H73sN3O0z4] = 1175.4); Anal.
Ber. flr C43H73N3034S-8H,O/HCI (M = 1356.62 g-mol'1): C, 38.07; H, 6.69; N, 2.61; gefunden:
C, 36.50; H, 6.48; N, 4.47.
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Mono-(6-deoxy-6-mercaptoethylguanidyl)-B-cyclodextrin Hydrochlorid 34

1.48 g (1.24 mmol) Mono-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin 32 werden in 15 mL
wasserfreiem DMF gel6st. Hierzu gibt man 0.21 mL (1.24 mL) Hunig-Base und 0.18 g (1.24
mmol) 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid und ruhrt 24 h bei RT. AnschlieBend engt
man bis auf wenige mL ein und fallt aus Ethanol aus. Man erhalt 1.29 g (84 %) eines
farblosen Pulvers.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 2.85 H-7’ (m, 2H), 3.29 H-8 (m, 2H), 3.40 — 3.51 H-2/2'/
4/4°/5/5’ (m, 21H), 3.63 — 3.83 H-3/3'/6a/6b/6a’/6b’ (m, 21H), 4.88 — 4.90 H-1/1" (m, 7H);
BC-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 37.98 (7’), 38.50 (6’), 41.69 (8'), 61.24 (6), 73.19
(2/2°/5/5’), 74.28 (3), 82.38 (4), 85.51 (4’), 103.21 (1/1°), 157.91 (9’); IR 1020, 1149 (s, C—0),
1353 (w), 1650 (w, N—H), 2916 (m, C—H), 3269 (s, O—H) cm™"; MS (ESI) m/z 1236.4 (MH*
[CusH77N3034S] = 1235.4); Anal. Ber. fiir C45H;7N3034S-HCI (M = 1272.62 g-mol™): C, 42.47;
H, 6.18; N, 3.30; gefunden: C, 40.28; H, 6.69; N, 2.70.
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Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-B-cyclodextrin 35

40.1 g (153 mmol) Triphenylphosphan werden in 160 mL wasserfreiem DMF gel6st und bei
0°C gerthrt. Zu dieser Lésung werden 40.5 g (160 mmol) lod innerhalb von 10 min
zugegeben. Man lasst auf RT kommen und gibt langsam 11.6 g (10.2 mmol) trockenes
B-Cyclodextrin zu der braunen Lésung hinzu und erhdht die Temperatur auf 70°C. Bei dieser
Temperatur wird unter Stickstoffatmosphare 24 h geruhrt. Das Reaktionsgemisch wird bis
auf etwa 80 mL eingeengt und anschlieBend auf 0°C abgekuhlt.

Natriummethanolat in Methanol (3 M, 60 mL) wird durch Zugabe von 4.2 g Natrium in 60 mL
Methanol unter Eiskihlung hergestellt. Die Methanolat-L6sung wird vorsichtig zum
abgekuhlten Reaktionsgemisch zugegeben und anschlieBend 30 min bei RT gerlhrt. Das
Reaktionsgemisch wird in 1.2 L kaltes Methanol aufgenommen, wobei ein gelber Nieder-
schlag entsteht, welcher durch Zentrifugieren abgetrennt wird. Der Rickstand wird in eine
Hulse Uberflhrt und die Verunreinigungen mittels Soxhlet und Methanol als Lésungsmittel
extrahiert (16 g, 77 %).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 3.28 H-4 (dd, °J = 9.14 Hz, 8.83 Hz, 1H), 3.38 — 3.40 H-2
(m, 1H), 3.45 — 3.48 H-6a (m, 1H), 3.57 — 3.61 H-5 (m, 1H), 3.65 — 3.69 H-3 (m, 1H),
3.77 — 3.97 H-6b (m, 1H), 4.97 H-1 (d, ®J = 5 Hz, 1H), 5.90 OH-3 (d, %J = 2.21 Hz, 1H), 6.00
OH-2 (d, °J = 6.62 Hz, 1H); *C-NMR (125.71 MHz, DMSO-d¢) & 9.40 (6), 70.86 (5), 71.85
(3), 72.11 (2), 85.89 (4), 102.07 (1); IR 1032, 1148 (s, C—O), 1364 (w), 2905 (m, C—H),
3294 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1927.1 (MNa* [C42oHeg3l,025] = 1926.7); Anal. Ber. fir
CioHe3l702S7; (M = 1904.3 g-mol'1): C, 26.49; H, 3.33; N, 0; gefunden: C, 24.35; H, 3.03;
N, O.
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Heptakis-(6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin 36

1.50 g (0.78 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 35 werden in 25 mL
wasserfreiem DMF geldst. Man gibt zur Lésung 0.5 g (7.7 mmol) Natriumazid und rihrt die
Suspension bei 60°C 20 Stunden lang. Die Suspension wird im Vakuum auf 5 mL eingeengt
und anschlieBend mit 10 mL Wasser versetzt. Dabei 16st sich das Uberschissige
Natriumazid, ein hellgelber Niederschlag fallt aus und man saugt den Niederschlag ab.
Dieser wird jeweils 3 Mal mit je 30 mL Wasser gewaschen und die Suspension lyophilisiert.
Man erhélt (868 mg, 85 %) eines farblosen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 3.31 — 3.33 H-4 (m, 1H), 3.35 — 3.38 H-2 (m, 1H), 3.56 —
3.58 H-6a (m, 1H), 3.58 — 3.61 H-3 (m, 1H), 3.70 — 3.72 H-5 (m, 1H), 3.74 — 3.78 H-6b
(m, 1H), 4.90 H-1 (d, 3J = 3.47 Hz, 1H), 5.74 OH-2 (d, 3J = 1.58 Hz, 1H), 5.88 OH-3 (d, °J =
6.62 Hz, 1H); *C-NMR (125.71 MHz, DMSO-ds) & 51.30 (6), 70.30 (5), 71.98 (2), 72.56 (3),
83.16 (4), 102.02 (1); IR 1038, 1149 (s, C—O), 1279 (w), 2096 (s, N=N=N), 2916 (m, C—H),
3308 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1332.5 (MNa* [C4:HgsN21Oszs] = 1332.4); Anal. Ber. fir
CaoHesN21008 (M = 1310.01 grmol™'): C, 38.51; H, 5.85; N, 22.45; gefunden: C, 37.33; H, 4.92;
N, 21.75.
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Heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin 37

Trockenes Heptakis-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin 36 (1.9 g, 1.45 mmol) wird in 30 mL
absolutem Pyridin gel6st. Zu dieser Lésung gibt man 30 mL Essigsdureanhydrid und lasst 24
h bei Raumtemperatur rihren. AnschlieBend wird die Reaktion mit einigen mL Methanol
unter Eiskuhlung gequenscht. Man engt zur Trockne ein und nimmt den Rickstand mit 100
mL Dichlormethan auf. Es wird mit jeweils 50 mL 1 M HCI-Lésung, geséattigter NaHCO;-
Lésung und Sole gewaschen. Man trocknet Uber MgSO, und befreit vom Ldsungsmittel.
Nach Trocknen im Vakuum ist keine weitere Reinigung erforderlich und man erhélt 2.2 g
(80 %) farbloses Produkt.

'H-NMR (500 MHz, CDCls) § 2.04 H-8 (s, 3H), 2.06 H-10 (s, 3H), 3.51 H-6a (dd, °J = 5.05
Hz, 13.55 Hz, 1H), 3.68 — 3.75 H-6b/4 (m, 3H), 4.00 — 4.05 H-5 (m, 1H), 4.79 H-2 (dd,
8J = 3.78 Hz, 10.09 Hz, 1H), 5.07 H-1 (d, 3J = 3.78 Hz, 1H), 5.27 H-3 (pt, 3J = 8.20 Hz, 1H);
BC-NMR (125.71 MHz, CDCI;) & 20.66 (8/10), 51.44 (6), 70.30 (2), 70.56 (3), 70.86 (5),
76.97 (4), 96.57 (2), 169.39 (7), 170.47 (9); IR 1022, 1209 (s, C—O0), 1367 (w), 1367 (s),
1740 (s, C=0), 2100 (m, C—Ns3), 2924 (m, C—H), 3283 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1920.5
(MNa* [C7oHg1N21042] = 1920.5); Anal. Ber. flr C7oHg1N21O42 (M = 1898.6 g-mol'1): C, 44.28;
H, 4.83; N, 15.49; gefunden: C, 45.07; H, 4.96; N, 14.92.
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Heptakis-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin Hydrochlorid 39

Synthese Uber katalytische Hydrierung

In einer Hydrierapparatur werden 200 mg frisch hergestelltes Raney-Nickel in Wasser
(125 mL) suspendiert. AnschlieBend werden 500 mg (0.38 mmol) Heptakis-(6-azido-6-
deoxy)-p-cyclodextrin 36 zugegeben und drei Mal abwechselnd durch Stickstoff und
Wasserstoff entgast. Man fullt den Reaktionsbehalter mit gasférmigem Wasserstoff bis der
Innendruck auf 8 bar ansteigt. Die Suspension wird bei RT 24 h lang gertihrt. Man saugt den
Katalysator Uber Celite ab und wéscht das Produkt mit viel Wasser aus dem Katalysator.
Das Filtrat wird gefriergetrocknet. Man erhélt 0.34 g (79 %) eines farblosen, watteartigen
Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DCI) & 3.15 H-6a (dd, °J = 7.88 Hz, 13.56 Hz, 1H), 3.32 H-6b (dd,
%) = 2.14 Hz, 13.24 Hz, 1H), 3.50 H-4 (pt, °J = 9.46 Hz, 1H), 3.58 H-2 (dd, ®J = 3.47 Hz,
10.09 Hz, 1H), 3.81 H-3 (pt, °J = 9.46 Hz, 1H), 3.98 — 4.02 H-5 (m, 1H), 5.08 H-1 (d, °J =
3.47 Hz, 1H); ®C-NMR (125.71 MHz, D,O/DCI) & 41.65 (6), 69.23 (5), 72.89 (2), 73.57 (3),
83.80 (4), 102.93 (1); IR 1026, 1148 (s, C—0O), 1370 (w), 1651 (w, N—H), 2908 (m, C—H),
3251 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1128.4 (MH" [CH77N;O5] = 1128.5); Anal. Ber. fiir
C42H77N;O0¢:7HCI (M = 1383.3 g-mol'1): C, 36.47; H, 6.12; N, 7.90; gefunden: C, 37.04;
H, 6.85; N, 6.50.

Darstellung von alkalischem, hochaktivem Raney-Nickel (Urushibara-Nickel)

In einem maoglichst groBen Gefa3 (500 mL oder gréBer) werden 5 g der 30 bis 50%igen
Nickel-enthaltenden, gepulverten Aluminium-Nickel-Legierung in 50 mL Wasser aufge-
schwemmt. Dann wird festes Natriumhydroxid ohne Kihlen so schnell zugegeben, dass es
gerade nicht Uberschdumt. Vorsicht! Es tritt bei der sehr stirmisch verlaufenden Reaktion
eine Induktionsperiode von '/, bis 1 Minute auf. Die Mischung kommt zum heftigen Sieden.

Wenn bei weiterer Natriumhydroxidzugabe keine nennenswerte Reaktion mehr stattfindet,
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wozu etwa 8 g gebraucht werden, lasst man 10 Minuten stehen und halt '/, Stunde auf dem
Wasserbad bei 70 °C. Das Nickel setzt sich schwammig zu Boden, die Uberstehende
wassrige Schicht wird dekantiert, der Katalysator zwei- bis dreimal mit Wasser unter

Durchschutteln und Dekantieren gewaschen.

Synthese Uber Staudinger Reduktion

1.24 g (0.94 mmol) Heptakis-(6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin 36 werden zusammen mit
3.89 g (14.84 mmol) Triphenylphosphin in 60 mL wasserfreiem DMF geldst. Nach beendeter
Gasentwicklung werden 7 mL wassrige Ammoniaklésung (25 %) zugetropft und far 18 h bei
RT geruhrt. AnschlieBend engt man das Reaktionsgemisch zur Trockne ein und suspendiert
in 200 mL Wasser. Man bringt mit 1 M HCI auf pH 4 und ruhrt weitere 18 h. Der Rickstand
wird abgesaugt und das Filtrat gefriergetrocknet. Man erhélt 1.05 g (81 %) farblosen

Feststoffs.
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Heptakis-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin Hydrochlorid 41

8
NH,-HCI
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Zu einer Lésung von 2-Aminoethanthiol (0.68 g, 8.8 mmol) in absolutem DMF (10 mL)
werden 1.2 mL (8.8 mmol) Triethylamin zugegeben. AnschlieBend wird eine Lésung aus
Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 35 (1.2 g, 0.63 mmol) in 5 mL absolutem DMF
langsam zugetropft. Man belasst 48 h bei RT und saugt danach den entstandenen
Niederschlag ab. Diesen 16st man in 20 mL Wasser und stellt die resultierende Lésung mit
verdinnter Salzsaure auf pH 4 ein und lyophilisiert anschlieBend. Der Ruckstand wird in
wenig Wasser gel6ést und in Aceton gefallt. Nach Absaugen erhdlt man 0.62 g (64 %) des
farblosen Produktes.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 2.78 — 2.84 H-6a/7 (m, 3H), 3.06 — 3.09 H-6b/8 (m, 3H),
3.41 — 3.50 H-4/2 (m, 2H), 3.75 H-3 (pt, °J = 9.14 Hz, 1H), 3.88 H-5 (pt, °J = 8.20 Hz, 1H),
4.96 H-2 (d, ®J = 3.47 Hz, 1H); "*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 31.30 (7), 33.80 (6),
39.71 (8), 72.86 (5), 73.14 (2), 73.89 (3), 85.07 (4), 102.80 (1); IR 1036, 1150 (s, C—O),
2910 (m, C—H), 3243 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1548.27 (MH* [CsgH10sN7025S7] =
1548.5); Anal. Ber. fiir CsgH10sN;02S7-7HCI (M = 1804.14 g-mol™): C, 37.28; H, 6.26; N,
5.43; gefunden: C, 37.17; H, 6.33; N, 5.18.
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Heptakis-(6-deoxy-6-S-thioglykolsduremethylester)-B-cyclodextrin 43

8
COOCHs;
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2.00 g (1.05 mmol) Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin 35 werden unter leichtem
Erwarmen in 10 mL absolutem DMF geldst. AnschlieBend werden 1.67 mL (18.38 mmol, 2.5
eq.) Thioglykolsduremethylester und 2.56 mL (18.38 mmol, 2.5 eq.) Triethylamin zugegeben.
Man erhitzt 72 h auf 60°C. Nun wird das Reaktionsgemisch auf 2 mL eingeengt und in 200
mL eisgekihltem Ethanol ausgefallt. Nach Absaugen des Niederschlags erhélt man 1.23 g
(67 %) eines weiBen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 2.88 — 2.93 H-6a (m, 1H), 3.09 — 3.12 H-6b (m, 1H), 3.32
3.46 H-3/4/7 (m, 5H), 3.61 H-9 (s, 3H), 3.64 — 3.66 H-3 (m, 1H), 3.87 — 3.91 H-5 (t,, 1H),
4.82 H-1 (d, ®J = 3.05 Hz, 1H), 5.53 OH-2 (d, °J = 1.83 Hz, 1H), 5.69 OH-3 (d, *J = 6.70 Hz,
1H); "®C-NMR (125.71 MHz, DMSO-dg) § 30.85 (12), 33.15 (14), 39.43 (15), 72.79 (3), 73.17
(4), 73.57 (6), 84.92 (5), 102.80 (1), 170.71 (8); IR 1039, 1141 (s, C—O), 1731 (s, C=0),
2924 (m, C—H), 3317 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1751.4 (MH" [Ce3Hgs042S7] = 1751.4);
Anal. Ber. flr Ce3HgO42S7 (M = 1751.88 g-mol'1): C, 43.19; H, 5.64; N, 0; gefunden: C, 42.93;
H, 6.1; N, O.
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Heptakis-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin Natriumsalz 44

1.68 g (0.96 mmol) des Heptakis-(6-deoxy-6-S-thioglykolsduremethylester)-B-cyclodextrins
43 werden mit 20 mL einer 1 M wassrigen Natriumhydroxidlésung versetzt und 12 h bei RT
gerthrt. AnschlieBend neutralisiert man mit 1 M HCI-L6sung. Die Lésung wird danach Uber
eine BM-5 Membran nandfiltriert. Nach Lyophilisieren des Retentats erhalt man 1.68 ¢
(97 %) eines farblosen watteartigen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 2.81 — 2.85 H-6a (m, 1H), 3.05 — 3.08 H-6b (m, 1H), 3.22 —
3.30 H-7 (m, 2H), 3.49 — 3.55 H-2/4 (m, 2H), 3.72 — 3.75 H-3 (m, 1H), 3.79 — 3.82 H-5 (m, 1),
4.97 H-1 (d, 3J = 3.47 Hz, 1H), 4.97 (dp,, 1H); "*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 34.37 (6),
39.08 (7), 72.97 (5/2), 72.36, 73.90 (3), 84.84 (4), 102.68 (1), 178.19 (8); IR 1034, 1150
(s, C—0), 1376, 1572 (s, COO’), 2917 (m, C—H), 3233 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1675.3
(MNa* [CssHg4042S7] = 1675.2); Anal. Ber. fir Cs¢H77Na;042S7-12H,0 (M = 2023.75 g-mol'1):
C, 31.42; H, 5.03; N, 0; gefunden: C, 31.42; H, 5.0; N, 0.
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Heptakis-[6-deoxy-6-(4-hydroxymethyl-1,2,3-triazol-1-yl)]-B-cyclodextrin 45
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0.45 g (0.34 mmol) Heptakis-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin 36 werden in 10 mL absolutem
THF geldst. AnschlieBend werden katalytische Mengen (0.04 g, 0.21 mmol) Cul, sowie
10 mL DIPEA zugegeben. Nun wird langsam Propargylalkohol (0.27 mL, 4.81 mmol)
zugetropft und man belésst 18 h unter RT. Zur Aufarbeitung zieht man das Lésungsmittel ab,
nimmt den Ruckstand in Wasser auf, filtriert Gber Celite und lyophilisiert. Man erhélt einen
farblosen watteartigen Feststoff (0.54 g, 92 %).

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.26 H-4 (pt, °J = 9.45 Hz, 1H), 3.42 H-2 (dd, °J = 3.48 Hz,
10.09 Hz, 1H), 3.75 H-3 (pt, 3J = 9.46 Hz, 1H), 3.91 — 3.94 H-5 (m, 1H), 4.00 — 4.05 H-6a
(m, 1H), 4.14 — 4.17 H-6b (m, 1H), 4.22 — 4.31 H-9a/9b (m, 2H), 4.96 H-1 (d, °J = 3.47 Hz,
1H), 7.68 H-7 (s, 1H); "*C-NMR (125.71 MHz, DSS) § 51.22 (6), 55.35 (9), 71.51 (5), 72.77
(2), 73.65 (3), 83.61 (4), 102.93 (4), 126.55 (7), 147.85 (8); IR 1043, 1153 (s, C—O), 1364
(w), 1689 (w, C=C-N), 2955 (m, C—H), 3311 (s, O—H) cm”; MS (ESI) m/z 882.46
(M+2MeOH+2H" [Ce7H100N21037] = 1767.6); Anal. Ber. fir Cs3Hg1N21O35-13H,O (M = 1918.70
g-mol™): C, 39.07; H, 6.10; N, 15.19; gefunden: C, 39.63; H, 6.60; N, 14.39.



9.2 Synthesen der Cyclodextrinderivate 119

Heptakis-(6-tert.-butyldimethylsilyl-6-deoxy-2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin 46

7

C;Si7s<
9
6

0.45 g (11.3 mmol) NaH (60 % in Mineraldl) werden in den Reaktionskolben eingewogen und
mit 5 mL Hexan gewaschen. Diesen Vorgang wiederholt man so lange, bis das NaH frei von
Mineraldl ist. Nun werden 5 mL absolutes THF zugegeben und die Suspension im Eisbad auf
0°C gebracht. AnschlieBend wird bei dieser Temperatur eine Lésung aus 0.66 g (0.34 mmol)
Heptakis-(6-tert.-butyldimethylsilyl-6-deoxy)-p-cyclodextrin 14 in 5 mL absolutem THF zuge-
tropft. Nach beendeter Gasentwicklung werden langsam 0.78 mL (12.6 mmol) Methyliodid
zugetropft und fur eine weitere Stunde bei 0°C geruhrt. Man I&sst auf RT kommen und rlhrt
18 h. Nun kihlt man wieder das Reaktionsgemisch im Eisbad und gibt langsam Methanol
hinzu, um den Uberschuss an Mel und NaH zu zerstéren. Das L&sungsmittel wird abge-
zogen und der Ruickstand in Dichlormethan aufgenommen. Man wascht mit Wasser gefolgt
von gesattigter NaCl-Lésung. Nach chromatographischer Reinigung Uber Kieselgel mit
Hexan/Ethylacetat (2:1, Ry = 0.4) erhalt man 0.46 g (64 %) eines farblosen Feststoffs.
'H-NMR (500 MHz, CDCls) 8 0.01 H-7 (s, 6H), 0.85 H-9 (s, 9H), 3.03 H-3 (dd, °J = 3.47 Hz,
9.77 Hz, 1H), 3.48 H-10 (s, 3H), 3.51 — 3.62 H-3/5/6a (m, 3H), 3.64 H-11 (s, 3H), 3.68 — 3.72
H-4 (m, 1H), 4.08 — 4.10 H-6b (m, 1H), 5.16 H-1 (d, %J = 3.47 Hz, 1H); "*C-NMR (125.71
MHz, CDCl,) & -5.23 (7), 18.26 (8), 25.89 (9), 58.58 (10), 61.44 (11), 62.29 (6), 72.16 (5),
78.63 (4) 82.01 (2), 82.21 (3), 98.09 (1); IR 1023, 1086 (s, C—O), 1361 (w), 2927 (m, C—H)
cm™: MS (ESI) m/z 2152.3 (MNa™ [CggH196035Si;] = 2152.2); Anal. Ber. flir CggH196035Si7 (M =
2131.18 g-mol'1): C, 55.20; H, 9.27; N, 0; gefunden: C, 56.01; H, 8.72; N, 0.
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Heptakis-(2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin 47

550 g (2.58 mmol) Heptakis-(6-tert.-butyldimethylsilyl-6-deoxy-2,3-di-O-methyl)-B-cyclo-
dextrin 46 und 11.40 g (36.12 mmol) Tetrabutylammoniumfluorid werden in 100 mL
absolutem THF gel6st. Man erhitzt zum Ruckfluss und ruhrt bei dieser Temperatur 12 h lang.
Das Solvens wird abgezogen. Der Rickstand wird in Dichlormethan aufgenommen und mit
gesattigter NaCl-L6sung gewaschen. Die wassrige Phase wird nochmals mit festem
Kochsalz gesattigt und anschlieBend mit Acetonitril extrahiert. Die beiden organischen
Extrakte werden vereinigt und Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach Abziehen des
Solvens erhalt man ein braunliches Ol, welches im Hochvakuum getrocknet wird. Nach
chromatographischer Reinigung Uber Kieselgel mit Chloroform/Methanol (3:1, R; = 0.57)
erhédlt man 3.37 g (98 %) eines farblosen Feststoffs.

'"H-NMR (500 MHz, D,O) & 3.19 H-2 (dd, ®J = 3.46, 9.78 Hz, 1H), 3.24 H-7 (s, 3H), 3.31 —
3.36 H-4 (m, 1H), 3.49 H-8 (s, 3H), 3.55 H-6a/6b (m, 2H), 3.67 — 3.71 H-3/5 (m, 2H), 4.95
H-1 (d, 3J = 3.78 Hz, 1H); *C-NMR (125.71 MHz, D,0) & 58.01 (7), 59.56 (8), 69.81 (5),
70.72 (6), 72.72 (3), 81.73 (2), 82.76 (4), 100.07 (1); IR 1010, 1078 (s, C—O), 1361 (w),
2918 (m, C—H), 3363 (s, O—H) cm™"; MS (ESI) m/z 1353.6 (MNa* [CssHoOss] = 1353.6).
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Heptakis-(6-deoxy-6-propargyl-2,3-di-O-methyl)-p-cyclodextrin 48
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11 10

1.12 g (0.84 mmol) Heptakis-(2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin 47 und katalytische Mengen an
Tetrabutylammoniumbromid werden in einer Mischung aus 25 mL 50%iger wéassriger NaOH-
Lésung und 40 mL Dichlormethan gelést. AnschlieBend werden 3 eq. (17.64 mmol)
Propargylbromid zugegeben und man lasst 36 h bei RT rihren. Nun verteilt man zwischen
Wasser und Dichlormethan, wéascht die organische Phase mit Wasser, gesattigter NaHCOs-
Lésung und gesattigter Kochsalz-Lésung. Man trocknet Gber MgSO, und erhélt nach
Abziehen des Solvens 1.0 g (74 %) eines braunlichen Feststoffs. Nach chromatographischer
Reinigung Uber Kieselgel mit 2-Propanol/Ethylacetat (1:9, Ry = 0.71) erhédlt man 0.53 g
(40 %) eines farblosen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 2.48 H-9 (pt, °J = 2.52, 1H), 3.17 H-2 (dd, 3J = 3.47 Hz, 9.78
Hz, 1H), 3.46 — 3.49 H-3 (m, 1H), 3.49 H-10 (s, 3H), 3.56 H-4 (pt, 3J = 9.14 Hz, 1H), 3.62
H-11 (s, 3H), 3.83 — 3.87 H-6a/6b/5 (m, 3H), 4.19 H-7a (dd, *J = 2.21 Hz, 2J = 15.76 Hz, 1H),
4.26 H-7b (dd, *J = 2.21 Hz, 2J = 15.76 Hz, 1H), 5.10 H-1 (d, ®J = 3.78 Hz, 1H); "*C-NMR
(125.71 MHz, CDCl;) & 58.47 (7), 58.51 (10), 61.45 (11), 68.88 (6), 70.76 (5), 74.83 (8),
79.82 (9), 80.67 (4), 81.75 (3), 82.06 (4), 99.11 (1); IR 1014, 1087 (s, C—O0), 1357 (w), 1440
(w), 2918 (m, C—H) cm™; MS (ESI*): m/z: 1619.8 (MNa* [C77H112035] = 1619.7); Anal. Ber.
fur C77H112035 (M = 1620.68 g-mol'1): C, 57.88; H, 7.07; N, 0; gefunden: C, 57.05; H, 6.84;
N, O.
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Mono-[6-(N’-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-p-cyclodextrin 49

11

1.08 g (0.91 mmol) Mono-(6-amino-6-deoxy)-pB-cyclodextrin 27, 0.16 g (1.06 mmol)
HOBt-H,O und N-(tert.-butoxycarbonyl)glycin (Boc-Gly-OH) werden in 10 mL wasserfreiem
DMF bei RT gelést. Zu dieser Lésung werden portionsweise 0.21 g (1.02 mmol)
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid gegeben und 12 h bei RT gerthrt. Der entstandene Harnstoff
wird abgesaugt und das Filtrat auf wenige mL eingeengt und anschlieBend langsam in 200
mL Ethanol getropft. Nach Absaugen des Niederschlags und Trocknen im Vakuum erhalt
man 0.59 g (50 %) des farblosen Produktes.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 1.36 H-11’ (s, 9H), 3.29 — 3.36 H-2/2'/4/4’ (m, 14H), 3.55 —
3.63 H-3/3'/5/5'/6a/6ab/6a’/6b’/8’ (m, 30H), 4.44 — 4.51 OH-6 (m, 6H), 4.81 H-1 (d, °J = 3.15
Hz, 6H), 4.86 H-1’ (dy, 1H); *C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 28.19 (11°), 39.22 (6),
43.09 (8'), 59.75 (6), 72.03 (5/5"), 72.42 (2/2'), 72.97 (3/3"), 78.06 (10'), 81.29 (4), 84.53 (4'),
101.94 (1), 101.96 (1’), 155.81 (7’), 169.41 (9’); IR 1026, 1152 (s, C—O0), 1367 (w), 1656
(s, C=0), 2928 (m, C—H), 3298 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1313.6 (MNa* [C4gHg2N2037] =
1313.5); Anal. Ber. fiir C4HgN,Og; (M = 1291.17 g-mol™): C, 45.58; H, 6.40; N, 2.17;
gefunden: C, 45.72; H, 7.35; N, 2.80.

Alternative Synthese:

0.70 g (0.61 mmol) Mono-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin 27 und 0.25 g (0.92 mmol)
Boc-Gly-OSu in 10 mL eines 1:1 Gemisches von DMF/Wasser geldst. Nach 12 h bei RT wird
das Reaktionsgemisch zur Trockne eingeengt und mit wenig DMF aufgenommen. Diese
Lésung wird langsam in Ethanol getropft, wobei das Produkt ausféllt. Nach Absaugen des

Niederschlags erhéalt man 0.52 g (67 %) der gewlnschten Verbindung.
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Mono-[6-deoxy-6-(glycyl-amido)]-B-cyclodextrin 50

0.59 g (0.45 mmol) Mono-[6-(N’-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-B-cyclodextrin 49 werden in
10 mL methanolischer Trifluoressigsdure (10 %) gelést und far 1 h bei RT geruhrt.
AnschlieBend engt man das Reaktionsgemisch zur Trockne ein und nimmt mit 100 mL
Wasser auf. Die Lésung wird mit dem lonentauscher Amberlite MB-6113 neutralisiert und
gegen die Membran BM-5 nanofiltriert. Das Retentat wird gefriergetrocknet und man erhalt
0.31 g (67 %) eines farblosen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.62 — 3.40 H-2/2'/4/4 (m, 14H), 3.75 - 3.90 H-3/3'/5/5'/6a/
6b/6a’/6b’/8' (m, 30H), 5.03 H-1’ (m, 7H); "®*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) § 27.24 (6)),
49.09 (8'), 62.40 (6), 74.48 (2/2'/5/5"), 75.59 (3/3’), 84.64 (4/4’), 104.55 (1/1°); IR 1024, 1152
(s, C—0), 1333 (w), 1673 (m, C=0), 2926 (m, C—H), 3293 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z
1191.4 (MH" [C44H7sN2035] = 1191.4); Anal. Ber. fir Cy4H7N2035-8H,0 (M = 1335.17
g-mol™): C, 39.58; H, 6.79; N, 2.10; gefunden: C, 39.02; H, 6.79; N, 1.98.
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Heptakis-[6-deoxy-6-(glycyl-amido)]-B-cyclodextrin 52

0.86 g (0.76 mmol) Heptakis-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin Hydrochlorid 39 werden in
10 mL einer 50 mM wassrigen NaHCO;-Lésung geldst und zu der Lésung aus 2.90 g (10.67
mmol) Boc-Gly-OSu in 10 mL DMF gegeben. Nach 12 h bei RT engt man zur Trockne ein
und nimmt mit wenig DMF auf. Diese Lésung wird in 200 mL Ethanol getropft, wobei ein
farbloser Niederschlag entsteht. Nach Absaugen und Trocknen des Niederschlags erhalt
man 1.25 g (74 %) des leicht verunreinigten Produktes 51, das ohne weitere Aufreinigung

weiter umgesetzt wird.

0.10 g (0.04 mmol) des verunreinigten Heptakis-[6-(N'-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-B-cyclo-
dextrins 51 werden in 0.5 mL absolutem Methanol gelést. Zu dieser klaren Lésung gibt man
langsam 2 mL Trifluoressigsaure und rihrt eine Stunde bei RT. Man engt zur Trockne ein
und I8st anschlieBend in 2 mL absolutem Methanol, man bringt mit Natriummethylat auf pH 9
und rihrt 2 h bei RT. Nun bringt man den ausgefallenen Feststoff durch Zugabe von einigen
mL Wasser wieder in Losung und neutralisiert mit Amberlite 15. Der lonentauscher wird
abfiltriert und die Lésung eingeengt. Nun wird der Rlckstand in Wasser aufgenommen und
mittels Sephadex mit Wasser als Eluent demineralisiert. Die Lésung wird anschlieBend mit
1 M HCI auf pH 4 gebracht und lyophilisiert. Man erhalt 0.07 g (quant.) eines farblosen
Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.41 H-4 (pt, °J = 8.20 Hz, 1H), 3.58 — 3.64 H-2/6a (my,, 2H),
3.64 — 3.69 H-6b (m, 1H), 3.74 — 3.81 H-3/5/8 (m, 4H), 4.97 H-1 (dy,, 1H); '*C-NMR (125.71
MHz, D,O/DSS) & 41.52 (6), 42.86 (8), 72.10 (5), 73.95 (2), 74.63 (3), 84.88 (4), 104.14 (1),
172.40 (7); IR 1035, 1147 (s, C—0), 1352 (w), 1614 (s, C=0), 2777 (m, C—H), 3234
(s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1549.9 (MNa* [CsgHosgN1403s] = 1549.6).
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3-tert.-Butyloxycarbonyl-2,2-dimethyl-4-N’-succinimidyloxycarbonyl-oxazolidin 54
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Eine Lbésung aus 1.63 g (6.64 mmol) 3-tert.-Butyloxycarbonyl-2,2-dimethyl-4-oxazolidin-
carbonsaure und 0.76 g (6.64 mmol) N-Hydroxysuccinimid werden in 50 mL absolutem
1,2-Dimethoxyethan gel6st und in einem Eisbad auf 0°C gekuhlt. AnschlieBend werden 1.36
g (6.64 mmol) N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid langsam unter Rihren zugegeben. Man rlhrt
eine Stunde bei dieser Temperatur und weitere 12 h bei RT. AnschlieBend wird der
Niederschlag abgesaugt und das Filtrat zur Trockne eingeengt. Das Rohprodukt wird aus
Isopropanol umkristallisiert. Man erhalt 1.18 g (52 %) eines farblosen Pulvers.

'H-NMR (500 MHz, CDCls) & 1.46 H-7 (s, 9H), 1.54 H-4 (s, 3H), 1.66 H-5 (s, 3H), 2.80 — 2.83
H-11/12 (m, 4H), 4.24 — 4.30 H-1 (m, 2H), 4.66 — 4.68 H-2 (m, 1H); '*C-NMR (125.71 MHz,
CDCl;) 5 24.15 (4), 25.12 (5), 25.55 (11/12), 28.01 (8), 57.33 (2), 66.07 (1), 81.58 (7), 95.50
(3), 150.80 (6), 167.01 (9), 168.51 (10/13); IR 1741 (s, C=0), 2988 (m, C—H) cm™"; MS (ESI)
m/z 343.31 (MH" [C4sH22N207] = 343.14).
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Mono-[6-deoxy-6-(serinyl-amido)]-B-cyclodextrin 55

1.10 g (0.97 mmol) Mono-(6-amino-6-deoxy)-p-cyclodextrin 27 und 0.35 g (1.02 mmol) von
3-tert.-Butyloxycarbonyl-2,2-dimethyl-4-N’-succinimidyloxycarbonyl-oxazolidin 54 werden in
15 mL eines 1:1 Wasser/DMF-Gemisches gel6st und fur 12 h bei RT gerihrt. Man engt zur
Trockne ein und nimmt mit wenig DMF auf. Die L6sung wird in 200 mL Ethanol getropft. Man
saugt den entstandenen Niederschlag ab und erhédlt 1.03 g (78 %) des gewilnschten
Produktes, das direkt weiter umgesetzt wird.

0.98 g (0.72 mmol) Mono-[6-(N’-boc-serinyl-amido)-6-deoxy]-p-cyclodextrin werden in 10 mL
methanolischer Trifluoressigsaure (10 %) geldst und fur 1 h bei RT gerthrt. AnschlieBend
engt man das Reaktionsgemisch zur Trockne ein und nimmt mit 100 mL Wasser auf. Die
Losung wird mit dem lonentauscher Amberlite MB-6113 neutralisiert und gegen die
Membran BM-5 nanofiltriert. Das Retentat wird gefriergetrocknet und man erhélt 0.84 g
(96 %) eines farblosen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.25 — 3.29 H-8' (m, 1H), 3.41 — 3.49 H-2/2'/4/4’ (m, 14H),
3.63 — 3.76 H-3/3'/5/5'/6a/6b/6a’/6b’/9’ (m, 30H), 4.85 H-1/1" (dw, 7H); *C-NMR (125.71
MHz, D,O/DSS) 4 41.70 (6’), 45.92 (8’), 61.40 (6/9’), 73.36 (2/2'/5/5’), 74.47 (3/3’), 82.57 (4),
84.60 (4), 103.38 (1/1’), 164.25 (7’); IR 1026, 1152 (s, C—O0O), 1674 (N—H), 2980 (m, C—H),
3298 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1221.4 (MH* [C4sH76N2Ogs] = 1221.5); Anal. Ber. fiir
CuasHoaN2045-9H,0 (M = 1383.2 g-mol™): C, 39.07; H, 6.85; N, 2.03; gefunden: C, 37.89;
H, 6.59; N, 1.42.
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Glycinpropargylester Hydrochlorid 56
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Zu einer Suspension von 7.00 g (93.2 mmol) Glycin in 100 mL frisch destilliertem
Propargylalkohol werden langsam 8.12 mL (111.9 mmol) frisch destilliertes Thionylchlorid
zugetropft. Nach 2 Stunden Ruhren bei RT erhitzt man fir 12 h auf 50°C. AnschlieBend l&sst
man auf RT kommen und gibt 150 mL trockenen Diethylether zum Reaktionsgemisch. Nach
30 min wird der entstandene Niederschlag abgesaugt und dreimal mit jeweils 40 mL
wasserfreiem Diethylether gewaschen. Man erhélt 8.78 g (63 %) des farblosen Produktes.
'H-NMR (500 MHz, Methanol-d,) & 3.04 H-5 (t, *J = 2.52 Hz, 1H), 3.90 H-1 (s, 2H), 4.87 H-3
(d, *J = 2.25 Hz, 2H); *C-NMR (125.71 MHz, Methanol-d,) & 41.00 (1), 54.42 (3), 77.38 (5),
77.70 (4), 167.91 (2); IR 1759 (s, C=0), 2128 (w, C=C), 2871 (m, C—H) cm™"; MS (ESI) m/z
114.0 (MH* [CsH,NO,] = 114.0); Anal. Ber. fir CsH;NO,-HCI (M = 149.52 g-mol™): C, 40.15;
H, 5.39; N, 9.36; gefunden: C, 38.09; H, 5.13; N, 11.44.

N-Boc-glycinpropargylester 57
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1.75 g (10.0 mmol) Boc-Gly-OH werden in 15 mL 5 %iger wassriger NaHCO3-Lésung geldst.
Zu diesem Gemisch gibt man eine Lésung aus 5.39 mL (50.0 mmol) Propargylbromid (80%)
und 4.04 g (10.0 mmol) Tricaprylmethylammoniumchlorid in 15 mL Dichlormethan. Das
Reaktionsgemisch wird 36 h bei RT gerihrt. AnschlieBend gibt man weitere 15 mL
Dichlormethan hinzu und trennt von der wassrigen Phase. Die organische Phase wird mit
Wasser, danach mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und Uber Na,SO, getrocknet. Nach

Abziehen des Solvens erhalt man das Rohprodukt als braunes Ol. Saulenchromato-

graphische Reinigung Uber Kieselgel erfolgt mit Diethylether/Ethylacetat (2:1, R = 0.78) als
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Eluent. Man erhélt einen farblosen Feststoff (1.83 g, 86 %), der anschlieBend aus Hexan
umkristallisiert wird, wobei das Produkt in farblosen Nadeln kristallisiert (1.25 g, 68 %).
'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.37 H-8 (s, 9H), 3.55 H-5 (t, “J = 2.52 Hz, 1H), 3.70 H-1
(d, ®J = 5.99 Hz, 2H), 4.71 H-3 (d, *J = 2.53 Hz, 1H), 7.23 H-9 (t, °J = 5.99 Hz, 1H); "*C-NMR
(125.71 MHz, DMSO-d;) 6 28.08 (8), 41.70 (1), 51.95 (3), 77.78 (5), 78.26 (4), 155.74 (6),
169.68 (2); IR 1743 (s, C=0), 2131 (w, C=C), 2969 (m, C—H), 3354 (s, C=C—H) cm™; MS
(ESI) m/z 235.55 (MNa* [C1oH1sNO4] = 236.09); Anal. Ber. fiir C1oH1sNO,4 (M = 213.2 g-mol™):
C, 56.33; H, 7.09; N, 6.57; gefunden: C, 57.87; H, 7.71; N, 5.96; Smt. 80-82°C.

In einer alternativen Synthese werden 0.76 g (4.32 mmol) Boc-Gly-OH in 10 mL absolutem
DMF vorgelegt. Zu dieser Lésung gibt man 1.41 g (4.32 mmol) Cs,CO; und katalytische
Mengen an Csl und rihrt 15 min bei RT. Zu diesem Reaktionsgemisch tropft man langsam
1.42 mL (8.65 mmol) Propargylbromid und erhitzt anschlieBend fir 12 h auf 60°C. Nun wird
das Ldsungsmittel abgezogen und der Rickstand mit 100 mL Ethylacetat aufgenommen.
Man filtriert vom Unldslichen ab und wéascht das Filtrat mit jeweils 100 mL einer gesattigten
NaHCO;-Lésung, Wasser und Sole. Nach Trocknen der organischen Phase Uber MgSO,

und Abziehen des Solvens erhalt man 0.9 g (77 %) des gewiinschten Produktes.
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Mono-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-hexakis-(2,3,6-tri-O-acetyl)-p-cyclodextrin
MAzidoAcetyl-CD
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0.84 g (0.72 mmol) Mono-(6-azido-6-deoxy)-f-cyclodextrin 26 werden in 15 mL wasserfreiem
Pyridin gel6ést und anschlieBend mit 18 mL Acetanhydrid versetzt. Man rihrt 18 h bei RT,
kiihlt anschlieBend auf 0°C und quenscht mit wenig Methanol. Die Lé6sung wird zur Trockne
eingeengt und mit Dichlormethan aufgenommen. Man wéascht die organische Phase mit 1 M
HCI-Lésung, geséttigter NaHCO3-Ldésung und Sole. Nach Trocknen der organischen Phase
uber MgSQ,, befreit man vom Lésungsmittel und erhalt einen leicht gelblichen Feststoff (1.26
g, 87%), der ohne weitere Reinigung (R (EE) = 0.86) verwendet werden kann.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-d¢) & 1.99 — 2.07 H-8/8'/10/10°/12 (m, 69H), 3.61 — 3-74 H-6a’/6b’
(dd, 3J = 12.29 Hz, 40.04 Hz, 2H), 3.82 — 3.85 H-4/4’ (m, 7H), 4.07 H-5/5 (m, 7H),
4.18 — 4.44 H-6a/6b (m, 12H), 4.70 — 4.75 H-2/2’ (m, 2H), 5.01 — 5.11 H1/1” (m, 7H), 5.17 —
5.20 H-3/3' (m, 7H); "*C-NMR (125.71 MHz, DMSO-ds) & 20.51 (8/8/10/10°/12), 50.31 (6),
62.36 (6), 69.38 (5/5’), 70.00 (2/2’), 70.68 (3/3’), 76,55 (4/4’), 96.68 (1/1’), 169.31 — 170.02
(7/719/9°/11); IR 1024, 1213 (s, C—0O), 1367 (w), 1368 (s), 1737 (s, C=0), 2105
(m, C—N3), 2924 (m, C—H) cm™; MS (ESI) m/z 2000.44 (MH* [CgzH109N3Os4] = 2000.60);
Anal. Ber. fir CgoH109N3Os4 (M = 2000.73 g-mol'1): C, 49,23; H, 5.49; N, 2.10; gefunden:
C, 50.40; H, 5.54; N, 2.13.
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Mono-[2,3-di-O-acetyl-6-(4-N'-boc-glycinmethylesteryl-1,2,3-triazol-1-yl)-6-deoxy]-
hexakis-(2,3,6-tri-O-acetyl)-B-cyclodextrin 58

Eine Lésung aus 0.37 g (0.18 mmol) Mono-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-hexakis-(2,3,6-
tri-O-acetyl)-B-cyclodextrin MAzidoAcetyl-CD, 0.05 g (0.22 mmol) N-Boc-glycinpropargylester
57, 1.0 mL (5.8 mmol) Hinig-Base und 0.06 g (0.18 mmol) Katalysator Cul-P(OEt); in 10 mL
THF wird 12 h bei RT gerlhrt. Man engt zur Trockne ein und nimmt mit 5 mL trockenem
Pyridin auf, gibt 5 mL Acetanhydrid hinzu und rihrt 2 h bei RT. Nun wird die gelbbraune
Lésung auf 0°C gebracht und mit wenig Methanol gequenscht. Das Reaktionsgemisch wird
zur Trockne eingeengt und mit 100 mL Dichlormethan aufgenommen. Man wé&scht nach-
einander mit je 50 mL 1 M HCI-Lésung, gesattigter NaHCO;-Lésung, 10 mM EDTA-L6ésung
und mit gesattigter Kochsalz-Lésung. Die organische Phase wird Uber MgSO, getrocknet.
Nach Abziehen des Solvens erhalt man 0.40 g (quant.) des gelblichen Rohproduktes. Die
Reinigung erfolgt Uber Sephadex LH 20 mit Methanol als Eluent. Man erhalt 0.25 g (63 %)
Produkt (R; = 0.78, EE/EtOH/H,0; 45:5:3).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 1.36 H-19’ (s, 3H), 2.01 H-8/8/10/10°’/12 (m, 63H), 3.67
H-15" (d, 3J = 3.67 Hz, 2H), 3.76 — 3.92 H-4/4’ (m, 7H), 4.07 H-5/5"/6a (m, 9H), 4.52 — 4.60 H-
6b (m, 2H), 4.70 — 4.80 H-2/2’/6a’ (m, 8H), 4.91 — 4.93 H-6b’ (m, 1H), 5.01 — 5.10 H-1
(m, 6H), 5.17 — 5.20 H-3/3/13 (m, 9H), 5.36 H-1’ (d, °J = 2.83 Hz, 1H), 7.17 H-12 (t, ®J =
5.99 Hz, 1H), 8.01 H-7’ (s, 1H); "*C-NMR (125.71 MHz, DMSO-ds) & 20.53 (8/8'/10/10°/12),
28.09 (19), 41.77 (15’), 49.08 (6’), 57.43 (13’), 62.32 (6), 69.38 — 70.01 (5/5/2/2°/3/3’), 76.55
(4), 77.43 (4), 78.22 (18’), 96.49 (1/1°), 126.52 (11’), 141.52 (12’), 155.78 (17’), 169.31 —
170.02 (7/7'/9/9'/11/14"); IR 1022, 1207 (s, C—O), 1365 (m), 1735 (s, C=0), 2962 (m, C—H)
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Cm-1; MS (ESI) m/z 2313.9 ('\/IH+ [ngH124N405g] = 23137), Anal. Ber. fur C92H124N4053 (M =
2214.0 g-mol'1): C, 49.91; H, 5.65; N, 2.53; gefunden: C, 48.90; H, 5.71; N, 2.79.

N-Boc-glycinpropargylamid 59
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3.50 g (0.20 mmol) Boc-Gly-OH, kat. Mengen DMAP und 1.51 mL (22.0 mmol) Propargyl-
amin werden in 20 mL Dichlormethan geldst. Zu dieser Losung gibt man 4.54 g (22 mmol)
DCC und rihrt 12 h. AnschlieBend wird der ausgefallene Harnstoff abgesaugt und das Filtrat
nacheinander mit jeweils 10 mL 1 M HCI-Lésung, gesattigter NaHCO;- und NaCl-Lésung
gewaschen. Man trocknet tber MgSO,. Das Solvens wird abgezogen und der Rickstand aus
Hexan/Ethylacetat (1:1) umkristallisiert. Man erhalt 2.62 (62 %) eines kristallinen Feststoffs
(R¢ = 0.43 EE/Hex 3:1).

'H-NMR (500 MHz, CDCl3) & 1.45 H-8 (s, 9H), 2.22 H-6 (t,, 1H), 3.80 H-1 (d, %J = 5.05 Hz,
2H), 4.06 H-4 (d, *J = 2.52 Hz, 2H), 5.13 H-10 (S,r, 1H), 6.40 H-3 (sp,, 1H); "*C-NMR (125.71
MHz, DMSO-dg) § 28.16 (8), 43.00 (1), 72.89 (6), 77.98 (7), 81.10 (5), 155.72 (9), 169.10 (2);

IR 1539 (w, N—H), 1701 (s, C=0), 2980 (m, C—H), 3295 (s, C=C—H) cm™; MS (ESI) m/z

213.1 ('\/IH+ [C10H16N203] = 2131), Anal. Ber. fir C10H16N203 (M =212.25 g'm0|-1): C, 5659,
H, 7.60; N, 13.20; gefunden: C, 58.82; H, 8.71; N, 12.85.
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Mono-[2,3-di-O-acetyl-6-(4-N'-boc-glycylmethylamidyl-1,2,3-triazol-1-yl)-6-deoxy]-
hexakis-(2,3,6-tri-O-acetyl)-B-cyclodextrin 60
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1.32 g (0.66 mmol) Mono-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-hexakis-(2,3,6-tri-O-acetyl)-3-
cyclodextrin MAzidoAcetyl-CD werden zusammen mit 0.24 g (1.12 mmol) N-Boc-glycin-
propargylamid 59 und 0.07 (0.19 mmol) Cul-P(OEt); in 80 mL THF geldst. Hierzu gibt man
2.26 mL (13.19 mmol) Hinig-Base und rihrt 12 h bei 50°C. AnschlieBend engt man zur
Trockne ein, nimmt mit 10 mL Pyridin auf und versetzt mit 10 mL Acetanhydrid. Die
Mischung wird weitere 10 h bei RT gerthrt. Nun kdhlt man im Eisbad und versetzt mit wenig
Methanol. Nach Abklingen der Reaktion engt man wieder zur Trockne ein und nimmt mit
Dichlormethan auf. Die Lésung wird jeweils mit 1 M HCI-Lésung, geséattigter NaHCO3-Lésung
und abschlieBend mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase uber MgSO, und Abziehen des Solvens, erhalt man einen leicht
gelblichen Feststoff. Dieser wird sdulenchromatographisch Uber Kieselgel mit Ethylacetat/
Ethanol 45:3 (R; = 0.36) gereinigt. Man erhélt 0.97 g (51 %) farbloses Produkt.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.37 H-20’ (s, 9H), 1.95 — 2.03 H-8/8'/10/10’/12 (m, 60H),
3.52 H-16’ (d, %J = 6.09 Hz, 2H), 3.60 H-4’ (pt, °J = 9.14, 1H), 3.79 — 3.86 H-4 (m, 6H), 4.00
H-13 (d, ®J = 5.7 Hz, 2H), 4.09 — 4.11 H-5/5 (m, 7H), 4.22 — 4.31 H-6a/6b(m, 12H), 4.69 —
4.77 H-2/2'/6a’ (m, 8H), 4.92 — 4.95 H-6b’ (m, 1H), 5.05 H-1 (dy,, °J = 3.35 Hz, 6H), 5.10 H-1’
(d, 3J = 3.65 Hz, 1H), 5.17 — 5.25 H-3 (m, 6H), 5.40 H-3’ (d, ®J = 3.35 Hz, 1H), 6.90 H-17’
(t, °J = 6.09 Hz, 1H), 7.74 H-11’ (s, 1H), 8.19 H-14’ (t, °J = 5.78 Hz, 1H); *C-NMR (125.71
MHz, DMSO-ds) 6 20.56 (8/8/10/10°/12), 28.15 (20), 43.16 (16’), 48.78 (6’), 59.73 (13),
62.30 (6), 69.36 — 70.04 (2/2'/3/3/5/5’), 76.50 (4/4’), 77.99 (19’), 96.64 (1/1’), 124.78 (171’),
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144.67 (12’), 155.74 (18’), 169.23 — 170.10 (7/7°/9/9’/11); IR 1025, 1212 (s, C—O0), 1736
(s, C=0), 2942 (m, C—H) cm™; MS (ESI) m/z 2234.51 (MNa" [CgH125N5057] = 2234.7); Anal.
Ber. flr CgoH125N5s057, (M = 2212.98 g-moI"): C, 49.93; H, 5.69; N, 3.16; gefunden: C, 49.10;
H, 5.77; N 2.25.

Mono-[6-deoxy-6-(4-glycylmethylamidyl-1,2,3-triazol-1-yl)]-B-cyclodextrin 61

In 10 mL eines Methanol/Trifluoressigsaure-Gemisches (1:9) werden 1.92 g (0.96 mmol) von
60 gelést und 1 h bei RT gerthrt. AnschlieBend engt man zu Trockne ein und nimmt mit
10 mL Methanol auf, bringt mit festem Natriummethanolat auf pH 9 und rihrt 12 h bei RT.
Der ausgefallene Feststoff wird durch Zugabe von 10 mL Wasser wieder in L6sung gebracht.
Man neutralisiert mit Amberlite MB-6113 und filtriert gegen die Membran BM-5 mit Wasser.
Das Retentat wird gefriergetrocknet und man erhalt 1.06 g (88 %) eines farblosen Feststoffs.
'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 3.17 H-13’ (m, 2H), 3.42 — 3.66 H-2/2'/4/4 (m, 14H), 3.70 —
40.3 H-3/3'/5/5'/6a/6b (m, 26H), 4.45 — 4.58 H-6a’/6b’/13 (m, 4H), 5.01 H-1 (m, 6H), 5.13 H-
1’ (d, 3J = 3.65 Hz, 1H), 7.92 H-11’ (s, 1H); ®*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 36.47 (16’),
53.18 (), 61.22 (13’), 62.33 (6), 73.19 — 75.39 (2/2'/3/3/5/5’), 83.41 (4), 85.28 (4’), 103.95
(1), 104.31 (1), 126.62 (11’), 148.85 (12'), 165.26 (15’); IR 1022, 1128 (s, C—O0), 1674
(s, N—H), 2932 (m, C—H), 3300 (s, O—H) cm™; MS (ESI) m/z 1272.5 (MH* [C47H77;N5O3s] =
1272.4); Anal. Ber. fiir C47H;7N5Og5-8H,0 (M = 1416.25 g-mol™): C, 39.86; H, 6.62; N, 4.94;
gefunden: C, 39.44; H, 6.33; N 4.31.
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Valinpropargylester p-Toluolsulfonsauresalz 62

7 6 7
102
% 4 A3 +
\OY\(NHS
0]

SO,

10.0 g (0,085 mol) Val-OH, 25.2 mL (0.43 mol, 5 eq.) Propargylalkohol und 19.9 g (0.10 mol,
1.2 eq.) p-Toluolsulfonsadure werden in 300 mL Toluol unter Stickstoff zum Rulckfluss erhitzt.
Nach 24 h und wieder nach 48 h werden jeweils 2 eq. Propargylalkohol zugegeben. Nach
weiteren 24 h filtriert man die heiBe Lésung und belasst Gber Nacht bei 4°C. Der Rickstand
wird abgesaugt und in Ethylacetat/Petrolether digeriert. Nach Absaugen erhalt man 14.2 g
(51 %) Produkt.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) 5 0.82 — 0.84 H-7 (d, ®J = 6.62 Hz, 3H), 0.84 — 0.88 H-7’
(d, 3J = 6.62 Hz, 3H), 1.81 — 1.87 H-6 (m, 1H), 3.13 H-5 (d, ®J = 5.67 Hz, 1H), 4.68 H-1 (pt,
*J = 2.52 Hz, 1H), 4.73 H-3a (dd, *J = 2.52 Hz, 2J = 15.76 Hz, 1H), 4.73 H-3b (dd, *J = 2.52
Hz, 2J = 15.76 Hz, 1H); "*C-NMR (125.71 MHz, DMSO-dg) & 17.32 (7), 18.98 (7’), 31.96 (6),
51.45 (3), 59.30 (5), 77.37 (1), 78.35 (2), 174.55 (4); IR 1512 (w, N—H), 1741 (s, C=0), 2956

(m, C—H), 3278 (s, C=C—H) cm™"; MS (ESI) m/z 156.05 (MH* [CgH13sNO;] = 155.1); Anal.

Ber. fir CgH13NO2-C;HgO3S (M = 327.40 g-mol'1): C, 55.08; H, 6.47; N, 4.28; gefunden:
C,55.21; H, 7.08; N, 4.17.
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N-Boc-Leu-Val-propargylester 63
-

7 15
g 6 0 18"
9
\\/O NN \[?0747
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5.77 g (17.6 mmol) Valinpropargylester p-Toluolsulfonsauresalz 62, 4.0 g (17.3 mmol)
Boc-Leu-OH, 2.34 g (17.3 mmol) HOBt und 2.48 mL Hinig-Base werden in 30 mL
wasserfreiem DMF geldst. Man bringt auf 0°C und gibt langsam 3.57 g (17.3 mmol) DCC
hinzu. Bei dieser Temperatur rihrt man weitere 2 h, anschlieBend lasst man auf RT kommen
und rahrt Gber Nacht. Das ausgefallene Harnstoffderivat wird abgesaugt und das Filtrat zur
Trockne eingeengt. Der Rickstand wird in 100 mL Ethylacetat aufgenommen und mit jeweils
50 mL Wasser, 10 %iger Zitronensdure, 0.5 M NaHCOs;-L6ésung und gesattigter
Kochsalzlésung gewaschen. Die organischen Extrakte werden Gber MgSO, getrocknet. Nach
Abziehen des Solvens erhalt man 5.65 g (89 %) eines braunen Feststoffs. Dieser wird mit
Ethylacetat/Hexan (1:1) chromatographisch Uber Kieselgel gereinigt. Man erhéalt 4.68 g
(73 %) des farblosen Produktes.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 0.84 — 0.90 H-7/7/14/14 (m, 12H), 1.36 H-18/18"/18”
(s, 9H), 1.38 — 1.41 H-12 (m, 2H), 1.55 — 1.63 H-13 (m, 1H), 2.02 — 2.09 H-6 (m, 1H), 3.53
H-1 (pt, *J = 2.52 Hz, 1H), 4.01 — 4.06 H-11 (m, 1H), 4.10 H-5 (dd, 3J = 1.57 Hz, 6.62 Hz,
1H), 4.72 H-3a (dd, *J = 2.52 Hz, 2J = 15.77 Hz, 1H), 4.74 H-3b (dd, *J = 2.52 Hz, 2J = 18.28
Hz, 1H) 6.87 H-15 (d, °J = 8.51 Hz, 1H), 7.95 H-9 (d, °J = 8.20 Hz, 1H); *C-NMR (125.71
MHz, DMSO-d¢) 6 18.03 (7), 18.73 (7)), 21.16 (14), 22.90 (12)), 24.14 (13), 28.13
(18/18'/18"), 30.07 (6), 40.58 (12), 51.96 (3), 52.55 (5), 56.92 (11), 77.72 (1), 77.92 (2),
78.03 (17), 155.20 (16), 170.65 (4), 172.89 (10); MS (ESI) m/z 369.42 (MH* [C1gH3,N,0s] =
368.2).
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Heptakis-[6-(4-N'-boc-leu-val-methylesteryl-1,2,3-triazol-1-yl)-6-deoxy]-B-cyclodextrin
64

0.61 g (0.46 mmol) Heptakis-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin 36 werden in 10 mL absolutem
THF geldst. AnschlieBend werden katalytische Mengen (0.04 g, 0.21 mmol) Cul sowie
2.5 mL Hinig-Base und 2.40 g (6.52 mmol, 1.2 eq.) N-Boc-Leu-Val-propargylester 63
zugegeben und 18 h unter RT gerlhrt.

Zur Aufarbeitung zieht man das Lésungsmittel ab. Der Rickstand wird sdulenchromato-
graphisch Uber Kieselgel mit Ethylacetat/Methanol als Laufmittel (2:1, Rt = 0.87) gereinigt.
AnschlieBend nimmt man in Methanol auf und filtriert Gber Celite. Das Filtrat wird nun noch
Uber Sephadex saulenchromatographisch mit Methanol als Eluent gereinigt. Man erhalt
einen gelblichen Feststoff (0.73 g, 41%).

'H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) & 0.79 — 0.88 H-13/13/18/18' (m, 12H), 1.38 H-21/21’/21”
(s, 9H), 1.43 H-16 (dd, °J = 7.01 Hz, 7.00 Hz, 2H), 1.62 H-17 (sept, °J = 6.70 Hz, 1H), 1.97
H-12 (sept, ®J = 6.39 Hz, 1H), 3.22 H-4 (dd, ®J = 3.19 Hz, 3.25 Hz, 1H), 3.31 H-3 (m, 1H),
3.73 H-2 (dd, ®J = 8.44 Hz, 9.44 Hz, 1H), 4.00 — 4.05 H-5/15 (m, 2H), 4.12 H-11 (dd, °J =
6.40 Hz, 7.16 Hz, 1H), 4.42 H-6a (dd, °J = 4.87, 4.88, 1H), 4.56 — 4.58 H-6b (m, 1H), 5.03 —
5.12 H-1/9 (m, 3H), 6.50 H-22 (dy, 1H), 7.51 H-23 (d, 8.23 Hz, 1H), 7.98 H-7 (s, 1H);
®C-NMR (125.71 MHz, 500 MHz, DMSO-dg) 5 17.35 (13), 18.18 (13"), 21.22 (18), 22.29
(18), 238.85 (17), 27.73 (21/21°/121”), 29.65 (12), 40.31 (16), 49.49 (6), 52.74 (11), 56.55 (15),
57.05 (9), 69.62 (5), 71.50 (3), 71.90 (2), 77.81 (20), 82.16 (4), 101.39 (1), 125.88 (7), 141.21
(8), 154.73 (19), 140.40 (10), 172.19 (14); MS (ESI) m/z 1988.07 (M+2Na* [C175H287N35063] =
3887.0); Anal. Ber. fiir Cy75H287N35063 (M = 3889.35 g-mol™): C, 54.04; H, 7.44; N, 12.60;
gefunden: C, 52.93; H, 7.44; N, 12.00.
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N-Propargylglycinethylester 65
>0
8 H 3

Zunachst werden 2.76 g (50.10 mmol) Propargylamin in 70 mL absolutem THF gelést und im
Eisbad auf 0°C gekuhlt. Hierzu tropft man langsam eine Lésung aus 4.18 g (25.03 mmol)
Bromessigsaureethylester in 40 mL absolutem THF. Nach beendigter Zugabe lasst man auf
RT kommen und ridhrt weitere 12 h. Man engt zur Trockne ein und suspendiert in Diethyl-
ether. Der Rickstand wird abgesaugt und mit Diethylether gewaschen. Das Filtrat wird vom
Lésungsmittel befreit. Man reinigt sdulenchromatographisch mit Diethylether (R; = 0.38) als
Eluent. Man erhélt 3.08 g (87 %) eines braunen Ols.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.19 H-4 (t, ®J = 6.93 Hz, 3H), 2.31 H-5 (s, 1H), 3.05 H-8
(t, ®J = 2.52 Hz, 1H), 3.34 H-1/6 (s, 4H), 4.08 H-3 (q, °J = 6.94 Hz, 1H); *C-NMR (125.71
MHz, DMSO-d¢) 5 14.06 (4), 36.70 (6), 48.50 (1), 59.91 (3), 73.96 (8), 82.13 (7), 171.59 (2);
IR 1747 (s, C=0), 2134 (w, C=C), 2962 (m, C—H), 3352 (s, C=EC—H) cm™; MS (ESI) m/z
142.10 [M+H']; Anal. Ber. fir C;H{{NO, (M = 141.1 g/mol): C 59.56, H 7.85, N 9.92;
gefunden: C, 56.90; H, 7.86; N, 8.55.
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Mono-[2,3-di-O-acetyl-6-deoxy-6-(4-N’-methylglycinethylester-1,2,3-triazol-1-yl)]-
hexakis-(2,3,6-tri-O-acetyl)-B-cyclodextrin 67

0. 0~
11
%CH3 CH3
9] 12 10

10' g CH3

1.0 g (0.50 mmol) Mono-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-hexakis-(2,3,6-tri-O-acetyl)-p-
cyclodextrin MAzidoAcetyl-CD werden zusammen mit 0.12 g (0.84 mmol) N-Propargyl-
glycinethylester 65 und 0.07 (0.19 mmol) Cul-P(OEt); in 80 mL THF gel6st. Hierzu gibt man
0.42 mL (13.19 mmol) Hinig-Base und ruhrt 12 h bei 50°C. AnschlieBend engt man zur
Trockne ein, nimmt mit 10 mL absolutem Pyridin auf und versetzt mit 10 mL Acetanhydrid.
Die Mischung wird weitere 10 h bei RT gerthrt. Nun kihlt man im Eisbad ab und versetzt mit
wenig Methanol. Nach Abklingen der Reaktion engt man wieder zur Trockne ein und nimmt
mit Dichlormethan auf. Die Lésung wird jeweils mit 1 M HCI-Lésung, gesattigter NaHCO;-
Lésung und abschlieBend mit gesattigter Kochsalzlésung gewaschen. Nach Trocknen der
organischen Phase Uber MgSO, und Abziehen des Solvens erhalt man 0.56 g (52 %) eines
leicht gelblichen Feststoffs.

'H-NMR (500 MHz, DMSO-dg) & 1.15 — 1.18 H-18 (m, 3H), 1.99 — 2.03 H-8/8"/10/10°/12
(m, 60H), 3.46 H-15' (dyy, 2H), 3.53 H-13" (dy,, 2H), 3.82 — 3.86 H-4/4’ (m, 7H), 4.02 — 4.04
H-17 (m, 2H), 4.06 — 4.09 H-5/5 (m, 7H), 4.22 — 4.26 H-6a (m, 6H), 4.38 — 4.40 H-6b
(m, 6H), 4.71 — 4.77 H-2/2’/6a’ (m, 8H), 4.91 — 4.94 H-6b’ (m, 1H), 5.00 — 5.10 H-1/1’
(m, 7H), 5.17 — 5.22 H-3 (m, 6H), 5.37 H-3' (m, 1H), 6.77 H-11’ (s, 1H); "*C-NMR (125.71
MHz, DMSO-ds) 6 14.04 (18’), 20.55 (8/8'/10/10°/12), 42.02 (13’), 48.75 (6’), 53.57 (15),
60.24 (17’), 62.65 (6), 69.36 — 70.01 (2/2°/3/3'/5/5’), 76.53 (4/4’), 96.58 (1/1’), 125.19 (171’),
143.04 (12), 169.35 — 170.05 (7/7°/9/9'/11/16’); IR 1024, 1214 (s, C—O), 1737 (s, C=0),
2361 (m, N—H), 2962 (m, C—H) cm™; MS (ESI) m/z 2234.51 (MH*COO" [CgoH120N4Os6] =
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2183.7); Anal. Ber. fir CgHi20N4sOss (M = 2141.9 g-mol™): C, 49.91; H, 5.65; N, 2.62;
gefunden: C, 51.08; H, 5.81; N 2.67.

9.3 Synthesen der Gaste

1-(4-tert.-Butylphenyl)-guanidin TBG

Das 4-tert.-Butylanilin (2.0 g, 13.40 mmol) wird in 5 mL wasserfreiem DMF gel6st.
AnschlieBend werden 2.17 g (14.74 mmol) 1H-Pyrazol-1-carboxamidin Hydrochlorid
zugegeben und 48 h bei RT gerthrt. Das Reaktionsgemisch wird zur Trockne eingeengt und
mit heiBem Diethylether gewaschen. Der entstandene Niederschlag wird abgesaugt und
zweimal mit Diethylether gewaschen. Der Ruckstand wird in 100 mL Wasser aufgenommen
und die Verunreinigungen zweimal mit Diethylether extrahiert. Anschlie3end lyophilisiert man
die wassrige Phase und erhélt 2.14 g (70 %) des farblosen Produktes.

'H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 1.32 H-6 (s, 9H), 7.28 H-2 (d, °J = 8.83 Hz, 2H), 7.85 H-3
(d, 3J = 8.51 Hz, 2H); "*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 32.84 (6), 36.57 (5), 128.35 (2),
129.52 (3), 133.30 (1), 149.22 (4), 154.40 (7); IR 939 (s), 971 (m), 1594 (S, Carom=Carom.),
1627 (m), 2953 (m, C—H) cm™; MS (ESI) m/z 192.2 (MH* [C;H/Ng] = 192.1).
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p-tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin-N-oxid TBAN

©

Das 4-tert.-Butyl-N,N’-dimethylanilin (0.5 g, 2.82 mmol) wird in 5 mL Methanol gel6st.
AnschlieBend werden 1.15 mL H,O, (30%) langsam zugetropft und 7 Tage bei RT geruhrt.
Nun werden katalytische Mengen Pd/C (10 %) zugegeben, um das Uberschissige H.O, zu
zerstéren. Man saugt Uber Celite ab, engt zur Trockne ein, nimmt den Rickstand in Wasser
auf und lyophilisiert. Man erhalt 0.23 g (60 %) des farblosen Produktes.

"H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 1.31 H-6 (s, 9H), 3.60 H-7 (s, 6H), 7.62 H-3 (d, °J = 8.51 Hz,
2H), 7.80 H-2 (d, %J = 8.51, 2H); "*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 32.98 (6), 36.62 (5),
64.21 (7), 121.65 (2), 129.10 (3), 152.36 (1), 155.71 (4); MS (ESI) m/z 194.2 (MH"
[C12H1sNO] = 194.2); IR 837 (s), 971 (m), 1503 (m), 2952 (m, C—H) cm™; Anal. Ber. fiir
Ci2H1gNO-H,0 (M = 211.3 g'mol™): C, 68.21; H, 10.02; N, 6.63; gefunden: C, 68.72; H 9.91;
N, 6.25.

p-tert.-Butylbenzolsulfonsaure Natriumsalz TBS

SO3Na
1

Zunachst werden 5.37 g (40.0 mmol) tert.-Butylbenzol vorgelegt und im Eisbad auf 0°C
gebracht. Nun werden unter heftigem Ruhren 1.62 mL (40.0 mmol) Oleum (enthélt ca. 30%
SO3) langsam zugetropft. Man lasst auf RT kommen und rihrt weitere 3 h. Nun wird das

Reaktionsgemisch durch Zugabe von 20 mL Wasser verdiunnt und mit stark basischem
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lonentauscher (Amberlite IRA-402 CI-Form mit 2 M NaOH-L&sung konditioniert) neutralisiert.
Der lonentauscher wird abfiltriert und das Filtrat gefriergetrocknet. Man erhalt 1.21 g (14 %)
eines weilBen Feststoffs.

"H-NMR (500 MHz, D,O/DSS) & 1.32 H-6 (s, 9H), 7.62 H-2 (d, °J = 8.83, 2H), 7.74 H-3 (d, ®J
= 8.51 Hz, 2H); ®*C-NMR (125.71 MHz, D,O/DSS) & 32.97 (6), 36.91 (5), 121.65 (2), 129.10
(3), 152.36 (1), 155.71 (4); IR 1172 (s), 1269 (s), 1603 (m), 2955 (m) cm™; MS (ESI) m/z
213.0 (MH" [C10H1305S] = 213.0); Anal. Ber. fiir C1oH13NaO3S-H,O (M = 254.3 g-mol'1): C,
47.23; H, 5.95; N, 0; gefunden: C, 46.63; H, 6.25; N, 0.
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11 Verzeichnis der Abklrzungen

@
°C

A

A
Ac
APCI
aq.
AU
Boc
br
Bu
Bz

c

cal
CD
CDI
CE
Cn
CPT

Da
DC
DCC
dd
ddd
AAG®
DEPT
AG°
AH°

Notation fir einen Wirt-Gast-Komplex G@W mit Gast G und Wirt W
Grad Celsius

Dekadisches Absoptionsvermdgen (UV/Vis-Spektroskopie
Angstrém (107"° m)

Acetyl

Atmospheric pressure chemical ionization (Massenspektroskopie)
aqua (wassrige L6sung)

Absorption Units

tert.-Butyloxycarbonyl

Index: breites Signal (NMR-/IR-Spektroskopie)

Butyl

Benzyl

Konzentration (in mol-I" oder g-I'"), Zenti (10

Kalorie

Cyclodextrin

N,N’-Carbonyldiimidazol

Kapillarelektrophorese

n-zahlige Rotationsachse

Camptothecin

Dublett (NMR-Spektroskopie)

Debye

chemische Verschiebung (in ppm) (NMR-Spektroskopie)
Masseneinheit Dalton

Dunnschichtchromatographie
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

Dublett von Dublett (NMR-Spektroskopie)

Dublett von Dublett von Dublett (NMR-Spektroskopie)
Freie Enthalpie der Ladungserkennung

distortionsless enhancement by polarization transfer
Frei Enthalpie

Enthalpie
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DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DIBAL Diisobutylaluminiumhydrid

DIPEA N,N-Diisopropyl-ethylamin, Hiinig-Base

DMAP 4-(Dimethylamino)-pyridin

DMF N,N’-Dimethylformamid

DMPU 1,3-Dimethyl-3,4,5,6-tetrahydro-2(1H)-pyrimidon

DMSO Dimethylsulfoxid

Dodec Dodecyl

Aq korrigierte Warmeténung (in kJ-mol™) (Mikrokalorimetrie)

AS° Entropie

DS Dummy Scans (NMR-Spektroskopie)

DSS 3-(Trimethylsilyl)-propan-1-sulfonat Natriumsalz

E Extinktion

€ Extinktionskoeffizient

EA Elementaranalyse

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EE Ethylacetat

EEDQ 2-Ethoxy-1-ethoxycarbonyl-1,2-dihydroquinolin

eq. Aquivalent(e)

ESI Electronspray-lonization (Massenspektroskopie)

ESR Elektronen-Spin Resonanz

Et Ethyl

FT Fourier-Transformation

g Gramm

G Gast-Molekl (allgemein)

Gew Wirt-Gast-Komplex (allgemein)

h Stunde

Hal Halogen

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

HBTU O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat

HOBt 1-Hydroxy-1H-benzotriazol

HOSu N-Hydroxysuccinimid

HP 2-Hydroxypropyl

HPLC Hochleistungs-Flissigchromatographie (high performance LC)
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Hz Hertz
iPr iso-Propyl
IR Infrarot-Spektroskopie
ITC Isothermal Titration Calorimetry
J Joule
k Prafix ,Kilo“ (10°)
K Kelvin
Kat. Katalysator
Ko Dissoziationskonstante
Ks Stabilitatskostante (in L-mol™)
Liter (dm®)
Wellenlange
L deprotoniertes TBAN (Saure-Base-Titration)
LH protoniertes TBAN (Saure-Base-Titration)
LM Lésungsmittel
Amax Wellenlange des Absorptionsmaximums (in nm)
m Masse, Multiplett (NMR-Spektroskopie), mittelintensives Signal
(IR-Spektroskopie), Péfix ,Milli“ (10°), Meter
M Molar (mol-L™), Prafix ,Mega“ (10°), Molekulargewicht (in g-mol™)
u Prafix ,Mikro“ (10°), Dipolmoment
MAId-CD Mono-(6-aldehydo)-p-cyclodextrin
MAmin-CD Mono-(6-amino-6-deoxy)-B-cyclodextrin
MAzido-CD Mono-(6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin
MBocGly-CD Mono-[6-(N’-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-B-cyclodextrin
MBocSer-CD Mono-[6-(N’-boc-serinyl-amido)-6-deoxy]-p-cyclodextrin
MCys-CD Mono-(6-aminoethylthio-6-deoxy)-B-cyclodextrin
MCysGua-CD Mono-(6-deoxy-6-mercaptoethylguanidyl)-B-cyclodextrin Hydrochlorid
Me Methyl
MGly-CD Mono-[6-deoxy-6-(glycyl-amido)]-B-cyclodextrin
MGua-CD Mono-(6-deoxy-6-guanidyl)-p-cyclodextrin Hydrochlorid
MHy-CD Mono-(6-deoxy-6-hydrazinyl)-p-cyclodextrin
min Minuten
mol Mol

MS Massenspektroskopie
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MSer-CD
MThioester-CD
MThioGlykolat-CD
MTos-CD

N

n

NMR

NOE

NOESY

NS
PAminAcetyl-CD
PAmin-CD
PAminMethyl-CD
PAzidoAcetyl-CD
PAzido-CD
PAzidoMethyl-CD
PBocGly-CD
PCys-CD
PCysGua-CD

Pe

PGly-CD
PGua-CD

Ph

pH

PHy-CD
Plodo-CD

PKs

pPKw

ppm
PPropMe-CD

Pr

pt

PTBDMS-CD
PThioester-CD

Mono-[6-deoxy-6-(serinyl-amido)]-B-cyclodextrin
Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolsduremethylester)-p-cyclodextrin
Mono-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin Natriumsalz
Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfony)]-B-cyclodextrin
Stdéchiometriefaktor

Stoffmenge, Préfix ,Nano* (10'9), Oligomerisierungsgrad
Kernmagnetische Resonanz

Nuclear Overhauser effect (NMR-Spektroskopie)

Nuclear Overhauser enhancement spectroscopy (NMR-Spektroskopie)

Number of Scans (NMR-Spektroskopie)
Heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-amino-6-deoxy)-B-cyclodextrin
Heptakis-(6-amino-6-deoxy)-B-cyclodextrin Hydrochlorid
Heptakis-(6-amino-6-deoxy-2,3-di-O-methyl)-B-cyclodextrin
Heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin
Heptakis-(6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin
Heptakis-(2,3-di-O-acetyl-6-azido-6-deoxy)-p-cyclodextrin
Heptakis-[6-(N’-boc-glycyl-amido)-6-deoxy]-B-cyclodextrin
Heptakis-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-B-cyclodextrin Hydrochlorid
Heptakis-(6-deoxy-6-mercaptoethylguanidyl)-p-cyclodextrin
Pentyl

Heptakis-(6-deoxy-6-(glycyl-amido))-p-cyclodextrin
Heptakis-(6-deoxy-6-guanidyl)-B-cyclodextrin

Phenyl

negativer dekadischer Logarithmus der Protonenkonzentration
Heptakis-(6-deoxy-6-hydrazinyl)-B-cyclodextrin
Heptakis-(6-deoxy-6-iodo)-p-cyclodextrin

negativer dekadischer Logarithmus der Saurekonstante
lonenprodukt des Wassers

parts per million (NMR-Spektroskopie)
Heptakis-(6-deoxy-6-propargyl-2,3-di-O-methyl)-p-cyclodextrin
Propyl

Pseudotriplett
Heptakis-(6-deoxy-6-tert.-butyl-dimethylsilyl)-B-cyclodextrin

Heptakis-(6-deoxy-6-S-thioglykolsduremethylester)-B-cyclodextrin
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PThioGlykolat-CD  Heptakis-(6-deoxy-6-S-thioglykolat)-B-cyclodextrin Natriumsalz

PTriazolyl-CD

Py
q

Jo
R

r
RDM

R

RG
ROE
ROESY

T

TBA
TBAF
TBAN
TBB
TBDA
TBDMS-CI
TBG

TBS
TBTU

tBu

Heptakis-[6-deoxy-6-(4-hydroxymethyl-1,2,3-triazol-1-yl)]-B-cyclodextrin

Pyridin

Reaktionswarme (in kJ-mol™) (Mikrokalorimetrie),

Quartett (NMR-Spektroskopie)

Verdiinnungswérme (in kJ-mol™") (Mikrokalorimetrie)
beliebiger, organischer Rest, Gaskonstante (8.314 J-mol™-K™)
Radius

Randomly methylated

Retentionsfaktor (Dlinnschichtchromatographie)

Receiver Gain (NMR-Spektroskopie)

Rotating frame Overhauser enhancement (NMR-Spektroskopie)
Rotating frame Overhauser enhancement spectroscopy
Reversed Phase

Raumtemperatur

Singulett (NMR-Spektroskopie), starkes Signal (IR-Spektroskopie)
Sulfobutylether

Sekunde

Septett (NMR-Spektroskopie)

Schmelzpunkt

Kreuzrelaxationsrate

Triplett (NMR-Spektroskopie), Zeit

Temperatur

Halbwertszeit

4-tert.-Butylanilin

Tetra-n-butylammoniumfluorid
4-tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin-N-oxid
4-tert.-Butylbenzoesaure

4-tert.-Butyl-N,N-dimethylanilin

tert.-Butyldimethylsilylchlorid

1-(4-tert.-Butylphenyl)-guanidin

4-tert.-Butylbenzolsulfonsdure Natriumsalz
O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumtetrafluoroborat
tert.-Butyl
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TD
tert.
TFA
THF
TMS
Tos
UV-Vis

Vit

WG
J

Time Domain (NMR-Spektroskopie)
tertiar

Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran

Tetramethylsilyl

p-Toluolsulfonyl

Ultraviolett- und Visible-Spektroskopie
Volumen (in L), Volt

Vitamin

schwaches Signal (IR-Spektroskopie)
Wirt-Molekal (allgemein)
Wirt-Gast-Komplex
Kopplungskonstante tber x Bindungen (in Hz)

Ladungszahl (Massenspektroskopie)
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