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1.  Einleitung




1. Einleitung

1.1 Chemische Eigenschaften von Gold und dessen Verbindungen

Gold als Element besitzt in der Gesellschaft eine der altesten Geschichten und verkdrpert weltweit
materiellen Wohlstand und Prunk. Hingegen wurde lange Zeit die Chemie dieses Edelmetalls aufgrund
seiner ausgepragten thermischen Stabilitat und der Bestandigkeit, begriindet durch das unter allen
Metallen grofdte elektrochemische Potential von +1,48 V, unterschatzt.[ll So kam es erst in den letzten
Jahrzehnten dazu, dass die chemische Reaktivitit und weitere einzigartige Eigenschaften von Gold
tiber dessen edlen Charakter hinaus wahrgenommen wurden.[23] Seither konnte Gold in den
Oxidationsstufen von -1 bis +V beschrieben werden, wobei die Goldchemie tiblicherweise in Lésung in
den Oxidationsstufen +I und +III sowie elemenar als Goldoberfldache, -Nanopartikel oder -Nanocluster

mit einer formalen Wertigkeit zwischen 0 und +I in den Materialwissenschaften vertreten ist.

Die kiirzlich veroffentlichte Publikation zur Darstellung und Isolation von stabilen, mononuklearen
Au(II) verdeutlicht die hochaktuellen Forschungsbemiihungen im Bereich der Katalyse.[*] Einst als
chemisch inert und ,katalyisch tot“ bezeichnet,l5! erfuhr das Edelmetall vor allem in den letzten
20 Jahren eine liberraschende und rasante Entwicklung als heterogenel®-91 und auch homogenel10-15]
Goldkatalysatoren. Thre einzigartige Bedeutung fithrt auf ihre Fahigkeit zur carbophilen Aktivierung
von Mehrfachbindungen, vor allem von Alkinen, zuriick (Abbildung 1.1). Im Folgenden wird die
Bindungssituation anhand von Au(I)-Katalysatoren mit dem DEWAR-CHATT-DUNCANSON-Modell (DCD)
zur Orbitalbetrachtung mit ungesattigten Alkin-Liganden betrachtet. Demnach kommt es wegen der
Lewis-aziden Eigenschaften des weichen Goldzentrums zur Ausbildung eines m-Komplexes mit
n?-Koordination zwischen Au(I) und der C=C-Bindung, wobei eine Kombination aus o-Hin- und
m-Riickbindung vorliegt.[16-19] Die Gesamtbindung kommt hauptsachlich durch
Orbitalwechselwirkungen ausgehend von der Elektronendichte im m-Orbital des Alkins mit dem
symmetrisch geeigneten d,2-Orbital in o-Ebene am Au(l) zustande (Ligand—Metall). Der
Elektroneniiberschuss am Gold-Zentrum verstarkt die Gesamtbindung, indem das gefiilte dxy-Orbital
n-riickbindend mit dem antibindenden m-Orbital am Alkin tiberlappt (Metall-Ligand). Weitere
Beitrdge von geringerem Ausmafi konnen aus dem Mischen der orthogonal zur Koordinationsebene
stehenden bindenden m,- und antibindenden =]-Orbitalen des ungesittigten Liganden mit den
dxy- und dy.-Orbitalen am Goldatom gezogen werden.[2%] Die Aktivierung der Alkinbindung erméglicht
im Anschluss eine Reaktion mit Nukleophilen. Dabei fiihrt die Verschiebung des Goldatoms entlang der
C=C-Achse innerhalb des aktivierten m-Komplexes und dem Ubergang von einer n2- zu einer
nt-Koordination zu einer lokal erhohten Elektrophilie an dem Kohlenstoffatom, das nukleophil
angegriffen wird.['¢] Unter einer Vielzahl von katalysierten Reaktionen, wurden auch komplexe
Zyklisierungsreaktionen beobachtet, welche liber ein intermediadres Carbokation, erméglicht durch die

ausgepragte Metall»Ligand-Riickbindung, verlaufen.[21]
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Abbildung 1.1 Katalytische m-Aktivierung von ungesattigten Alkin-Verbindungen durch einen Au(I)-Komplex, abgekiirzt
dargstellt mit [Au], und anschlief3ender Angriff eines Nukleophils (Nu).

Ein weiterer Nutzen von Gold und dessen Verbindungen liegt in seiner medizinischen Anwendung,
ferner beschrieben als Crysotherapie (crysos, griechisch fiir Gold), die eine lange Historie aufzuweisen
hat. Durch wegweisende Forschungsarbeiten von ROBERT KOCH um 1920 wurde Gold in Form von
K[Au!(CN)z] als therapeutischer Wirkstoff in der Behandlung von Tuberkulose vorgeschlagen.!'l Neben
dem antibakteriellen Effekt gegeniiber tubercle bacillus und anderen Bakterienstimmen, 122231 wurde
unterschiedlichen Au(I)- und Au(lll)-Komplexen eine antiparasitire Wirkung auf plasmodium
falciparum(?*] und antiproliferative Wirkung in Hinblick auf verschiedene humane Tumorzellen![2526]
nachgewiesen. Die nachgewiesene Wirksamkeit vor allem in Bezug auf rheumatischer Arthritis
spiegelt sich in dem 1982 als Arzneistoff zugelassenem Auranofin wieder, welches eine orale
Verwendung zur Behandlung von chronischer Polyarthritis findet.[1.27-36] Weitere Antirheumatika sind

die Goldpraparate Natriumaurothiomalat und Aurothioglucose.[37]

1.1.1  Der Relativistische Effekt und Aurophile Wechselwirkungen

Eine Erklarung fiir den einzigartigen chemischen Charakter von Gold und dessen Verbindungen
resultiert meist aus den Folgen des relativistischen Effektes fiir schwere Atome, der im Fall des Goldes
besonders stark ausgepragt ist. Erste physikalisch-chemische Untersuchungen wurden in diesem

Zusammenhang von PYYKKO und DESCLAUX unternommen.!38]

Die schweren Elemente im Periodensystem mit einer grofden Ordnungszahl werden von einer hohen
Ladungsdichte im Kern geprégt. In einer qualitativen Betrachtung des Atommodells nach BOHR steigt
die elektrostatische Anziehungskraft der Kernladung auf die Elektronen, sodass kernnahe Elektronen
Geschwindigkeiten erreichen, die nicht mehr mit den klassischen Regeln der Physik ausgedriickt
werden konnen. Aus diesem Grund muss die von Einstein entwickelte Relativitdtstheorie verwendet
werden.38-411 In Abbildung 1.2 ist die Berechnung der relativistischen Massenzunahme eines

1s-Elektrons mit Lichtgeschwindigkeit in Gold aufgefiihrt.

Mo Mo

(1) myy= = = NEECEDE = 1,23m, My relativistische Masse des 1s-Elektrons
\/1_(?) ‘ my: Ruhemasse des 1s-Elektrons
v:  Geschwindigkeit des Elektrons
(Vrad)  Z 79 c: Lichtgeschwindigkeit
(2) —=-=-—=0,58 , . C o
c c 137 (Vyqq): Mittlere, radiale Geschwindigkeit

des Elektrons

3) c=~ i ~ 137 a.u. Z: Ordnungszahl

a: Feinstrukturkonstante

Abbildung 1.2 Berechnung der Massenzunahme eines 1s-Elektrons in Gold unter relativistischer Betrachtung nach PYYKKO,
DESCLAUX und KALTSOYANNIS.[38:40]
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Aus Gleichung (1) ergibt sich die Annahme, dass eine Masse maximal auf die Geschwindigkeit von Licht
beschleunigt werden kann (v < ¢). Die mittlere, radiale Geschwindigkeit eines 1s-Elektrons (v,.4)
entspricht ungefidhr der Ordnungszahl Z, wobei fiir Gold Z=79 gilt. Wird weiterhin die
Lichtgeschwindigkeit ¢ mit der Feinstrukturkonstante o beschrieben, ergibt sich im Fall des Goldatoms
eine Differenz zwischen der berechneten relativistischen Masse m,,; zur Ruhemasse m,.38-401 Im
Atommodell nach Bohr, in dem der Orbitalradius der Elektronen umgekehrt proportional zu seiner
Masse ist (r ® 1/m), driickt sich diese Massenzunahme in der Kontraktion der Atomorbitale (AO) aus.
Im Vergleich zu einem nicht-relativistischen 1s-AO liegt das entsprechende AO in der relativistischen
Betrachtung um 20% kontrahiert vor, was eine Stabilisierung der Elektronen in den 1s-Orbitalen zur
Folge hat.[38-40] Zur Verdeutlichung der relativen Auspragung dieses Effektes fiir das Element Gold zeigt
Abbildung 1.3,A den Quotienten aus den berechneten relativistischen (ry).e und
nicht-relativistischen Radien (rgs)non—rer der Valenzelektronen in den 6s-A0.38-401 [n dieser
Darstellung wird deutlich ersichtlich, dass nach dem Element Caesium (Z = 55) ein Minimum fiir das
Goldatom erreicht wird und eine derartige Kontraktion der 6s-Orbitale aufgrund des relativistischen

Effektes bis Fermium (Z = 100) nicht iibertroffen wird.

A B
Rl —_—
5s 55 /' 6s
0.98 - - /
8
++‘++++ bs

T | * 4

094 by

g

Aé‘ ++ >‘J -10
Y 0.90 1 *+ LT &

A K 5 -2

2 oy + 5d

v 0-86 1 + H

+ 4d 5d
Y ++ i
0.82 . . +
55 70 85 100 6
16~
Atomic number non-rel. rel. rel. non-rel.
Ag Au

Abbildung 1.3 A Darstellung der Kontraktion beziiglich der 6s-Atomorbitale als Quotient aus den berechneten relativistischen
und nicht-relativistischen Radien fiir Caesium (Z =55) bis Fermium (Z = 100) nach KALTSOYANNIS;!0! Nachdruck frei nach
Ref. [40] mit der Genehmigung von The Royal Society of Chemistry. B Vergleich der berechneten relativistischen und
nicht-relativistischen 4d- und 5s- sowie 5d- und 6s-Orbitalenergien fiir Silber (links) und Gold (rechts);[3840 Nachdruck frei nach
Ref. [40] mit der Genehmigung von The Royal Society of Chemistry.

Bei der Betrachtung von Abbildung 1.3, B nach den Arbeiten von PYYkKO und DESCLAUX[38-40] ergibt sich
eine energetische Differenz zwischen den 6s- und 5d-Atomorbitalen des Goldes als direkte Konsequenz
aus der relativistischen Kontraktion kernnaher Atomorbitale. Wahrend die 6s-Elektronen energetisch
stabilisiert werden, erfahren die dufieren Valenzelektronen in den 5d-Orbitalen gleichzeitig aufgrund
der zunehmenden Abschirmung der positiven Kernladung eine Destabilisierung. Dieser geringe
Energieabstand von 2,4eV ist in der unverkennbaren, goldenen Farbe dieses Elementes
wiedergespiegelt. Wahrend die Absorption der Goldatome vor allem durch blau-violette Wellenldngen
bestimmt ist, absorbiert Silber mit einem schwacheren, relativistischen Effekt im langerwelligen und

energiestarkeren ultravioletten Bereich (Vergleich mit Abbildung 1.3, B rechts).
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Weiterhin fiihrt die relativistische Kontraktion des 6s- Orbitals und Expansion der 5d-Valenzschale zu
dem mafdgeblich von SCHMIDBAUR gepragten und benannten Phidnomen der ,Aurophilie“. Die
»aurophilen Wechselwirkungen“beschreiben die bindenden Eigenschaften von Au(I)-Zentren, die eine
abgeschlossene Elektronenkonfiguration [Xe]4f145d106s° besitzen.[*243] Dabei fiihrt die Affinitdt zu
anderen Goldatomen zu einer beschriebenen Anndherung auf 2,7 - 3,3 A, was einer verkiirzten
Au(I):*-*Au(l)-Distanz im Vergleich zum doppelten VAN-DER-WAALS Radius von Gold (ca. 3,4 A)
entspricht.[*144 Die aurophile Anziehung von Au(I)-Atomen zueinander kann nicht mit kovalenten
Bindungstheorien erklart werden. PYYKKO beschreibt diese attraktiven Wechselwirkungen als eine
weitere dispersive Kraft,[#1] wobei Energien von 5 - 15 kcal/mol erreicht werden.[4144-4¢] Folglich liegt
die Aurophilie nicht mehr im energetischen Bereich von VAN-DER-WAALS Wechselwirkungen
(0,5 - 1 kcal/mol),l*7] sondern entspricht vielmehr einer schwachen Wasserstoffbriickenbindung. In
biologischen Systemen wurden diese mit 1 - 3 kcal/mol charakterisert,[47-491 wobei die beschriebene
Energiespanne bis 39 kcal/mol reicht.[50

Die nicht zu verachtende Bindungsstirke von Au(I)::--Au(l)-Wechselwirkungen wird in den
Materialwissenschaften zunehmend als supramolekulares Strukturmotiv eingesetzt.[41] Vor allem liegt
das Interesse in den photophysikalischen Eigenschaften, auf die aurophile Wechselwirkungen einen
gravierenden Einfluss nehmen. Die Verwendung von Au(I)-Komplexen in Festkérpern und auch in
Losung verspricht Anwendungspotential als lumineszente Materialien und innerhalb der

Optoelektronik.[144]

1.1.2  Au(I)-Komplexe in Wasser

Neben dem zunéichst sichtbaren Unterschied zwischen Gold und Silber, beschrieben in Abschnitt 1.1.1,
bestehen weitere deutliche Abweichungen in ihrem Bindungsverhalten, die sich aus dem
relativistischen Effekt erschliefRen. Im Vergleich zu analogen Ag(I)-Komplexen bevorzugen
Gold(I)-Verbindungen eine lineare Geometrie mit der Koordinationszahl KZ = 2. Diese ist von einer s/p
bzw. s/d-Hybridisierung charakterisiert, die sich aus den geringen energetischen Unterschieden
zwischen den Orbitalen ergibt.[] Neben der hdufigsten Beschreibung von Au(I)-Komplexen in ihrem
neutralen Zustand als [Au'X(L)] (mit X = Anionischer Ligand und L = Neutralligand), finden sie sich
auch als anionische [Au'Xz]- oder kationische Komplexe [AulL]* in der Literatur wieder, beispielhaft
dargestellt durch [Au!(CN)z]- bzw. [Au!(NHC):]*.[t51 hrer Tendenz in wdssriger Umgebung
entsprechend Gleichung (4) zu elementaren Gold und Au(Ill) zu disproportionieren, kann mit
ausreichender Stabilisierung durch die Liganden in der direkten Umgebung der Au(l)-Zentren

erfolgreich entgegen gewirkt werden.

(4) 3 Aulg -2 Aud + Aullyg Ey=+0,47V
K ~10%°

In Hinblick auf die Einfiihrung von wasserloslichen Funktionen an Au(I)-Verbindungen, sind die
Moglichkeiten aufgrund der Linearitdt intrinsisch eingeschrankt. Wie in einem Bericht von

BENEDICT KEMPER und YANA R. HRISTOVA des Arbeitskreises BESENIUS Ubersichtlich dargestellt, bietet
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sich eine Funktionalisierung am neutralen Liganden oder iiber den anionischen Ligandenausstausch

von heteroleptischen Au(I)-Komplexen an (Abbildung 1.4).

H[AUCI,]

NHC or
R" NHC-Ag(l)
N complex PR';
Cl—Au—¢ ] <«————— Cl—AU—SR, —————— CI-Au—PR;
N iii v
Rll
iv| HSR™ HSR™
vi
Ril
N
Rms_ Au _4: Il R"S— Au _PR¢3 R™ — Au —PR'a
N
Rl

Abbildung 1.4 Ubersicht zur Synthese wasserléslicher Au(I)-Komplexe auf Basis von S-, C- und P-Donorliganden beschrieben von
der Reduktion zu Au(I) (i und i) bis zum Austausch des neutralen (iii und v) bzw. des anionischen Liganden (iv bis vii);[27]
Nachdruck frei nach Ref. [27] mit der Genehmigung von Elsevier.

Im Vergleich zur direkten Synthesestrategie von Au(l)-Komplexen der Form [Au!CI(PR'3)] aus
Tetrachlorgold(Ill)saure H[A!Cls] (Abbildung 1.4, ii), erfolgt die Herstellung heutzutage iiber eine
milde, zweistufige Syntheseroute, zunichst via der Reduktion mit Tetrahydrothiophen (tht) zum
Thioetherkomplex [Au!Cl(tht)] (Abbildung 1.4,i). Diese Herangehensweise erlaubt es den labilen
S-Donorliganden entsprechend dem HSAB-Konzept nach PEARSON (HSAB: hard and soft acids and bases)
durch einen geeigneteren Liganden auszutauschen. Im Vergleich zu Au in der Oxidationsstufe +III
(rpqm = 0,85 A) wird Au(l) als ein leicht zu polarisierendes, weiches Kation mit einem lonenradius von
Taul = 1,37 A beschrieben.l52l Daher eignen sich vor allem Phosphan- sowie Carbenliganden wie
N-heterozyklische Carbene (NHCs) als Neutralliganden (Abbildung 1.4, iii und v). Auf diese Weise
werden polare bzw. geladene P- und C-Donorliganden zur Herstellung von wasserléslichen
Au(I)-Komplexen, allgemein beschrieben mit [Au!CI(PR's)] und [Au!CI(NHC)], genutzt. Weiterhin
konnen wasserlosliche Gruppen in einem ndchsten Schritt, dem anionischen Ligandenaustausch, an
das Au(I)-Zentrum gebracht werden. Der Austausch des anionischen Halogenliganden erfolgt unter
basischen Bedingungen, iiblicherweise mit Thiolen (Abbildung 1.4, iv und vi) oder der o-Koordination
von terminalen Alkinen (Abbildung 1.4, vii). Dabei kdnnen Nebenreaktionen wie die Diaurierung im
Fall der S-basierten Ligandeneinfithrung,[53! als auch durch die Aktivierung der n-Dreifachbindung von
Alkinyl-haltigen anionischen Liganden, wie eingangs in Bezug auf die katalytischen Eigenschaften von
Au(I) beschrieben wurde (Abschnitt1.1), auftreten. Dieser Weg stellt daher meist grofiere,
synthetische Herausforderungen, um saubere und stabile, wasserlosliche Au(I)-Komplexe

darzustellen.
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1.2 Organogoldchemie mit N-heterozyklischen Carbenen

Das Carben-Strukturmotiv ist allgemein definiert als neutrales, zweibindiges Kohlenstoffatom, welches
mit einem ungebundenen Elektronenpaar und nur sechs Valenzelektronen eine Ausnahme von der
Oktettregel darstellt. Wie andere Elektronenmangelverbindungen (Vgl. Radikale) werden Carbene
meist der kurzlebigen Substratklasse von hdéchstreaktiven Intermediaten zugeschrieben. Eine
Isolierung wurde lange Zeit fiir unmoglich gehalten. Thre elektronische Struktur faszinierte schon frith
im 19. Jahrhundert,[54-591 wobei erst 1954 durch den von DOERING, WINSTEIN und WOODWARD
gemeinschaftlich vorgeschlagenen Begriff ,Carben” eine einheitliche Beschreibung fiir die
wissenschaftliche Diskussion gefunden war.[6061] Ungefdhr zeitgleich fithrten analytische
Nachweismethoden dazu, dass bis dato ungeldste Fragestellungen durch eine verbesserte
Strukturaufkldrung, beispielhaft wie in CHUGAEVs Forschungsarbeiten,[62-65] erneut interpretiert
wurden. Auflerdem wurde 1968 mit den unabhingigen Entdeckungen von Ubergangsmetall
stabilisierenden N-heterozyklischen Carbenen, verallgemeinert abgekiirzt mit NHC, durch OFELE[66]
und WANZLICKI®7] ein Meilenstein erreicht.[58! In den nachfolgenden Jahren nahm die Entwicklung der
Carbenchemie ein rasantes Tempo an und wurde von einer Vielzahl von Forschern gepragt.[56:6869]
1988 war es zundchst BERTRAND gelungen, ein mit P-Atom benachbartes Phosphinosilylcarben
(Abbildung 1.5, A oben) zu isolieren.’0] Daraufhin konnten ARDUENGO etal. das Konzept der
mesomeren Stabilisierung (Vergleich mit Abschnitt 1.2.1) zur Darstellung des ersten freien NHC in
Form des kristallinen 1,3-Di(adamantyl)imidazol-2-yliden (IAd) (Abbildung 1.5, A unten) im Jahr 1991
erfolgreich anwenden.5859711 In Anbetracht der heutigen immensen Fiille von beschriebenen Carbenen
auf Basis von Stickstoff-haltigen Heterozyklen sowie verwandten azyklischen Diaminocarbenen, kann
die Entdeckung von langlebigen, persistenten N-heterozyklischen Carbenen und die vergleichsweise

einfache Synthese (Vergleich mit Abschnitt 1.2.2) als revolutionar beschrieben werden.
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Abbildung 1.5 A Erste Carbenstrukturen, die erfolgreich von BERTRAND et al.l7l und ARDUENGO et al.’%] isoliert wurden. B Anzahl
von Verdffentlichungen mit dem Stichwort ,N-heterocyclic carbene” im Zeitraum 2000 bis 2017 (Scifinder, September 2018).

Die zweifelsfrei durch eine Kristallstruktur belegte Entdeckung des ,bottable“ NHC riickte diese neue
Stoffklasse in den Fokus vieler Forschungsgruppen.[72-741 Uber die Zeit wurde eine grof3e Anzahl von
Anwendungen mit praktischer Relevanz gefunden.l’3! Heutzutage zahlen N-heterozyklische Carbene
zu den bedeutensten Verbindungen, die vor allem als NHC-Metall-Addukte eine imposante

Anwendungsbreite liefern. Die seit 2000 jahrlich beachtlich gestiegene Summe der Publikationen
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(Abbildung 1.5, B) wurden grofdtenteils im Bereich der Katalyse, unbestritten das bisher erfolgreichste
Forschungsfeld der NHCs, verdffentlicht. Innerhalb der Organokatalyse wurde erstmalig schon 1958
von BRESLOW ein Thiazolium-basiertes Intermediat in dem Katalysemechanismus der Benzoin-
Kondensation vorgeschlagen.[’>] Heute finden NHCs ihren Nutzen als Organokatalysatoren
insbesondere in der herausfordernden asymmetrischen Synthese.[76-80] Einen noch gravierenderen
Einfluss nahmen N-heterozyklische Carbene in der Entwicklung der metallorganischen
Komplexkatalyse.l81.821 Mit den in der Komplexchemie lidngst etablierten Phosphanen, war das
Interesse an organischen Liganden mit starken metallbindenden Eigenschaften erstmalig geweckt.
Obwohl der erste NHC-basierte Metallkomplex schon 1968 synthetisiert wurde,[¢6671 begann die
gezielte Suche erst als das Potential von elektronisch und gleichzeitig strukturell speziell
zugeschnittenen N-heterozyklischen Carbenliganden gegeniiber den Phosphanen zunehmend erkannt
wurde (Vergleich mit Abschnitt 1.2.1). Die hauptsichlich im 21. Jahrhundert geschaffenen NHC-
Komplexkatalysatoren sind so hoch effizient, sodass ihr signifikanter Beitrag in den mit Nobelpreisen
ausgezeichneten Forschungsgebieten zur Olefinmethathesel®384 und Kreuzkupplungen(s! geehrt
wurde. Die Popularitat der NHCs nimmt auch in jiingster Zeit nicht ab, wobei Forschungsgruppen
immer haufiger auf ihr Anwendungspotential tber die Katalyse hinaus aufmerksam machen.
Vielversprechende Ergebnisse liefern sowohl nicht weniger bedeutende Themenbereiche der
metallorganischen Material- oder Oberflaichenchemie,[86-88] als auch die Verwendung NHC-basierter
Metallopharmakons.[8%] Neben der attraktiven o-Donoreigenschaften (Vergleich mit Abschnitt 1.2.1)
steht eine zugleich modifizierbare NHC-Struktur (Vergleich mit Abschnitt 1.2.2), welche den
synthetisch  anspruchvollen = Zugang zu  komplizierten und  gleichzeitig  diversen
Organometallverbindungen liefert. Als Folge ergeben sich weitere Forschungsinteressen, die in der
Vergangenheit im Vergleich zu den historisch umfassend studierten katalytischen Fahigkeiten

geradezu wenig Beachtung fanden.

1.2.1  Elektronische und strukturelle Eigenschaften der NHCs als Ligandenklasse

Entgegen der traditionellen Vorstellung von Carbenen als transiente Elektronenmangelverbindungen,
verhalten sich N-heterozyklische Carbene vielmehr wie elektronenreiche Verbindungen. Die zu
beobachtende Stabilitit beruht vor allem auf elektronischen Eigenschaften sowie ihrer
auflergewohnlichen  chemischen  Struktur. Als Folge ergeben sich herausragende
o-Donoreigenschaften, welche die Darstellung einer Bandbreite von Komplexen mit verschiedensten
Metallen ermoéglichen, sodass NHC-Liganden, wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, haufig als bevorzugte
Liganden genutzt werden. Dabei sind die leichte Zugdnglichkeit und ihr strukturell einfach zu
modifizierendes Grundgeriist (Vergleich mit Abschnitt 1.2.2) grundlegende Vorteile gegeniiber

anderen etablierten Ligandenklassen, wie den Phosphanen.

Die ungewohnliche Stabilitdt und Reaktivitdt von N-heterozyklischen Carbenen ldsst sich zunédchst
vereinfacht an ihrer gewinkelten Struktur beleuchten.l®0-921 Bei Betrachtung von Grenzorbitalen
ergeben sich im Vergleich zu einem hypothetischen linearen Carben vier mogliche Mulitplizitaten zur

Verteilung des ungebundenden Elektronenpaars in einem spZ2-artigen o-Orbital und dem dazu
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orthogonal angeordneten p~-Orbital. Die zwei energetisch wahrscheinlichsten Grundzustiande sind in
Abbildung 1.6 dargestellt. Mit jeweils einem ungeparrten Elektron mit parallelem Spin in den o- und
pr-Orbitalen liefert der Triplett-Grundzustand einen diradikalischen Charakter. Das Singulett-Carben
wird durch ein gefiilltes 0c-HOMO (HOMO: Highest Occupied Molecular Orbital) und ein leeres p-LUMO
(LUMO: Lowest Unoccupied Molecular Orbital) ausgezeichnet, sodass es sowohl nukleophiles als auch
elektrophiles Reaktionsvermogen besitzt. Theoretische Berechnungen ergaben, dass der energetische
Unterschied zwischen den Orbitalen in Zusammenhang mit dem vorliegenden Singulett- bzw.

Triplettzustand des Carben steht.[°3]

linear

Abbildung 1.6 Wahrscheinlichste Elektronenkonfigurationen eines gewinkelten Carben im Singulett- (02p:°) bzw. Triplett-
Grundzustand (o'p~') mit R = organischer Rest.[9094]

Heteroatome in a-Position zum Carbenkohlenstoff (N2C) nehmen direkten Einfluss auf die
Stabilisierung der Orbitale am Carbenkohlenstoff und damit auf die vorliegende Multiplizitat und ihr
Reaktionsverhalten (Abbildung 1.7, A).[0 Im Fall der NHCs liegen elektronenziehende
N-Substituenten (electron withdrawing groups, EWG) mit einem Unterschied in der Elektronegativitat
von AEN(N,C) = 0,509I vor. Durch diesen induktiven Effekt (-I-Effekt) wird das o-Orbital (sp?) des
Carbens elektronisch abgesenkt, wobei das pr-Orbital unbeinflusst bleibt. Aus dem erweiterten
HOMO-LUMO Abstand ergibt sich eine Stabilisierung fiir den Singulett- im Vergleich zum
Triplett-Zustand. Atome mit einer geringeren Elektronegativitdt als Kohlenstoff (Beispiele sind
EN(B) = 2,0 und EN(P) = 2,2)[%! wiirden an dieser Stelle einen gegenteiligen, elektronenschiebenden
Effekt auf das Carbenzentrum austiben. Neben dem induktiven Einfluss, liegen in N-heterozyklischen
Carbenen weitere, zur Stabilisierung beitragende, mesomere Effekte vor. Ausgehend von den
ungebundenen Elektronenpaaren der Stickstoff-Heteroatome wird m-Elektronendichte in das leere
p=-Orbital am Carbenkohlenstoff geschoben (+M-Effekt). Wahrend das besetzte sp2,-Orbital
unverandert vorliegt, wechselwirken die pz-Orbitale der NRz-Substituenten mit dem p-Carbenorbital

innerhalb eines polaren 4-Elektronen-3-Zentren beschreibbaren 7-Systems.
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Abbildung 1.7 A Stabilisierung der o- und p-Orbitale am Carbenkohlenstoffatom (N2C) durch Stickstoffatome in a-Position.
B Visualisierung des aromatischen Charakters innerhalb eines Imidazolyliden mit ungeséattigter Doppelbindung im
NHC-Rickgrat. C Formulierung von Resonanzstrukturen am Beispiel eines Imidazolyliden.[90.94]

Es kann zusammengefasst werden, dass NHCs auf einem thermodynamisch giinstigen
»push-pull“system beruhen, deren Carbenzentrum durch die benachbarten Stickstoffatome als

m-Donor-o-Akzeptor-Substituenten stabilisiert werden, indem Elektronendichte einerseits o-induktiv
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abgezogen und andererseits durch mesomere m-Wechselwirkungen zuriickgegeben wird. Die
energetische Stabilisierung folgt aus der Absenkung des sp2,-Carbenorbitals und die
Mesomeriestabilisierung, welche dem Elektronenmangel des Carbenatoms entgegenwirkt. Dariiber
hinaus begiinstigt die zyklisch planare Struktur von NHCs mit einem ungesattigten Riickgrat den
gewinkelten Singulett-Zustand mitunter durch die zusdtzlich stabilisierende Aromatizitat
(Abbildung 1.7, B).[°0] Imidazolylidene wie beispielsweise IAd werden aufgrund ihrer ungesattigten
Doppelbindung im NHC-Riickgrat von einem aromatischen 6-Elektronen-5-Zentren m-System gepragt,
welches mit 25kcal/mol zur Stabilisierung beitragt.[°¢1 Als Resultat der vorliegenden
Wechselwirkungen liegen NHCs in der Regel im Singulett-Grundzustand mit einer grofien
Elektronendichte in der Ebene des Carben-N2zC vor und prasentieren einen ausgepragten nukleophilen
Charakter. Bei der Betrachtung von Resonanzstrukturen, verdeutlichen zwitterionische Strukturen mit
einer formal negativen Ladung am Carbenkohlenstoff ihr Reaktionsvermdgen als Nukleophil
(Abbildung 1.7, C). Der traditionell mit Carbenen verbundene Elektronenmangel kann als Folge der
m-donierenden Stickstoffe in NHCs teilweise vollstindig aufgehoben und ihre elektrophilen
Eigenschaften fiir uneffektiv erklart werden.

Aufgrund der besonders starken o-Donoreigenschaften binden NHCs eine Vielzahl von Metallen sowie
nicht-metallischen Verbindungen. Der Tolman'sche elektronische Parameter (TEP) ist eine bereits fiir
Phosphane entwickelte Methodik zur Quantifizierung der donierenden Ligandeneigenschaften anhand
experimenteller, infrarotspektroskopischer (IR) Untersuchungen. Grundsatzlich werden dabei von
den CO-Streckschwingungen in Ubergangsmetall-CO-Komplexen (M = Ni, Rh, Ir) Riickschliisse auf die
Elektronendichte am Metall sowie den Elektronenschub ausgehend von Ligand auf das Metallatom
gezogen. Der TEP-Wert ergibt sich aus der gemessenen Wellenzahl (vco); je kleiner dieser ist, desto
starker ist die o-Donorfahigkeit des untersuchten Liganden.[°7] Die Auswertung vieler TEP-Werte von
NHCs mit verschiedenen Substitutionsmustern zeigt, dass von diesen ein hoher Elektronenschub
ausgeht, welcher die Donoreigenschaften vergleichbarer Phosphanliganden meist iibersteigt.
Weiterhin sprechen auch kalorimetrische Studien dafiir, dass NHCs starkere Metall-Ligandbindungen
ausbilden.[9899] Heute wird prinzipiell davon ausgegangen, dass die Bindung zwischen einem
NHC-Liganden und einem Ubergangsmetall aus zwei Beitrdgen besteht und ihr Bindungsverhéltnis
komplexer ist als zundchst angenommen (Abbildung 1.8). Wie bei Phosphanen wurden NHCs
urspriinglich als reine o-Donorliganden angesehen (Abbildung 1.8, A).[°0] Durch den Auschnitt B in
Abbildung 1.8 wird veranschaulicht, wie auch das leere pz-Orbital am Carbenkohlenstoff
Méglichkeiten zur Orbitaliiberlappung mit elektronenreichen dr-Orbitalen des Ubergangsmetalls
anbietet. Nach kontroversen Diskussionenl72100.101] ging aus theoretischen und experimentellen
Untersuchungen hervor, dass NHCs iliber ein nicht vernachldssigbares m-Riickbindungsvermogen

verfiigen und als m-Akzeptoren wirken kénnen.[?7,102-108]
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Abbildung 1.8 Komplexe Orbitalwechselwirkungen zwischen einem NHC-Liganden und einem Ubergangsmetall (M):
A o-Hinbindung Ligand—Metall; B Mogliche m-Riickbindung Metall—»Ligand.
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Neben den besonderen elektronischen Eigenschaften nimmt der sterische Anspruch einen weiteren
wichtigen Einfluss auf die Stabilitit und Reaktivitit in N-heterozyklischen Carbenen. In einer
kinetischen Betrachtung wirken sterisch anspruchsvolle N-Substituenten der Tendenz zur
Dimerisierungsreaktion von NHCs entgegen. Die resultierende Problematik der Synthese eines freien
Carbens wird anhand der Diskussion um das 1960 postulierte WANZLICK-Gleichgewicht deutlich.[67.109-
111] So beschreibt WANZLICK die Isolierung eines Dimers bei der Verwendung von Imidazolinylidenen
mit Phenylgruppen als organische N-Gruppen. Erst Mesitylsubstituenten zeigten einen ausreichenden
sterischen Anspruch, um die Bildung von Dimeren zu unterdriicken.[112]

In Analogie zum Tolman'schen Kegelwinkell!13] wurde von NOLAN und CAVALLO der Parameter ,buried
Volume"“ (%Vuur) eigens fiir N-heterozyklische Carbene entwickelt.[101.114115] Dabei wird auf Grundlage
der Kristallstruktur bzw. quantenmechanischen Berechnungen die exakte NHC-Struktur festgelegt und
ausgehend vom Carbenkohlenstoff-N2C das Zentrum einer hypthetischen Kugel mit definiertem Radius
gespannt. Unter Beriicksichtigung identischer Kugelparameter lasst das Kugelvolumen %Vbur, welches
vom NHC belegt wird, einen relativen Vergleich zwischen dem sterischen Anspruch verschiedener
NHCs zu. In Abbildung 1.9 ist der unterschiedliche Raumanspruch von N-heterozyklischen Carbenen
(A) und Phosphanen (B) innerhalb einer Metall-Komplexverbindung dargestellt. Es wird ersichtlich,
dass die sterische Umgebung des Metalls unterschiedlich stark beeinflusst wird. Im Vergleich zum
Phosphanliganden, deren drei tetraedrisch angeordnete Substituenten einen vom Metallzentrum
weggewandten Kegel formen, weisen die N-Substituenten des NHCs in die Koordinationssphare des
Metallzentrums. Deutlich erkennbar wird an dieser Stelle, dass grofle und rigide organische
N-Substituenten einen hohen sterischen Anspruch ausiiben.[!16] Als Folge wird das Metallzentrum
vergleichbar mit einer Art Tasche abgeschirmt. Vorstellbar ist die hierdurch gehemmte Dimerisierung
von NHCs, die aufgrund sterisch anspruchsvoller N-Substitutenten einander nicht nah genug kommen,

um eine Doppelbindung zwischen den Carbenkohlenstoffen ausbilden zu kénnen.
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Abbildung 1.9 Zeichnerische Veranschaulichung des Raumanspruchs ausgehend von NHCs (A) und Phosphanen (B) mit
M = komplexiertes Metall und R = organische Substituenten. C Ubersicht verschiedener NHC-Liganden basierend auf Imidazol,
Imidazolin, Benzimidazol und Triazol (von links nach rechts).

Der bis dato grofite Anteil untersuchter NHCs leitet sich von den fiinfgliedrigen Heterozyklen Imidazol
bzw. Imidazolin ab. Weitere Diaminocarbene kommen auf Basis von Benzimidazol oder Triazol vor
(Abbildung 1.9, C). Wenn nicht anderweitig erlautert, bezieht sich der Term der ,N-heterozyklischen
Carbene” innerhalb dieser Dissertation auf NHCs mit einem Imidazol, Imidazolin oder Benzimidazol

als Grundgertist.

1.2.2  Modifizierbare NHC-Struktur zur Synthese von wasserloslichen Au(I)-Komplexen

Wie im vorherigen Abschnitt 1.2.1 diskutiert, sind N-heterozyklische Liganden von aufiergewdhnlich

starken o-Donoreigenschaften gepragt, welche sie in direkte Konkurrenz zu den traditionell
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verwendeten Phosphanen stellt. Ihre donierenden Eigenschaften konnen eine ausreichende Stabilitat
in Au(I)-Organometallkomplexen gewahrleisten, sodass diese [Au!CI(NHC)] auch in protischen
Losungsmitteln Anwendungen finden.[89.117]

In Abbildung 1.4 des Abschnitts 1.1.2 wurde bereits darauf eingegangen, dass wasserldsliche
Chlorido-Au(I)-Komplexe mit NHC-Neutralliganden aus dem Thioetherkomplex [Au!Cl(tht)]
hergestellt werden. Im Gegensatz zu freien NHCs, die bereits mit Spuren von Sauerstoff und
Feuchtigkeit reagieren,[18] sind ihre Komplexverbindungen sowie ihre Vorlaufermolekiile stabil und
meist leicht handhabbar. Eine generell hdufig genutzte Synthesemethode zur Darstellung der
nukleophilen Carbenfunktion am NHC findet {iber eine direkte Deprotonierung der entsprechenden
Azoliumsalze meistens mit Alkalihydriden oder -alkoxiden unter Umstinden bei erhohten
Temperaturen statt.[11% In der Regel wird das als Nebenprodukt entstehende Alkalisalz toleriert,
sodass sich eine in-situ-Erzeugung der NHCs zur Synthese von Au(I)-Komplexen anbietet. Eine weitere
attraktive Moglichkeit ausgehend von den Azoliumsalzen ist die Transmetallierungsreaktion mit
Ubertragungsreagenzien und Metallkomplexen, meistens mit [Ag!CI(NHC)] als Zwischenstufen.[120] Das
Konzept beruht dabei auf einer im Vergleich zur NHC-Au(I)-Bindung schwacheren Wechselwirkung
zwischen dem NHC und dem eingesetzten Metall. Die NHC-Silber-Komplexe liegen geldst in der Regel
in einem flukturierenden Gemisch aus neutralen und Kkationischen Komplexen sowie
Silbersalzaddukten vor.[121122] Die Transmetallierung in den stabileren Au(I)-Komplex meist unter
Verwendung von [Au!Cl(tht)] oder [Au!CI(DMS)] (mit DMS = Dimethylsulfid) als NHC-Akzeptoren
verlauft quantitativ. Merkmale dieser Syntheseroute sind die generell milderen Reaktionsbedingungen
sodass beispielsweise der Einsatz von starken Basen umgangen wird.['20] Die Deprotonierung des
Carbenkohlenstoffs erfolgt mittels basischen Silbersalzen, wie Ag20, selektiv, sodass andere azide

Protonen und funktionelle Gruppen toleriert werden.[123]

Ein wesentlicher Unterschied, weshalb NHCs haufig als die favorisierte Ligandenklasse ausgewahlt
werden, beruht in ihrer besonderen strukturellen Beschaffenheit. Unabhiangig von ihrer Ringgrofie
konnen vielfaltige Modifikationen, wie beispielsweise das Einfithren von wasserléslichen Funktionen,
als N-Substituenten oder in das NHC-Riickgrat eingebracht werden (Vergleich mit Abbildung 1.10, A).
Im Folgenden wird ein grober Uberblick zur Modifikation von Imidazol-/ Imidazolin-basierten
NHCs[4 und den entsprechenden Imidazolium-/ Imidazoliniumsalzen['241 als die gangigsten
Vorlauferverbindungen gegeben, welche detailiert in Ubersichtsartikeln und den angegebenen

Literaturstellen thematisiert werden.
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ringschlieBende Syntheseansitze

Abbildung 1.10 A Schematische Differenzierung zwischen iibergeordneten Struktureinheiten (blau hinterlegt) in
Azolium-Vorlauferverbindungen von N-heterozyklischen Carbenen. B Retrosynthetische Schnittstellen (blau, gestrichelte
Linien) zur Darstellung von NHC-Prikursoren auf Basis von Imidazol. Zur Ubersichtlichkeit wurde das negativ geladene
Gegenanion (X) nicht abgebildet; die positive Ladung in den Azoliumsalzen liegt zwischen den Stickstoffatomen (Vergleich
Abbildung 1.7, C).
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1.3 Supramolekulare Polymere und Selbstassemblierung in Wasser

Uber eine retrosynthetische Betrachtung kann die vielzahl méglicher Darstellungsansitze zu
Imidazolium-/ Imidazoliniumkationen in  generell drei verschiedene Synthesestrategien
zusammengefasst werden (Abbildung 1.10, B). Weiterhin wird zwischen den Synthesemethoden, die
den Ringschluss einschliefen, und der Quarternisierung der Stickstoffatome am bestehenden
Heterozyklus unterschieden. Die Zyklisierung verlauft beispielhaft iiber das Einfithren eines
C1-Pracarbenbausteins in das entsprechende Diimin (Abbildung 1.10, B rechts) oder indem der
Ringschluss in  4,5-Position  unter = Verwendung eines Formamidins  stattfindet
(Abbildung 1.10, B mitte). Die ringschlieflenden Syntheseansitze ermoglichen Modifikationen im
Azoliumriickgrat, welche die elektronischen Eigenschaften am Carbenzentrum der NHC-Folgestufe
beeinflussen. Dazu konnen elektronenziehende/ -schiebende sowie ionische Funktionen in 4- und
5-Position eingefiihrt werden. Riickgratmodifikationen nehmen in der Regel keinen Einfluss auf den
sterischen Anspruch eines N-heterozyklischen Carbens. Fiir diesen Zweck bieten sich die
N-Substituenten zur nachtriglichen Modifikation eines Imidazols bzw. Imidazolins an. Diese haufig
angewandte Methode kann zur Einfithrung eines Substituententyps oder zu unterschiedlichen
N-Substituenten innerhalb einer konsekutiven Reaktionsabfolge fithren. Davon abhangig ergeben sich

im Anschluss symmetrische (R! = R2) bzw. unsymmetrische (R! # R2) NHC-Verbindungen.

Unter anderem zeigt eine Publikation von GLORIUS, dass ein Interesse in effiziente Synthesen zu
vielseitig substituierten NHCs besteht.[125] Im Hinblick auf wasserldsliche NHCs verschafft der
Ubersichtsartikel von KUHN eine grundlegende Zusammenfassung vor allem zu geladenen NHC-
gebundenen Metallkomplexen (Vergleich mit den Diskussionskapiteln 3 und 4).[126] Das Einfiihren
einer funktionellen Gruppe eroffnet Moglichkeiten fiir eine spatere Modifikation der NHC-Vorstufe

oder der Komplexverbindung (Vergleich mit Diskussionskapiteln 5 und 6).

1.3 Supramolekulare Polymere und Selbstassemblierung in Wasser

Eines der am schnellsten wachsenden interdisziplindren Forschungsgebiete ist die Supramolekulare
Chemie, die insbesondere an den Schnittstellen von Chemie, Biologie, Physik, Medizin und den
Materialwissenschaften zu finden ist.['27] Im Gegensatz zur klassischen Molekiilchemie, besteht das
Hauptmerkmal supramolekularer Systeme darin, dass molekulare Einheiten durch nicht-kovalente
Bindungen eine Uberstruktur bilden. Daraus ergeben sich Méglichkeiten zur Synthese von Materialien
wie den supramolekularen Polymeren mit einzigartigen dynamischen und reversiblen Funktionen, die
in der Lage sind auf dufRere Umgebungseinfliisse zu reagieren.[128-130]

Erst im Jahr 1920 fiihrte - _ die Betrachtungsweise der Makromolekiile als
hochmolekulare Spezies ein und leitete damit die moderne synthetische Polymerchemie ein. Die
priagenden Forschungsarbeiten von CHARLES J. PEDERSON, JEAN MARIEN LEHN und DONALD ]. CRAM auf dem
Gebiet der makrocyclischen Liganden!'31-133] zur Untersuchung selektiver Wirt-Gast-Funktionen,
fanden ihre Auszeichnung mit dem Nobelpreis fiir Chemie im Jahr 1987. Die Supramolekulare Chemie

wurde erneut mit der Nobelpreisauszeichnung im Jahr 2016 in den Fokus der Offentlichkeit geriickt.
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1. Einleitung

Dabei wurden die Forschungsbeitrdge von SIR . FRASER STODDART, BERNARD L. FERINGA und JEAN-PIERRE
SAUVAGE zur Entwicklung und Synthese von molekularen Maschinen auf Basis ineinandergreifender

Macrocyclen geehrt.[134-136]

Die ,Chemie jenseits des Molekiils“ (LEHN, 1988)[137] zeichnet sich durch die Bildung unabhingig
voneinander betrachteter, schwacher Wechselwirkungen aus. Darunter vorzufinden sind
intermolekular ausgerichtete Interaktionen wie Wasserstoffbriickenbindungen, elektrostatische
CouLoMB-Wechselwirkungen,  m-m-Stapelung  und  VAN-DER-WAALS-  sowie  metallophile
Wechselwirkungen. Erst die Kombination einer Vielzahl von nicht-kovalenten Wechselwirkungen
ermoglicht es aus monomeren Molekiilbausteinen stabile ,Superstrukturen” herzustellen.

In komplexen biologischen Systemen, wie dem Tabakmosaikvirus,[138-140] jst ein perfektes
Zusammenspiel intermolekularer Krifte vorzufinden, welches Forschern als Vorbild dient. Eine
besondere Herausforderung fiir die Arbeit mit supramolekularen Polymeren in Wasser geht vom
Medium aus. Wassermolekiile dienen selbst als Wasserstoffbriickendonoren bzw. -akzeptoren und
konkurieren mit den supramolekularen Monomerstrukturen bei der Ausbildung von
Wasserstoffbriickenbindungen. Das erfolgreiche Konzept der hydrophoben Abschirmung beschreibt
die Ausbildung solcher supramolekularen Bindungsmotive in energetisch gilinstigeren hydrophoben
Bereichen, sodass es zu einer geringeren Interaktion mit Wasser kommt.[141.142] Bedeutende Einflisse
bei der Synthese supramolekularer Polymere in Wasser sind auf Interaktionen, die dem hydrophoben
Effekt zugrunde liegen, zurlickzufiihren. Die stabilisierende Wirkung ergibt sich aus zwei Beitragen:
Zum einen stellt die Freisetzung von gebundenen und damit geordneten bzw. energiereichen
Wassermolekiilen in das wassrige Medium eine generelle Entropiezunahme und zum anderen einen

Enthalpiegewinn dar.

Durch ein geschicktes Ausbalancieren von schwachen aber gleichzeitig hoch gerichteten,
nicht-kovalenten Kraften kénnen auch in verdiinnter Losung supramolekulare Polymere mit hohen
Molekulargewichten (MW) hergestellt werden. Ein grofer Vorteil dieses sogenannten Bottom-up-
Prinzips ist der geringe synthetische Aufwand von Polymeren und die Reversibilitait der
supramolekularen =~ Wechselwirkungen, @ welche eine Korrektur von  Fehlern beim
Assemblierungsprozess zuldsst. Ahnlich zu kovalent verkniipften Polymeren haben mechanistische
Untersuchungen ergeben, dass zwischen dem kooperativen Nukleations-Elongationsmechanismus,
einer nicht-kooperativen isodesmischen Polymerisation und der Ring-Ketten Polymerisation
differenziert wird.[143] Weiterhin werden nach WHITESIDES und GRZYBOWSKI Polymerisationsprozesse
grundsatzlich in die ,statische” oder ,dynamische Selbstassemblierung” zusammengefasst.l44] Einen
Uberblick iiber das zunehmende Interesse an metastabilen und kinetisch eingefrorenen Strukturen,
die abhingig von den relativen energetischen Barrieren vorliegen, verschaffen die Ubersichtsartikel

von HERMANS und BOEKHOVEN.[145,146]
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1.3 Supramolekulare Polymere und Selbstassemblierung in Wasser

Ein supramolekularer Polymerisationsprozess hat das Ziel die morphologischen Merkmale des
Polymers wie Grofde, Form und Stabilitit anhand der chemisch programmierbaren Struktur der
einzelnen Monomereinheiten zu kontrollieren. Das Molekiildesign ist daher essentiell fir die

Entwicklung von Funktion und Anwendung.

Einen entscheidenen Beitrag zur Herstellung von 1-dimensionalen Polymeren auf Basis eines
Cs3-symmetrischen Benzol-1,3,5-tricarboxyamids (BTA, Abbildung 1.11) liefert die Forschungsgruppe
um E. W. - MEIJER. Solche anisotropen, stidbchenférmigen 1D-Assemblate bergen in Verbindung
mit einer biomedizinischen Funktion interessante Anwendungsmdglichkeiten.[143147] Eine kiirzlich
erschienene Publikation verdeutlicht, dass ein BTA-Strukturelement mafdgeblich zur Stabilisierung
von 1D-Polymeren (Abbildung1.11;B) beitragt. Dabei wurde ein simples BTA-Monomer mit
Tetraethylenglycolen im Seitenarm (Abbildung1.11,A) im Vergleich zu einem Benzol-1,3,5-

tricarboxyester(BTE)-Analogon untersucht.[148]

solid circle: Cysymmetric core;
dashed circle: chiral amino acid (a.a.)

X = peripheral hydrophilic/functional substituent(s)

Abbildung 1.11 Chemische Struktur (A) eines simplen BTA-Monomers mit verkniipften Tetraethylenglycolen im Seitenarm und
transmissionselektronenmikroskopische(TEM)-Aufnahme des supramolekularen Polymers (B);148! Nachdruck frei nach
Ref. [148] mit der Genehmigung von The American Chemical Society. C Schematische Darstellung eines (3-symmetrischen
Peptidamphiphils auf Basis der BTA-Einheit;41] Nachdruck frei nach Ref. [141] mit der Genehmigung von PNAS.

Die Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den BTA-Amidbindungen ist in
unpolaren, nicht-kompetitiven LOsungsmitteln ausreichend, um die supramolekulare
Selbstassemblierung in eine Richtung zu dirigieren.['4] Um diese Kontrolle auch in polaren,
kompetitiven Medien zu erhalten, ist es notwendig weitere attraktive Wechselwirkungen zu
integrieren. Im Zusammenhang mit dem zuvor beschriebenen hydrophoben Effekt sorgt der Einbau
von unpolaren Gruppen vermutlich fiir den bedeutendsten Beitrag zur thermodynamischen Triebkraft
einer supramolekularen Polymerisation in Wasser.[150] Eine ausgewogene Balance zwischen
aggregationsinduzierenden Kraften im hydrophoben Kern und repulsiven Wechselwirkungen in der
wasserloslichen Peripherie, erlaubt es supramolekular assemblierte Nanorods mit definierten
Parametern liber eine begrenzte Langenverteilung herzustellen. MEIJER und BESENIUS zeigen, dass das
Repertoire von natiirlichen und unnatiirlichen Aminosauren erfolgreich zur Synthese von solchen
dendritischen Peptidamphiphilen auf Basis des BTA-Kern (Abbildung 1.11, C) genutzt werden kann.
Mit Hilfe von Abbildung 1.12 soll das Konzept des frustrierten Wachstums anhand eines Beispiels aus

unserer Gruppe erlautert werden.[151]
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1. Einleitung
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Abbildung 1.12 A Chemische Struktur von supramolekularen Monomeren zur Untersuchung des sterisch bedingten Frustrierten
Wachstums. Die verzweigten C3-symmetrischen Nonaphenylalanine sind mit Tetraethylenglycol-funktionalisierten Dendrons
verschiedener Grofie (Gréfde nimmt von links nach rechts zu) verkniipft. B Schematische Darstellung der Selbstassemblierung in
Wasser als Draufsicht des Monomers (links) und Seitenansicht des Polymers (rechts).[!51] Nachdruck frei nach Ref. [151] mit der
Genehmigung von John Wiley and Sons.

Hierbei sorgt das Nonaphenylalanin fiir die entsprechende Hydrophobie im Kern, die eine hohe
Bindungsaffinitit zwischen den C3-symmetrischen Peptiden vorgibt und die spontane Bildung der
gewiinschten 1-dimensionalen Nanostidbchen in Wasser fordert. Der Einbau einer kurzen Alkylkette
als hydrophober Abstandshalter bewirkt, dass Wasserstoffbriickenbindungen im BTA-Kern effektiv
abgeschirmt werden. Den attraktiven Wechselwirkungen stehen aggregationshemmende Krafte
ausgehend von dendritischen Tetraethylenglycoleinheiten in der &dufleren Schale der
Peptidamphiphile entgegen. Diese gewahrleisten nicht nur die notwendige Loslichkeit in Wasser.
Durch die sterische Grofde der verwendeten TEG-funktionalisierten Dendrone (Abbildung 1.12, A
Grofde von links (1.D3) nach rechts (2.Dg) zunehmend) nehmen sie Einfluss auf den supramolekularen
Polymerisationsprozess und beeinflussen letztlich die Lénge der sich selbstassemblierenden
Strukturen. Die schematische Darstellung dieses Assemblierungsprozesses verdeutlicht mit dem
Seitenanblick des Polymers (Abbildung 1.12, B), dass der Raumanspruch der Dendrons sterisch
repulsive Krifte induzieren und zur Aggregationshemmung beitragen kann. Wahrend Aufnahmen mit
dem Transmissionselektronenmikroskop (TEM) fiir die Monomerstrukturen von 1.D3 und 2.Ds in
Wasser Nanostdbchen mit vergleichbaren Langenverteilungen zeigen, deuten weiter Untersuchungen
daraufhin, dass 2.Ds in deutlich kleineren Assemblaten vorliegt. Ein derartiges sterisch induziertes,
frustriertes Wachstum wird mit der Balance der aggregationsinduzierenden und
aggregationshemmenden Wechselwirkungen eingestellt und erlaubt es Packungsparameter wie Form

und Grofde der Assemblate zu entwickeln.
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1.3 Supramolekulare Polymere und Selbstassemblierung in Wasser

Mit der supramolekularen Selbstassemblierung von Peptidamphiphilen geht generell eine Anderung
der Sekundarstruktur einher. In der Cirkulardichroismus(CD)-Spektroskopie werden innerhalb des
ultravioletten(UV)-Bereiches amidische n —» n* und m - n* Uberginge abgebildet. Daher eignet sich
die CD-Spektroskopie, um morphologische Veranderungen des Peptidriickgrats, typischerweise die
Bildung von B-Faltblatt oder helikalen Fragmenten, zu verfolgen.[152] Eine erst kiirzlich veroffentlichte
Forschungsarbeit von KEMPER und BESENIUS zeigt beispielhaft wie die CD-Spektroskopie als
Analytikmethode zur Untersuchung des supramolekularen Selbstassemblierungsmechanismus von

Peptidamphiphilen ausgenutzt werden kann.[153]
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Abbildung 1.13 A Chemische  Struktur eines  Cs-symmetrischen  Au(I)-Metalloamphiphils auf Basis eines
Thiolatophosphankomplex. B Selbstassemblierung der supramolekularen Monomere (links) in metastabile 1-dimensionale
Nanostdbchen (mitte) und nach einem thermischen Prozess in Fibrillen (rechts). C CD-Spektroskopie zur Verfolgung des
Assemblierungsprozesses, wobei die Spektren in Abhdngigkeit von Temperatur und Zeit aufgenommen wurden.[*53] Nachdruck
frei nach Ref. [153] mit der Genehmigung von The American Chemical Society.

Das in Abbildung 1.13 A dargestellte Peptidamphiphil wurde auf Basis des BTA-Designs und einem
Thiolatophosphan-Au(I)-Komplex hergestellt. Letzterer dient der Verkniipfung eines hydrophoben
Diphenylanlanins (griin) mit dem wasserloslichen TEG-Baustein (rot) pro Seitenarm. Die zeitabhidngig
aufgenommenen CD-Spektren (Abbildung 1.13,C) zeigen wie diese Au(I)-Metalloamphiphile in
wassriger Losung iber einen Temperaturbereich von 5 °C (dunkelblau) bis 25 °C (griin) in metastabile
1-dimensionale Nanostdbchen assemblieren. Bestatigt durch TEM-Aufnahmen, wurde der schnelle
Assemblierungsprozess und die beobachtete geringe Polydispersitit einem Nukleations-
Elongationsprozess zugeschrieben. Eine stetige Temperaturerh6hung auf bis 60 °C (rot) fiihrt zur
Ausbildung von thermodynamisch stabilen Fibrillen, die vermutlich aus zwei helikal verdrehten
Nanostdbchen bestehen. Diese Publikation verdeutlicht die Aktualitit des zuvor erwahnten
Forschungsinteresses in Kkinetisch eingefrorene Strukturen und an dem Verstidndnis der
Assemblierungsmechanismen. Inwiefern die integrierten Au(I)-Komplexe den Polymerisationsprozess

beeinflussen ist Bestandteil weiterer Forschungsarbeiten.
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2. Zielsetzung

Die Natur dient Wissenschaftlern als uniibertroffenes Vorbild fiir den gezielten Aufbau von
peptidischen Nanostrukturen in Verbindung mit prazise ausgerichteten, biologischen Funktionen.
Dabei ergibt die spezifische Verkniipfung von nur 20 natiirlich vorkommenden Aminosduren bereits
eine Vielzahl und Varietiat von weichen Materialien wie Ionenkanale, Aktinfilamente, Zellmatrizen und
molekulare Motoren, welche fiir das Leben essentielle Aufgaben erfiillen. Inspiriert von derartiger
Komplexitat und dem zugrunde liegenden Wechselspiel von molekularer Struktur und Funktionalitat,
denken Wissenschaftler vermehrt interdisziplindr und in Systemen von miteinander

wechselwirkenden Basisstrukturen.

Die Selbstassemblierung in Wasser bietet aufgrund ihrer Fahigkeit zur Fehlerkorrektur und
Reversibilitit eine vielversprechende Plattform zum Aufbau synthetischer, hochmolekularer
Architekturen mit dynamischen und responsiven Eigenschaften. Supramolekulare Polymerisationen
von peptidischen Amphiphilen zu definierten selbstassemblierten Materialien sind nicht nur aufgrund
ihrer einfachen Zugdnglichkeit und Biokompatibilidt interessant, sondern liefern auch vielfaltige
Méglichkeiten zur Funktionalisierbarkeit. Uber die Anbindung von Ubergangsmetallkomplexen
konnen so gezielt Eigenschaften in das supramolekulare Design integriert werden. Aus der Synergie
der (bio)organischen und anorganischen Eigenschaften resultieren neuartige und attraktive
Hybridmaterialien, die hdufig Bestandteil von modernen und interdisziplindren Forschungsinteressen
sind. Ziel dieser Arbeit war die synthetische Integration von Au(I)-Komplexen auf Basis von
N-heterozyklischen Carbenen in die geordnete, supramolekulare Struktur von Peptidamphiphilen und
deren Selbstassemblierung in Wasser zu studieren. Au(I)-funktionalisierte Nanostrukturen finden
breite Anwendungsmdglichkeiten innerhalb der Katalyse, Biomedizin und aufgrund deren
photolumineszenten Eigenschaften, die haufig mit dem relativistischen Effekt von Gold in
Zusammenhang gebracht werden. Aus diesem Grund ergibt sich ein grundlegendes
Forschungsinteresse zum Verstindnis metallophiler Wechselwirkungen sowie deren Einfluss auf die

supramolekulare Polymerisation in Wasser.

Aufgrund der linearen Koordination von Au(I) und seiner limitierten Stabilitdt in Wasser galt es
zunachst verlassliche Synthesestrategien zu entwickeln, um Au(I)-Metalloamphiphile mit einer fiir die
Selbstassemblierung erforderlichen Wasserldslichkeit zu konstruieren. Abhiangig vom molekularen
Design sollte die entsprechende Au(I)-Einheit in den hydrophoben und aggregationsinduzierenden,
beziehungsweise in den hydrophilen und aggregationshemmenden Teil der Peptidamphiphile
eingefiihrt werden. Dabei kann eine direkte Funktionalisierung der Au(I)-Komplexe entweder am
Neutralliganden oder durch einen Austausch des anionischen Liganden stattfinden. Neben der
effektiven, stabilisierenden Wirkung von N-heterozyklischen Carbenen als Komplexliganden wurde
auf ihre planare und variabel modifizierbare Struktur in Hinblick auf weitere

Funktionalisierungsmaéglichkeiten an den Au(I)-Komplexen Wert gelegt.

Die NHC-basierten Au(I)-Metalloamphiphile sollten auf ihre Selbstassemblierungseigenschaften in
Wasser untersucht und die gebildeten Materialien in Form und Gréfie charakterisiert werden. Dabei

lag das Interesse weiterer Untersuchungen auf intermolekularen Au(I)----Au(I)-Wechselwirkungen,
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die es innerhalb von pH-kontrollierten supramolekularen Polymerisationen beziiglich der
Au(I)-Abstandslangen zu beeinflussen galt. Ferner sollte die Morphologie dieser Hybridmaterialien in
Wasser gesteuert werden, um definierte Au(I)-Nanomaterialien mit Lumineszenzeigenschaften
auszustatten. Auflerdem sollte ein synthetischer Biokonjugationsansatz gefunden werden, um die

biomedizinische Anwendung von amphiphilen Au(I)-Komplexe zu férdern.
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3. Synthese eines wasserloslichen
NHC-Au(I)-Komplexes zum Einsatz

in der Biokonjugation

Ergebniskapitel I

Teile dieses Kapitels wurden veréffentlicht in:
"Reversible Covalent and Supramolecular Functionalisation of Water-Soluble Au(I)-Complexes."

B. Kemper, M. von Groning, V. Lewe, D. Spitzer, T. Otremba, N. Stergiou, D. Schollmeyer, E. Schmitt,
B.]. Ravoo, P. Besenius, Chem. - Eur. J. 2017, 23, 6048-6055.




Ergebniskapitel I - Synthese eines wasserloslichen NHC-Au(I)-Komplexes zum
Einsatz in der Biokonjugation

3.1 Einleitung

Biokonjugation ist eine bedeutende Methode, die zur chemischen Modifizierung biologischer Molekiile
verwendet werden kann. Durch die Wahl der angebundenen funktionellen Einheit werden so
verschiedene Eigenschaften auf die Biokonjugate iibertragen, die meist der Prozess- und
Mechanismenaufklarung im natiirlichen biologischen Umfeld dienen. Ahnlich der Isotopenmarkierung
von kleinen Molekiilen wurden im Bereich der Visualisierung und Diagnostik grofier Strukturen
Reportermolekiile fiir Markierungsstrategien entwickelt, um diese Biomolekiile zu analysieren. Dabei
stellt die Biotinylierung eine elegante indirekte Nachweismethode dar, welche die natiirliche Affinitat
von Biotin (Vitamin B7 bzw. Vitamin H) zum tetrameren Streptavidin oder anderen Biotin-bindenden
Proteinen nutzt. Die Wirt-Gast-Komplexierung mit Biotin ist bis dato die starkste bekannte nicht-
kovalente Wechselwirkung fiir ein natiirliches Protein-Liganden-Paar; die Bindungskonstante liegt im
Bereich von K=1013-1015M-1[154155] Bjotin wird neben der Anwendung in Bioassays['5¢] der
molekularen Biologie auch als Erkennungseinheit fiir therapeutische Zwecke und den Stofftransport

genutzt.[157-161]

3.1.1 Bioorthogonale Konjugationsreaktionen: Maleimidstruktur als Linkermotiv

Das fundamentale Konzept, das der bioorthogonalen Chemie zugrunde liegt, ist die hochselektive
Reaktion zwischen zwei komplementdren funktionellen Gruppen. Die strikt chemoselektive
Ausbildung einer inerten kovalenten Bindung unter milden Bedingungen ist aufgrund des komplexen
biologischen Milieus hoch anspruchsvoll. Zu den bekanntesten Biokonjugationsreaktionen zdhlen
Klassiker wie die native chemischel62] und STAUDINGER Ligation,[163-166] die Cu(I)-[167-1691 und
spannungskatalysiertel170] Cycloaddition (CuAAC bzw. SPAAC) sowie die [4+2]-Cycloaddition, bekannt
als DIELS-ALDER-Ligation.[171-183] Ein weithin vielseitig genutztes Linkermolekiil stellen das Maleimid
und seine Derivate dar. Neben der Einfiihrung unterschiedlicher Funktionalititen am sekundiren
Amin,[184] ist die reaktive Doppelbindung klassischerweise fiir MICHAEL-Additionsreaktionen mit
Thiolen (bspw. Cystein) und Aminen (bspw. Lysin) sowie auch fiir DIELS-ALDER (DA bzw. Retro-DA)
Click Chemie als Dienophil mit normalem Elektronenbedarf zugénglich (Abbildung 3.1). Innerhalb
letzteren Reaktionspfades konnen Fulvene, Cyclopentadiene, Anthracene und andere Substratklassen
mit konjugierter Doppelbindung als Dien fungieren. Das Furan-Maleimid System stellt eines der meist
studierten thermisch reversiblen Reaktionsmechanismen dar, wobei das Addukt endo- bzw
exo- konfigurierter Stereoisomere den kinetisch begiinstigten bzw. thermodynamischen Produkten
entsprechen. Dabei ist allgemein bekannt, dass die Retro-DIELS-ALDER-Reaktion des endo-Isomers, im

Vergleich zum exo-Addukt, bei weitaus milderen Temperaturen durchgefiihrt werden kann.[185]
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3.1 Einleitung
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Abbildung 3.1 Ubersicht der Maleimid Reaktivitit als MICHAEL-Akzeptor mit Thiolen (R'SH) und Aminen (R2NH:) oder als
Dienophil in der reversiblen [4+2]-Cycloaddition, hier dargestellt durch die DIELS-ALDER bzw. Retro-DIELS-ALDER-Reaktion mit
Furan als Dien.

Diese reversible Art der kovalenten Bindungsbildung findet ihren Einsatz in einem breiten organisch-
synthetischen = Aspekt als Moglichkeit der milden Postfunktionalisierung ~ von
Oligonukleotiden,[176.180.181] Proteinen,[173-175] Glycokonjugaten(178179] sowie in der makroorganischen

Praparation von Polymeren und Polymerbiokonjugaten.[186.187]

3.1.2  Au(I)-Komplexe in Biokonjugationsreaktionen

Neben der synthetischen Anbindung von Reportermolekiilen (Fluoreszenz- oder Affinitdtsmarkierung,
siehe Kapitel 3.1.1) zur Aufklarung des Wirkmechanismus von Biomolekiilen, hat auch die
Organometallchemie, spatestens seit der Entdeckung von cis-[Pt(NHs)2Clz] bzw. Cisplatin als
Zytostatikum in der Tumortherapie, eine medizinische Bedeutung erlangt. Dabei ist das hybride
Strukturdesign von Metallopeptiden, das die pharmakologisch interessanten Eigenschaften ausgehend
von Ubergangsmetallkomplexen und die biologisch komplexen Funktionen in sich vereinigt, lingst in
den Fokus der Forschung gertickt.[188189]

In den vergangenen Jahren erschienen vermehrt synthetische Methoden, um diese urspriinglich
erheblich unterschiedlichen Disziplinen zusammen zu fiihren.33] Fiir die Realisierung sind beidseitig
Fortschritte zu verzeichnen, die von milden und selektiven Entschiitzungs- und Konjugationschritten
(Vergleich mit Kapitel 3.1.1) in der Peptidchemie sowie von hinreichend luft- und feuchtigkeitsstabilen
Organometallkomplexen berichten. Auf dem Gebiet der Au(I)-Chemie hat METZLER-NOLTE eine Serie
von Peptidkonjugaten basierend auf Phosphan, NHC sowie N,S-heterocyclische Liganden
vorgestellt.[29190.191] [ AGUNA und GIMENO berichteten von peptidischen Phosphan-basierten
Thiolat-Au(I)-Komplexen[53 und AMORIN sowie GRANJA beschrieben zyklische Peptide verbunden mit
o-Alkinyl-Au(I)-Phosphanen.[192] Neben Berichten von WHITESIDES[!93] und WARD[94-197] zy
biotinylierten Rhodium- und Ruthenium-Komplexen als Metalloenzyme, haben KRAUSE et al. einen mit
Biotin-funktionalisierten  Gold(I)-Komplex entwickelt und fiir die Katalyse vorgestellt
(Abbildung 3.2).0198199] Hierbei sieht das Konzept vor, den Katalysator liber die natiirliche Bindung an
ein Biomolekiil wie Streptavidin zu immobilisieren und fiir den nachsten Katalysezyklus
wiederzugewinnen. Die Biotinylierung wird hier iiber den NHC-Neutralliganden beschrieben, wobei
von einem Azid-funktionalisierten Imidazolium Salz ausgegangen und das Au(l) erst nach der

Kupfer(I)-katalysierten Zyklisierungsreaktion mit dem Alkin-tragenden Biomolekiil eingefiihrt wird.
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Abbildung 3.2 Reaktionsschema des von KRAUSE und Mitarbeitern mittels CuAAC synthetisierten hydrophoben
Biotin-[Au!CI(NHC)]-Konjugats.[198199]
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3.2 Motivation und Konzept

Die Einsetzbarkeit von pharmakologisch interessanten Substraten in einem biologischen Umfeld ist
u.a. haufig durch intrinsische Faktoren wie Hydrophobizitit der molekularen Struktur und der damit
verbundenen geringen Loslichkeit im wassrigen Mileau limitiert. In Anbetracht des wachsenden
Interesses zur Herstellung wasserloslicher Wirkstoffe iiber die Konjugation von Oligopeptiden mit
Organometallverbindungen, ist es erstaunlich, dass bislang der bioorthogonalen Verkniipfung

wasserloslicher Metallkomplexe wenig Beachtung geschenkt wurde (Vergleich mit Kapitel 3.1).

Vor allem die Verwendung von wasserldslichen Gold(I)-Komplexen bietet einen vielversprechenden
medizinischen Nutzen, der in dem Kapitel 1.1 vertiefend erlautert wurde. Um die Bandbreite der
Peptid-basierten makromolekularen Hybridmaterialien auf Au(I)-Biokonjugate ausgestattet mit
hydrophilen Funktionen auszuweiten, ist es notwendig  einen synthetischen
Au(I)-Biokonjugationsansatz zu erarbeiten. In diesem Kapitel wird die Entwicklung eines
Maleimid-tragenden NHC-Au(I)-Komplexes beschrieben, der wasserlosliche Gruppen am N-
heterozyklischen Neutralliganden tragt (Abbildung 3.3). Um eine hohe Wasserloslichkeit zu erzielen
sind hydrophile, ionische Funktionen geeignet. Aliphatische und aromatische Sulfonsduren dhneln in
ihren Eigenschaften weitgehend den starken anorganischen Sduren und liegen unter wéissrigen
Bedingungen vollstidndig dissoziiert bzw. negativ geladen vor, sodass die Verwendung eines
Sulfonsdure-funktionalsierten NHCs beabsichtigt wurde. Das Maleimid-Strukturmotiv sollte iiber den
anionischen Liganden (in Abbildung 3.3 dargestellt als ,X“) an den linearen Komplex eingefiihrt
werden. Dabei sollte die N-Funktionalitat des Maleimids genutzt werden, um Au(I) zu komplexieren.
Diese Herangehensweise hat zur Folge, dass die vielseitige Reaktivitit der Doppelbindung am
Maleimid erhalten bleibt. Um diese Ansprechbarkeit hochspezifisch in situ fiir eine Biokonjugation
verflighar zu stellen, sollte auf das Furan-Maleimid System im Kontext der Schutzgruppenchemie

zuriickgegriffen werden (Vergleich mit Kapitel 3.1.1).

sof

R\g
o R

Abbildung 3.3 Molekulares Design eines fiir die Biokonjugation zugédnglichen wasserloslichen NHC-Au(I)-Komplexes tiber
Maleimid Chemie und unter Anwendung eines zuvor hergestellten Furan-geschiitzten Vorlaufers.
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3.3 Diskussion

3.3.1  Synthese des wasserldslichen NHC-basierten Au(I)-Komplex

Der Ligand IMes (1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)imidazol-2-yliden) ist ein typischer Vertreter aus der
Gruppe der N-heterozyklischen Carbene. Aufgrund von sterisch anspruchsvollen Mesitylgruppen
konnten bereits eine Vielzahl von Ubergangsmetallen stabilisiert und eingehend als
Organometallkatalysatoren studiert werden.[82] Die Praparation eines analogen Carben-Prikursors
I-2, das aufgrund standig geladener Sulfonsiduren die notwendige Wasserldslichkeit des gewiinschten
Au(I)-Komplexes 1-4 gewahrleistet, erfolgte iiber zwei Syntheseschritte ausgehend von dem

kommerziell erhéltlichen Imidazoliumsalz des IMes-Carbenliganden I-1 (Abbildung 3.4).
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Abbildung 3.4 Synthese des sulfonierten, wasserloslichen Chlorido(NHC)gold(I)-Komplexes I-3 tiber Ligandenfunktionalisierung
und anschliefender Transmetallierungsreaktion via Ag(l)-Komplex: i) 1,3-bis(2,4,6-trimethylphenyl)imidazoliumchlorid
(1,0 Aq.), 60%ige Oleum und konz. H2SO4 1:1 Vol.-%, 0 °C — RT; ii) I-2 (1,0 Aq.), Ag20 (0,6 Aq.), NaCl (1,1 Aq.), 18 Std., RT;
[AuCl(tht)] (1,0 Aq.), NaCl (1,1 Aq.), 3 Std.

Die Sulfonierung an den aromatischen N-Substituenten von I-1 wurde in einer konventionellen
elektrophilen Substitution mit 30%iger Schwefeltrioxidlosung in Schwefelsdaure unter Kithlung in 97%
Ausbeute durchgefiihrt.[200] Der Literatur entsprechend sollte der erhaltene Carbenvorldufer in einer
Transmetallierungsreaktion zum NHC-Au(I)-Komplex umgesetzt werden. Hierzu eignen sich
Ag(D)-Carben Zwischenstufen, die von WANG und LIN et al. erstmals 1998 als Ubertragungsreagenzien
vorgestellt wurden.[120] Dazu wurde unter sauerstofffreien Bedingungen Ag:0 als milde Base
eingesetzt und der erhaltene Silber(I)-Komplex konnte im negativ Modus des
ESI-Massenspektrometers als homoleptischer Komplex nachgewiesen werden (Abbildung 3.5). Die
NMR-spektroskopische Analytik der nach Filtration liber Kieselguhr aufgereinigten Zwischenstufe lies
keine eindeutige Analytik zu. Wie von ROLAND et al. beschrieben, wird angenommen, dass es sich im
gelosten Zustand um eine Strukturbeschreibung eines Gleichgewichts zwischen der neutralen
[AgICI(NHC)] I-3 und einer ionischen [Ag!(NHC):]*[Ag!Clz]- Form handelt.[201] Aufgrund der
Beobachtung von Nanopartikeln und schlussfolgernd der geringen Stabilitat des Ag(I)-Komplexes
wurde auf eine Isolierung und Lagerung in gréoflerem Mafdstab verzichtet. Die in situ dargestellte
Carben-Zwischenstufe wurde in dem direkten Umsatz mit Chloro(tetrahydrothiophen)gold(I) an das

Au(I) transferiert, sodass I-4 nach einer Aufreinigung durch das Abfilitrieren von ausgefallenen
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AgCl-Resten und anschlief3endes Ausfillen mit Diethylether oder THF in 87% Ausbeute synthetisiert
werden konnte. Das im Tieffeld liegende charakteristische 13C-NMR-Signal des Carben-N2CAu wurde
mittels NMR-Spektroskopie bei 173,7 ppm bestatigt. Im Vergleich dazu liegt das Resonanzsignal, das
dem N:CH-Kohlenstoffatom am Imidazoliumchlorid Vorldufer zugeordnet werden konnte, bei

125,1 ppm.
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Abbildung 3.5 Ausschnitt aus dem ESI-Massenspektrum (negativ Modus) von der Zwischenstufe I-3, wobei fiir M = 1-3 folgende
m/z berechnet wurden: [2M-2Cl-4Na+2H]- = 1035,1048, [2M-2Cl-3Na+H]- = 1057,0868, [2M-2Cl-2Na] = 1079,0687.

3.3.2  Synthese von Maleimid-basierten anionischen Liganden sowie anschliefender

Ligandenaustausch am wasserldslichen NHC-Au(I)-Komplex I-4

Fiir die Anbindung des wasserldslichen Au(I)-Chlorid Komplexes an eine funktionelle Gruppe, die fiir
die Biokonjugation ansprechbar ist, wurden anionische Liganden ausgehend von einer mit Furan-
geschiitzten Maleimidstruktur synthetisiert. Obwohl die Reaktivitat des Maleimid in dem erstrebten
Au(I)-Komplex gegeniiber chemoselektiver Biokonjugation gewiinscht ist, wiirde die Prasenz der
reaktiven Doppelbindung auf dem Syntheseweg zu unerwiinschten Nebenreaktionen fiihren
(Vergleich mit Kapitel 3.3.2). Basierend auf Vorarbeiten von MAXIMILIAN VON GRONING konnten N-
funktionalisierte Maleimide mit einer Thiol- I-9 bzw. Alkineinheit I-11 synthetisiert werden
(Abbildung 3.6). Dabei zu beachten war die Synthese der kinetischen endo-Diastereoisomere, welche
durch leichte Temperaturerhohung eine Cycloreversion im Sinne der Retro-DIELS-ALDER Reaktion
eingehen. Uber einen anionischen Ligandenaustausch sollten 1-9 und I-11 an den wasserldslichen

Au(I)-Komplex gebracht werden.

Ausgehend von Maleimid I-5 (Abbildung 3.6, A), wurde nach der Blockierung der Doppelbindung mit
Furan zunichst die Funktionalisierung des Imid-Amin mit 1,3-Dibrompropan durchgefiihrt und das

endo- (I-7) von dem exo-konfigurierten Produkt getrennt.
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Abbildung 3.6 Synthese des anionischen Thiol- I-9 bzw. Alkinliganden I-11 mit Maleimid-Funktionalitat. A i) Maleimid (1,0 Aq),
Furan (3,0 Aq), 10 Tage, 15 °C, 57%; i) I'5 (1,0 Aq.), K2COs (5,0 Aq.), 1,3-Dibrompropan (2,0 Aq.), 3 Tage, RT, 28%; ii) I-6
(1,0 Aq), Kalium Thioacetat (1,24 Aq.), 24 Std, RT, 93%; iv) I-7 (1,0 Aq), NaOH (1,0 Aq.), 1 Std, RT, 99%. B 1) 110 (1,0 Aq.),
Furan (2,4 Aq.), 8 Tage, 15 °C, 59%.

Die Substitution mit Thioacetat (I-8) und anschliefende Verseifung fiihrte zum gewiinschten
Thiol-Liganden mit Maleimid-Funktion I-9 in einer zusammenfassenden Ausbeute von 15%, wobei die
limitierenden Reaktionen die ersten beiden Stufen darstellen. AufRerdem war im letzten Schritt darauf
zu achten, dass Nebenreaktionen wie die Hydrolyse zum Maleimidanhydrid, eine Entschiitzung der
endo-gebundenen Furaneinheit und anschlieflende Reaktion mit der Thiolgruppe oder die Ausbildung
von Disulfiden vermieden werden. Daher wurden leicht erhéht Temperaturen und Base im Uberschuss
umgangen sowie sauerstofffreie Losungsmittel verwendet. Das endo-Furan geschiitzte Alkin-Analogon
I-11 konnte aus dem von MAXIMILIAN VON GRONING bereit gestellten N-Propargylmaleimid I-10 in 59%
Ausbeute dargestellt werden (Abbildung 3.6, B). Die erhaltenen, Furan geschiitzten Maleimide tragen
iiber den Stickstoff eingefiihrte nukleophile Gruppen, die neben den Halogenid-Liganden haufig
verwendete anionische Substituenten in linearen Au(I)-Komplexen darstellen. Den Alkinylen wird
dabei ein besonderes Interesse zur Beeinflussung von Au(I)-basierten Lumineszenzeigenschaften
zugesprochen (Vergleich mit Kapitel 1.1). Thiole und Thioether sind entsprechend dem HSAB-Konzept
weiche Nukleophile und bekannt fiir die Ausbildung starker Schwefel-Gold Bindungen, die vor allem
eine Anwendung in der Oberflachenanbindung von Molekiilen finden.[2022031 Wie bereits in Vorarbeiten
von MAXIMILIAN VON GRONING beobachtet werden konnte, trat das Problem der Diaurierung im Fall der
Komplexierung von Au(I) mit dem Thiolat-Liganden I-9 auf. In parallel durchgefiihrten Experimenten
mit einem Tetraethylenglycol-basierten wasserloslichen Phosphan-Au(I)-Komplex wurden positiv
geladene, diaurierte Spezies, dessen Strukturvorschlag mit I-12 beschrieben wird, massenanalytisch
nachgewiesen (Abbildung 3.7, A). Daher wurde auf weitere Optimierungsversuche des anionischen
Ligandenaustausches mit I-9 verzichtet und die Komplexierung des hydrophilen NHC-Analogon I-4
liber das endo-Furan blockierte N-Propargylmaleimid I-11 entwickelt. Dazu wurde ein Alkin-haltiges
Modellmolekiill genutzt, um Reaktionsbedingungen fiir die Umsetzung des sulfonierten
NHC-Au(I)-Komplexes I-4 zu I-13 zu studieren. Um die Bildung von Nanopartikeln zu vermeiden war
die Verwendung entgaster Losungsmittel via Gefrier-Methode unter vermindertem Druck ("Freeze-
Pump") sowie das Arbeiten weitgehend unter Lichtausschluss notwendig. Letztlich fiihrte eine
Reaktion dquivalenter Mengen des Modellalkins und I-4 in Gegenwart von Kalium Hydroxid (KOH,
1,5 Aquivalente) als Base bei leicht erhéhter Temperatur von 35 °C nach 19 Stunden zu einem

vollstandigen Umsatz.
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Abbildung 3.7 A Ausschnitt eines ESI-Massenspektrums (negativ Modus), das die Bildung diaurierter Spezies I-12 im Fall eines
anionischen  Ligandenaustausches mit 1-9  zeigt, wobei folgende m/z fir 1-12 berechnet wurde:
[C101H150AuzNO33P,S]+ = 2393,8645. B Ausschnitt eines ESI-Massenspektrums (negativ Modus), das den Erfolg der Testreaktion
zwischen I-4 und einem alkinylierten Testsubstrat bestdtigt, wobei folgende m/z fiir I-13 mit z = 2 berechnet wurde: [I-13-
2Na]? =419,5992.

Im ESI-Massenspektrum wurde das Testsubstrat als heteroleptischer Komplex 1-13 zweifach negativ
ionisiert detektiert (Abbildung 3.7, B). Bekriftigt durch den Erfolg der ersten Testreaktionen, konnte
der entscheidende anionische Ligandenaustausch zwischen I-4 und I-11 in einer Reaktionszeit von
24 Stunden (unter oben genannten Reaktionsbedingungen) zum gewiinschten wasserldslichen
endo-Furan geschiitzten Maleimid, funktionalisiert mit einer hydrophilen NHC-Au(I)-Einheit 1-14
(Abbildung 3.8, A). Die vollstandige Umsetzung des Au(I)-Komplexes konnte anhand der Verschiebung
der Signale, die den aromatischen NHC-CH Protonen zugeordnet wurden, in der Rohmischung verfolgt
werden. Die Aufarbeitung wurde iiber praparative Hochleistungsfliissigkeitschromatographie an der
Umkehrphase (RP-HPLC) realisiert (Abbildung 3.8, B). Trotz der Ausbeute von 25% ist dieses
Aufreinigungsverfahren im Hinblick auf biomedizinische Anwendungen von konjugierten
bioanorganischen Metallkomplexen, fiir die eine hohe Reinheit vorausgesetzt werden muss, notwendig
(Abbildung 3.8, C). 1H-NMR-spektroskopische Untersuchungen und die Analyse durch hochaufgeloste
Massenspektrometrie mittels Elektronensprayionisation bestiatigen den Erfolg der Synthese. Im
13C-NMR wurde das Singulett bei 189,7 ppm dem Carben-Kohlenstoffatom (N2CAu) zugeordnet. Damit
geht der anionische Ligandenaustausch von einem Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex (I-4) zu einem
o-Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex (I-14) mit einer Tieffeldverschiebung von 16 ppm des fiir
Carbenliganden charakteristischen Signals einher. An dieser Stelle muss darauf hingewiesen werden,
dass bei der Isolation des Furan-geschiitzten Au(l)-Konjugats I-14 darauf zu achten ist, dass leicht
erhohte Temperaturen vermieden werden. Die Aufkonzentration von HPLC-Produktfraktionen mittels
Rotationsverdampfer (Badtemperatur 40°C) und anschlieflende Lyophilisierung fithrte in Teilen zur
Cycloreversionsreaktion, die im folgenden Abschnitt (Kapitel 3.3.3) beschrieben wird; I-15
(Abbildung 3.9, A) war als Nebenprodukt enthalten (Details in 9.1.2.8).
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Abbildung 3.8 A Anionischer Ligandenaustausch zum endo-Furan blockierten o-Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex mit Maleimid
Funktion: 1) 14 (1,0Aq), I-11 (1,0Aq), KOH (1,5Aq), 24Std, 35°C, 25%. BRP-HPLC-Trennung des
o-Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplexes 1-14 auf einer semi-praparativen Luna RP-C18(2) Saule (Flussrate: 18 mL/Min,
Losungsmittelgradient in grau). CRP-HPLC-Chromatogramm des isolierten Produktes I-14 auf einer analytischen
Luna-RP-C18(2) Saule (Flussrate: 1,0 mL/Min., Losungsmittelgradient in grau).

3.3.3  Thermisch gesteuerte Retro-Diels-Alder-Reaktion zum Maleimid-funktionalisierten

o-Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex fiir die Biokonjugation

Der in Kapitel 3.3.2 erhaltene (NHC)gold(I)-Komplex I-14 stellt ein wasserldsliches sowie bei
niedrigen Temperaturen einen lagerbaren Organometallkomplex dar, der nach der Abspaltung des
endo-addierten Furans eine reaktive Maleimideinheit tragt (I-15), um an Biokonjugationsreaktionen
teilzunehmen. Diese Entschiitzungsreaktion findet unter einfachen Reaktionsbedingungen des
Retro-DIALS-ALDER Addititionsmechanismus statt, sodass der Umsatz nach 4 Stunden bei 70 °C in DMF,
einem nicht-nukleophilen Lésungsmittel, vollstindig verlauft (Abbildung 3.9, A). Neben Furan, das
leicht unter reduziertem Druck entfernt werden konnte, wurden keine anderen Nebenprodukte
gebildet und das Produkt I-15 konnte in quantitativer Ausbeute isoliert werden. Angesichts der
Ligation von Biomakromolekiilen ist diese Art der Reaktionsfithrung vorteilhaft, da eine Deblockierung
in situ zur "Aktivierung" der Spezies und direkten Konjugation moéglich ist. Um das Konzept dieses
molekularen Designs zu veranschaulichen wurde von BENEDICT KEMPER ein Biotin-Derivat mit
konjugierter Doppelbindung synthetisiert (I-16). Nach einer DA-Cycloaddition mit dem
entsprechenden Maleimid-funktionalisierten Au(I)-Komplex, sollte das supramolekulare Biotin-
Streptavidin Bindungsmotiv genutzt werden, um die biologische Funktion des biotinylierten
Au(I)-Komplex I-17 zu untersuchen. Im Rahmen dieser Arbeit wurden erste Versuche hinsichtlich der
[4+2] DA-Cycloaddition zwischen dem Biotin-Dien I-16 und der Maleimidfunktion des
o-Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex I-15 als Dienophil unternommen (Abbildung 3.9, A). Dazu wurde der
Fortschritt dieser 1:1 Konjugationsreaktion via NMR-Spektroskopie verfolgt (Abbildung 3.9, B). Ein
Nachteil stellte hier die geringe Mischbarkeitin dem NMR-Roéhrchen, sowie die niedrige Konzentration

der Reaktanden dar. AufRerdem war die Verwendung des Losungsmittels aufgrund der vorliegenden
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Sulfonsduren auf die Wahl eines polaren, nicht-nukleophilen Lésungsmittels stark beschrankt. Die
Reaktion zeigte iiberraschenderweise bei Raumtemperatur auch nach mehreren Stunden keinen
Umsatz. Die Aufkonzentration durch ein stetiges Erhohen der Reaktionstemperatur auf 110 °C (nach
10 Stunden) war aufgrund des verwendeten, deuterierten DMF deutlich erschwert. Dennoch zeigten
nach 22 Stunden ausgewadhlte 'H-NMR-Signale die Reaktion der Doppelbindung des Maleimids an
(Singulett a bei 6 = 6,88 ppm) (Abbildung 3.9, B). So wurde auch die Abnahme des Singulett-Signals,
das der Methylengruppe der Propargyleinheit am Dienophil I-15 (6§ = 4,02 ppm) zugeordnet wird,
beobachtet.
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Abbildung 3.9 A Entschiitzung der Doppelbindung am Maleimid iiber eine Retro-DIELS-ALDER zum wasserloslichen Zielmolekiil
I-15 und anschlieRender Versuch der Biokonjugation mit I-16: i) I-14 (1,0 Aq.), 4 Std., 70 °C (quant.); ii) im NMR-Réhrchen: I-15
(1,0 Aq.), I-16 (1,0 Aq.), DMF-d7, RT - 110 °C, 2 Tage. B Reaktionsverlauf der DIELS-ALDER Test-Biokonjugation zwischen dem
Dien-funktionalisierten Biotin I-16 und dem metalloamphiphilen Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex mit Maleimid-Funktion I-15 in
deuteriertem DMF unter stetiger Temperaturerh6hung von 20°C auf 110 °C (nach 10 Stunden).
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Der Verbrauch des Diens 1-16 kann anhand charakteristischer Signale wie der Methylgruppe (Dublett
bei § = 1,75 ppm) sowie der Methylengruppe neben den konjugierten Doppelbindungen (Dublett bei
6 = 4,59 ppm) verfolgt werden. Eine wichtige Beobachtung war, dass der Verbrauch von Dien und
Dienophil nicht proportional zueinander verlauft, sodass die NMR-Signale, die der Doppelbindungen
des Diens I-16 entsprechen (Tieffeld zwischen 6,40 - 6,50 ppm) nach doppelter Reaktionszeit
(48 Stunden) und fast vollstdndigem Verbrauch des Dienophils I-15 im H-NMR erhalten blieben. Es
wird daher von Nebenreaktionen des Maleimid-tragenden o-Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex
ausgegangen. Es reichen haufig Spuren von Wasser aus, um z-aktivierte o-Alkinyl-Au(I)-Komplexe
nukleophil anzugreifen. Dennoch, die massenspektrometrische Analytik des Rohproduktes beweist,

dass unter anderem das gewiinschte Produkt I-18 gebildet wurde (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10 Ausschnitt aus dem ESI-Massenspektrum (negativ Modus) von I-17 als Rohprodukt, wobei folgende m/z
berechnet wurden: [I-17-2Na+H] = 1118,24; [I-17-Na] = 1140,22; [I-17-2Na+K]- = 1156,20.

An dieser Stelle kann zusammengefasst werden, dass die Darstellung eines fiir die Biokonjugation
zuganglichen geladenen  Au(I)-Komplex 1-15, der iiber die Deblockierung einer
Maleimid-Doppelbindung aus I-14 quantitativ erhalten wurde, gelungen war. Die dabei eingefiihrten
Sulfonsduren lieferten einerseits eine hervorragende Wasserloslichkeit der erhaltenen
Au(I)-Komplexe, andererseits beeinflussten die positiven Ladungen an I-15 anschlieffend die nur
langsam verlaufende DA-Ligation mit dem makromolekularen Biomolekiil I-16 in Hinsicht auf das
Reaktionslosungsmittel bzw. die -konzentration. So wurde in diesem Zusammenhang aufgrund der
unpraktikablen Reaktionsfiihrung auf eine Optimierung verzichtet. Um das Problem der
eingeschrankten Losungsmittelwahl zu umgehen, wiirde eine strukturelle Verdnderung zu einem
ungeladenen, polaren Au(I)-Komplex, beispielsweise auf Basis von Polyethylenglycolen wie

Tetraethylenglycol (TEG), in Frage kommen.
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3.4 Fazit

In diesem Kapitel wurde eine Syntheseroute zur Biokonjugation eines metalloamphiphilen
0-NHC-Au(I)-Komplex I-17 auf ladungsbasierter Hydrophilie mittels DIELS-ALDER-Ligation an einer

Maleimideinheit vorgestellt.

Hierbei wurde die strukturelle Vielfaltigkeit der N-heterozyklischen Carbene genutzt, um die
Wasserloslichkeit durch Sulfonsduren an den NHC-Substituenten einzufiihren (I-2). Dabei wurde von
ihrer o-Donorstarke als Neutralligand zur Komplexierung von Gold in der Oxidationsstufe (+1)
profitiert. Wahrend die Synthese eines Thiolat-Au(I)-Komplex zu unerwiinschter Diaurierung fiihrte
(I-12), konnte ein in Wasser stabiler Alkinyl(NHC)gold(I)-Komplex mit N-Propargylmaleimid 1-14
liber einen anionischen Ligandenaustausch aus dem Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I-4 dargestellt
werden. Dazu wurde im Hinblick auf Nebenreaktionen am Maleimid auf endo-gebundenes Furan als
Schutzgruppe erfolgreich zuriickgegriffen. Nach der Aufreinigung tiber RP-HPLC war es mdglich die
Doppelbindung des Maleimids selektiv und unter vergleichsweise milden Bedingungen zu
deblockieren. Der reaktive Maleimid-basierte Au(I)-Komplex I-15 kann so quantitativ und
moglicherweise insitu erzeugt werden um komplexere Au(I)-konjugierte Biomolekiile zu
synthetisieren. Die Umsetzung des in dieser Arbeit hergestellten Dienophils in einer DIALS-ALDER-
Ligation wurde exemplarisch mit einem Dien-Derivat des Biotins getestet und zeigt die erhaltene
Moglichkeit zum Einbringen Au(I)-haltiger Metalloamphiphile in biologische Systeme auf. Dabei ist ein
grofler Vorteil gegeniiber der Arbeit von KRAUSE und Mitarbeitern die hervorragende
Wasserloslichkeit des erhaltenen Maleimid-Au(I)-Komplexes I-15, welche eine Anwendung fiir
medizinische Zwecke ermoglicht. Diese wurde durch das Einfilhren eines sulfonierten
N-heterozyklischen Carbens erlangt, wobei ein im Arbeitskreis synthetisiertes, Tetraethylengycol-

Analogon an die Grenzen der Wasserloslichkeit gestof3en ist.
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Ergebniskapitel II - Synthese wasserldslicher, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via anionischen Ligandenaustausch zur Herstellung supramolekularer Polymere

4.1 Einleitung

Das frustrierte Wachstum ist ein bedeutendes Konzept in der supramolekularen Chemie zur
Beeinflussung der Polymerisation von 1-dimensionalen kolumnaren Nanostdbchen und kann neben
der sterisch induzierte Selbstassemblierung (Vergleich mit Kapitel 1.3) auch auf elektrostatischen
Effekten basieren. Wie die Literatur zeigt, wurde die pH-abhangige Selbstassemblierung in Bezug auf
kleinere Molekiilbausteine unter anderem von HARTGERINK,[204] VAN ESCHI[205] und GOLDBERGERI206]
beschrieben, wobei neben Berichten von MEIER und Mitarbeitern auch Publikationen von RIVERA iiber
den supramolekularen Prozess in Abhangigkeit der lonenstarke erschienen.[207] Dabei werden die am
Monomer zur Wasserloslichkeit eingefiihrten Ladungen zunehmend durch vorliegende lonen
abgeschirmt, sodass der hydrophobe Effekt schliefdlich die elekrostatischen, repulsiven Kréfte
libersteigt und die supramolekulare Assemblierung der monomeren Bausteine in ein polymeres
Aggregat favorisiert wird. Das bereits beschriebene BTA-Strukturmotiv zur Synthese peptidischer
Monomerbausteine, die sich aufgrund attraktiver, intermolekularer Wechselwirkungen zwischen den
Tricarboxamiden bevorzugt in eine Dimension supramolekular anordnen, wurde von BESENIUS et al.
eingehend in Bezug auf dufere Einfliisse in wassriger Umgebung studiert. In Abbildung 4.1 zeigt ein
ausgewdhltes Beispiel, dass ein Austarieren der attraktiven Wechselwirkungen und der
ladungsbasierten, repulsiven Krafte in der &aufderen Peripherie eines C3-symmetrischen
Peptidamphiphils II-1 die kontrollierte Selbstassemblierung in 1D-Aggregate mit definierter Lange

ermdglicht.[208]
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Abbildung 4.1 A Chemische Struktur eines Cs-symmetrischen Peptidamphiphils II-1. B Schematische Darstellung der
Selbstassemblierung von II-1 in 1-dimensionale Nanostibchen in Wasser. C CD-spektroskopische Untersuchungen der
Selbstassemblierung von II-1 in Abhéngigkeit zur Ionenstirke (0 M NaCl— 1.2 M NaCl). D Zustandsdiagramm
(Konturendiagramm) der supramolekularen Polymerisation zur Verdeutlichung der Abhangigkeit von pH-Wert und
Ionenstarke.[208] Nachdruck frei nach Ref. [208] mit der Genehmigung von The Royal Society of Chemistry.

Wahrend die hydrophoben Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Nonaphenylalaninen von

II-1 (Abbildung 4.1, A blau) die Stabilitat der Nanostdbchen in Wasser beeinflussen und ihre spontane
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Ausbildung vorantreibt, sorgen negativ geladene NEWKOME-dhnliche Dendrone (Abbildung 4.1, A rot)
fiir eine ausgezeichnete Wasserloslichkeit. Dariiber hinaus sorgen die pro Seitenarm endstdndig
eingefiihrten Tricarbonsduren fiir eine Ansprechbarkeit tiber pH-Wert und Salzkonzentration
(Abbildung 4.1, B), die es ermdglicht den Grad des frustrierten Wachstums in einer schrittweisen
Titration fein einzustellen und so den supramolekularen Prozess hinsichtlich Gr6f3e und Morphologie
der ausgebildeten Aggregate zu kontrollieren. Dabei wurde die Ausbildung der Sekundarstruktur im
supramolekularen Polymer anhand CD-spektroskopischer Banden (A =204 und 225 nm) verfolgt
(Abbildung 4.1, C), wobei die Abschirmung der Ladungen durch die Erhéhung der Ionenstarke als auch
durch die Absenkung des pH-Absenkung des Mediums in den aziden Bereich den gleichen
aggregationsinduzierenden Effekt erzielte. Aus beiden Einflussfaktoren wurde ein bindres Zustands-
oder auch Konturendiagramm entworfen (Abbildung 4.1, D), das einen zusammenfassenden Uberblick
der Monomer-Polymer Uberginge verschafft. In weiteren Forschungsergebnissen wurde die
eingestellte Krafte-Balance dieses mehrfach geladenen Systems auf hydrophobere Cs3-symmetrische
Peptidamphiphile mit einer erh6hten thermodynamischen Triebkraft zur Assemblierung iibertragen.
Zur Erweiterung der Hydrophobizitit konnte zum einen 3,4-Ethylenedioxythiophen (EDOT)
eingefiihrt werden, das aufierdem breitere Moglichkeiten zur spektroskopischen Untersuchungen
bot.[209] In einer anderen Herangehensweise wurde pro Seitenarm eine der drei Phenylalanine durch
ein unnatiirliches, mit Trifluormethyl-substituiertes Tyrosin ausgetauscht.[210] Beide synthetischen
Strategien zeigten, dass die supramolekulare Polymerisation auch in einem héheren pH-Bereich und
bei vergleichsweise niedrigeren lonenstdrken realisiert werden kann. Die Verschiebung des
apparenten pKa-Wertes fiir die auf3en liegenden Carbonsduren wird als bekanntes Phdnomen, das auch
fur selbstassemblierte Fettsduren beobachtet wurde,[211] beschrieben.

Von BESENIUS et al. wurde ein weiteres interessantes Beispiel aus der Klasse der Metalloamphiphile
vorgestellt, welches von einem frustrierten Wachstum durch ausgewogenen Krafte fiir den

kontrollierten Aufbau supramolekularer Strukturen profitiert Abbildung 4.2).[212]
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Abbildung 4.2 A Chemische Struktur des Gd(III)-basierten, C3-symmetrischen Metalloamphiphils II-2. B Cryo-TEM Aufnahmen
von II-2 (1 mM in einem 100 mM Phosphat-Citrat-Puffer bei pH 6) in Anwesenheit einer Salzkonzentration von 3 M NacCl (links)
und 5 M NaCl (rechts).[212213] Nachdruck frei nach Ref. [212] mit der Genehmigung von The American Chemical Society.

Ausgehend vom Benzol-1,3,5-tricarboxamid wurde Gadolinium(III) komplexiert mit Diethylentriamin-
pentaessigsdure (DTPA) als polare Aufiengruppen iiber para-Aminobenzoesdure an perfluoriertes
L-Phenylalanin verlinkt (Abbildung 4.2, A II-2). In Wasser forcieren die zweifach negativ geladenen
Gd(III)-DTPA-Komplexe aufgrund von elektrostatisch abstofenden Kraften zwischen den
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Carbonsiduren die Assemblierung der diskotischen Amphiphile in kurze supramolekulare Einheiten
(Abbildung 4.2, B links). Werden diese repulsiven CoULOMB Ladungen durch eine Erhohung der
Ionenstirke des Mediums abgeschirmt, iiberwiegt der hydrophobe Effekt ausgehend vom fluorierten
BTA-Kern, der die Selbstassemblierung in 1-dimensionale = Nanostiabchen  fordert
(Abbildung 4.2, B rechts). In synthetischen Vorarbeiten wurde das strukturelle Design beziiglich der
Balance zwischen attraktiven und aggregationshemmenden Wechselwirkungen eingehend studiert. So
wurde auf der einen Seite die Hydrophobizitit des C3-symmetrischen Peptidamphiphils (Vergleich:
nicht fluoriertes, natiirliches L-Phenylalanin)(?14] und andererseits der ionische Charakter in der
Peripherie (Vergleich: Gd(I1I)-DOTA mit DOTA = 1,4,7,10-Tetraazacyclodo-decan-
1,4,7,10-tetraessigsaure als insgesamt neutraler Komplex)!'4ll angepasst. Das optimierte
Metalloamphiphil mit eingebundenen mehrfach negativ geladenen Gd(I1I)-DTPA II-2 zeigte aufgrund
der fluorierten unnatiirlichen Aminosauren eine ausgepragte thermodynamische Stabilitat. In diesem
Zusammenhang wurde die Anderung der Salzkonzentration im Medium iiber Temperatur-abhingige
CD-Spektroskopie mit dem Grad der Kooperativitat des supramolekularen
Polymerisationsmechanismus korreliert. Dabei wurde bemerkenswerterweise ein direkter
Zusammenhang zwischen dem Grad des kooperativen Mechanismus und der Verdnderung in der
Morphologie in Abhdngigkeit zur Ionenstdrke herausgestellt.[212213] [n weiterfiihrenden
Untersuchungen wurde das Potential von II-2 als supramolekularer Ansatz zur Herstellung
einzigartiger, paramagnetischer Kontrastmittel fiir die Magnetresonanztomographie (MRT)

vorgestellt, wobei erste in vivo Experimente durchgefiihrt wurden.[215]
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4.2 Motivation und Konzept

Wie in der Haupteinleitung und der Zielsetzung dieser Arbeit bereits beschrieben wurde, kann der
Einbau von Ubergangsmetallen wie Au(l) in das Umfeld einer supramolekularen Uberstruktur zu
interessanten photophysikalischen Eigenschaften fiithren. In einem auflergewohnlichen Beispiel
konnten KEMPER et al. zeigen, wie durch kleine ionische Anderungen im wissrigen Medium der
Mechanismus der Selbstassemblierung beeinflusst sowie die Photolumineszenz von Sulfonsiure-
haltigen, amphiphilen Au(I)-Dipeptiden manipuliert werden konnte, um (bio)anorganisch-organische
Mizellen mit fein eingestellten Lumineszenzeigenschaften herzustellen.216] Verkniipft mit einer
systematischen Funktion bieten vor allem stibchenférmige 1D-Aggregate Anwendungspotential als

biomedizinische Transportsysteme.[143]

Basierend auf Vorarbeiten und Erfahrungen, die innerhalb des Arbeitskreises von BESENIUS auf dem
Gebiet der supramolekularen Polymerisationen C3-symmetrischer Peptidamphiphile gesammelt
wurden, beschreibt dieses Ergebniskapitel die Herstellung diskotischer Au(I)-Metalloamphiphile, die
als Monomere in der 1-dimensionalen Selbstassemblierung zur Ausbildung makromolekularer
Strukturen in Wasser eingesetzt werden sollten. Dabei beruht das zentrale Design auf dem etablierten
Benzol-1,3,5-tricarboxamid (Vergleich mit Kapitel 1.3) sowie auf Arbeiten, die sich mit dem
frustrierten Wachstum 1-dimensionaler Polymere aufgrund fein eingestellter supramolekularer Krafte

beschaftigen (Vergleich mit Kapitel 4.1).
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Abbildung 4.3 Selbstassemblierung negativ geladener, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile durch die Bildung von
o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen {iber den anionischen Ligandenaustausch. A Allgemeine chemische Struktur der amphiphilen,
trifunktionellen alkinylierten (NHC)gold(I)-Komplexe mit R = Aminosaurerest. B Schematische Darstellung der angestrebten
supramolekularen Polymerisation aufgrund von frustriertem Wachstums. C Darstellung der mdéglichen intermolekularen
Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den peptidischen Seitenarmen der Monomere. D Uberblick der
aggregationsinduzierenden und -hemmenden Wechselwirkungen in den angestrebten 1-dimensionalen Nanostidbchen in
Wasser.

Der im Ergebniskapitel [ erfolgreich angewendete anionische Ligandenaustausch zur Einfiihrung

neuer Funktionen am wasserléslichen Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I-4 wurde im folgenden Teil der
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Arbeit als synthetische Strategie auf die Herstellung der C3-symmetrischen Au(l)-Monomere
libertragen. Die aggregationsinduzierende, peptidische BTA-Einheit (Abbildung 4.3, blau/schwarz)
bestehend aus unpolaren Aminosauren, sollte zu einer hydrophoben Abschirmung und der
Verstiarkung von intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen fithren (Abbildung 4.3, C). Durch
die Bildung von drei o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen sollte der wasserldsliche Au(I)-Komplex I-4
endstindig eingefiihrt und so dem hydrophoben Effekt des C3-symmetrischen Peptides
entgegenstehen (Abbildung4.3,A). In diesem Zusammenhang wurde erwartet, dass die am
NHC-angebundenen Sulfonsduren zum einen Wasserldslichkeit garantieren und zum anderen auf den
Einfluss der lonenkonzentration im wassrigen Milieu reagieren, um so das Gleichgewicht der
attraktiven und repulsiven Krifte zu verschieben und die supramolekulare Polymerisation einzuleiten
(Abbildung 4.3, B). Die kontrollierte Selbstassemblierung in eine Dimension sollte dabei auf verkiirzte
Au(I)----Au(l) Abstinde (Abbildung4.3,D) sowie potentielle Photolumineszenzeigenschaften

untersucht werden.
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4.3 Diskussion

Wie eingangs erwahnt, wurde in diesem Kapitel zur Herstellung C3-symmetrischer
Au(I)-Metalloamphiphile auf den sulfonierten, hochst wasserloslichen [Au!CI(NHC)]-Komplex I-4
zuriickgegriffen. Dieser wurde im Ergebniskapitel ] bereits im Rahmen des anionischen
Ligandenausausches studiert und lieferte, im Vergleich zur Austauschreaktion mit Thiolatliganden,
vielversprechende Ergebnisse bei der Bildung von o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen. Das erprobte
synthetische Konzept sollte nun der Herstellung diskotischer Monomere fiir den Aufbau
supramolekularer Polymere in Wasser, dienen. Die retrosynthetische Betrachtung zeigt, dass im Sinne
der Baukastenchemie unterschiedlich hydrophobe Cs-symmetrische Peptidbausteine mit einem
BTA-Kern hergestellt und im letzten Syntheseschritt mit dem wasserléslichen Au(I)-Komplex I-4 zu
den entsprechenden Amphiphilen umgesetzt werden konnten. Die synthetische Grundidee bestand
darin, die organische Peptidchemie des hydrophoben Teils von der Synthese des wasserldslichen,
anorganischen Au(I)-Komplexes zu trennen, um die Balance attraktiver und repulsiver Krafte in den

amphiphilen Zielmolekiilen divergent einzustellen.

Die Synthese des NHC-basierten linearen Chlorido-Au(l)-Komplex erfolgte wie bereits im
Ergebniskapitel I beschrieben wurde. In der dreifachen Austauschreaktion der Chloridoliganden zur
Herstellung der Cs-symmetrischen, hybriden Au(I)-Peptide wurde die begrenzte Moglichkeit zur
Reaktionsiiberpriifung und Charakterisierung dieser 6-fach geladenen Molekiile als Schwierigkeit
betrachtet. Neben der massenspektroskopischen  Analytik, ist vor allem die
Kernspinresonanzspektroskopie das Mittel der Wahl zur Untersuchung der intakten
Au(I)-Kohlenstoffbindung am N-heterozyklischen Carben. Um dieses quarterndre Signal im
13C-NMR-Spektrum (gyromagnetische Konstante y(13C) =6,7283 107radT-'s'!) in organischen
Makromolekiilen, die iiber ein grofieres Molekulargewicht verfiigen (M (II-5) = 3963,83 g/mol,
M (II-13) =4098,83 g/mol) zu visualisieren, werden grofiere Substanzmengen bzw. eine langere Scan-
oder Messzeit am NMR-Gerat benotigt. Obwohl die C3-Symmetrie in dieser Hinsicht einen intrinsischen
Vorteil birgt, ist es praktikabel wenn fiir eine schnelle Reaktionskontrolle auf sensitive
NMR-Experimente zuriickgegriffen werden kann, wie dem !'H-NMR oder dem monoisotopisch-
basierten  31P-NMR-Spektrum  (y(3'P) =10,841 107radT-'s') bei der Verwendung von
Phosphinliganden. Wie das Ergebniskapitel I demonstrieren konnte, zeigen die Protonen am NHC-
Riickgrat im Fall des [Au!CI(NHC)]-Komplex I-4 aufgrund kleiner elektronischer Verdnderungen am
Carbenzentrum eine Verschiebung der zugehérigen NMR-Signale, die sich in der Aromatizitat des
Imidazolringes begriinden lasst. Es wurde erwartet, dass diese Signale isoliert und bestenfalls in nicht
aufgereinigten Roh-Reaktionsmischungen betrachtet werden kdnnen, um den Verlauf der Reaktion zu
analysieren. Weitere im Tieffeld-liegende NMR-Signale, ausgehend von Amidprotonen oder
aromatischen Aminosaureresten, die unter Umstianden zu einer starken Uberlagerung flihren konnen,

wurden dabei beachtet.
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4.3.1  Cs-symmetrisches Au(I)-Metalloamphiphil erster Generation
4.3.1.1 Synthese des C3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils II-5 auf Basis von Leucin

Die Praparation des ersten C3-symmetrischen Au(l)-Metalloamphiphils erfolgte auf Basis von Leucin
als grundlegende Aminosaure im hydrophoben, aggregationsinduzierenden Teil. Die Isopropylreste
eines Trileucin Derivates sollten den hydrophoben Effekt pro BTA-Seitenarm angemessen stark
auspragen, sodass die Bildung von intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen als

aggregationstreibende Kraft geférdert wird.

In der Herstellung des C3-symmetrischen Bausteins II-3 wurde auf ein Tetrapeptid gesetzt, welches
neben dem BTA-Kernnahen Trileucin endstindig mit einem Glycin versehen worden war, um
Aminohexansdure ohne Epimerisierungsprobleme einzufithren. Auf die weitere Beschreibung
synthetischer Details wird im Rahmen dieser Arbeit verzichtet. Aus der Tricarbonsaure II-4 wurde
innerhalb einer Amidierungsreaktion mit Propargylamin und Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidino-
phosphonium Hexafluorophosphat (PyBOP) als Kupplungsreagenz das Trialkin-basierte Nonaleucin
II-5 in exzellenter, quantitativer Ausbeute hergestellt, wobei die Aufreinigung iiber

Grofdenausschlusschromatographie (SEC, Sephadex™ LH 20) erfolgte.

v

@HNJ ]
AR

11-3

) l HZN\

@HJL "JLN“rr Mu <
N

II-4 (quant.)

ml

II-5 (quant.)
SO;3Na

Abbildung 4.4 Synthese eines Leucin-reichen Au(I)-Metalloamphiphils auf Basis des C3-symmetrischen BTA Design (II-5):
i) 11-3 (1,0 Aq.), Propargylamin (9,0 Aq.), PyBOP (7,0 Aq.), DIPEA (12 Aq.), 2 Std., RT; ii) II-4 (1,0 Aq.), I-4 (3,0 Aq.), KOH (6,0 Aq.),
24 Std,, 35 °C.

Im Sinne der konvergenten Synthesestrategie, sollte der beschriebene Sulfonsaure-funktionalisierte,
wasserlosliche Au(I)-Komplex I-4 in dem letzten Syntheseschritt an das erhaltene hydrophobe Peptid
gebracht werden, wobei der anionische Ligandenaustausch gleich dreifach realisiert werden sollte.

Beachtlicherweise reichten die im Vergleich zum Ergebniskapitel gleichbleibenden
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Reaktionsbedingungen von 24 Stunden bei leicht erhéhter Temperatur (35°C) aus, um die vollstandige
Funktionalisierung von II-4 mit drei Aquivalenten I-4, welches der stéchiometrischen Menge bezogen
auf den BTA-Seitenarm entspricht, zu erzielen. Durch das Ausfillen der Rohmischung in kaltem THF
konnten letztlich fiir die NMR-Analytik storende Salze und Reste der Base vom Metalloamphiphil 1I-5
abgetrennt werden. In dem 'H-NMR-Ausschnitt B der Abbildung 4.5 wird das Verschwinden des
Triplett-Protonensignals, das bei §=3,07 ppm (% =2,5Hz) beobachtet wurde, als Indiz der
vollstandigen Umsetzung des Alkin-CH gewertet. Ein Beweis fiir die Reaktion des Nonaleucin innerhalb
des anionischen Ligandenaustausches lieferte die eindeutige Verschiebung des NMR-Signals beziiglich
der Methylengruppe an der Propargyleinheit von 3,83 ppm (Dublett-von-Dublett mit Kopplungs-
konstanten von 2/ =5,5 und 4/ = 2,5 Hz) zu 3,6 - 3,55 ppm; aufgrund der Uberlagerung mit anderen
Signalen wurden zur genauen Aufklarung 2-dimensionale NMR-Experimente (COSY, HSQC, HMBC)
hinzugezogen. Wie anfangs ausfiihrlich beschrieben, lieferte das Protonensignal der Doppelbindung
am Riickrat des N-heterozyklischen Au(I)-Komplex bei § = 7,75 ppm (in DMSO0-ds) Aufschluss iiber den
anionischen Ligandenaustausch am Chlorido-Au(I)-Komplex und es kommt zu einer leichten
Hochfeldverschiebung um 0,09 ppm zu 6 = 7,66 ppm. Der NMR-Ausschnitt A in der Abbildung 4.5
deckt bei genauerer Betrachtung auf, dass neben dem gewilinschten Metalloamphiphil II-5 noch
unreagierter Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I-4 vorliegt. Uber die Integration der NHC-bezogenen

NMR-Signale wurde diese Kontamination mit 6% quantifiziert und liegt im Bereich eines moglichen

Wagefehlers.
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Abbildung 4.5 'H-NMR-Spektrum des in THF gefallten C3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils mit Leucin im Seitenarm II-5
in DMSO-ds (mitte) und zum Vergleich die miteinander reagierten Verbindungen: Alkin-funktionalisierter Nonaleucin-Baustein
II-4 in DMSO-ds (oben) und hydrophiler, Sulfonsaure-basierter Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I-4 (unten). A NMR-Ausschnitt
im aromatischen Bereich zur Verdeutlichung der Verunreinigung durch iiberschiissiges I-4 (siehe 6=7,75 ppm).
B NMR-Ausschnitt um den vollstdndigen Umsatz des Peptids anhand der NMR-Signale beziiglich der Alkin-CH-Protonen
nachzuvollziehen (siehe 6 = 3,07 ppm).

Der Erfolg des dreifachen anionischen Ligandenaustausch zum  C3-symmetrischen
Au(I)-Metalloamphiphil mit Leucin im Seitenarm II-5 konnte in einer vollstindigen 2-dimensionalen
NMR-Analytik und vor allem durch das charakteristische 13C-NMR-Signal des Carbenkohlenstoff

zwischen den Stickstoffatomen (N2CAu) des NHC-Imidazolring bewiesen werden (Details in 9.1.2.2).
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Zu bemerken ist, dass im Kohlenstoff-NMR das im Tieffeld liegende Signal bei 187,6 ppm dem
Carben-N2CAu des Produktes zugeordnet wurde, wahrend das N:CAu-Signal des iiberschiissigen

Ausgangskomplex I-4 bei 173,7 ppm nicht visualisiert wurde.

Weitere Bestétigung fiir die gelungene Herstellung von II-5 lieferte die massenspektroskopische
Analytik des MALDI-ToF-MS. Das Signal bei m/z = 3989,92 wird dem dreifach substituiertem Produkt
II-5 (theor. Berechnung fir [II-5-4Na+3K+2H]* = 3989,2256) eindeutig zugeordnet. Weitere Signale
bei m/z=2609,60 und m/z=3291,30 lassen sich auf monosubstituierte (theor. Berechnung fiir
[II-5-Au'R-Na+2K]* = 2609,1551, wobei Au(I)R I-4 nach Verlust des anionischen Liganden entspricht)
und disubstituierte (theor. Berechnung fiir [II-5-2Au!R-2Na+2K+H]*=3292,2067) Derivate von II-5
zuriickfithren. Da in der NMR-spektroskopischen Analyse kein Anzeichen fiir einen unvollstindigen
Austausch erkennbar wurde, ist davon auszugehen, dass die o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen aufgrund der
Ionisationsbedingungen im MALDI gespalten werden. Unterstiitzt wird diese Aussage durch ein Signal
bei m/z=4175,63, das mit der intakten Struktur II-5 und zusatzlicher Gold-Adduktbildung (theor.
Berechnung fiir [II-5-6Na+4K+2H+Au]* =4179,1763) in Verbindung gebracht werden kann. Dariiber
hinaus wurde die massenspektrometrische Untersuchung mittels Elektronensprayionisation im
negativ Modus durchgefiihrt, wobei nur durch eine manuell injizierte, konzentrierte Probenaufgabe
mehrfach geladene Spezies detektiert werden konnten. In dem unaufgerdumten Spektrum
(Abbildung 4.6, B) lasst das Signal bei m/z=1982,1086 auf das Produkt II-5 mit zwei negativen
Ladungen (theor. Berechnung fiir [II-5-5Na+3K]2- = 1982,1109) schliefden. Auch in diesem Fall muss
davon ausgegangen werden, dass die Ionisationsquelle der ESI-Massenspektroskopie zu einer starken

Fragmentierung von II-5 gefiihrt hat.
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Abbildung 4.6 A Ausschnitt aus dem (+)-MALDI-ToF-MS-Spektrum (normierte Intensititen) von II-5 gelést in MeOH und unter
Verwendung von CHCA als Matrix. B Ausschnitte aus dem (-)-ESI-MS-Spektrum (relative Hiufigkeiten) von II-5 gel6st in MeOH.

Eine weitere Aufreinigung des synthetisierten 6-fach geladenen Au(I)-Metalloamphiphils II-5
gestaltete sich als schwierig. Die klassische Auftrennung via Sdulenchromatographie iiber Silica (Si02)
oder, weniger klassisch, Aluminiumoxid (Alox) beschrankt sich wegen den starken Retentionszeiten
von geladenen Molekiilen auf weniger polare Substanzen, sodass diese ausschliefdlich auf dem kleinen,
analytischen Mafdstab zur Reaktionskontrolle sinnvoll diente. Der Versuch die 6% iiberschiissiges I-4

aufgrund des geringen Molekulargewichtes iiber das LH-20 SEC-Material abzutrennen ging mit der
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Bildung von Nanopartikeln einher. Das Produkt II-5 konnte von der Chromatographiesdule nur stark
verunreinigt mit I-4 (ca. 50%) isoliert werden, sodass davon ausgegangen wird, dass bei der
Grofienauftrennung iiber das Polysaccharid-Netzwerk Scherkrafte entstehen, die zu einem Aufbrechen
der neu gebildeten o-Alkinylbindungen und letztlich auch zur Reduktion des Au(I)-Komplexes gefiihrt
haben. Auferdem lieferte die analytische Auftrennung auf der Umkehrphasen-HPLC keine isolierten
Signale im Chromatogramm, sodass auch dieser Ansatz zur Aufreinigung der Rohmischung von II-5
verworfen wurde. Da das Produkt eindeutig hergestellt wurde (NMR-Daten, MADLI-ToF-MS, ESI-MS)
wurde schlief3lich auf weitere Aufreinigungsversuche verzichtet. Die 6%ige Verunreinigung durch den
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I-4 kann im Rahmen der Charakterisierung beziiglich der

Selbstassemblierung in Wasser als vernachlassligbar betrachtet werden.

4.3.1.2  Untersuchungen zur Selbstassemblierung des C3-symmetrischen

Au(I)-Metalloamphiphils II-5

Das hergestellte trisubstituierte, C3-symmetrische BTA-Nonaleucin II-5 wurde hinsichtlich der
Fahigkeit als Monomer in einer supramolekularen Polymerisation in Wasser zu dienen, analysiert. Wie
in Kapitel 1.3 beschrieben, ist die spektroskopische Untersuchungsmethode mittels CD bestens
geeignet, um die intermolekularen Wechselwirkungen bei der Selbstassemblierung peptidischer
Uberstrukturen zu verfolgen. Das dendritische Monomer II-5 prisentierte sich als &ufRerst
wasserlosliches Amphiphil, sodass die Untersuchungen in 10 mM Phosphatpuffer (PP) zunachst bei
neutralem pH-Wert durchgefithrt wurden. Aufgrund starker Absorptionseigenschaften von II-5
musste eine niedrige Konzentration von 15 pM gewahlt werden, wobei eine charakteristische negative
Bande bei ca. A = 205 nm sowie eine gering positive Bande bei ca. A = 240 nm erkannt wurden, welche

die Vermutung einer vorliegenden, ungeordneten random coil Struktur nahe legt (Abbildung 4.7).
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Abbildung 4.7 CD-Spektren des Leucin-haltigen, C3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils II-5 als eine 15uM Loésung in
10 mM Phosphatpuffer (PP) bei pH 7.4 und 293 K unter Zugabe von: A organischen Losungsmitteln (PP/MeOH bzw. PP/ACN);
B Natriumchlorid (1 M).

Um dennoch zu iiberpriifen, ob moglicherweise eine Nahordnung zwischen den Peptidmonomeren
vorliegt, wurde Acetonitril zum Medium titriert. Diese giangige Methode wird genutzt, um zu zeigen ob
die Selbstassemblierung im Wasser durch die Zugabe eines organischen Losungsmittels und einer
damit verbundenen Verringerung der hydrophoben Abschirmung gestért werden kann. Wie

Abbildung 4.7 A aufzeigt, wurde in diesem Fall keine Verdanderung im CD-Spektrum beobachtet. Auch
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die Energiezufuhr durch Temperaturerh6hung leitete keine Verdnderung in der spektroskopischen
Untersuchung ein. Der Versuch die Selbstassemblierung zu férdern wurde mittels Erhéhung der
Salzkonzentration im Medium mit einer Zugabe von Natriumchlorid auf bis zu 5 M getestet, wobei die
CD-Spektroskopie bereits bei einer Konzentration von 1 M NaCl an die Absorptionsgrenzen stof3t
(Abbildung 4.7, B). Die marginale Veranderung im UV-CD-Spektrum lasst sich durch die aufgrund des
erhohten Chloridanteils gestiegene Absorption im fernen UV-Bereich (< 250 nm) nachvollziehen. Eine
gleichzeitige Erniedrigung des pH-Wertes auf 2,4 wurde erprobt und lieferte nicht das angestrebte

Resultat im CD-Spektrum.

Die Transmissionselektronenmikroskopie wurde herangezogen, um weitere Aufklarung der
vorliegenden Morphologie des C3-symmetrischen, leucin-reichen Au(l)-Metalloamphiphils II-5 zu
gewinnen. In Zusammenarbeit mit DANIEL SPITZER wurden hierzu verschiedene, wassrige Losungen von
II-5 mit einer Konzentration von 40 yM in 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan(TRIS)-Puffer
angesetzt und anschliefRend auf diinnen Kohlenstoff-Tragerfilmen aufgebracht und unter Anwendung
einer Uranylacetat-Losung (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastiert. Wie in Mikroskopiebild A der
Abbildung 4.8 prasentiert, wurden in einer Losung von II-5 bei neutralen pH-Bedingungen vor allem
kleine, spharische Objekte beobachtet. Wenn man fiir das Au(l)-Amphiphil in gestreckter
Konformationen einen Durchmesser von ca. 10 nm annimmt, kdnnen diese isotropen Strukturen mit
einer durchschnittlichen Gréfie von 12,8 nm als monomere oder kleine oligomere Spezies definiert
werden, wobei eine Standardabweichung von ¢ = 4.8 nm bei der Durchfiihrung von n = 150 Messungen
definiert wurde. Auch zu beobachten waren grofiere ungeordnete Cluster, die nicht auf eine definierte
Anordnung der Monomere sondern auf die unkontrollierte Aggregation der geladenen Spezies
schlieflen lassen (Abbildung 4.8, B). Folglich stehen diese Ergebnisse im Einklang mit den
durchgefiihrten CD-Messungen (Abbildung 4.7), welche bereits darauf hingedeutet haben, dass keine
ausgepragte Nahordnung zwischen den chiralen, peptidischen Au(I)-Amphiphilen II-5 ausgebildet
wird. Weiterhin sollte die von der CD-Analyse erhaltene Vermutung, dass eine Anderung der wissrigen
Bedingungen zu niedrigen pH-Werten bzw. bei der Zugabe von NaCl nicht den gewiinschten
strukturellen Wechsel zum supramolekularen Polymer einleitet, durch mikroskopische

Untersuchungen bestatigt werden.
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Abbildung 4.8 TEM-Bilder des Leucin-haltigen, Cs-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils II-5 (40 uM) in 10 mM
Tris(hydroxymethyl)aminomethan(TRIS)-Puffer ~ unter neutralen Bedingungen (pH=7.4) nach Auftragung auf einen
Kohlenstoff-Trager und negativer Kontrastierung mit Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser).

Wahrend die TEM-Untersuchung der Lésung von II-5 (40 uM) unter Zugabe von NaCl (0,5 M) durch
Salzkristalle mafdgeblich gestort wurde (Details im Anhang 10.2, Abbildung 10.6), spiegeln die
Aufnahmen einer gleichkonzentrierten Probe und einem pH-Wert von 2,4 (Details im Anhang 10.2,

Abbildung 10.5) das gleiche Bild der ungerichteten Aggregation wider.

Zusammenfassend wurden in der CD-spektroskopischen Priifung von II-5 zur Ausbildung geordneter,
chiraler Au(I)-Peptidpolymere trotz erhohter Ionenkonzentration durch die Zugabe von
Natriumchlorid und der gleichzeitigen Erniedrigung des pH-Wertes keine CD-Bandeniiberginge, die
mit Sekundarstrukturelementen in Verbindung gebracht werden kénnen, beobachtet. Unterstiitzt
durch TEM konnte so dargelegt werden, dass die Balance attraktiver Wechselwirkungen gegeniiber
repulsiver Krafte in der amphiphilen Struktur von II-5 im Hinblick auf die supramolekulare

Polymerisation in Wasser nicht getroffen wurde.

4.3.2  (Cs-symmetrisches Au(I)-Metalloamphiphil zweiter Generation

In einer zweiten Generation sollte das synthetisch erfolgreiche Design aus Abschnitt 4.3.1 fiir die
Herstellung eines wasserldslichen, Phenylalanin-haltigen C3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils
II-13 angewendet werden. Die Absicht bestand darin, die hydrophobe, peptidische BTA-Komponente
mit einer Aminosdure auszustatten, die im Vergleich zu Leucin zusatzliche m-m-Stapelung eingeht und
damit einen starkeren, attraktiven Beitrag zur supramolekularen Polymerisation leistet. Auf diese
Weise sollte das Krifteverhdltnis mit den wasserloslichen Aufdengruppen ausgehend von
Au(I)-Komplex I-4 ausbalanciert und die Kontrolle iiber die Selbstassemblierung in 1-dimensionale

Nanostiabchen erhalten werden.
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4.3.2.1 Synthese des C3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils II-13 auf Basis von Phenylalanin

Die Darstellung des diskotischen, Phenylalanin-reichen Au(I)-Metalloamphiphils der zweiten
Generation erfolgte liber die Fluorenylmethoxycarbonyl(Fmoc)-Schutzgruppenchemie ausgehend von
dem Fmoc-Triphenylalanin, das an der festen Phase (SPPS) nach etablierter MERRIFIELD Methode
erhalten wurde. Hierzu wurde in einem ersten Schritt das 2-Chlorotritylchlorid(2-CTC)-Harz mit der
ersten Aminosaure unter Verwendung von der Base DIPEA beladen, wobei noch unfunktionalisierte
2-Chlorotrityl-Gruppen in der anschliefenden Zugabe von MeOH reagierten. Die Kettenverlangerung
wurde in einer automatierten Peptidsynthese durch den Wechsel der mit Piperidin-vermittelten
Fmoc-Entschiitzung und einer Kupplungsreaktion mit der niachsten Fmoc-blockierten Aminosaure
unter Anwendung von O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N',N'-tetramethyl-uroniumhexafluorophosphat
(HBTU) als Kupplungsreagenz, DIPEA sowie 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt), um die Epimerisierung
des Stereozentrums zu verhindern, ausgefithrt. Das Tripeptid II-6 wurde mittels
Trifluoressigsaure (TFA) vom 2-CTC-Harz abgespalten und in einer duf3erst hohen, 96%igen Ausbeute
erhalten. Fiir die weitere Synthese zum Cs-symmetrischen Peptid wurde am C-Terminus zunachst auf
die Schiitzung der Carbonsaure via Methoxygruppe gesetzt. In diesem Zusammenhang wurde das
Triphenylalanin II-6 mit 6-Amino-hexan-1-methylester (II-7a) in einer PyBOP-vermittelten
Amidierung unter Einsatz von 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAt), um die Basizitat abzupuffern und
einer Epimerisierung entgegen zu wirken, umgesetzt. Der an beiden Enden geschiitzte, hydrophobe

Peptidbaustein II-8a konnte nach dem Waschen mit Methanol in einer sehr hohen Ausbeute von 92%

isoliert werden.
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Abbildung 4.9 Synthese C3-symmetrischer Peptid-Bausteine ausgehend von einem Triphenylalanin mit unterschiedlicher
Schutzgruppenchemie am C-Terminus. PG = Me: i) 1I-6 (1,0 Aq.), II-7a (1,0 Aq.), PyBOP (3,0 Aq.), HOAt (1,1 Aq.), DIPEA (3,0 Aq.),
tiber Nacht, RT; ii) II-8a (1,0 Aq.), Piperidin (10 Vol%), 1,5 Std., RT; iii) 1,3,5-Benzoltricarbonsdure (1,0 Aq.), I1-9a (3,3 Aq.),
PyBOP (7,0 Aq.), DIPEA (8,0 Aq.), 5,5 Std., RT. PG = tBu: i) II-6 (1,0 Aq.), II-7b (1,0 Aq.), PyBOP (2,2 Aq.), HOAt (1,0 Aq.), DIPEA
(3,0 Aq.), iiber 2 Tage, RT; ii) II-8b (1,0 Aq.), Piperidin (10 Vol%), iiber Nacht., RT; iii) 1,3,5-Benzoltricarbonséure (1,0 Aq.),
11-9b (3,3 Aq.), PyBOP (7,0 Aq.), DIPEA (8,0 Aq.), 5,5 Std., RT.

Nach der Reaktion mit Piperidin und anschliefender sdulenchromatographischen Aufreinigung iiber

SiO2, wurde der Phenylalanin-basierte Seitenarm mit freier Aminfunktionalitit II-9a in einer
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moderaten Ausbeute erhalten (50%). Fiir die dreifache Amidierung an den Cs-symmetrischen Kern
wurde Benzol-1,3,5-tricarbonsdure (BTC) anstelle des Saurechlorid-Derivates (Benzol-1,3,5-
tricarbonsdurechlorid) verwendet und auf die Aktivierung mittels PyBOP und der Bildung des
Aktivesters vertraut. Nach nur kurzer Reaktionszeit entstand, wie in Abbildung 4.10 (oben) durch die
NMR-spektroskopische Reaktionsverfolgung veranschaulicht, das zweifach funktionalisierte Produkt

II-10a-Di.
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Abbildung 4.10 A 'H-NMR-Aufklarung hinsichtlich der Kupplungsreaktion des peptidischen Seitenarms II-9a an BTC, oben:
unaufgereinigte Reaktionsmischung aus zweifach substituierten II-10a-Di Nebenprodukt und dem gewiinschten Produkt II-10a,
unten: isoliertes trifunktionalisiertes BTA-Amphiphil II-10a nach vollstindiger Umsetzung. B Ausschnitt aus dem 'H-NMR als
Vergrofierung.

So weisen die Signale (Abbildung 4.10, NMR-Ausschnitt B) bei §=8,45 und 8,33 ppm auf eine
unvollstandige Substitutionsreaktion am BTC-Kern hin, wobei sich die korrespondierenden,
aromatischen CH-Protonen in zwei chemisch dquivalente Gruppen einteilen lassen. Die im Vergleich
dazu im Tieffeld liegenden Sublett-Signale, welche im Zusammenhang mit den neu gebildeten
amidischen NH-Protonen erscheinen, verdeutlichen, dass auch die gewiinschte Trisubstitution zu
II-10a durchgefiihrt werden konnte. Durch die Zugabe von weiterem Kupplungsreagenz (PyBOP) nach
3,5 Stunden Reaktionszeit und einer stetigen Aufkonzentration der Reaktionslésung wurde die
Reaktion schliefdlich iiber 5 Stunden zur Vollstdndigkeit getrieben werden (Abbildung 4.10, unten).
Dabei wurde das iiberlagerte Singulett-Signal bei 8.18 ppm den aromatischen BTA-CH und das
Dublett-Signal bei = 8.7 ppm den NH-Protonen der entstandenen Amidbindung in II-10a zugeordnet.
Im Zusammenhang mit der Aufreinigung war die mit dem Grad der Funktionalisierung steigende
Hydrophobie vorteilhaft, sodass hydrophilere Reaktionsbestandteile und iiberschiissiger Seitenarm
II-9a abgetrennt werden konnten, indem mehrfach mit Methanol gewaschen wurde, woraus sich auch
die quantitative Ausbeute von II-10a begriindet. Im nédchsten Schritt, einer basischen Entschiitzung
des Tricarbonylesters mittels wéssriger, 0,5 M Lithium Hydroxid-Ldosung, fithrte die Hydrophobizitat
zu Loslichkeitsproblemen, die nicht umgangen werden konnten. Neben langen Reaktionszeiten bei
hoheren Temperaturen (60°C), wurde auch die Wahl des Losungsmittels von DMF, DMSO und
N-Methyl-2-pyrrolidon (NMP) getestet, wobei II-10a ausschliefilich als Suspension vorlag und nicht in
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Losung gebracht werden konnte. Weil die Methylesterentschiitzung keinen Umsatz zeigte, wurde die
Synthesestrategie beziiglich der C-terminalen Schutzgruppe iiberarbeitet. Die kostengilinstige
Alternative einer Sdure-labilen Blockierung als tert-Butylester (‘Bu) bestétigte sich als die bessere
Wahl (Abbildung 4.9, Synthesestufen b). Hierzu wurde zundchst Aminohexansdure in das reaktivere
Saurechlorid in situ umgewandelt und anschlieffend mit tert-Butanol unter Zusatz einer Base zu II-7b
verestert. Die weitere Herstellung verlief analog zur bereits beschriebenen Syntheseroute, sodass
ausgehend von Triphenylalanin II-6 in vier Stufen unter &dhnlichen Reaktionsbedingungen das
tBu-geschiitzte C3-symmetrische Nonaphenylalanin II-10b in einer Gesamtausbeute von hohen 82%
erhalten wurde. Bei der kritischen Amidierungsreaktion des peptidischen Seitenarms II-9 an den
BTC-Kern wurde erneut darauf geachtet, dass weiteres Kupplungsreagenz (PyBOP) zugegeben und die
Reaktionslosung eingeengt wurde, um die vollstandige Kupplung zu erreichen. Wie schon in der
Herstellung des Leucin-basierten Au(I)-Amphiphils II-5 sollte der (NHC)gold(I)-Komplex I-4 durch
den  Austausch des anionischen Chloridoliganden und der Generierung neuer

o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen zur Synthese des Phenylalanin-haltigen Au(I)-Monomers dienen.
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Abbildung 4.11 Synthese eines Phenylalanin-haltigen Au(I)-Metalloamphiphils auf Basis des C3-symmetrischen BTA Design:
i) 11-10b (1,0 Aq.), TFA (50 Vol.-%), 2 x 40 Min,, RT; if) [I-11 (1,0 Aq.), Propargylamin (9,0 Aq.), PyBOP (7,2 Aq.), DIPEA (24 Aq.),
tiber Nacht, RT; iii) I1-12 (1,0 Aq.), I-4 (3,0 Ag.), KOH (6,0 Aq.), 24 Std., 35 °C.

Fiir die Realisierung des anionischen Ligandenaustausches wurden die im vorherigen Kapitel 4.3.1.1
verwendeten Reaktionsbedingungen mit Hilfe eines kleinen alkinylierten Modellmolekiils optimiert.

Die Notwendigkeit hierzu ergab sich aus der hydrophoben Struktur des BTA-basierten
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4.3 Diskussion

Nonaphenylalanins funktionalisiert mit Propargylamin als Endgruppe II-12, welches sich selbst in
reinem DMF und bei einer Temperaturerhdhung auf 60 °C als unldslich herausgestellt hat. Letztlich
wurde das Losungsmittel auf ein Gemisch aus DMF und MeOH im Verhaltnis von 3:1 Vol.-% angepasst.
Der MeOH-Anteil im Reaktionsgemisch war unabdingbar, damit die KOH-Base geldst vorliegt und eine
Reaktion beobachtet werden konnte. Das zu Beginn der Reaktion als Suspension vorliegende
trialkin-haltiges Nonaphenylalanin II-12 16ste sich innerhalb der Reaktionszeit von 24 Stunden
vollstdndig. Nach dem Ausfallen der Reaktionslésung in THF wurde die erhaltene Produktmischung
massenspektrometrisch analysiert. Wahrend die Analytik mittels MALDI-ToF-MS keine Informationen
liber einen erfolgreich durchgefiihrten anionischen Ligandenaustausch zwischen 1I-12 und dem
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex lieferte, konnten in dem (-)-ESI-MS-Spektrum zweifach-negativ
ionisierte Spezies im hochmolekularen Bereich gefunden werden (Abbildung 4.12, A). Wie in der
analytischen Untersuchung von dem analogen Leucin-reichen Au(I)-Amphiphil II-5 wurden diese
interessanten m/z-Signale erst in einer konzentrierten Probeninjizierung detektiert und deuten auf
eine starke Fragmentierung der Probe hin. Durch Spektrum-Ausschnitte B und C in Abbildung 4.12
wird die Vielzahl der Austauschmdglichkeiten mit unterschiedlichen Kationen in der negativ
ionisierten Spezies verdeutlicht. Ergdnzend zum Signal bei m/z = 2025,0268, welches auf das Produkt
II-13 nach Verlust von zwei Natriumkationen schliefien lasst, wurden Masse-Ladungsverhaltnisse
gefunden, die den Austausch von Natrium mit anderen Ionen darlegen; exemplarisch dargestellt durch
die m/z=2033,5396 (theor. Berechnung fiir [II-13-3Na+K]?-=2033,5343) und m/z=2042,0192
(theor. Berechnung fiir [II-13-4Na+2K]% =2041,5213) gefunden in Abbildung 4.12C des MS-

Spektrums.
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Abbildung 4.12 A (-)-ESI-MS-Spektrum mit relativen Haufigkeiten in MeOH. B Ausschnitt aus dem (ESI)MS-Spektrum zur
Verdeutlichung des nachgewiesenen difunktionalisierten Derivates von II-13, wobei folgende m/z berechnet wurden: [1I-13-
Au'R-2Na]? =1674,0340; [II-13-Au'R-3Na+K]? =1681,5192; [II-13-Au'R-4Na+2K]? =1690,0079. CAusschnitt aus dem
(ESI)MS-Spektrum zur Verdeutlichung des nachgewiesenen trifunktionalisierten Produktes II-13, wobei folgende m/z berechnet
wurden: [II-13-2Na]? = 2025,5507; [1I-13-3Na+K]? = 2033,5343; [II-13-4Na+2K]% = 2041,5213.

Weitere MS-Signale deuten auf die Bildung eines mit dem NHC-Au(I)-Komplex difunktionalisierten
Derivates von II-13 hin. Hierzu wurden Spezies mit zwei negativen Ladungen ermittelt, die
gleichermafien den Austausch der Natriumgegenionen an den Sulfonsduren mit Kaliumkationen
wiederspiegeln und im MS-Spektrum B abgebildet sind (Abbildung 4.12). Diese m/z-Signale kénnen
aus der starken Fragmentierung des Produktes 1II-13 oder einer unvollstindigen
Reaktionsdurchfithrung hervorgehen. Zur genaueren Aufkldrung wurde die NMR-Spektroskopie

herangezogen. Erneut wurde der Erfolg dieser Synthesestufe an der Verschiebung um 0,11 ppm des
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Ergebniskapitel II - Synthese wasserldslicher, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via anionischen Ligandenaustausch zur Herstellung supramolekularer Polymere

1H-Protonensignals, das sich auf die Riickgrat-CH am NHC-Liganden beziehen, festgestellt. In gleichem
Mafie erscheint ein NMR-Dublettsignal bei 3,62 ppm, welche sich aus den Methylenprotonen neben
der endstiandigen Alkin-Funktionalitit am peptidischen BTA-Seitenarm ergibt. Auch nimmt das
Triplett-Signal bei 3,07 ppm ab, wobei der Ausschnitt B des NMRs deutlich zeigt, dass noch protonierte
Alkingruppen vorliegen. Fiir eine Quantifizierung wurde das Multiplett bei § = 3,82 ppm, welches mit
der Alkin-benachbarten CH2-Gruppe des unfunktionalisierten Seitenarms aus II-12 in Verbindung

gebracht werden kann, herangezogen. Die Integration dieses Signals zeigt, dass maximal 24% des nicht

umgesetzten Seitenarms vorliegen.
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Abbildung 4.13 'H-NMR-Spektrum des Cs3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphil mit Phenylalanin im Seitenarm II-13 in
DMSO-de (mitte) und zum Vergleich die miteinander reagierten Vorlaufer: Alkin-funktionalisiertes Nonaphenylalanin II-12 in
DMSO0-ds (oben) und wasserldslicher Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I-4 (unten). A NMR-Ausschnitt im aromatischen Bereich
zur Verdeutlichung, dass noch unreagierter Au(l)-Komplex I-4 (siehe 6 = 7,74 ppm) vorliegt. B NMR-Ausschnitt um den nicht
vollstindigen Umsatz des Peptid-Bausteines II-12 anhand des NMR-Signals beziiglich der Alkin-CH-Protonen nachzuweisen
(siehe 6 = 3,07 ppm).

Gleichzeitig wurde nur ein kleiner Rest des Chlorido-Au(I)-Komplex von ca. 7%, gemessen anhand der
Integration der NMR-Signale beziiglich der Protonen am NHC-Riickgrat (Abbildung4.13, A),
festgestellt. Letztlich lieferte das NMR-spektroskopische 13C-Experiment die Gewissheit, dass der
Austausch des anionischen Liganden gelungen war, wobei das signifikante NMR-Signal, bezogen auf

das N2CAu-Carben, bei 187,6 ppm detektiert (Details in 9.2.2.13) wurde.

Durch die NMR-Analytik im Zusammenhang mit der massenspektrometrische ESI-MS Untersuchung
wurde die Herstellung des Cs-symmetrischen, trifunktionalisierten Au(I)-Nonaphenylalanins 1I-13
bewiesen. Die leichten Verunreinigungen in Form von unfunktionalisierten, peptidischen
BTA-Seitenarm lassen darauf schliefRen, dass die Funktionalisierung unvollstindig verlief und auch
Derivate mit freien Alkin-Stellen erhalten wurden. Die eingeschriankten Madglichkeiten zur
Aufreinigung, wie in Abschnitt 4.3.1.1 beschrieben, machten es unmdéglich diese vom gewiinschten
dreifach substituierten Produkt II-13 abzutrennen. Beachtlicherweise wurde die Loslichkeit des
ansonsten rein hergestellten Amphiphils II-13 in Wasser nicht limitiert, sodass mit einer Untersuchung

der supramolekularen Selbstassemblierung in wassriger Umgebung fortgesetzt wurde.
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4.3 Diskussion

4.3.2.2  Untersuchungen zur Selbstassemblierung des C3-symmetrischen

Au(I)-Metalloamphiphils II-13

Das Phenylalanin-haltige, Cs-symmetrische Au(I)-Amphiphil II-13 zeigte sich in hohem Mafie
wasserloslich, sodass nochmals mit Hilfe der CD-Spektrokopie iiberpriift wurde inwiefern die
diskotischen Metalloamphiphile dieser hydrophoberen, zweiten Generation als supramolekulare
Monomere zur Polymerisation in wassriger Umgebung genutzt werden konnen. Wie in
Abschnitt 4.3.1.2 wurden Titrationen mit Natriumchlorid bei neutralem pH-Wert und unter Zusatz von
HCl bei pH2,4 durchgefilhrt, um die negativen Ladungen der Sulfonsiduren an den
N-heterozyklischen Carbenen mit positiven Ladungen abzuschirmen und so die supramolekulare
Polymerisation zu initiieren. Die im Vergleich zu II-5 dhnlich starke UV-Absorption beschrankte die
Konzentration der zu untersuchenden CD-Loésung von II-13 erneut auf 15 pM in Phosphatpuffer
(10 mM), wobei auch die Konzentrationszunahme der Chloridionen den verlasslichen Einblick in den
fernen UV-Bereich storte. Erst in einer Titration mit Natriumfluorid (Abbildung 4.14, A) konnte
eindeutig gezeigt werden, dass es sich um keine durch erhohte Ionenstarke ausgeldste Veranderung in
der Morphologie, die einen Einfluss auf das CD-Spektrum zeigt, gehandelt hat. Es wurde
geschlussfolgert, dass die erhaltenen CD-Banden fiir das Phenylalanin-haltige Au(I)-Amphiphil auf
monomere Strukturen ohne intermolekulare Ordnung schliefen lassen. Bekraftigt wurde diese
Aussage durch TEM-Aufnahmen, die einen zum Leucin-basierten Au(I)-Metalloamphiphil II-5
dhnlichen Eindruck vermitteln, wobei die Probenvorbereitung gleich blieb (Vergleich mit
Abschnitt 4.3.1.2): Die gewiinschte supramolekulare Selbstassemblierung wird durch die ungerichtete
Aggregation bestimmt, da eine verstarkte Clusterbildung und nur wenige kleine isotrope Strukturen

beobachtet wurden (Abbildung 4.14, B).
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Abbildung 4.14 A CD-Spektren des Phenylalanin-haltigen, C3-symmetrischen Au(l)-Metalloamphiphils II-13 als eine 15 puM
Losung in 10 mM Phosphat(PP)-Puffer bei pH 7.4 und 293 K unter Zugabe von Natriumfluorid (0,7 M). B TEM-Bild von II-13
(40 pM) in 10 mM Tris(hydroxymethyl)aminomethan(TRIS)-Puffer unter neutralen Bedingungen (pH = 7.4) nach Auftragung auf
einen Kohlenstoff-Trager und negativer Kontrastierung mit Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser).
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Ergebniskapitel II - Synthese wasserloslicher, Cs-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via anionischen Ligandenaustausch zur Herstellung supramolekularer Polymere

4.4 Fazit

In diesem Ergebniskapitel wurde die erfolgreiche Herstellung von C3-symmetrischen
Au(I)-Metalloamphiphilen mit aufiergewdhnlich stark ausgepragten wasserldslichen Eigenschaften
beschrieben, wobei der organisch, peptidische BTA-Baustein im letzten Syntheseschritt via
anionischen Ligandenaustausches mit dem hydrophilen, anorganischen Au(I)-Komplex verkniipft
werden konnte. Es konnte gezeigt werden, dass diese Synthesestrategie ihre Starke in einer von der
anorganischen Komplexchemie unabhingigen Darstellung der hydrophoben Peptidbausteine birgt.
Auf diese Weise wurde eine Zuganglichkeit der peptidischen Au(I)-Amphiphile geschaffen, die es
ermdglicht das Gleichgewicht zwischen aggregationsfordernder und -hemmender Wechselwirkungen
fiir ihre supramolekulare Selbstassemblierung einzustellen. Auflerdem wurden die erhaltenen
hybriden Amphiphile durch die Einfiihrung der Sulfonséure-haltigen NHC-Au(I)-Komplexe mit dufderst

stark ausgepragten wasserldslichen Eigenschaften ausgestattet.

Dazu wurde Innerhalb einer ersten und zweiten Generation ein Leucin-reiches (II-4) bzw.
Phenylalanin-haltiges (II-12) Cs-symmetrisches Tricarboxamid auf Basis des BTA-Designs erfolgreich
synthetisiert, wobei die Alkineinheit in die dufiere Peripherie eingebracht werden konnte. Der
anschliefRende anionische Ligandenaustausch zur dreifachen Funktionalisierung mit dem
wasserloslichen Au(I)-Komplex I-4 konnte vollstandig realisiert werden, wobei im Fall des duf3erst
hydrophoben BTA-basierten Nonaphenylalanins das optimierte Losungsmittelgemisch effizient zur
Reaktion beigetragen hat. Die peptidischen Au(I)-Amphiphile II-5 und II-13 wurden iiber die simple
Fallung der Reaktionslosungen erhalten. Bemithungen zur massenanalytischen Untersuchung fanden
mittels Matrix-assistierter Laser-Desorption/lonisation (MALDI) mit Flugzeitanalyse (time of flight,
ToF) und auch iiber die Technik der Elekronensprayionisation (ESI) im negativen Modus statt, wobei
aufgrund harscher lonisationsbedingungen neben dem Produkt auch entsprechende Fragmente durch
das Aufbrechen der neu gebildeten o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen detektiert wurden. Die NMR-
spektroskopische Untersuchung dieser hochmolekularen anorganisch-organischen Hybridstrukturen
lieferte aufgrund isoliert sichtbarer Signale im aromatischen Bereich, welche sich aus den
Imidazoliumprotonen des NHC-Riickgrat am Au(I)-Komplex ergeben, einen Uberblick des
Reaktionserfolgs. Die Gewissheit lieferten 2D-NMR-Experimente und die Identifikation des

vorhandenen Carben-N2CAu anhand eines im Tieffeld liegenden charakteristischen Signals.

Die hergestellten Au(I)-Metalloamphiphile wurden hinsichtlich ihres Potentials, als Monomere in der
supramolekularen Polymerisation in Wasser zu fungieren, untersucht. Dabei wurde eine
hervorragende Wasserloslichkeit resultierend aus den sulfonierten NHC-Au(I)-Komplexen
wahrgenommen, die vor allem in Anbetracht der ausgepragten Hydrophobizitidt des Nonaphenalanin-
haltigen Amphiphils II-13 beachtenswert ist. In der Auswertung der CD-spektroskopischen Analyse
wurde deutlich, dass im Rahmen dieser Arbeit das Gleichgewicht der attraktiven,
aggregationsféordernden Wechselwirkungen zwischen den peptidischen BTA-Seitenarmen und den

repulsiven Krifte der negativen Ladungen am NHC-Au(I)-Komplex im dufleren Molekiilrand weder in
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4.4 Fazit

der ersten, Leucin-reichen II-5 noch in der zweiten, Phenylalanin-haltigen (II-13) Generation der
Au(I)-Amphiphile getroffen wurde.

Die Mdglichkeit neben der intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen (Vergleich mit II-5)
zusitzlich hydrophobe m-m-Stapelung zwischen monomeren Phenylalanin-basierten Au(l)-
Amphiphilen II-13 auszubilden reichte nicht aus, um die thermodynamische Triebkraft des
hydrophoben Effekts in Kombination mit der Abschirmung der negativen Ladungen durch eine erhéhte
Ionenstirke im Medium auf die Seite des supramolekularen Polymers zu verschieben. Unterstiitzt wird
diese Erkenntnis durch TEM-Aufnahmen von anisotropen Aggregaten, die keine definierte Ordnung

aufweisen.

Um das hydrophobe Wachstum 1-dimensionaler, supramolekularer Nanostdbchen in zukiinftigen
Arbeiten zu begilinstigen und so letztlich die Au(I):--Au(l) Abstidnde beziiglich lumineszenter
Eigenschaften einzustellen, sollte die Optimierung der N-heterozyklischen Carbenstruktur fiir den
anorganischen, hydrophilen Au(I)-Komplex im Sinne der vorgestellten konvergenten
Synthesestrategie in Betracht gezogen werden. Der eingesetzte NHC in I-4 tragt grofie
N-Mesitylengruppen, die zu einer verstarkten Abstofdung zwischen sich anndahernden endstdandigen
Au(I)-Komplexen in einer denkbaren supramolekularen Selbstassemblierung von II-5 und II-13
gefilhrt haben konnten. Diese moglicherweise sterisch bedingte Hinderung wiirde mittels
Alkylsubstituenten an den NHC-Stickstoffatomen umgangen werden. Auflerdem wiirde die
Verwendung wasserloslicher NHC-Au(I)-Verbindungen auf Grundlage eines hydrophoberen
Benzimidazolium Grundgeriistes oder eine einfache, anstelle der doppelten Sulfonierung, die
Abschwiachung der abstofRenden Krafte in der Peripherie aufgrund einer weniger stark ausgepréagten

Hydrophilie bedeuten.
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5.  Entwicklung von
peptidischen Au(I)-Metalloamphiphilen:
Synthese eines hydrophoben
NHC-Au(I)-Komplexes zur Verwendung
in der CuAAC Click-Chemie

Ergebniskapitel I11

Teile dieses Kapitels wurden veroffentlicht in:

"A Clickable NHC-Au(I)-Complex for the Preparation of Stimulus- Responsive Metallopeptide
Amphiphiles.”

V. Lewe, M. Preuss, E. A. Woznica, D. Spitzer, R. Otter, P. Besenius,
Chem. Commun. 2018, 54, 9498-9501.
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Ergebniskapitel III - Entwicklung von peptidischen Au(I)-Metalloamphiphilen: Synthese eines
hydrophoben NHC-Au(I)-Komplexes zur Verwendung in der CuAAC Click-Chemie

5.1 Einleitung

Wie in Kapitel 1.2 bereits beschrieben wurde, ergibt sich aus der modifizierbaren Struktur der
N-heterozyklischen Carbene eine der vielseitigst einsetzbaren Ligandenklasse, die dariiber hinaus
liber duflerst starke o-Donoreigenschaften verfiigen. Dieses Potential wurde schon in vielerlei Hinsicht
studiert und vor allem im Rahmen der Katalyse mit unterschiedlichen Metallen ausgeschopft
(vergleich mit Kapitel 1.2). Vergleichsweise wenige Ubersichtsartikel, wie die von MARTIN ALBRECHTI87]
oder FEDERICO CISNETTL,[217] weisen liber das katalytische Potential von NHC-Komplexen hinaus auf die
Breite der Anwendungsmaoglichkeiten hin. Ihre synthetische Zuganglichkeit bietet Moglichkeiten, um
die materiellen Funktionen ausgehend vom Metall, wie toxikologische oder lumineszente
Eigenschaften im Fall von Au(I), in komplexe (bio)organische Systeme einzubringen und zu nutzen.
Hierzu liefert das NHC-Grundgeriist Mdoglichkeiten zur Pra- bzw. Postfunktionalisierung von
Metallkomplexen T{iber verschiedene Synthesewege wie beispielsweise der nukleophilen

Substitution(218l an den N-Gruppen oder reaktive Funktionen am NHC-Riickgrat.[219-221]

Das in 2001 durch BARRY SHARPLESS[!67] definierte Konzept der Click-Chemie stellt im allgemeinen
Rahmen der Modifzierungsreaktionen hohe experimentelle Anforderungen, die nur selten in Ginze
erfiillt werden. Die Azid-Alkin-Reaktivitat ist in diesem Zusammenhang eine der am haufigsten
diskutierten chemoselektiven Funktionalisierungstrategien, wobei die mittels Ruthenium und vor
allem die HuisGEN-dhnliche kupferkatalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition (CuAAC) unter
Ausbildung eines 1,5- bzw. 1,4- substituierten 1,2,3-Triazolrings, haufig als die Methode der Wahl
vorgestellt wird.[167.222-224] [n Bezug auf die NHC-Liganden finden sich in der Literatur Beispiele, in
denen die Katalysatoreigenschaften von Cu(I)-Komplexen in der CuAAC vorgestellt werden.[225226]
Andere Literaturstellen, die iiber eine CuAAC-Reaktion zur Herstellung organisch-anorganischer
Au(I)-Hybridmolekiile berichten, beschreiben die Click-Reaktion bevor das Metall komplexiert und die
0-NHC-Gold-Bindung gebildet wurde. Hierzu findet sich ein geeigtnetes Beispiel von CISNETTI et al.,
dass zundchst verdeutlicht, wie ein NHC-Cu(I)-Komplex als Katalysator zur Funktionalisierung der
eigenen NHC-Struktur in einer durchgefiihrten, so ernannten ,Auto-Click“-Reaktion dient und

anschliefRend Au(I) in einer Transmetallierungsreaktion eingebracht wird (Abbildung 5.1, A).
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5.1 Einleitung
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Abbildung 5.1 A Synthese von Au(I)-Konjugaten nach CISNETTI et al. iiber eine CUAAC und der anschliefenden Transmetallierung;
unten: Au(I)-Konjugat mit einer tiber die CuAAC-Reaktion angebundene Coumarineinheit.[227] Nachdruck frei nach Ref. [227] mit
der Genehmigung von The Royal Society of Chemistry. B Darstellung von heterobimetallischen, polymeren Katalysatoren nach
HAHN und LI Palladium wurde iiber einen weiteren Transmetallierungsschritt ausgehend vom NHC-Ag(I)-Komplex in die
Katalysatorstruktur eingebracht.[228] Nachdruck frei nach Ref. [228] mit der Genehmigung von John Wiley and Sons.

So konnten biologisch relevante Strukturen wie Glucose und Coumarin mit dem
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex verbunden und auf Lumineszenzeigenschaften iiberpriift
werden.[227229] In der Publikation von HAHN und LI wurde ein Azid-haltiger NHC-Cu(I)-Komplex mit
einem weiteren Metallkomplex (Au(l) oder Ag(l)), welcher Alkinfunktionen am NHC tragt, in
unterschiedlichen Stochiometrien und ohne Zusatz eines Kupferreagenz in einer Azid-Alkin
1,3-dipolaren Cycloaddition umgesetzt, um alternierende, heterobimetallische Komplexe und
Polymere fiir die Katalyse herzustellen (Abbildung 5.1, B).[228] Dieses Forschungsergebnis zeigt in
beeindruckenderweise, dass die CuAAC Click-Reaktion in hohen Ausbeuten und auch in Gegenwart

bzw. mit anderen als Cu(I)-basierten Metallkomplexen ablaufen kann.

Welches Potential die Postfunktionalisierung von Metallkomplexen birgt, kann anhand des Beispiels
von Che et al. verdeutlicht werden. Mit der Synthese eines Au(Ill)-Komplexes, ausgestattet mit einer
durch UV-Licht aktivierbaren Diazirin-Einheit sowie der Alkin-Reaktivitit am NHC-Liganden
(Abbildung 5.2 A Probe-2), wurde der Metallkomplex zunachst unter UV-Bestrahlung (A =365 nm)
kovalent an Zellen angebracht und fiir die anschlief3ende Charakterisierung iiber die CuAAC-Chemie
mit Azid-funktionalisierten Biotin oder einem geeigneten, fluoreszierenden Farbstoff (bspw. Alexa

Fluore 488) markiert.[230]
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Abbildung 5.2 A Verwendung eines Au(Ill)-Komplexes mit Diazirin- sowie Alkin-Funktionalitit zur kovalenten Anbindung und
anschliefender Markierung von Zellen.[230] Nachdruck frei nach Ref. [230] mit der Genehmigung von John Wiley and Sons.
B Testreaktion eines Alkin-funktionalsierten Au(I)-Komplexes (13) mit Benzylazid in einer kupferkatalysierten Azid-Alkin
Click-Reaktion.[231] Nachdruck frei nach Ref. [231] mit der Genehmigung von The Royal Society of Chemistry.

Im Vergleich zur Prafunktionalisierung von Metallkomplexen in der CuAAC-Cycloaddition[198232-239] jst
das ausgewadhlte, anwendungsbezogene Beispiel von CHE eines von wenigen, welches das Prinzip der
Postfunktionalisierung vorstellt. In Anbetracht des beschriebenen Potentials berichten

vergleichsweise wenige Publikationen iiber die Synthese von NHC-Metallkomplexen mit Azid- oder
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Alkin-Reaktivitatl228230231,240-242]  Dariiber hinaus wird die Anwendung innerhalb der
kupferkatalysierten Azid-Alkin 1,3-dipolaren Cycloaddition noch seltener addressiert: Neben
ELSEVIER[?41] sowie GUICHARD und BELLEMIN-LAPONNAZ,[24?] stellte VEIGE und seine Mitarbeiter einen
Alkin-funktionalisierten NHC-Komplex (Abbildung5.2 B 13) vor.2311 Uber eine Testreaktion im
organischen Losungsmittel mit dem Modellmolekiil Benzylazid und mit 10 Mol.-% Zugabe eines
Cu(I)-Katalysators, wurde dieser Ansatz von VEIGE et al. nicht weiterverfolgt und es werden keine

durch die Cycloaddition hergestellten Produkte beschrieben.
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Mit den gewonnen Erkenntnissen zur Synthese C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile durch eine
direkte Ligandenfunktionalisierung via Austausch des anionischen Liganden am linearen
Au(I)-Komplex (Ergebniskapitel II), sollte in diesem Teil der Arbeit zunichst ein alternativer Zugang
zur Herstellung amphiphiler, Au(I)-Hybridmaterialien entwickelt werden. Anschliefdend sollte die
breite Anwendung des erstellten, strategischen Konzepts anhand kurzer, linearer
Peptid-Au(I)-Konjugate in der supramolekularen Polymerisation in Wasser dargestellt werden.
Dariiber hinaus sollten Au(I)-funktionalisierte, supramolekulare Systeme mit pH-schaltbaren
Eigenschaften ausgestattet und die Balance zwischen attraktiven und abstofRenden supramolekularen
Kraften abgestimmt werden. Dabei sollte der Grundstein fiir das iibergeordnete Ziel, die Ausstattung
supramolekularer Monomere mit Gold(I), gelegt werden, um potentielle
Photolumineszenzeigenschaften durch verkiirzte Au(I)----Au(l) im Assemblierungsprozess fein

einzustellen.

Die innerhalb Diskussionskapitel I und II vorgestellten Au(l)-Metalloamphiphile konnten iiber den
anionischen Ligandenaustausch zwar erfolgreich synthetisiert werden, ihre Aufarbeitung war jedoch
herausfordernd und wurde in der Regel von der Zersetzung und das Aufbrechen der
o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen begleitet. Dementsprechend sollte die Funktionalisierung des
Au(I)-Komplexes indirekt iiber ein entsprechend modifiziertes N-heterozyklisches Carben in Betracht
gezogen werden. Wie einleitend in Abschnitt 5.1 beschrieben, ist die Click Chemie ein beliebter
Syntheseansatz mit enormen Potential. Es ist liberraschend, dass die kupferkatalysierte Azid-Alkin
1,3-dipolare  Cycloaddition bisher nicht zur Entwicklung komplexer Ubergangs- und
Edelmetallhaltigen Materialien fiir die supramolekulare Assemblierung in Wasser vorgestellt wurde.
Somit wurde angestrebt, das Potential der CuAAC-Reaktion als Post-Modifizierungsmethode zur
Verkniipfung supramolekular interessanter Peptidstrukturen mit einem Au(I)-Komplex iliber den
NHC-Neutralliganden, auszuschdépfen. Zum einen sollte dazu eine fiir die Click-Reaktion zugangliche,
reaktive Einheit (Azid oder Alkin) mit dem NHC verbunden werden, zum anderen wurde eine flach und

hydrophob konzipierte Struktur des Liganden als vorteilhaft betrachtet.

Abbildung 5.3 Konzeptionelles Design der supramolekularen Selbstassemblierung von linearen Au(I)-Metalloamphiphilen,
wobei der NHC-Au(I)-Komplex in den hydrophoben Teil der Peptidamphiphile (blau: hydrophob; rot: hydrophil) iiber eine
CuAAC Click-Reaktion und der Bildung eines 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazolrings (dunkelblau) eingebracht werden soll.
Mogliche intermolekulare Wechselwirkungen im Zuge der Selbstassemblierung im wassrigen Medium sind als Striche
angedeutet.
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So konnte der Au(I)-Komplex anders als in den bisherig beschriebenen Strukturen in den hydrophoben
Kern eingebracht werden. Es ist vorstellbar, dass die definierte, von Peptiden bestimmte, chirale
Umgebung im moéglichen supramolekularen Aggregat nahe, intermolekulare Kontakte zwischen den
Au(I)-Zentren fordert. Ein zusitzlicher Vorteil birgt in diesem Zusammenhang ein direkt zum Au(I)
benachbartes Imidazol- bzw. Benzimidazol-Grundgeriist des NHC-Liganden, welches mdogliche

m-m-Stapelungen zulasst.
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5.3.1 Synthese eines hydrophoben NHC-Au(I)-Komplexes zum Einsatz in der CuAAC Click Chemie

Um eine Funktionalitdt, welche den anschlieflenden Einsatz des vorgesehenen NHC-Au(I)-Komplexes
innerhalb der Azid-Alkin Click Chemie (CuAAC) ermoglicht, in das N-heterozyklische

Carben-Grundgeriist einzubringen, wurden verschiedene Synthesewege ins Auge gefasst.

Zunachst wurden Mdoglichkeiten zur Implementierung einer Azideinheit in das Riickgrat des NHCs
betrachtet (Abbildung5.4). Der in den Ergebniskapitelnl und II erfolgreich eingesetzte
NHC-Au(I)-Komplex I-4 baute auf einem Imidazolium Heterozyklus als NHC-Grundgeriist auf, sodass
eine von LAVIGNE et al. vorgestellte, reaktive Keto-Enol Tautomerie zur Funktionialisierung von
Imidazolium-basierten Carben-Vorstufen in Erwagung gezogen wurde. Die in diesem Zusammenhang
publizierten 4-Hydroxyimidazolium Chloridosalze verfiigen iiber sterisch anspruchsvolle Gruppen wie
2,6-diisopropylphenyl (DIPP) oder Mesitylen (Abbildung 5.4, A). Nach Literaturvorschrift konnte I1I-1
iiber ein Formamidin-Derivat in drei Stufen und einer Gesamtausbeute von 54% synthetisiert werden.
Die Einfithrung der Azid-Funktion sollte iiber die O-Substitution mittels geeigneter Fluchtgruppe an
einem entsprechenden Alkyl-Derivat stattfinden.[219220] Aus Ergebniskapitel II liegt die Vermutung
nahe, dass ein durch grofie N-Substituenten induzierter rdumlicher Anspruch madgliche
intermolekulare Wechselwirkungen innerhalb der supramolekularen Selbstassemblierung behindert.
Daher wurde das Design zur Vermeidung grofder N-Reste an dem Azoliumsalz angepasst und die von
CRUDDEN prasentierte Syntheseroute zum Azid-haltigen Benzimidazolium mit rdumlich flexiblen
N-Alkylsubstituenten verfolgt. In der betreffenden Veroffentlichung wurde dieser ,klickbare NHC*
bereits fiir die chemische Derivatisierung von Au(111)-Oberflaichen in der HUISGEN-dhnlichen
Cycloaddition genutzt.[243] Die Herstellung eines analogen Benzimidazolium Bromids III-2, das iiber
eine im Vergleich verkiirzte Azido-Alkylkette verfiigt, wurde via nukleophiler Substitution mit
Natriumazid und einem endstdndigen Bromid als Abgangsgruppe in Zusammenarbeit mit MARCO
PREUSS erprobt (Abbildung 5.4, B). Dabei war der synthetische Wechsel von einem Imidazolium (III-1)
zu einem Benzimidazolium (III-2) Grundgeriist aus strategischer Sicht vorteilhaft. Letzteres verfiigt
liber ein ausgedehnteres m-System, das aufgrund von Planaritat und der hohen Hydrophobizitit den
Anforderungen des unpolaren  Strukturfragments in den erstrebten, amphiphilen
Au(I)-Peptidkonjugaten im Hinblick auf die supramolekulare Selbstassemblierung in Wasser
nachkommt. Die 5-stufige Synthese erlaubte das Einfiihren von kurzen Propylresten als N-Gruppen,

wobei hohe Einbufden in den einzelnen Reaktionen zu einer Gesamtausbeute von nur 10% fiihrten.

65



Ergebniskapitel III - Entwicklung von peptidischen Au(I)-Metalloamphiphilen: Synthese eines
hydrophoben NHC-Au(I)-Komplexes zur Verwendung in der CuAAC Click-Chemie

A g
T il

Abbildung 5.4 A 4-Hydroxyimidazolium Chlorid III-1, das nach LAVIGNE liber die Keto-Enol-Tautomerie im Imidazoliumriickgrat
0- bzw. C-funktionalisiert werden kann.[219 B Struktur eines Azid-haltigen Benzimidazolium Bromids III-2, das mit Hilfe der
Literaturbekannten Synthesevorschrift nach CRUDDEN et al. in einer geringen Ausbeute erhalten wurde.[234

11-1 (54%) 11-2 (10%)

Als weitere Herangehensweise wurde die Einfiihrung der reaktiven Funktionalitit liber die
Substituenten der Stickstoffgruppen in Betracht gezogen. Ausgehend von bereits zyklisierten
(Benz)imidazol-Derivaten kdnnen die vorliegenden Amin- und Imingruppen symmetrisch in einer
simplen Substitutionsreaktion unter Anwendung von Base und erh6hter Temperaturen reagieren. Die
Darstellung von unsymmetrischen NHC-Salzen erfolgt {iber eine sequentielle Reaktionsfithrung mit
unterschiedlichen Reaktionspartnern und einer sdulenchromatographischen Aufreinigung der
monosubstituierten Zwischenstufe. Auf diese Weise kénnen eine Reihe von Funktionalititen in die
NHC-Struktur eingebracht werden (Vergleich mit Kapitel 1.3). Um eine Bromideinheit in ein
Benzimidazoliumsalz fiir den anschliefdenden Austausch mit Natriumazid einzubringen, wurde der
Versuch unternommen, 1-Propyl-benzimidazol nach Literaturvorschrift mit 1,3-Dibrompropan zu

III-3 umzusetzen (Abbildung 5.5).[244

Br.

\
oy = cbe - G0
3o

monomere dimere
Spezies Spezies

Abbildung 5.5 Struktur eines Benzimidazoliumsalzes mit eingefiihrter Bromid-Abgangsgruppe III-3 und das in der Synthese
aufgrund einer doppelten Substitutionsreaktion dargestellte Nebenprodukt III-4. i) 1-Propyl-benzimidazol (1,0 Aquiv.), 1,3-
Dibrompropan (13 Aq.), 2 Tage, 70°C.[244]

Aufgrund der konkurrierenden Disubstitutionsreaktion entstand dabei 1II-4 als dimeres
Nebenprodukt. Da eine Trennung der erhaltenen Salze auf dieser Stufe schwierig erschien und das
Mitschleppen von Veruneinreingung zu weiteren Problemen bei der Komplexierung mit Au(l) gefiihrt
hatte, wurde die Vorgehensweise von der Synthese eines Azid- zu einem Alkin-haltigen Au(I)-Kompex
gewechselt (Abbildung 5.6). In diesem Zusammenhang wurde in einem Bericht von VEIGE et al. die
Synthese des NHC-Au(I)-Komplex III-10 préasentiert.[231] Dazu wurde, wie in Abbildung 5.6 dargestellt,
kommerziell erhaltliches 1-Methylbenzimidazol III-5 (mit R = Methyl) mit 4-Bromo-1-butin in einem
aprotischen Losungsmittel bei erhohter Temperatur umgesetzt. Das aus der Reaktionslosung als
Bromidsalz ausgefallene Produkt III-7 wurde, anders als in der Literatur beschrieben ohne dem
Einsatz einer Glovebox, innerhalb einer milden Transmetallierungsreaktion, wie sie in
Ergebniskapitel I vorgestellt wurde, via Ag:0-Methode und mit [Au!Cl(tht)] zum &quivalenten
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex reagiert. Um sicherzustellen, dass Silber(I)-Reste vollstindig als

66



5.3 Diskussion

schwerlosliche Alkalisalze ausfielen, wurden 1,5 Aquivalente Natriumchlorid zur Reaktionslésung

gegeben.
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I1I-5 mit R = Methyl III-7 mit R = Methyl, n =2 (87%) II-9 mitR = Methyl, n=2  (67%)
I1I-6 mit R = Propyl III-8 mit R = Propyl, n=1 (88%) III-10 mit R = Propyl, n =1 (24%)

Abbildung 5.6 Synthese von N-Alkin-tragenden NHC-Au(I)-Komplexen I1I-9 und IlI-10 mit unterschiedlichen Abstandshaltern:
Fiir n = 2 i) 1-Methyl-Benzimidazole III-5 (1,0 Aq.), 4-Bromo-1-butin (2,1 Aq.), 120 °C, 2 Tage; ii) III-7 (1,0 Aq.), Ag:0 (0,6 Aq.),
18 Std, RT; [Au'Cl(tht)] (1,0 Aq.), 2 Std,, RT.31 Fiir n = 1 i) 1-Propyl-Benzimidazole IlI-6 (1,0 Aq.), Propargylbromid (1,0 Aq.),
85 °C, 5 Tage; if) II-8 (1,0 Aq.), Agz0 (0,6 Aq.), 18 Std., RT; [Au!Cl(tht)] (1,0 Aq.), NaCl (1,5 Aq.), 2 Std., RT.

Nach dem Abfiltrieren iiber Kieselguhr und der anschlieflenden Aufreinigung durch das Ausfallen der
konzentrierten Rohmischung aus Dichlormethan in kaltes THF, konnte III-9 mit 67% Ausbeute isoliert
werden. Die TH-NMR Untersuchung in deuteriertem Chloroform entspricht der literaturbekannten
Struktur und das Triplett-Signal bei 6 = 2,03 ppm konnte dem Alkinproton zugeordnet werden. Das im
Tieffeld liegende 13C-Signal bei 178,8 ppm resultiert aus dem charakteristischen, Au(I)-gebundenen
Carben-Kohlenstoff und wurde aufgrund der nachgewiesenen heteronuklearen 4/-Kopplung zwischen
dem N:2CAu-Carben und den Alkylprotonen an den Stickstoffsubstituenten innerhalb eines
2D-HMBC-Experimentes (HMBC: heternuclear multiple bond correlation) eindeutig identifiziert. An
dieser Stelle sollte angemerkt werden, dass im Vergleich zur literaturbekannten Struktur III-9 ein
dhnlich hergestellter Au(I)-Komplex III-10 in einer Ausbeute von 24% synthetisiert werden konnte,
wobei die Transmetallierungsreaktion nicht auf einem gréfierem Mafdstab reproduzierbar war und mit
der verstarkten Bildung von Nanopartikeln einherging. Wie in der Einleitung 1.1 beschrieben, besitzt
Gold(I) z-acide Eigenschaften, die im Bereich der Katalyse gezielt zur Aktivierung von ungeséttigten
Alkylbindungen, insbesondere von Alkinen, genutzt werden.[14245-248] Vorstellbar ist, dass der in dem
Fall von III-10 kiirzere Alkyl-Abstandshalter von n = 1 die Wechselwirkung zwischen dem Au(I) und

der Alkin-Funktionalitdt fordert und es in Folge dessen zu einem nukleophilen Angriff an der

elektrophilen Dreifachbindung und zur Zersetzung des Au(I)-Komplexes kommt.

Mit dem erfolgreich hergestellten Alkin-haltigen Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex III-9 wurde im
folgenden Abschnitt ein geeignetes peptisches Azid-Pendant synthetisiert, um den Einsatz von III-9 in
einer kupferkatalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition zu testen (Abbildung 5.7). Hiefiir bot sich der
Einsatz eines Azidoglycins III-11 an, das aus Brom-Essigsdure nach Literaturvorschrift erhalten
wurde.[249] Ein grofder Vorteil der Azid-Funktionalitét ist die orthogonale Verwendung zur Peptid- und
Schutzgruppenchemie. Unter Anwendung der SPPS konnen am 2-CTC-Harz klassische Fmoc- oder
Boc-geschiitzte Aminosduren verkniipft, mit III-11 als N-terminierende, unnatiirliche Aminosaure

umgesetzt und schliefilich mittels Trifluoressigsdure von der festen Phase abgespalten werden.
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Abbildung 5.7 Entwicklung einer kupferkatalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition (CuAAC) zwischen einem Alkin am
NHC-Au(I)-Komplex III-9 und der Azid-Einheit am N-terminalen Ende eines kurzen Peptides mit freier Carbonsaure III-12,
welches liber Festphasenpeptidsynthese (SPPS) erhalten wurde (Details im Experimentalkapitel 9.3.2.4): i) 2-Bromessigsdure
(1,0 Ag.), NaNs (2,0 Aq.), iiber Nacht, RT;249 i) III-9 (1,0 Aq.), I1I-12 (1,0 Aq.), CuSO4- 5H20 (0,2 Aq.), TBTA (0,2 Aq.), NaAsc
(0,4 Ag.), 24 Std., 45 °C.

So wurde ein Azid-funktionalisierter, peptidischer Reaktionspartner auf Basis eines kurzen
Diphenylalanin mit freiem C-Terminus II-12 im Gramm-Maf3stab und in einer sehr hohen Ausbeute

hergestellt (Details im Experimentalkapitel 9.3.2.4).

In Zusammenarbeit mit EMILIA W0OZNICA und MARCO PREUSS wurden zur Untersuchung der gewiinschten
kupferkatalysierten CuAAC-Zyklisierung zwischen dem Alkin am Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex I1I-9
und dem terminalen Azid am Diphenylalanin mit freier Carbonséure I1I-12 dquivalente Mengen der
Reaktionspartner in einem NMR-Réhrchen mit deuteriertem und mit Argon-gesattigten DMSO gelost
(Abbildung 5.8). Nach Zugabe von Kupfersulfat als Cu(I)-Quelle, Tris((1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-
4-yl)methyl)amin (TBTA) und Natriumascorbat fiir die Reduktion des Cu(Il)-Salz, wurde der Verlauf
dieser CuAAC mit Hilfe der NMR-Spektroskopie verfolgt, wobei die Verwendung von TBTA zur
Stabilisierung der in situ erzeugten, aktiven Cu(I)-Spezies notwendig war, um eine starke
Nanopartikelbildung zu vermeiden. Aus selbigem Grund wurde aufderdem auf verdunkelte und
sauerstofffreie Bedingungen geachtet. Um der diffusionskontrollierten, langsamen Durchmischung der
leichtkonzentrierten Reaktanden im NMR-Rohrchen entgegen zu wirken, wurde eine
Reaktionstemperatur von 40 °C gewahlt. Wahrend nach 5 Tagen der aromatische Bereich zwischen
8,75 und 7,25 ppm aufgrund einer starken Signalverbreiterung undefinierter vorliegt, lasst die Bildung
eines neuen NMR-Signals kurz vor 5,0 ppm auf die Umsetzung des Azid-funktionalisierten Peptides
schliefen. Die CH:-Protonen neben dem Azid am Peptidstrang III-11 Korrelieren mit dem
Multiplettsignal bei &=3,63 ppm und verschieben sich bei der Ausbildung des Triazolrings
erwartungsgemafs in Richtung Tieffeld.[50] Die weitere Temperaturerhéhung auf 60 °C sowie eine

verlangerte Reaktionszeit auf 10 Tage, flihrte zum vollstdndigen Verschwinden dieses NMR-Signals.
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Abbildung 5.8 Reaktionsverlauf (dunkelblau zu hellblau) der kupferkatalysierten Cycloaddition als NMR-Testreaktion zwischen
dem Alkin III-9 und dem Azid IlI-12 in deuteriertem DMSO-ds unter stetiger Temperaturerh6hung von 20 °C tiber 40 °C (nach
1 Stunde) auf 60 °C (nach 5 Tagen).

Obwohl das Triplett-Signal beziiglich des alkin-haltigen Au(I)-Komplexes III-9 in DMSO-ds durch
andere Signale {liberlagert wird und daher nicht verfolgt werden konnte (Bereich bei & = 2,85 ppm),
deuten andere NMR-Signale, darauf hin, dass auch der alkin-tragende Reaktionspartner in der CuAAC
reagiert hat. Neben den verdnderten, aromatischen Protonensignalen im Tieffeld, die sich auf den
Benzimidazolring beziehen, kann eine Abnahme der NMR-Signale bei 4,63 und 4,03 ppm beobachtet
werden. Die aufgrund von Heteroatomen entschirmten Protonensignale wurden den NCHs- sowie
NCHz-Substituenten (R = Alkylrest mit Alkin) an III-9 zugeordnet, welche sich im Zuge der

beeinflussten Gesamtelektronik des Au(I)-Komplexes anpassen.

Nachteilig dieser zur Testung durchgefiihrten Reaktion im NMR-Réhrchen, war die aus der langsamen
Durchmischung resultierende Verldngerung der Umsetzungszeit sowie die einhergehende erhéhte
Reaktionstemperatur. Die mit der Zeit beobachtete gelbliche Verfarbung der Reaktionsléosung wird als
Anzeichen fiir die Bildung von Nanopartikeln aus dem Au(I)-Komplex III-9 gewertet. Die gesammelten,
positiven Ergebnisse aus dem !H-NMR-Verlauf lassen dennoch auf die Fahigkeit des
Alkin-funktionalisierten Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex III-9 mit einem peptidischen Azid-Pendant in
einer kupferkatalysierten 1,3-dipolaren Cycloaddition zu reagieren, schliefien. Dariiber hinaus sollte
darauf hingewiesen werden, dass in dieser Click-Reaktion die vorliegende, freie Carbonsdure am

Peptid I11I-11 toliert wurde.

5.3.2  Synthese von Au(I)-Metalloamphiphilen via CUAAC

Uber die Synthese endstindig Azid-funktionalisierter Peptidamphiphile wurde in diesem Abschnitt
das in Kapitel 5.3.1 getestete Potential des Alkin-funktionalisierten Au(I)-Komplex III-9 in der
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CuAAC-Click Chemie, zur Herstellung linearer Au(I)-Metalloamphiphile, ausgeschopft. Hierzu wurden
weitere, weniger hydrophobe SPPS-Peptidbausteine mit N-terminale Azid-Funktionalitit hergestellt,
um so breite Kombinationsmoéglichkeiten zur individuellen Einstellung supramolekularer
Eigenschaften in den konzipierten amphiphilen Au(I)-Hybridstrukturen zu bieten. Durch die
anschliefRende Kupplung an geladene oder ungeladene NEWKOME-artige Dendrone, wurde zum einen
die Wasserloslichkeit in den amphiphilen Strukturen erzielt und zum anderen pH-abhangige
Eigenschaften intendiert, um die supramolekulare Aggregation iiber den Mechanismus des frustrierten

Wachstums (Vergleich mit Kapiteln 1.3 und 4.1) zu steuern.

Wie in Abbildung 5.9 dargestellt, wurden insgesamt drei verschiedene, kurze Peptidbausteine
innerhalb der automatisierten SPPS in Analogie zur Synthese von III-12, welches iibersichtshalber

wiederholt gezeigt wird, hergestellt.
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Abbildung 5.9 Mittels SPPS synthetisierte Peptidbausteine, die N-terminal mit einer Azid-Funktion ausgestattet sind (Details in
Experimentalkapitel 9.3.2).

Die strukturelle Basis aller Aminosduresequenzen bildet das bereits vorgestellte Essigsdure-Derivat
III-11, wodurch der jeweilige N-Terminus endfunktionalisiert als Azid vorliegt, gefolgt von ein bis drei
Aminosauren: Phe-Phe (FF) in III-12, Phe (F) in III-14, Phe-Glu-Phe (FEF) in III-15, wobei Phe fiir
Phenylalanin und Glu fiir Glutaminsaure steht. Es wurde beabsichtigt die Hydrophobie der neuen
Peptidbausteine durch die Verwendung nur eines Phenylalanins in III-14 oder der Insertierung von
tert-Butyl geschiitzter Glutaminsaure zwischen zwei Phenylalaninen (III-15) zu schwéachen. Im Fall der
sdurelabilen Schutzgruppe an III-15 wurde eine Mischung aus Trifluorethanol/DCM genutzt, um

dieses unter Erhalt der tert-Butyl-Schutzgruppe von der festen Phase abzuspalten.

Abbildung 5.10 beschreibt die Synthese zur Reihe der Au(l)-Peptidamphiphile (III-23 - III-25)
basierend auf einer polaren Tricarbonsdure als wasserlosliche Kopfgruppe. Im Hinblick auf die
Ausstattung der amphiphilen Au(I)-Strukturen mit pH-sensitiven Eigenschaften wurde auf die
Erfahrungen im Arbeitskreis BESENIUS mit dem Dendron III-16 vertraut. Dieser geladene Block wurde
in drei Stufen zundchst als tert-Butyl geschiitztes Derivat nach bekannter Literaturvorschrift209]
erhalten und in einer nachfolgenden PyBOP-vermittelten Kupplung mit der freien Carbonsdure von
I11-12, III-14 oder III-15 an die Azid-haltigen Aminosduren gebunden. Fiir den Erhalt des
Stereozentrums wurde erfolgreich auf den Zusatz von HOAt gesetzt. Nach der Aufreinigung iiber
SiOz-Chromatographie wurde die Entschiitzung der Carboxylgruppen in einer quantitativen
Umsetzung mit TFA erlangt. Von den SPPS-Sequenzen ausgehend wurden so die unterschiedlichen
Peptidamphiphile III-23 bis III-25 via dieser zwei Reaktionsschritte in einer moderaten bis hohen

Ausbeute hergestellt. Fiir die synthetische Durchfiihrung der CuAAC-Click Reaktion, um den
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Au(I)-Komplex III-9 in den hydrophoben, peptidischen Teil der Amphiphile einzufiihren, war ein
alternatives Losungsmittel wiinschenswert. DMSO (Vergleich mit Testreaktion in Abschnitt 5.3.1) ist
unteranderem aufgrund eines hohen Siedepunktes und der stark polaren Eigenschaften

vergleichsweise ungeeignet, um es auf dem préparativen Mafdstab anzuwenden.
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Abbildung 5.10 Darstellung von geladenen Au(I)-Metalloamphiphilen (III-23 - I1I-25) via CuAAC zwischen dem Alkin-haltigen
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex III-9 und N—Azid:terminierten Peptidamphiphi_l_en auf Basis de_:_s Tricarbonséqre—haltigen
Dendrimers 11I-16 (I1I-20 - I11-22): {) 16 (1,0 Aq), I-12/11I-14/I1-15 (1,3 Aq), PyBOP (1,4 Aq), HOAt (1,0 Aq.), DIPEA
(1,0 Aq), 0°C > RT; if) MI-17/111-18/111-19 (1,0 Aq.), TFA/DCM 1:1 Vol.-%; iif) I1-20/11-21/1I-22 (1,0 Ag.), 119 (1,0 Aq)),
CuSO04 - 5 H20 (0,2 Aq.), TBTA (0,2 Aq.), NaAsc (0,4 Aq.), 24 Std., 45 °C. (Details in dem Experimentalkapitel 9.3.2)

Auf der Suche nach weiteren Losungsmitteln stellte sich die entgaste 1:1 Mischung (Vol.-%) aus Wasser
und Tetrahydrofuran (THF) als zweckmaf3ig heraus. Wie in Abschnitt 5.3.1 wurden stéchiometrische
Mengen eines Azid-haltigen Peptidamphiphils (1II-20/III-21 /III-22) mit dem Alkin-modifzierten NHC
III-9 reagiert, um Au(I) in das lipophile Peptidende einzubringen. Analog zur Kupplung von III-9 mit
I1I-12 zu III-13 (Vergleich mit Abschnitt 5.3.1) wurden die Reagenzien, CuSOs - 5H20, TBTA und
Natriumascorbat, in unverdndeter Stochiometrie eingesetzt. Die im Vergleich zur Testreaktion,
dreifach konzentrierten Ansitze als auch die Reaktionstemperatur von 45 °C fiihrte zu einer
angemessenen Reaktionsgeschwindigkeit. Trotzdessen unter sauerstofffreien, dunklen Bedingungen
gearbeitet wurde, konnte die Bildung von Nanopartikeln nicht vollstandig vermieden werden, sodass
die Reaktionszeit von 24 Stunden nicht weiter ausgereizt wurde. Die Aufreinigung dieser geladenen
Au(I)-Metalloamphiphile, die aus der Reaktionslosung ausfielen, erfolgte mit Hilfe der wéssrigen
Extraktion unter Deprotonierung und anschliefender Protonierung der endstiandigen Tricarbonsaure.
Dazu wurde das eingeengte, wassrige Reaktionsgemisch zundchst mit 1 M aq. NaOH-L6sung auf einen
basischen pH = 10-11 gestellt und unter Umstdnden in einer Ultrazentrifuge die Nanopartikel entfernt.
Eine Extraktion mit Chloroform (CHCI3) folgte, um TBTA-Reste zu entfernen. Die wéssrige Phase wurde
auf einen pH-Wert von 2,5 - 3,0 gebracht, wobei die Au(I)-Peptidkonjugate III-23, I1I-24 und III-25

unterhalb eines pH-Wertes von ca. 4,8 als weifde Feststoffe mit einer Ausbeute von bis zu 80%

ausfielen. Zur Trocknung der Feststoffe konnte der Lyophilisator verwendet werden.

71



Ergebniskapitel III - Entwicklung von peptidischen Au(I)-Metalloamphiphilen: Synthese eines
hydrophoben NHC-Au(I)-Komplexes zur Verwendung in der CuAAC Click-Chemie

Die Synthese der TEG-basierten und daher ungeladenen peptidischen Au(I)-Konjugate (III-31 - I1I-33)
wurde nach adhnlichen Synthesevorschriften durchgefiihrt, wobei fiir die Aufreinigung auf andere
Maoglichkeiten zuriickgegriffen werden musste. Abbildung 5.11 zeigt, dass ein auf Tetraethylenglycolen
aufgebautes Dendron III-26, das in 8 Reaktionsschritten mit Literaturausbeute angefertigt wurde,[251]

verwendet worden ist.
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Abbildung 5.11 Herstellung von ungeladenen Au(l)-Metalloamphiphilen (III-31 - I1I-33) via CuAAC-Zyklisierungsreaktion
zwischen dem Alkin-haltigen Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex II-9 und N-Azid-terminierten Peptidamphiphilen basierend auf
dem TEG-haltigen Dendron 111-26 (III-31 - 111-33): ) I1I-26 (1,0 Aq), II-12/11-14/111-15 (1,3 Aq.), PyBOP (1,4 Aq.), HOAt
(1,0 Aq), DIPEA (1,0 Aq), 0°C— RT; ii) I-27 (1,0 Aq), TFA (50 Vol.-%); iii) I1I-28/111-29/111-30 (1,0 Aq), II-9 (1,0 Aq),
CuSO: - 5H,0 (0,2 Aq.), TBTA (0,2 Aq.), NaAsc (0,4 Aq.), 24 Std., 45 °C. (Details in dem Experimentalkapitel 9.3.2)

In einer epimerisierungsfreien Amidierung mit den entsprechenden Peptidamphiphilen und der ‘Bu-
Deblockierung im Fall von III-15 als verwendete Aminosduresequenz in III-27 (Vergleich mit
Experimentalteil 9.3.2.18), wurden die amphiphilen Azid-Bausteine fiir die CuAAC hergestellt. Die
Reaktion mit dem Chlorio(NHC)Au(I)-Komplex III-9 als Alkin-Pendant zu den ungeladenen
Au(I)-konjugierten Peptidamphiphilen I1I-31, III-32 und III-33 wurde in analoger Weise wie fiir die
geladenen  (III-23 - III-25)  realisiert. Eine  Aufreinigung dieser drei TEG-haltigen
Au(I)-Peptidamphiphile konnte mit Hilfe der Grofdenausschlusschromatographie iiber
Sephadex™ LH-20 mit Methanol oder einem Gemisch aus Chloroform/Methanol 2:1 Vol.-% als
Losungmittel in moderaten Ausbeuten von 47-67% realisiert werden. Im Vergleich zum
Cs-symmetrischen Au(l)-Zielsubstrat 1I-13 aus Ergebniskapitel II, wurden fiir die hier erhaltenen
linearen Amphiphile III-31 - III-33 keine hinderliche Zersetzung oder die maf3gebliche Entstehung
von Nanopartikeln auf der SEC beobachtet. Hierfiir sind eine Reihe von Griinden vorstellbar, wobei der
offensichtlichste in der Vermeidung des anionischen Ligandenaustausches durch eine Konjugation des
Au(I)-Komplex III-9 {iber den NHC-Stickstoffsubstituenten liegt. So wurde eine direkte
Funktionalisierung via Austauch des anionischen Liganden an I-4, der durch die Ausbildung offenbar
relativ schwacher o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen zu II-13 gefiihrt hatte, mit Erfolg umgangen. Aufierdem
konnte anhand von III-32 auch gezeigt werden, dass eine Reinigung iiber Hochleistungs-

fliissigkeitschromatographie an der Umkehrphase als Moglichkeit hinzugezogen werden kann, um
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moglichweise die fiir biologische Systeme relevanten hohen Reinheitsstufen zu erreichen (Details im

Experimentalkapitel 9.3.2.22).

Die insgesamt 6 verschiedenen, synthetisierten Konjugate aus einerseits dem wasserloslichen
TEG-Dendron III-26 oder einer Tricarbonsdure III-16 und andererseit einer kurzen, hydrophoben
Peptidsequenz mit integriertertem Au(I)-Komplex (I1-12/111-14/111-15) wurden
NMR-spektroskopisch vollstindig charakterisiert. Die Proben wiesen in Teilen verbreiterte
1H-NMR-Signale auf, welche auf eine eingeschrankte Flexibilitit der Molekiile aufgrund von
intermolekularen Wechselwirkungen hinweisen. Um einer Limitierung der Freiheitsgrade oder
schwachen Aggregation entgegen zu wirken wurde bei einer erhéhten Temperatur von 45 °C
gemessen. Beispielhaft zeigen die Ausschnitte A und B in Abbildung 5.12 der Au(I)-Peptidamphiphile
III-23 und III-31 wie die Formen der 'H-NMR-Signale definierter erscheinen. Das Multiplett bei
6 =4,94 bzw. 4,95 ppm konnte den CHz-Protonen neben dem Azid zugeordnet werden. Vor allem durch
2D-Experimente am Kernspinresonanzspektrometer wurden charakteristische NMR-Signale dem
N-heterozyklischen Carbenliganden zugeordnet. Die heteronuklearen Korrelationen zwischen den
Protonen der NCHs- und NCH2-Substituenten und dem N2CAu-Kohlenstoff wurden im 2D-HMBC
sichtbar, welches an dem Beispiel in Abbildung5.12 C fiir III-31 anhand gestrichelter Linien

verdeutlicht wird.
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Abbildung 5.12 A Auschnitt aus dem 'H-NMR-Spektrum von III-23 gemessen bei 45 °C (oben) und 20 °C (unten). B Auschnitt aus
dem 'H-NMR-Spektrum von III-31 gemessen bei 45 °C (oben) und 20 °C (unten). C 2D-HMBC-Ausschnitt von III-31 zur
Verdeutlichung der Korrelationen charakteristischer Signale.

Dartiber hinaus wurden die stark tieffeldverschobenen 13C-Signale bezogen auf das Carben am NHC,
im Bereich von ca. 195 ppm vorgefunden und bestitigen das Vorliegen der o-NHC-Au(I)-Bindung in
den metallorganischen Hybridstrukturen. Der gebildete Triazolring konnte ausschliellich iiber die
2D-Spektren nachgewiesen werden, da entsprechende Protonensignale stark iiberlagert wurden. Dass
die Herstellung der Au(l)-Peptidamphiphile III-23 bisIII-25 und 1II-31bisIII-33 in der
kupferkatalysierten = Azid-Alkin  Click-Reaktion = gelungen = war, konnten auch die
ESI-massenspektrometrische Untersuchungen bekriftigen. Die meist als Dimere vorkommenden

Spezies, liegen ohne anionischen Chloridoliganden und mehrfach ionisiert vor.

73



Ergebniskapitel III - Entwicklung von peptidischen Au(I)-Metalloamphiphilen: Synthese eines
hydrophoben NHC-Au(I)-Komplexes zur Verwendung in der CuAAC Click-Chemie

5.3.3  Untersuchung zur supramolekularen Selbstassemblierung der geladenen

Au(I)-Metalloamphiphile I1I-23 - III-25 in Wasser

Die Serie der drei geladenen Au(l)-Metalloamphiphile III-23 - III-25 lagen nach der Synthese
protoniert an der Tricarbonsaure vor. Bei einem schwach sauren bis basischen pH-Wert zeigten sich
ihre amphiphilen, wasserldslichen Eigenschaften, sodass eine Untersuchung in Lésung am CD-
Spektrometer stattfinden konnte. Dazu wurden die Proben zunéchst in Phosphatpuffer (10 mM) mit
einem pH-Wert von 7.4 unter Zuhilfenahme eines Ultraschallbads geldst, auf eine geeignete
Konzentration verdiinnt und pH-Einfliisse sowie unter Umstdnden die Erhéhung der Natriumchlorid

Konzentration erprobt.

Im Falle des Monophenylalanin-haltigen Amphiphils I1I-24 zeigte die Messung einer konzentrierten
Losung (300 pM) bei einem pH von 5,0 die Auspriagung zweier, negativer Banden im Bereich von
280 bis 300 nm (Abbildung 5.13, A). Wenn von einem pKs-Wert fiir Carbonsduren von 4,8 ausgegangen
wird, ermdglicht eine pH-Erniedrigung mit 1 M aq. HCIl die teilweise Protonierung der vorliegenden
Tricarboxylate. Durch die zunehmende Abschirmung der negativen Ladungen kommen die
hydrophoben Au(I)-haltigen Peptidblocke in rdumliche Nahe sodass intermolekulare
Wechselwirkungen erméglicht werden. Der Effekt wirkte sich nur schwach auf das CD-Spektrum aus,
was auf die wenigen Stereozentren im Molekiil zurtickgefiihrt werden konnte. Im Vergleich zu 111-24
liegen im Au(I)-Amphiphil III-25 aufgrund der FEF-Sequenz mehr Stereozentren im peptidischen
Riickgrat vor, sodass eine geringere Konzentration von 100 pM die pH-Veranderung auch im

kurzwelligeren UV-Bereich unterhalb von 220 nm verdeutlichte (Abbildung 5.13, B).
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Abbildung 5.13 A CD-Spektrum einer III-24 Losung: 300 uM in 10 mM Phophatpuffer bei pH 7,4 bzw. 5,0 (blau) und 293 K.
B CD-Spektrum einer III-25 Losung: 100 pM in 10 mM Phosphatpuffer bei pH 7,4 bzw. 5,4 (blau) und 293 K.

Dabei wurde bei 205 nm eine Bande beobachtet, die sich vom Negativen (pH 7,4) ins Positive (pH 5,4)
verdanderte und auf die Ausbildung einer peptidischen Sekundirstruktur hindeutet. Die maflig
ausgepragen CD-Banden deuten auf eine wenig geordnete Naordnung im peptidischen Teil hin. Dieses
wiirde im Einklang mit der Schwachung des hydrophoben Effekts durch die im hydrohpoben Teil des

Amphiphils inkorporierte Glutaminsaure 11I-24 stehen.

Auf Grundlage der bisher dargestellten Erkenntnisse zu III-25 und III-24 sollte mit dem
Au(I)-Metalloamphiphil III-23 auf Basis einer FF-Aminosdure die Balance getroffen werden, um die

mogliche Bildung supramolekularer Uberstrukturen in CD-spektroskopischen Untersuchungen
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nachzuverfolgen. Dazu wurde in gleicher Weise eine 100 uM Probe von III-23 angesetzt und die
pH-Titration mit aq. HCl in den sauren pH- (bis pH 2,8) bzw. mit ag. NaOH in den basischen pH-Bereich
(bis pH 11,0) durchgefiihrt (Abbildung 5.14, A). Entsprechend der Erwartungen, wurde mit der
zunehmenden Abschirmung der negativen Ladungen mit Protonen die Ausbildung des positiven
Signals bei A = 205 nm und eines negativen bei 221 nm sowie eines schwacheren bei ungefahr 240 nm
im CD-Spektrum beobachtet. Trotz des dufierst kurzen Peptids, bestehend aus zwei Phenylalaninen,
legen diese CD-Banden zusammenfassend nahe, dass eine rdumliche Uberordnung mit definierten
Wechselwirkungen zwischen den Amiosauren, wie bei einem B-Faltblatt-Strukturelement, gebildet
wurde. In der Arbeitsgruppe um BESENIUS wurde das Verhalten von B-Faltblatt-kodierten Peptiden
bislang im Zusammenhang mit Cs-symmetischen Peptidamphiphilen von beispielsweise Alanin- oder

Phenylalanin-reichen Penta-/Hexapeptiden erforscht (Details in 6.1).[252253]
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Abbildung 5.14 CD-Spektren einer pH-Titration von einer 100 uM III-23-Losung (10 mM PP) bei 293 K (A) sowie die relative
Auftragung der Intensitidt bei A =221 nm, durchgezogene Linie (Fit) dient der Veranschaulichung (B). CD-Spektren einer
NaCl-Titration von einer 100 uM III-23-Lésung (10 mM PP, pH 7,6) unter Zugabe von Natriumchlorid (C) bei 293 K sowie die
relative Auftragung der Intensitat bei A = 221 nm, durchgezogene Linie (Fit) dient der Veranschaulichung (D).

Der ldngerwellige Bereich zwischen A = 270 und 300 nm deutet auf eine Absorption ausgehend vom
nicht-peptidischen, hydrophoben NHC-Au(I)-Komplex hin. Vorstellbar ist, dass es aufgrund des
chiralen Umfeldes in dem sich der Au(I)-Komplex innerhalb des hydrophoben Kerns des Amphiphils
befindet zu einem CD-Effekt kommt. Die Stidrke der CD-Banden nimmt bis pH 6,3 (Abbildung 5.14, A:
blaue Linie) zu und wird bei weiterer Erniedrigung unterhalb eines pH-Wertes von 6,0 (pH 5,8 - 5.1)
zunehmend geschwacht, was in der Protonierung der Carbonsauren und ab einem pH 5,0 sichtbaren
Fallung des amphiphilen Materials aus dem waéssrigen Medium begriindet liegt. In die basische
Richtung wurde oberhalb von pH 8,3 keine Verdnderung im CD-Spektrum festgestellt. Die relative

Auftragung der pH-abhdngigen Intensitit bei A = 220 nm visualisiert den Umschlagpunkt bei einem
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knapp neutralem pH von 6,8 zwischen dem monomeren und dem assemblierter Zustand des
Au(I)-Peptidamphiphils III-23, wobei Datenpunkte unterhalb von pH 6,0 nicht miteinbezogen wurden
(Abbildung 5.14, B).

Um zu zeigen, dass der supramolekulare Prozess nach dem Konzept des frustrierten Wachstums auch
liber die Zugabe von Natriumchlorid kontrolliert werden kann, wurde eine Titration mit einer 5 M NaCl
Losung in 10 mM Phosphatpuffer bei pH 7,6 ausgefiihrt (Abbildung 5.14, C). Schon die Zugabe von
0,1 M Natriumchlorid resultierte in der deutlichen Formation von CD-Banden derselben Wellenldngen
wie bei der Zugabe von verdiinnter HCI (aq.). Die weitere Verstirkung des CD-Spektrums wurde nur
noch in kleinerem Ausmaf bis zu einer Natriumchloridkonzentration von etwa 0,3 M verzeichnet. Das
Plateau wurde bereits bei 0,2 M NaCl erreicht (Abbildung 5.14, C: blaue Linie) und wurde in der
relativen Auftragung des CD-Signals bei 220 nm (Abbildung 5.14 D) verdeutlicht.

Weiterhin wurde der Einfluss des hydrophoben Au(l)-Komplexes auf die supramolekulare
Selbstassemblierung {iberpriift, indem die amphiphile Peptidvorstufe III-20 ebenfalls auf
CD-spektroskopische Eigenschaften untersucht wurde. Wie im Spektrum A der Abbildung 5.15 gezeigt,
wurden keine charakteristischen CD-Banden im sauren Milieu erhalten, sodass dem Teilabschnitt
bestehend aus dem Triazol und Benzimidazol-basierten Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex in III-23 eine
positive Auswirkung in Bezug auf den Assemblierungsverlauf zugesprochen werden kann. Dieses
Strukturfragment sorgt fiir eine deutliche Steigerung der Hydrophobizitat und kann sich aufgrund der

planaren Struktur in die assemblierte, unpolare Peptidstruktur des Amphiphils einfiigen.
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Abbildung 5.15 A: CD-spektroskopische Untersuchung einer 100 pM Losung von III-20 in 10 mM Phosphatpuffer bei 293 K.
B: CD-spektroskopische Analyse zum Effekt von Acetonitril als disassemblierendes Losungsmittel auf eine assemblierte Losung
von I1I-23 (100 uM in 10 mM Phosphatpuffer unter Verwendung von 0,15 M NaCl) bei 293 K.

Durch die Zugabe von organischen Losungsmitteln zu einem supramolekularen Aggregat werden vor
allem Wasserstoffbriickenbindungen gestort. Acetonitril sowie MeOH fithren dazu, dass die
hydrophobe Abschirmung dieser intermolekularen Wechselwirkungen abnimmt und kénnen
weiterhin als konkurierende Protonen-Akzeptoren wirken. Diese destabilisierenden und
disassemblierenden Einfliisse wirken sich auf die Assemblierung von peptidischen Amphiphilen aus.
Bei der Mischung einer 100 uM-L6sung von III-23 im assemblierten Zustand (eingestellt durch 0,15 M
NaCl) mit Acetonitril ergaben sich unterschiedliche Effekte beziiglich der CD-Banden (Abbildung 5.15):
Signale, die in Verbindung mit dem hydrophoben Peptidteil stehen, im Bereich von A < 230 nm wurden

insgesamt abgeschwacht. Gleichzeitig konnte die generelle Zunahme des CD-Effektes oberhalb von
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270 nm beobachtet werden, wobei eine neue CD-Bande bei ca. 247 nm entstand. Demnach konnen die
supramolekularen Aggregate aufgrund der verringerten hydrophoben Abschirmung durch die Zugabe
des organischen Losungsmittels nicht vollstindig aufgebrochen werden. Vielmehr scheint eine
Umstrukturierung stattzufinden, die mit einer Anpassung der intermolekularen Wechselwirkungen
und daraus resultierend mit einem verdanderten CD-Spektrum einhergeht. Diese Tatsache spricht
dafiir, dass die assemblierte Struktur von III-23 potentiell von einer Verstirkung durch den
hydrophoben, metallorganischen NHC-Au(I)-Komplex geprédgt wird, welche bei der Interkallation

organischer Losungsmittelmolekiile nicht aufgebrochen werden kann.

Eine intensivere, hintergriindige Analyse zum Mechanismus der vorliegenden Selbstassemblierung
von III-23 in Wasser ergaben Temperaturabhingige CD-Messungen von unterschiedlich
konzentrierten Losungen (Abbildung5.16,A-C). Ahnlich der thermischen Schmelzkurve von
kovalenten Biopolymeren (Bsp.: DNA, Kollagen), konnte die Verdnderung des CD-Signals bei
A=220nm in Abhéangigkeit zur Temperaturerhohung (graue Linie) und -erniedrigung

(schwarze Linie) in einem Bereich von 6 bis 90 °C (bzw. 279 bis 363 Kelvin) aufgezeichnet werden.
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Abbildung 5.16 Temperaturrampen (0,5 °C/Min.) von 6 bis 90°C (graue Linien) und 90 bis 6°C (schwarze Linien) einer
50 puM- (A), 100 uM- (B) und 150 uM-Losung (C) von III-23 (100 puM in PP bei pH 7.6 und Zugabe von 0,15 M NaCl) sowie zu den
erhaltenen Messdaten entsprechende, mathematische Nukleation-Elongation Fits (D).[143.212.254-256]

Die 50 uM-, 100 uM- und 150 pM-Loésungen wurden in 10 mM Phosphatpuffer bei pH 7.6 und unter
Zugabe von 0,15M NaCl gemessen, wobei das vollstindige Spektrum vor und nach der
Temperaturrampe zum Abgleich aufgenommen wurde und es zu keiner strukturellen Verdnderung
aufgrund der hohen Temperaturen gekommen ist (Vergleich mit Abbildung 10.1 im Anhang 9.1). Die
Auftragung der erhaltenen temperaturabhdngigen Messdaten zu den unterschiedlich konzentrierten

Losungen A (50 uM), B (100 pM), C (150 puM) in Abbildung 5.16 D, gestattet eine Interpretation mit
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Hilfe mathematischer Fits des Nukleation-Elongation Mechanismus (rote Linien). Das hierbei
verwendete mathematische Modell von HILBERS et al. entspricht einem klassischen, kooperativen
Polymerisationsmodell welche in der Literatur Anwendung finden.[143212255257.258] Auf Basis der
erhaltenen Datenpunkte konnte ein Kurvenverlauf angepasst werden, der auf ein schwach
kooperatives, supramolekulares System schliefden lasst. Dabei wurde eine Aktivierungskonstante fiir
den Polymerisationsprozess von Ka = 0,01 erhalten. Details beziiglich der errechneten Parameter sind

der Abbildung 10.2 im Anhang 9.1 dieser Arbeit zu entnehmen.

Fir die Uberpriifung der vorliegenden, morphologischen Strukturen wurden je geladenes
Au(I)-Metalloamphiphil III-23 - III-25 zwei Proben fiir die Transmissionselektronenmikroskopie in
TRIS-Puffer (10 mM) vorbereitet. Anhand der pH-abhangigen CD-Spektren von III-23, sollten die
extremen Zustinde bei den pH-Werten 6,3 und 11,1 {iberpriift werden. In Zusammenarbeit mit
RONJA OTTER und DANIEL SPITZER wurden die entsprechenden Losungen auf diinnen Kohlenstoff-
Tragern aufgegeben, mit einer Uranylacetat-Losung (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastiert und

anschlieffend im TEM untersucht.
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Abbildung 5.17 TEM-Aufnahme einer 80 pM Losung von III-23 im TRIS-Puffer bei pH 6,3 (A) sowie ein Histogramm iiber die
Langenverteiligung mit angegebenen Parametern (B). TEM-Untersuchungen von 80 pM konzentrierten und TRIS-gepufferten
Losungen bei pH 6,3 mit I1I-24 (C) bzw. III-25 (D).

In Ubereinstimmung mit den CD-Daten von III-23, in der keine Sekundarstruktur bei einem basischen
pH-Wert ausgemacht werden konnte, weisen die TEM-Aufnahmen von allen geladenen
Au(I)-Metalloamphiphilen (III-23 - III-25) bei pH 11,1 keine eindeutige Morphologie, sondern vor
allem Kkleine Strukturen, auf (Vergleich mit Abbildung 10.7 im Anhang). Diese entsprechen sehr
wahrscheinlich den monomeren Bausteinen. Eine praparierte TEM-Losung des gleichen
Au(I)-Metalloamphiphils unter sauren pH Bedingungen zeigt entsprechend des vorliegenden
CD-Effektes, dass geordnete, 1-dimensionale Nanostdbchen gebildet wurden (Abbildung5.17, A).
Anhand der in Abbildung 5.17 B gezeigten Formeln, kénnen statistische Verteilungsparamenter, wie
dem Zahlenmittel der Stdbchenldnge (L,), das Gewichtsmittel der Stdbchenldnge (L,,) und die
Dispersitit (D) der supramolekularen Nanostibchen berechnet werden. So wurden in der
80 uM-Losung von III-23 bei pH 6,3 supramolekulare Aggregate mit einer durchschnittlichen Lange

von 49 nm vorgefunden, wobei das Histogramm in Abbildung 5.17 B die statistische Auszdhlung von
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126 Nanostdbchen verdeutlicht. Diese Ergebnisse stehen im Einklang mit den CD-spektrokopischen
Daten und demonstrieren, dass die negativ geladenen, endstidndig liegenden Carbonsduren in der
kontinuierlichen Erniedrigung des pH-Wert bzw. Erhéhung der Ionenstarke im Medium nach und nach
abgeschirmt und so die supramolekulare Selbstassemblierung kontrolliert eingeleitet werden kann.
Sobald der hydrophobe Effekt im Kern des Au(I)-Metalloamphiphils gegeniiber den repulsiven Kraften
in der Aufienschale iiberwiegt, werden attraktive, intermolekulare Wechselwirkungen wie
Wasserstoftbriickenbindungen und m-m-Stapelung zwischen den Monomeren ausgebildet und es
kommtim Sinne des frustrierten Wachstums zur Anordnung in 1-dimensionale, kolumnare Strukturen.
Im Zusammenhang mit der gemittelten Breite von 6.6 nm (o = 0,9) kann darauf geschlossen werden,
dass sich die metalloamphiphilen Monomere in 1-dimensionale, mizellare supramolekulare Polymere

anordnen.

Im Vergleich dazu stehen die mikroskopischen Untersuchungen der Au(I)-Amphiphile III-24 und
III-25 in C bzw. D der Abbildung 5.17. Bei gleicher Probenvorbereitung zeigen diese TEM-Aufnahmen
bei einem pH-Wert von 6,3 deutlich kiirzere, assemblierte 1D-Strukturen mit einer Lange von 22 nm
fiir das im Vergleich zu I11-23 kiirzere, Monophenylalanin-haltige I1I-24 und 26 nm im Fall der weniger
hydrophoben FEF-Sequenz in III-25. Obwohl die Tendenz zur Bildung linearer Polymere bei pH 6,3
bereits zu erkennen ist, wird aus den erhaltenen Parametern geschlussfolgert, dass die anziehenden
und abstofdenden Krifte nicht vollkommen ausbalanziert vorliegen. Wie sich in der CD-Spektroskopie
abzeichnete, kann der supramolekulare Prozess von III-24 und III-25 nur maf3ig verfolgt werden. Bei
einem niedrigeren pH-Wert von 5,0 wurde im Fall von III-24 ein schwach ausgepragtes CD-Signal
vorgefunden (Vergleich mit Abbildung 5.13). Trotz der fehlenden CD-spektroskopischen Uberpriifung
vorhandener intermolekularer Krafte im supramolekularen Aggregat, konnte die Balance in einer
TEM-Losung von III-24 mit einem sauer eingestellten pH 5,4 getroffen werden. Diese zeigten, dass im
entsprechenden Milieu ldngere, assemblierte Strukturen gebildet werden koénnen (Siehe
Abbildung 10.8 im Anhang). Dennoch konnten ideale Losungsmittelbedingungen in Bezug auf pH und
Ionenstarke nicht spektroskopisch ermittelt werden, weil dazu die Auspragung der CD-Banden zu

schwach war.

Ein weiteres Phdnomen, das schon innerhalb der Synthese und Aufreinigung der geladenen
Au(I)-Metalloamphiphile beobachtet wurde, ist die Fahigkeit bei hohen Konzentrationen Hydrogele
auszubilden. Es ist vorstellbar, dass die endstindigen Tricarbonsduren ein Gelierungspotential
besitzen und tber Wasserstoffbriickenbindungen H:0-Molekiile in ein 3-dimensionales Netzwerk
einschliefRen kénnen. In der Literatur sind Hydrogele auf Basis von Polycarbonsduren bekannt.[259-264]
Vor diesem Hintergrund kann ein an einigen Stellen des Kohlenstoff-Tragerfilms von III-23 (bei
pH 6,3) im TEM beobachtete Netzwerk erklart werden (Abbildung 5.18, B). Das dichte Geflecht von
zusammengelagerten Au(I)-Nanostidbchen zu fibrilliren Fasern kdnnte in der Probenvorbereitung
durch ein vorliegendes Konzentrationsgefille entstanden sein. In Zusammenarbeit mit
CHRISTIAN BERAC wurden rheologische Untersuchungen einer 4 mg/200 pL Lésung (entspricht

2 Gew.-%) dieses Au(l)-Metalloamphiphils III-23 durchgefiihrt. Dazu wurde die Losung auf einen
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pH-Wert von ca. 5,0 eingestellt, wobei sichtlich ein Gel gebildet worden ist. Es wurden
freuquenzabhdngige und zeitabhdngige Messungen durchgefiihrt, wobei gezeigt werden konnte, dass
ein verhadltnismafdig schwaches Gel bei einem pH-Wert von 5,0 mit einer moderaten Starke von 100 Pa
geformt werden kann (Abbildung 5.18, A). Details zu den weiteren Messungen befinden sich im
Anhang 10.3 (Abbildung 10.11).

A
= G
o G

t/Min

Abbildung 5.18 A TEM-Aufnahme einer 80 pM III-23 Loésung im TRIS-Puffer (10 mM) bei pH 6,3 nach Auftragung auf einen
Kohlenstoff-Trager und negativer Kontrastierung mit Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser). B Rheologische zeitabhénige
Messung bei konstanter Temperatur (20 °C) und konstanter Scherdeformation (1%) einer 4 mg/200 pL Losung (entspricht
2 Gew.-%) von III-23 bei pH 5,0 in Wasser mit Speicher- (G’) und Verlustmodul (G”).

Es wird zusammengefasst, dass die auf Basis von wasserloslichen Tricarbonsduren, geladenen
Au(I)-Metalloamphiphile III-23 - III-25 eine supramolekulare Polymerisation in Wasser nach dem
Prinzip des frustrierten Wachstums und mit pH-schaltbaren Eigenschaften eingehen. Die Lange der
entstehenden mizellaren, 1-dimensionalen Nanostibchen kann durch die schmale Balance der
attraktiven Wechselwirkungen zwischen den hydrophoben Peptidstrukturen und abstoffenden
Kriften in der Molekiilperipherie mit Hilfe des pH-Wertes und der Ionenstirke im Medium, fein
eingestellt werden. Der Kkontrollierte Selbstassemblierungsprozess von III-23 zeigte in
temperaturabhdngigen CD-Messungen schwach kooperatives Verhalten im Bezug auf einen
vorliegenden Nukleations-Elongationsmechnismus. Neben der aufféilligen thermischen Stabilitét,
weisen die erhaltenen CD-Spektren im ldngerwelligen UV-Bereich (A>270nm) interessante
Ubergidnge auf, die als Resultat aus dem eingefilhrten Benzimidazolium-basierten
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex betrachtet werden. Diese wurden im Vergleich zum beobachteten
CD-Effekt, der den peptidischen Molekiilteil (A < 250 nm) betrifft, durch die Zugabe von Acetontril

weiter verstarkt.

5.3.4  Untersuchung zur supramolekularen Selbstassemblierung der ungeladenen

Au(I)-Metalloamphiphile I1I-31 - I1I-33 in Wasser

Nachdem in Abschnitt 5.3.3 die geladenen Au(I)-Metalloamphiphile III-23 - III-25 beziiglich ihres
pH-abhdngigen Selbstassemblierungsverhalten in Wasser untersucht wurden, stehen im folgenden
Teil dieses Ergebniskapitels die Serie der ungeladenen Au(I)-Metalloamphiphile III-31 - I1I-33 im
Fokus. Die auf Basis eines NEWKOME-dhnlichen, Tetraethylenglycol-Dendrons synthetisierten

Metalloamphiphilen (Vergleich mit Abschnitt5.3.2) zeigten hervorragende, wasserlosliche
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Eigenschaften, sodass ihr Potential als Monomere in der supramolekularen Polymerisation zu dienen

erneut mit Hilfe der CD-Spektroskopie und TEM analysiert wurde.

Die Phosphat-gepufferten (10 mM) 70 bzw. 60 uM Losungen der Phenylalanin-haltigen, hydrophoben
Au(I)-Amphiphilen III-31 und III-32 lieferten im Vergleich zum untersuchten CD-Effekt von III-23
CD-Banden mit denselben, charakteristischen Wellenldngen. Wie in Abbildung5.19A undC
dargestellt, liegen bei einem neutralen pH-Wert von 7,4 CD-Banden im UV-Bereich unterhalb von
250 nm sowie bei A>270 nm vor, die bereits in Verbindung mit der strukturellen Nahordnung
zwischen den unterschiedlichen, organisch-peptidischen bzw. metallorganischen Molekiilfragmenten
gebracht wurden (Vergleich mit Abschnitt 5.3.3). Auch diese TEG-haltigen Peptidamphiphile lassen
eine thermische Stabilitdt erkennen, wobei die vollstdndige Riickbildung der CD-Signale nach einer
Temperaturerhdhung auf 80 °C beobachtet wurde. Das mit nur einem Phenylalanin ausgestattete
III-32 verfiigt iber einen kiirzeren Peptidanteil als das FF-haltige III-31 und die beobachteten
elektronischen Uberginge fithren zu einem schwicher ausgeprigten CD-Effekt im kiirzerwelligen
UV-Bereich.
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Abbildung 5.19 A CD-Untersuchung einer 60 uM Loésung von III-31 in PP-Puffer (10 mM) in Abhangigkeit zur Temperatur.
B TEM-Aufnahme einer 80 uM Losung von III-31 in TRIS-Puffer (10 mM) nach Auftragung auf einen Kohlenstoff-Tragerfilm und
Kontrastierung (negativ) mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser). C Temperaturabhéangige CD-Spektren einer 70 pM Losung
von III-32 in 10 mM Phosphatpuffer. D TEM-Aufnahme einer 80 pM Losung von III-32 in TRIS-Puffer (10 mM) unter
Verwendung eines diinnen Kohlenstoff-Tragerfilms und nach negativer Kontrastierung mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in
Wasser).

Die mikroskopischen Ergebnisse in Abbildung 5.19 demonstrieren, dass sowohl III-31 als auch III-32
in supramolekulare, kolumnare Aggregate in Wasser assemblieren: Wahrend fiir das kiirzere
Au(I)-Metalloamphiphil III-32 Nanostdbchen mit einer Lange von knapp 100 nm vorgefunden wurden

(D), demonstriert die TEM-Aufnahme des Diephenylalanin-basierten 11I-31 (B), dass auch langere
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supramolekulare Aggregate von bis zu 300 nm gebildet werden konnten. Die durchschnittliche Breite
dieser assemblierten Polymere liegt mit 7,7 nm noch in dem zu erwarteten Bereich von mizellar

angeordneten, 1-dimensionalen Polymeren.

Im weiteren Verlauf wurde das Assemblierungsverhalten von I1I-33, welches mit einer Glutaminsdure
zwischen einer kurzen alternierenden Phenylalaninsequenz ausgestattet wurde, liberpriift. Wie die
NMR-Charakterisierung zeigte, liegt das Au(I)-Metalloamphiphil nach der Aufreinigung iiber eine mit
Methanol durchgefiihrte Groéfienausschlusschromatographie, protoniert an der Carbonsdure im
hydrophoben Peptidteil vor (Vergleich mit Experimentalteil 9.3.2.24). Die Loslichkeit bei einem
neutralen pH-Wert stellte aufgrund des vorliegenden TEG-Dendrimers kein Problem dar, sodass die
pH-dirigierenden Eigenschaften der mdglichen supramolekularen Polymerisation in Abbildung 5.20 A
in extremen pH-Bereichen von pH 2,3 bzw. pH 11,0 betrachtet werden konnte. Unterstiitzt durch die
TEM-Aufnahme in Abbildung 5.20 B wurde bewiesen, dass der spektroskopisch beobachtete CD-Effekt
unter aziden Bedingungen aus einer Assemblierung von III-33 in definierte, supramolekulare
1D-Polymere resultiert. Interessanterweise entstanden iiber die Zeit auch im neutralen Milieu (pH 7,4)
dieselben CD-Uberginge (Abbildung5.20,A dunkelblaue Linie). Um diesen Effekt genauer zu
untersuchen, wurde zunidchst mit Hilfe einer Acetonitril-Titration iberprift, ob der monomere
Zustand einer Probenldsung eingestellt werden kann. Wie in Abbildung 5.20 C dargestellt, reicht der
40%ige Anteil dieses organischen Losungsmittels aus, um die aggregationsfordernden,
intermolekularen Wechselwirkungen ausreichend stark zu unterbinden. Durch die Lyophilisation von
III-33 aus einer 1:1 Vol.-% Losung von Acetronitril mit Wasser konnte so sichergestellt werden, dass
bei der Porbenvorbereitung keine zuvor assemblierten Praaggregate, die das

Assemblierungsverhalten beeinflussen wiirden, vorliegen.
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Abbildung 5.20 CD-spektroskopische Analyse zum supramolekularen Assemblierungsprozess von III-33 (70 pM in 10 mM
PP-Puffer) in Abhéngigkeit des pH-Wertes (A) und des Acetonitrilgehalts bei pH 2,3 und 293 K (C). B: TEM-Aufnahme einer
80 uM Losung von III-33 nach Auftragung auf einen Kohlenstoff-Trager und der negativen Kontrastierung mit Uranylacetat
(2,0 Gew.-% in Wasser).
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Um den supramolekularen Prozess unter neutralen pH-Bedingungen auf einer iiberschaubaren
Zeitskala CD-spektroskopisch zu verfolgen wurde auf eine hochkonzentrierte, 500 uM Lésung von
III-33 in 10 mM Phosphatpuffer gesetzt. In Abbildung 5.21 A wird ersichtlich, dass die CD-Banden vor
allem im langerwelligen UV-Bereich gut nachverfolgt werden konnten, wobei die erste
spektroskopische Messung unmittelbar nach Probenansatz (t = 0 Minuten) stattgefunden hat. Die in
regelmafiigen Zeitabstinden aufgenommenen CD-Spektren demonstrieren, dass vor allem zu Beginn
eine schnelle strukturelle Verdnderung anhand des CD-Spektrums zu verzeichnen ist. Das urspriinglich
positiv ausgepragte CD-Signal bei A =295 nm bildet sich mit der Zeit in den negativen Bereich des
Spektrums aus und wurde zur Verdeutlichung der zeitlich-abhdngigen Selbstassemblierung von I11-33

als normierte Intensitit in Abbildung 5.21 B aufgetragen.
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Abbildung 5.21 CD-Spektren einer 500 uM Losung von I1I-33 in 10 mM PP-Puffer bei pH 7,4 in Abhangigkeit der Zeit bei 293 K
(A), wobei der relative Verlauf anhand von A = 295 nm verfolgt werden kann (B). D: Temperatureinfluss auf eine 80 puM Losung
des Au(I)-Metalloamphiphils III-33 bei pH 7,4 (2,7 mM Phosphatpuffer), angesetzt aus einer 14 Tage alten 300 pM Stammldsung,
in Form einer Temperaturrampe (TR) von 20 auf90°C mit 0,5°C/Min. Zugehérige TEM-Aufnahmen der 80 pM Losung
aufgetragen auf einen Kohlenstoff-Trager und negativ kontrastiert (Uranylacetat 2,0 Gew.-% in Wasser) vor (C) und nach der
Temperaturrampe (E)

Zum Zweck der morphologischen Charakterisierung wurde eine iiber 14 Tage dquilibrierte, 300 uM
Losung von III-33 in Phosphatpuffer bei pH 7,4 auf eine geeignete Konzentration von 80 uM verdiinnt,
auf einen diinnen Kohlenstoff-Trager aufgebracht, negativ kontrastiert und mit Hilfe von RONJA OTTER
im TEM betrachtet. Der aufgenommene Ausschnitt in Abbildung5.21 C demonstriert in
beeindruckenderweise die Lange der gebildeten 1D-Nanostidbchen, die im pm-Bereich liegen, sodass
ein statistisches Ausmessen nicht zuverlassig durchgefithrt werden konnte. Auffallig ist aufierdem,

dass die erhaltenen supramolekularen Polymere zur lateralen Aggregation tendieren.
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Fiir ein besseres Verstindnis des vorliegenden supramolekularen Polymerisationsprozesses unter
neutralen pH-Bedingungen, wurde zunichst iiberprift, ob eine Disassemblierung, wie im Fall der
geladenen Au(I)-Metalloamphiphile (Vergleich mit Abschnitt 5.3.3) liber eine Temperaturerhhung
erreicht werden kann. Dazu wurde diesselbe 80 pM III-33-Losung wahrend einer Temperaturrampe
von 20auf90°C (in 0,5°C/Min.) in der CD-Spektroskopie verfolgt (Abbildung5.21,D). In
Ubereinstimmung mit den CD-Daten (rote Linien), in der keine Sekundirstruktur unmittelbar
nachdem die Probe hochgeheizt wurde, ausgemacht werden konnte, zeigt die zugehorige
TEM-Aufnahme in Abbildung 5.21,E, dass vor allem kleine, flexible Strukturen, die vermutlich
Oligomeren entsprechen, vorliegen. Im Fall des Au(I)-Peptidkonjugats III-33 ist davon auszugehen,
dass die verwendeten Temperaturen zu einer bleibenden, strukturellen Verdnderung oder Zersetzung
der Monomere gefiihrt haben, die eine erneute Assemblierung verhindert. So wurde die Ausbildung
der CD-Banden auch nach 28 Tagen nicht beobachtet.

Um dennoch einen Einblick in die Morphologie der beginnenden supramolekularen Polymerisation
von III-33 bei pH 7,4 zu erhalten, wurden CD-spektroskopische Messungen unmittelbar nach der
Probenvorbereitung mit TEM-Untersuchungen korrelliert. Abbildung 5.22 zeigt einen Uberblick der
erhaltenen Ergebnisse in Form von zeitabhdngigen TEM-Aufnahmen und zugehoérigen Histogrammen
der Langen-Haufigkeitsverteilungen. Im Rahmen der Probendurchfiihrung wurde erneut eine
hochkonzentrierte, 500 uM Stammlésung des Au(I)-Metalloamphiphils bei 20 °C mittels CD analysiert
(Abbildung 5.22,]) und zu den angegebenen Zeiten im Transmissionselektronenmikroskop
unmittelbar nach dem Lésen von III-33 (¢ = 0 Minuten; A und B) oder nach ¢t = 3 Stunden (C und D),
t =18 Stunden (E und F), t = 48 Stunden (G und H), t =7 Tagen (I), t = 60 Tagen (Abbildung 10.9 im
Anhang 10.2) untersucht. Fiir diesen Zweck wurde ein Teil der 500 pM Lésung entnommen, auf eine
Konzentration von 80 uM gebracht und auf einem Eis-gekiihlten Kohlenstoff-Trager aufgegeben sowie

negativ kontrastiert (Uranylacetat 2,0 Gew.-% in Wasser).

In der statistischen Auswertung der TEM-Aufnahmen zum Zustand ¢ = 0 Minuten wurde die Linge der
vorgefundenen Aggregate auf 34 nm gemittelt (¢ = 22 nm, n = 328 nm; Abbildung 5.22, A und B). Aus
dem Histogramm zur Haufigkeitsverteilung wird auch ersichtlich, dass neben den kurzen,
supramolekularen Strukturen vor allem sphirische Objekte mit einem kleineren, mittleren
Durchmesser von etwa 7,6 nm vorgefunden wurden. Mit einem berechneten Diameter von 5 nm fiir
die gestreckte Konformation des hydrophoben Molekiilteils von III-33 und 6,5nm unter
Beriicksichtigung des hydrophilen TEG-Dendrimers deuten diese Beobachtungen auf den monomeren
Zustand oder auf kleine anisotrope, oligomere Spezies dieses Au(I)-Metalloamphiphils hin. Des
Weiteren kann die positiv-ausgebildete CD-Bande bei 295 nm (Abbildung 5.22, J schwarze Linie) in

Verbindung gesetzt werden.

Wird die 500 uM Stammldsung vor der erneuten Probenvorbereitung fiir 3 Stunden bei 20 °C stehen
gelassen zeigen die TEM-Bilder einer entsprechend verdiinnten 80 uM-Probenlésung, dass die
scheinbar flexiblen, kurzen Oligomere in langere, 1D-Strukturen assemblieren. In dem Histogramm zur

Langen-Haufigkeitsverteilung ist erkennbar, dass bei der Auszdhlung vor allem Strukturen mit
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Polymerldngenum L, =55 nm bzw. L,, =70 nm (n =277, 0 = 29 nm, = 1,3; Abbildung 5.22, Cund D)
und nur vereinzelt mizellare Oligomere kleiner als 20 nm berticksichtigt wurden. Die Starrheit nimmt
mit der Lange der gebildeten, 1-dimensionalen Polymere zu und wird anhand der TEM-Aufnahme, die
aus der Probenvorbereitung nach 18 Stunden entstanden ist, deutlich. Hier wurde bereits eine
durchschnittliche Lange von knapp 200 nm (L, =196 nm, L, =266 nm, n=95, 0 =117 nm, P=1,4;
Abbildung 5.22, E und F) gemessen.
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Abbildung 5.22 TEM-Aufnahmen und zugehorige Histogramme tber die Langen-H&ufigkeitsverteilung der kolumnaren
Nanostdbchen nach Auftragung von I1I-33 (80 pM in 10 mM TRIS-Puffer) auf einen diinnen Kohlenstoff-Tragerfilm und negativer
Kontrastierung unter Verwendung einer Uranylacetat-Losung (2,0 Gew.-% in Wasser), wobei die Probenvorbereitung
unmittelbar (t = 0 Minuten, A/B) oder nach 3 Stunden (C/D), 18 Stunden (E/F), 48 Stunden (G/H), 7 Tagen (I) oder 60 Tagen
(Abbildung 10.9 im Anhang 9.2) aus einer 500 uM Stammlésung erfolgte, welche CD-spektroskopisch bei 293 K Abbildung 10.11
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Die beobachtete Breite dieser Nanostibchen von 9 nm deutet wie schon fiir die geladenen
Au(I)-Metalloamphiphile III-23 - III-25 auf die Bildung zylindrischer Mizellen hin, die sich
anisotropisch in der Lange veridndern. Uberraschenderweise liegt bis zu diesem Zeitpunkt noch immer
ein positiv ausgepragtes CD-Signal bei A = 295 nm fiir die 500 pM Losung des Au(l)-Metalloamphiphils
III-33 vor.

Nach 48 Stunden werden schlief3lich in dem hoherwelligen A-Bereich des CD-Spektrums negative
Banden vorgefunden, die vergleichbar mit der zuvor diskutierten spektroskopischen Untersuchung
der sauer-titrierten Losung (Abbildung 5.20, A hellblaue Line bei pH = 2,3) von III-33 sind. Wahrend
der CD-Effekt der 500 pM Stammlésung in Abbildung 5.20 J mit der Zeit starker ausgepragt erscheint,
weisen die zugehorigen TEM-Aufnahmen gemittelte Polymerlangen von 378 nm nach ¢ = 48 Stunden
auf (n=118, 0 =268nm, P=1,5; Abbildung5.22, H), wobei die vertrauenswiirdige Auszidhlung
zunehmend durch die enorme Lange der Aggregate erschwert wurde. So illustriert beispielsweise das
Histogramm H in Abbildung 5.22, dass Nanostdbchen mit einer Lidnge von bis zu 1 pm gefunden
wurden und im Fall der tiber 7 Tage dquilibrierten Losung sogar noch langere. Erneut wurde ein Trend
zur lateralen Aggregation wahrgenommen, was auch in der TEM-Aufnahme in Abbildung 10.9 (siehe
Anhang) nach 60 Tagen veranschaulicht wird. Aufferdem wurden bereits nach 48 Stunden erste
Prazipitate in der 500 pM Losung von III-33 entdeckt, sodass die erhaltenen supramolekularen
Polymere mit zunehmender Grofie als kolloidal instabil betrachtet werden und diese als Folge nach
und nach aus der Losung ausfallen und sich am Boden des Probengefifies absetzen, wobei die

Probenldsung ohne Triibung vorliegt.

Zusammenfassend wurde mit dem in Abschnitt 5.3.2 hergestellten Au(I)-Peptidkonjugat III-33 ein
Amphiphil mit fein eingestellten attraktiven sowie abstofdenden Kriften fiir die supramolekulare
Polymerisation in Abhédngigkeit des pH-Wertes geschaffen. Wahrend fiir die mit hydrophoben,
Phenylalanin-haltigen Au(I)-Amphiphile I1I-31 und III-32 die Selbstassemblierung erwartungsgemaf3
unabhéngig von pH-Werten und Ionenstarken im wassrigen Milieau beobachtet wurde, konnten durch
das Einbringen nur einer Glutaminsaure als FEF-Sequenz bereits pH-sensitive Eigenschaften in I111-33
installiert werden. Dieser externe Schalter zwischen der assemblierten, kolumnaren 1D-Struktur und
dem als Monomer vorliegenden III-33 funktioniert in den extremen pH-Bereichen von pH 2,3 und
pH 11,0. Dartiber hinaus wurde iiber Zeit die Bildung besonders langer Nanostdbchen bei neutralen
pH-Bedingungen beobachtet. Diese findet im Vergleich zu anderen supramolekularen Systemen nur
langsam statt und scheint dufierst sensitiv zur Probenvorbereitung zu verlaufen. Vergleicht man die
supramolekulare Polymerisation von III-33 bei neutralen pH-Bedingungen in unterschiedlichen
Puffersystemen, Phosphatpuffer (Abbildung 5.21, A) bzw. TRIS-Puffer (Abbildung 5.22,]), so findet
diese bei gleicher Probenvorbereitung (III-33 500 uM, 20 °C, pH 7,4) auf verschiedenen Zeitskalen
statt. Bei Betrachtung der Zusammensetzung dieser Puffersysteme fallt auf, dass ausschliefdlich im
PP-Puffer Natriumkationen als Gegenionen vorliegen. Die Tatsache, dass die Polymerisation auch im
TRIS-Puffer stattgefunden hat, zeigt, dass in Losung vorhandene Natriumkationen nicht allein die

Ausbildung supramolekularer Wechselwirkungen beeinflussen. Eine durchgefiihrte NaCl-Titration
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wurde als Hinweis gewertet, dass auch bei sehr hohen Konzentrationen noch eine Zeitabhangigkeit in
der Polymerbildung besteht (Abbildung 10.3 im Anhang 9.1). Es wird geschlussfolgert, dass die einzige
hydrophile Einheit im ansonsten hydrophoben Teil dieses Au(I)-Amphiphils ausreicht, um die
supramolekulare Assemblierung bei extremen pH-Werten zu steuern und gleichzeitig dazu gefiihrt hat,
dass der pH-Bereich in dem es zur Assemblierung kommen kann bis auf neutrale Werte (pH 7,4)

ausgeweitet wurde.

5.3.5 Absorptions- und Lumineszenzuntersuchungen der Au(I)-Metalloamphiphile III-23 und
I11-33

In den vorangehenden Diskussionsabschnitten konnte bereits ein hydrophober Au(I)-Komplex III-9
fiir die CuAAC Click-Chemie synthetisiert (Vergleich mit Kapitel 5.3.1) und erfolgreich zur Herstellung
linearer Au(I)-Peptidamphiphile (Vergleich mit Kapitel 5.3.2), dessen supramolekulares
Assemblierungsverhalten in Wasser in den Unterkapiteln 5.3.3 und 5.3.4 untersucht wurde, verwendet
werden. In einem abschlieflenden Diskussionabsatz des Ergebniskapitels IIIl wurden in Kooperation
mit OLIVER BACK aus dem Arbeitskreis HEINZE erste Untersuchungen beziiglich UV/Vis-Absorptions-
sowie Luminezenzeigenschaften anhand ausgewdhlter, hergestellter Au(I)-Peptidkonjugate

durchgefiihrt.

In den CD- und TEM-Untersuchungen erwiesen sich die hergestellten Strukturen I1I-23 und III-33 aus
der Reihe der geladenen bzw. ungeladenen Au(I)-Amphiphile als qualifizierte Vertreter fir die
pH-kontrollierte Selbstassemblierung in 1-dimensionale Polymere. Um zu untersuchen, ob NHC-Au(I)-
basierte, lumineszierende Eigenschaften aufgrund der Bildung von supramolekularen Uberstrukturen
mit einer moglichen Nahordnung fiir Au(I)----Au(I)-Wechselwirkungen in Abhangigkeit zum pH-Wert
vorliegen, wurden Losungen von III-23 und III-33 mit einer Konzentration von 50 uM in Wasser
angesetzt und iiber die Zugabe von NaOH auf einen basischen pH 11,1 eingestellt oder mittels HCI in
den sauren pH-Bereich gebracht. Die geldésten Proben wurden bei niedrigen pH-Werten, im Fall des
geladenen III-23 bei pH 6,3 und fiir I1I-33 (ungeladen) bei pH 2,3, auf einen CD-Effekt, entsprechend
der Beobachtungen in den Kapiteln 5.3.3 und 5.3.4, iiberpriift. Vor der weiteren spektroskopischen
Analyse, wurden die Losungen iiber einen 10 miniitigen Strom, durch eine eingetauchte Kaniile mit
Argon, gesattigt. In Abbildung 5.23 sind die Ergebnisse der UV/Vis-Absorptionen (A und B) und
Emissionsspektren (C und D) gegeben. Es ist zu erkennen, dass sich die UV /vis-Spektren der geladenen
(III-23) bzw. ungelandenen (III-33) amphiphilen Au(I)-Strukturen stark ahneln, wobei nur
vernachladssigbare Verdnderungen im Zusammenhang mit dem pH-Wert verzeichnet wurden. Bei der
Anregung der Losungen mit einer Wellenldnge um Aex * 290 nm, kommt es zu einer dufderst breiten
Emission im blauen sichtbaren Bereich zwischen 400 und 500 nm (Amax bei 448 - 558 nm). Das
Maximum der zu beobachtenen Emissionen verschiebt sich in Abhédngigkeit zum pH-Wert nur
marginal, um wenige Nanometer. Anhand der A2-Signale bei hohen Wellenldngen wird deutlich, dass
bei der Erniedrigung in den sauren pH-Bereich deutlich mehr Licht abgelenkt wird und es gleichzeitig

zu einer abgeschwachten Emission kommt (Abbildung 5.23, C und D: blaue Linien). Diese Beobachtung
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kann mit der Bildung der supramolekularen Polymere im sauren Milieu in Verbindung gebracht

werden, die mit ihrer sichtbaren Grof3e im nm-Bereich in der Lage sind das Anregungslicht zu streuen.
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Abbildung 5.23 UV/Vis-Absorptionsspektren Argon-gesattigter Losungen von III-23 mit einer Konzentration von 50 uM (A) bzw.
I1I-33 mit einer Konzentration von 50 pM (B) sowie Emissionsspektren derselben Losungen von III-23 (C) bzw. III-33 (D) in
Wasser zu angegebenen sauren (blaue Linien) oder basischen (schwarze Linien) pH-Werten und Anregungswellenldangen (Aex)
bei Raumtenperatur.

Im Rahmen der weiteren Analyse wurden die spektroskopischen Eigenschaften der synthetischen
Vorstufen zum Au(I)-Metalloamphiphil III-23 analysiert (Abbildung5.24): Die Losungen des
peptidischen Amphiphils III-20 (50 uM in Wasser) und des Chlorido(NHC)gold(I)-Komplexes III-9
(50 uM in Dichlormethan) wurden dazu in gleicher Weise vorbereitet. Obwohl fiir die
Vorlauferverbindung III-20 in Abschnitt 5.3.3 keine Tendenz zur Selbstassemblierung in Wasser
festgestellt werden konnte, wurde fiir die sichere Vergleichbarkeit ein pH-Wert von 6,3 eingestellt. In
einem Vergleich der spektroskopischen Absorptionseigenschaften des Au(I)-Metalloamphiphils 111-23
(Abbildung 5.23, A) mit den in Abbildung 5.24 A gezeigten UV/Vis-Spektren wird ersichtlich, dass sich
die Absorptionsmaxima von III-23 mit denen des NHC-basierten Au(I)-Komplexes (griine Linie)
decken. Auflerdem kann angenommen werden, dass die Absorption bei Aap =250 nm

(Abbildung 5.23, A) mit dem 1,4-Alkylsubstituierten 1,2,3-Triazolring in III-23 zusammenhangt.
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Abbildung 5.24 UV /vis-Absorptionsspektren (A) und Emissionsspektren (B) mit angegebenen Anregungswellenlidngen (Aex) des
Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex III-9 (50 uM in DCM, Argon-gesattigt; griine Linien) und von Peptidamphiphil I1I-20 (50 uM in
Wasser, Argon-gesattigt; graue Linien).

Unterstiitzt wird diese Aussage dadurch, dass fiir die amphiphile Vorlauferverbindung III-20 keine
ausgepragte Absorptionsbande in diesem Bereich (Abbildung 5.24, A: graue Linie) beobachtet wurde.
Das Lumineszenzspektrum dieser rein organischen Verbindung, dargestellt in Abbildung 5.24 B (graue
Linie), demonstriert im Einklang mit den Erwartungen keine Emissionen im ldngerwelligen Bereich.
Die Analyse mittels Fluoreszenzspektrometer bei einer Anregung von Aex = 290 bzw. 295 nm fiihrte fiir
III-9 zu keinen Emissionsbanden (griine Linien). Im Rahmen dieser Untersuchungen wurde nicht
geklart, ob die fiir I1I-23 aufgenommene Emission aus dem NHC-Au(I)-Komplex entstammt und durch

die Anbindung in die hydrophobe Umgebung des Peptidamphiphils verstarkt wurde.
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5.4 Fazit

In Ergebniskapitel I wurde ein leichter, praparativer Zugang von peptidischen
Au(I)-Metalloamphiphilen, mit dem Konzept der kupferkatalysierten Azid-Alkin Click-Chemie (CuACC)
als ausschlaggebender Schliisselschritt der Syntheseroute, prasentiert. Dabei ist die spate Einfiihrung
von Au(l) in den unpolaren Teil entsprechender Peptidamphiphile synthetisch vorteilhaft fiir die
Herstellung supramolekularer Monomere, um auf Basis unterschiedlicher Aminosduresequenzen und
wasserloslichen Gruppen die intermolekularen Wechselwirkungen fiir die supramolekulare
Polymerisation in Wasser modular anzupassen. Die realisierte indirekte Funktionalisierung des
Au(I)-Komplexes iiber den NHC-Neutralliganden ermoglichte es den direkten anionischen
Ligandenaustausch am Au(I) und die Bildung von o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen zu umgehen, sodass im
Vergleich zu den Diskussionskapiteln] undIl weitere Mdglichkeiten fiir einen verbesserten

Aufreinigungsprozess eingefiihrt werden konnten.

Zuniachst wurden fiir die Synthese eines in der CUAAC einsetzbaren, hydrophoben NHC-Au(I)-Komplex
zwei grundsatzlich verschiedene Ansitze, die Modifizierung des NHC-Riickgrats bzw. eine geeignete
Funktionalisierung der N-Substituenten, verfolgt (Abschnitt 5.3.1). Sowohl die Einfilhrung einer
reaktiven Azid- als auch der Alkineinheit wurden in Betracht gezogen, wobei im Rahmen der letzteren
Variante die Herstellung eines von VEIGE et al. beschriebenen Alkin-haltigen Chlorido(NHC)gold(I)-
Komplex I1I-9 aus einem unsymmetrisch substituierten Benzimidazoliumsalz (III-7) tiber nur 2 Stufen
gelang. Als Azid-Pendant wurde ein Azidoglycin-Derivat III-11 verwendet, das synthetisch einfach
zuganglich ist und orthogonal zur Peptid-Schutzgruppenchemie an der festen Phase (SPPS) eingesetzt
wurde. Nachdem das Potential des Chlorido(NHC)gold(I)-Komplex III-9 in der Azid-Alkin
Click-Reaktion anhand eines kurzen Azid-terminierten Peptides erprobt war, wurden die
Reaktionsbedingungen fiir die Synthese einer Reihe kurzer, linearer Au(I)-Peptidkonjugate optimiert.
Dazu wurden drei verschiedene, N-terminal Azid-funktionalisierte SPPS-Peptidbausteine
(II1-12/111-14/111-15) jeweils mit zwei unterschiedlich wasserléslichen, NEWKOME-dhnlichen
Dendronen (III-16/111-26) iiber einen Aminohexansdure-Abstandshalter miteinander verkniipft und
anschliefRend in der kupferkatalysierten 1,3-dipolare Cycloaddition (CuAAC) mit Au(I) in Form von
III-9, durch die Ausbildung eines 1,4-disubstituierten 1,2,3-Triazolrings, funktionalisiert
(Abschnitt 5.3.2). So ergab sich eine Serie von 6 amphiphilen Au(I)-Peptidkonjugaten, die
entsprechend ihres geladenen (III-23 - III-25) bzw. ungeladenen Dendron (III-31 - I1I-33) auf ihre
Eigenschaft, supramolekulare Uberstrukturen im Nanometer-Bereich zu bilden, mit Hilfe der
CD-Spektroskopie und TEM-Untersuchungen analysiert wurden.

Auf Grundlage der endstdndig eingefithrten Tricarbonsdure als hydrophiler Molekiilteil in
III-23 - I1I-25 (Abschnitt 5.3.3), fithrten die durch Deprotonierung im neutralen bis basischen
pH-Bereich erzeugten negativen Ladungen in der Peripherie der Au(l)-Metalloamphiphile zur
elektrostatischen Abstofdung der Monomere. Wie TEM-Aufnahmen weiterhin bestatigten, wurde iiber
eine Erniedrigung des pH-Wertes die supramolekulare Selbstassemblierung von III-23 - III-25 in

1-dimensionale, kolumnare Nanostdbchen initiiert. Die zunehmende Abschirmung der Ladungen wird
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dabei im Sinne eines frustrierten Wachstums auch durch die Erhéhung der Ionenstirke im Medium
vorrangetrieben. Anhand des Metalloamphiphils III-23, welches eine Diphenylalaninsequenz tragt,
konnte der Selbstassemblierungsprozess CD-spektroskopisch eindeutig verfolgt werden, sodass ein
Monomer-zu-Polymer-Ubergang bei pH 6,8 identifiziert wurde. Temperaturabhingige Messungen via
der Durchfilhrung von Schmelzkurven auf 90 °C, erdffneten Hiweise zur Kooperativitit des
vorliegenden Nukleation-Elongation-Mechanismus. Aufierdem konnte beispielhaft verdeutlicht
werden, dass der eingefiihrte Benzimidazolium-basierte NHC-Au(I)-Komplex sowie der
1,2,3-Triazolring maf3geblich zur Hydrophobizitit des Molekiils und der ausschlaggebenden Triebkaft
einer supramolekularen Assemblierung, dem hydrophoben Effekt, beitrdgt. Wie rheologische
Messungen bestatigen, ist der Einsatz von III-23 zur Bildung von Hydrogelen, zuriickzufiithren auf die
vorhandenen Carbonsauren, moglich.

Aus der Reihe der ungeladenen, TEG-haltigen Au(I)-Metalloamphiphile I1I-31 - III-33 (Abschnit 5.3.4)
zeigte sich, dass die Einfiihrung einer Glutaminsdure in die alternierende Sequenz von zwei
Phenylalaninen zu pH-sensitiven Eigenschaften in der supramolekularen Aggregation fiihrt. Im
Vergleich zu den ausschliefilich hydrophoben Aminosauren in I1II-31 und III-32, die den Erwartungen
entsprechend pH-unabhingig assemblierten, lag das entsprechende Au(I)-Peptidkonjugat mit der
FEF-Sequenz III-33 bei extremen pH-Werten entweder disassembliert (bei pH 11,1) oder in Form von
supramolekularen Aggregaten (bei pH 2,3) vor. Aufgrund der Einfilhrung von nur einer polaren
Glutaminsaure in den ansonsten daufierst hydrophoben Teil dieses Au(I)-Metallamphiphils, wurde die
Balance der attraktiven und abstofienden Krifte so eingestellt, dass der pH-Bereich, in dem eine
Selbstassemblierung moglich ist, bis auf neutrale pH-Werte ausgeweitet werden konnte. So wurde die
supramolekulare Aggregation in 1D-Strukturen bei pH 7,4 mit Hilfe CD- und TEM-Kkorrelierter
Untersuchungen in Abhéngigkeit der Zeit verfolgt. In diesem Zusammenhang bot sich die Beobachtung
der CD-Bande im langerwelligen UV-Bereich, bei A% 295 nm an, welche in Verbindung mit der
metallorganischen NHC-Au(I)-Struktur gesehen wird. Dabei wurde ein spektakuldr langsamer
Assemblierungsprozess beobachtet, der zu Nanostdbchen mit beeindruckender Liange gefiihrt hat
(Abbildung 5.21, C). Dieses im Arbeitskreis einzigartige Forschungsergebnis verdeutlicht die
Notwendigkeit, mittels kinetischer Untersuchungen Assemblierungspfade zeitlich aufzulésen.

In einem letzten Diskussionsabschnitt (siehe 5.3.5) wurden die Au(I)-Metalloamphiphile I1I-23 und
I1I-33 auf ihre Photolumineszenzeigenschaften in Abhangigkeit der pH-abhangigen supramolekularen
Assemblierung untersucht. Eine Emission wurde liber einen breiten Bereich zwischen 400 und 500 nm
detektiert, wobei die Assemblierung zur verstarkten Streuung des Anregungslichts fithrte. Wie in der
Haupteinleitung dieser Arbeit (Vergleich mit Kapitel 1.1) beschrieben, kénnen kurze Abstdnde
zwischen Au(l)-Zentren zu aurophilen Wechselwirkungen fithren und entsprechende
Emissionsprozesse beeinflussen. In diesem Zusammenhang wurden keine wesentlichen
Veranderungen in den Photolumineszenzspektren beobachtet. Ob  Au(I):---Au(l) als

aggregationsinduzierende Kraft wirkt, konnte nicht abschliefend geklart werden.
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6. Synthese wasserloslicher,
C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via CuAAC Click-Chemie

zur Herstellung supramolekularer Polymere
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Ergebniskapitel IV - Synthese wasserloslicher, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via CuAAC Click-Chemie zur Herstellung supramolekularer Polymere

6.1 Einleitung

Abgesehen von der hydrohilen Peripherie, welche den Prozess der Selbstassemblierung in Wasser
uber sterische oder elektrostatische Effekte beeinflusst, sind es vor allem die natirlichen und
unnatiirlichen Aminoséduren, von dessen strukturellen Vielfalt in der Synthese von Peptidamphiphilen
profitiert wird. So kdnnen die C3-symmetrischen Peptidarme im inneren Kern der, auf Basis des BTA-
Strukturdesigns, diskotischen, supramolekularen Monomere mit ausgewahlten Aminosauresequenzen
und Funktionen ausgestattet werden, um das Gleichgewicht zwischen aggregationsinduzierenden und
-hemmenden Wechselwirkungen fein einzustellen. Die verstiarkte thermodynamische Triebkraft fiir
eine erleichterte supramolekulare Polymerisation wurde, in Bezug auf den hydrophoben Effekt und
zum Einstellen von Phasendiagrammen zu Bedingungen mit physiologischer Salzstirke und

angepassten pH-Werten, in Diskussionskapitel 4.1 vorgestellt.

Neben der Homopolymerisation wurden innerhalb der Arbeitsgruppe um BESENIUS auch gegensatzlich
geladene, C3-symmetrische Copolymerstrukturen, durch die Integration von Glutaminsauren (Glu, E)
bzw. Lysinen (Lys, K), entwickelt.[251-253] Dazu wurden amphiphile Peptidmonomere komplementar
zueinander konzipiert und mit [-Faltblatt kodierten Aminosduresequenzen, zundchst mit
alternierenden Alaninen oder Leucinen, ausgestattet.[2531 Wie CD- und TEM-Untersuchungen belegen,
liegen derartige Comonomere isoliert voneinander in Losung bei einem neutralen pH-Wert, aufgrund
elektrostatisch-abstof3enden, intermolekularen Kraften, molekular gelést vor und assemblieren im
sauren (Glu) bzw. basischen (Lys) Milieau in die entsprechenden Homopolymere. Das 1:1 Mischen
dieser Comonomere bei neutralen pH-Bedingungen fiihrt zum elektrostatischen Ausgleich der invers
geladenen Amphiphile, sodass die intermolekularen CoLOUMB-Wechselwirkungen in der Ausbildung
alternierender Copolymere resultiert. Die Ergebnisse der CD-spektroskopischen Analyse, welche im
fernen UV-Bereich charakteristische Banden fiir eine (-Faltblatt geprdgte Nahordnung in den
Copolymeren aufwies, wurden auch mittels Cross Polarisation Magic Angle Spinning (CPMAS)-13C-
NMR-Spektroskopie bestatigt. Der pH-Bereich, in dem die Copolymerisation dirigiert werden kann, ist
abhdngig von den unpolaren Aminosduren und dem Grad der dadurch eingestellten Hydrophobie im
inneren der diskotischen Peptidamphiphile. Um die Reichweite sowohl in den basischen als auch in
den sauren pH-Bereich moéglichst weit auszuschdpfen, basieren weitere Forschungsarbeiten auf der
Verwendung aromatischer Phenylalanine. In diesen Zusammenhang konnte der Erfolg der
Copolymerisation und die alternierend vorliegenden Comonomere im Polymer in geschickter Weise,
durch das Einbringen eines FRET-Paares (FORSTER-Resonanzenergietransfer) in die C3-symmetrischen
Peptidarme, photospektroskopisch bewiesen werden (Abbildung 6.1, A).[252] Dariiber hinaus wurden
scharfe Uberginge von den ungeladenen Homopolymeren zum entsprechenden amphoteren
Copolymer bei pH 3,8 und pH 10,5 beobachtet und wird anhand der schematischen Darstellung in
Abbildung 6.1, B visualisiert. Die in TEM-Aufnahmen beobachteten Strukturen 1-dimensionaler,
supramolekularer Copolymere zeigten mutmafilich die Form von Helices (Abbildung 6.1, C). Innerhalb
eines ,Mismatch“-Experiments zeigte sich, dass das Mischen von Comonomeren mit sich einander

ausgleichenden Ladungen und B-Faltblatt kodierten Peptidstrangen unterschiedlicher Lange (GFEFEF,
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6.1 Einleitung

GFEFE bzw. GFKFKCnf, GFKFK mit Cnf=para-Cyanophenylalanin) zur Abschwichung der
supramolekularen Copolymere, ausgedriickt durch ein verkleinertes pH-Spektrum, in dem stabile

Coaggregate vorgefunden wurden, fithrt.[251]
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Abbildung 6.1 A Chemische Strukturen und schematische Darstellungen von C3-symmetrischen Comonomeren, ausgestattet mit
alternierenden Aminosduresequenzen auf Basis von Phenylalanin und Glutaminsédure (IV-1) oder Phenylalanin und Lysin (IV-2).
B Schematische Darstellung der supramolekularen Copolymerisation bei neutralem pH-Wert zwischen den komplementar
zueinander geladenen, dendritischen Peptidamphiphilen in Wasser. CNegativ kontrastrierte TEM-Aufnahmen der
supramolekularen Copolymere bei pH = 7,4.1252 Nachdruck frei nach Ref. [252] mit der Genehmigung von John Wiley and Sons.

Kiirzlich konnte in einer detailierten Studie mittels dynamischer Lichtstreuung (DLS), unterstiitzt
durch CD- und TEM-Experimenten, gezeigt werden, dass ungleiche Mischungsverhaltnisse (2:1 bzw.
1:2) dieser C3-symmetrischen, polaren Comonomere keinen Einfluss auf die supramolekulare
Polymerisation haben. Dabei erschienen die erhaltenen durchschnittlichen Langenverteilungen, trotz
eines bis zu 50%igen Uberschusses von einem der beiden Comonomere, unverindert. Die geringe
Polydispersitdit von ©=1,16-1,26 und weitere kinetische Untersuchungen unterstiitzen den
Vorschlag, dass der Prozess dieser Copolymerisation auf Grundlage eines aktiven Dimers, das den
Zusammenschluss eines kationischen und anionischen Comonomers darstellt, stattfindet. Der
Elongationsprozess ausgehend von einem aktiven, neutralen Dimer wiirde vergleichsweise langsam
stattfinden und im Einklang mit dem unbeeinflussten Polymerisationsgrad bei

2:1/1:2-Mischungsverhiltnissen stehen.[265]

Es lasst sich zusammenfassen, dass ein prazises Zusammenspiel von intermolekularen
CouLoMB-Wechselwirkungen, Wasserstoftbriickenbindungen und der hydrophoben Abschirmung der
kontrollierten Homo- und Copolymerisation in 1-dimensionale, kolumnare Aggregate in Losung dient.
Das Konzept dieses auf elektrostatischen Ladungen basierten supramolekularen Prozess konnte
innerhalb derselben Arbeitsgruppe zur Synthese von Polymerbiirsten an Oberflichen iibertragen
werden.[202203] Dazu war es moglich die C3-symmetrischen Monomere aufgrund ihrer zueinander
komplementiren Ladungen, alternierend und kinetisch kontrolliert auf elementaren Au-Oberfldchen
aufzutragen. Eine derartig kontrollierte, sequentielle Auftragung der Monomere erméglicht es die
Hohe der Polymere genau einzustellen und bietet eine vielversprechende Plattform, um

selbstassemblierte Materialien herzustellen.[128:266]
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Ergebniskapitel IV - Synthese wasserldslicher, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via CuAAC Click-Chemie zur Herstellung supramolekularer Polymere

6.2 Motivation und Konzept

Mit den gewonnenen Erkenntnissen zur supramolekularen Polymerisation linearer
Au(I)-Peptidkonjugate, sollten in diesem Teil der Arbeit makromolekulare, C3-symmetrische Au(I)-
Metalloamphiphile mit ausgewahlten Aminosaurefunktionen hergestellt werden, um einerseits die
supramolekulare Assemblierung hinsichtlich einer Homo- sowie Copolymerisation zu untersuchen
und andererseits das Au(l) in den sterisch anspruchsvollen, hydrophoben Teil der diskotischen
Monomere einzubringen, sodass mogliche lumineszente Eigenschaften durch eingeschrankte

Freiheitsgrade geférdert werden (Abbildung 6.2, C).

Das Design der C3-symmetrischen, supramolekularen Au(I)-Metalloamphiphile IV-3 und IV-4 basiert
erneut auf dem Benzol-1,3,5-tricarboxamid als etabliertes Kern-Strukturmotiv (Abbildung 6.2, grau).
Die wasserlosliche Peripherie der angestrebten Aggregate in Wasser ergibt sich aus dem ungeladenen,

TEG-haltigen NEWKOME-Dendron (Abbildung 6.2, rot).
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Abbildung 6.2 Chemische Strukturen C3-symmetrischer Metalloamphiphile mit Au(I) in der peptidischen Seitenketten IV-3 (A)
und IV-4 (B) und die potentielle supramolekulare Selbstassemblierung dieser supramolekularen Monomere im neutralen
Zustand (C) als Drauf- (links) und Seitenansicht (rechts).

Den hydrophoben Zwischenraum der peptidischen BTA-Seitenarme (Abbildung 6.2, blau) sollten
neben Phenylalaninen (IV-3) auch polare Aminosduren fiillen, welche die Mdoglichkeit zu einem
elektrostatisch getriebenen Assemblierungsprozess legen. Dazu wurde die Struktur von IV-4 mit zwei
Lysinen in einer GKFK-Sequenz angestrebt und stellt im Sinne der Copolymerisation
(Einleitungskapitel 6.1) ein positiv geladenes Monomer bei erhohtem pH-Wert dar. Durch die

Veranderung des pH-Wertes sollte dieses potentiell schaltbare, supramolekulare Eigenschaften
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6.2 Motivation und Konzept

aufweisen und dariiber hinaus mit einem weiteren Comonomer, das bei einem neutralen pH-Wert
entgegengesetzte Ladungen tragt, in einem kontrollierten, alternierenden Polymerisationsprozess

assemblieren.

Die Integration einer unnatiirlichen, Azid-haltigen Aminosaure in die amphiphilen Peptidvorlaufer
sollte es ermdglichen, Au(I) tiber die entwickelte CuAAC-vermittelte indirekte Funktionalisierung des
N-heterozyklischen Carbenliganden (III-9) in die Cs-symmetrischen Strukturen einzubringen
(Ergebniskapitel 1II). Durch verkiirzte Au(I)----Au(I) Abstinde im supramolekularen Aggregat
(Abbildung 6.2, C gelbe Linien), sollten attraktive, metallophile Wechselwirkungen mdoglicherweise
begiinstigt werden und einen Einfluss auf Lumineszenzuntersuchungen zeigen. Die variable Position
der vorliegenden Au(I)-Einheit innerhalb der Aminosiduresequenz (Abbildung 6.2, C griine Pfeile)

sollte zusatzlichen Handlungsspielraum bieten, um die raumliche, chirale Umgebung anzupassen.
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Ergebniskapitel IV - Synthese wasserloslicher, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via CuAAC Click-Chemie zur Herstellung supramolekularer Polymere

6.3 Diskussion

Nachdem in Kapitel 5 die kupferkatalysierte Azid-Alkin Cycloaddition an dem [Au!ClI(NHC)]-Komplex
III-9 erarbeitet und erfolgreich zur Herstellung einer Kkleinen Reihe von Kkurzen
Au(I)-Metalloamphiphilen genutzt werden konnte, erfolgte innerhalb des Ergebniskapitels IV die
Ubertragung dieser postsynthetischen Konjugationsmethode zur Darstellung Cs-symmetrischer
Au(I)-Metalloamphiphile IV-3 und IV-4. Ausgehend von einem Azid-haltigen Aminosdureanalogon,
wurde die Funktionalisierung mit dem Alkin-tragenden N-heterozyklischen Liganden in III-9 via

CuAAC ermoglicht.

In dem vorangehenden Ergebniskapitel III konnten vor allem Erfahrungen zur pH-schaltbaren,
supramolekularen Selbstassemblierung in Bezug auf ein frustriertes Wachstum ausgehend von einer
peripher angeordneten Tricarbonsdure erhalten werden. Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass der
Einbau einer Glutaminsaure in die lineare Struktur eines Au(I)-Metalloamphiphils zu pH-sensitiven
Eigenschaften gefiihrt hat. Im Rahmen dieses Kapitels beruht die praparative Herangehensweise auf
einer konvergenten Synthesestrategie, sodass der peptidische BTA-Kern effizient in Bezug auf die
supramolekularen Eigenschaften, wie m-m-Stapelung und elektrostatischen Wechselwirkungen,
angepasst werden konnte. Zur Erarbeitung dieses Synthesekonzeptes, wurde zunichst ein rein
Phenylalanin-basiertes, C3-symmetrisches Au(I)-Metalloamphihil IV-3 hergestellt und auf potentielle
Eigenschaften beziiglich der supramolekularen Selbstassemblierung getestet. In der fortgeschrittenen
Arbeit wurde anschliefiend der Versuch unternommen, Lysine in die Peptidseitenarme einzubringen,
um wie in den vorgestellten C3-symmetrischen Comonomere (Vergleich mit Kapitel 6.1) einen
elektrostatisch getriebenen Assemblierungsprozess zwischen Monomer und Homopolymer in
Abhangigkeit des pH-Wertes zu beobachten. Als Comonomer sollte IV-4 den Weg hinsichtlich eines
ersten Au(D)-funktionalisierten Copolymers bereiten und einen Einfluss auf mdgliche
Lumineszenzfahigkeiten mit Blick auf metallophile Wechselwirkungen im supramolekularen Aggregat

zeigen.

6.3.1  (s-symmetrisches Au(l)-Metalloamphiphil auf Basis von Phenylalaninen IV-3

Mit Blick auf den konvergenten Syntheseplan wurde im ersten Diskussionsabschnitt zunéchst die
Herstellung der notwendigen unnatiirlichen, Azid-funktionalisierten Aminosaure (IV-7) ermdglicht.
Nach der Ankniipfung an das in Ergebniskapitel III vorgestellte TEG-haltige NEWKOME-Dendron, wurde
der erhaltene wasserldsliche Teil mit dem hydrophoben BTA-Kern (IV-13), ausgestattet mit
Phenylalaninen in den Peptidarmen, verbunden und das Au(l) in einem finalen Reaktionsschritt

eingebracht.

Die Einfithrung der Azid-Funktionalitidt in eine Aminosduresequenz ist {iber verschiedene Wege
realisierbar.[267] [n Ergebniskapitel [Il fiihrte die Darstellung eines zum Glycin &hnlichen
Azid-Bausteins, zuganglich liber eine simple Substitutionsreaktion an Brom-Essigsdure, zu einer

N-Azid-terminierenden Einheit an den SPPS-Peptidbausteinen. Dieser Teil der Arbeit erforderte es,
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6.3 Diskussion

dass die Azid-Funktionalitit in der Seitenkette vorliegt und die unnatiirliche Aminosaure iiber beide
reaktiven, endstindigen Amin- und Carboxylgruppen in das Peptidriickgrat integriert werden konnte.
Unter Zuhilfenahme eines Diazotransferreagenz, Imidazol-1-sulfonylazid Hydrochlorid IV-5, das als
bevorzugte Alternativel2682691  zu weniger thermodynamisch stabilen Reagenzien wie
Trifluormethansulfonylazid(270-272] zuvor hergestellt wurde, konnte Fmoc-geschiitztes Lysin IV-6 in
Gegenwart des freien C-Terminus mit einem Azid im Aminosdurerest ausgestattet und nach einer
sdulenchromatographischen Aufreinigung in 60% Ausbeute erhalten werden (Abbildung 6.3,1V-7). In
der NMR-spektroskopischen Analyse wurde ersichtlich, dass sich dabei das NMR-Signal, welches den
Protonen der €-CH: in der Seitenkette des Lysins zugeordnet wurde, von 2,76 - 2,71 ppm (Multiplett)
zu 3,32 ppm verschiebt und eindeutig als Triplett (] = 6,7 Hz) erscheint. Die anschlief}ende Kupplung
an das TEG-haltige Dendron (III-26) erfolgte iiber eine PyBOP-vermittelte Amidierung in Gegenwart
von HOAt unter Erhalt der stereochemischen Information mit 76% Ausbeute nach Gréfdenausschluss-
chromatographie und der Reinigung iiber SiO2. Nach der Umsetzung mittels Piperidin, wurde das
wasserloslichliche, Azid-haltige Molekil 1IV-9 zur Herstellung der (3-symmetrischen
Au(I)-Metalloamphiphile nach einer SEC-Aufreinigung erhalten. Die Gesamtausbeute ausgehend von

Fmoc- und Boc-geschiitzten Lysin liber vier Stufen betrigt dabei moderate 28%.
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Abbildung 6.3 Herstellung der unnatiirlichen, Azid-funktionalisierten Aminosdure IV-7 aus Fmoc-Lys-OH (IV-6) und
anschliefRende Amid-Kupplung an das wasserlosliche, NEWKOME-dhnliche TEG-Dendrimer iiber einen eingefiihrten Ce-
Abstandshalter (IV-9): i) IV-6 (1,0 Aq.), IV-5 (1,2 Aq.), K2CO: (2,1 Aq.), CuSOs - 5H20 (1 mol%), 0 °C - RT, iiber Nacht; if) IV-7
(1,3 Aq.), 11-26 (1,0 Aq.), PyBOP (1,4 Aq.), HOAt (1,0 Aq.), DIPEA (1,0 Aq.), O °C - RT, iiber Nacht, (76% Ausbeute); iii) IV-8
(1,0 Aq.), Piperidine (10 Vol%), RT, 1,5 Stunden, (88% Ausbeute).

Nachdem der wasserlosliche Teil mit einer Azid-funktionalisierten Aminosdure ausgetattet war, wurde
ein hydrophobes BTA-Element auf Basis von Phenylalaninen, zwei pro Seitenarm, synthetisiert IV-13
(Abbildung 6.4). Dazu wurden zunéchst zwei L-Phenylalanine, einseitig N-Fmoc- bzw. C-Boc-geschiitzt,
in der fliissigen Phase unter Verwendung von PyBOP, HOAt und DIPEA miteinander in 95% Ausbeute
verknlipft (IV-10). Es folgte die Entschiitzung des N-Terminus mittels Piperidin, wobei 94% der Stufe
IV-11 nach der chromatographischen Aufreinigung iiber Silica, erhalten wurden. Die Amidierung
dieses Dipeptids an den BTC-Kern konnte in 60% realisiert werden, wobei ein Uberschuss von 30%
IV-11 pro reaktive Carbonsdure verwendet wurde. Erneut fand die Aufreinigung mit Hilfe der
Sdulenchromatographie iiber SiO: statt und es wurden 60% des dreifach substituierten Benzo-
tricarboxyamides IV-12 (siehe Experimentalteil 9.4.2.7) erhalten. Die saure Entschiitzung der tert-

Butyl-Schutzgruppen durch Zugabe von TFA in DCM (1:1 Vol.-%) fiihrte in quantitativer Ausbeute zur

Tricarbonsaure IV-13.
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Ergebniskapitel IV - Synthese wasserldslicher, C3-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile
via CuAAC Click-Chemie zur Herstellung supramolekularer Polymere

H
0

Abbildung 6.4 Synthese eines C3-symmetrischen Hexaphenylalanins auf Basis des BTA-Strukturdesign: i) L-Phenylalanin tert-
butylester hydrochlorid (1,0 Aq.), Fmoc-L-Phenylalanin (1,3 Aq.), PyBOP (1.4 Aq.), HOAt (1,0 Aq.), DIPEA (1,1 Aq.), RT, iiber
Nacht (95% Ausbeute); ii) IV-10 (1,0 Aq.), Piperidin (10 Vol.-%), RT, 2 Std. (94% Ausbeute); iii) Benzol-1,3,5-tricarbonséure
(1,0 Aq.), IV-11 (4,0 Aq.), PyBOP (3,5 Aq.), DIPEA (8,0 Aq.), RT, iiber Nacht (60% Ausbeute); iv) IV-12 (1,0 Aq.), TFA (50 Vol.-%),
(quant. Ausbeute).
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In Abbildung 6.5 wird prasentiert, wie die zuvor hergestellten Strukturelemente, das wasserlosliche,
Azid-haltige TEG-Dendron (Vergleich mit Abbildung 6.3) und das hydrophobe, peptidische
BTA-Element (Vergleich mit Abbildung 6.4), zusammengefiigt wurden. Da die neuen Amidbindungen
in einem rdaumlichen Abstand zum BTA-Kern gebildet wurden, war von vergleichsweise wenig
sterischer Hemmung auszugehen und es reichte ein 30%iger Uberschuss des Amins IV-9 in Bezug auf
die BTA-Tricarbonsaure aus, welches 10% pro peptidischen Seitenarm gleichkommt. Erneut wurde
HOAt zur erfolgreichen Vermeidung von Epimerisierungsproblemen der PyBOP-gefiihrten Reaktion
hinzugegeben. Das Peptidamphiphil IV-14 wurde in der Groéfienausschlusschromatographie
(Sephadex™ LH-20, Methanol) aufgereinigt und es wurde eine 93%ige Ausbeute ermittelt. Die
Charakterisierung erfolgte massenspektroskopisch iiber MALDI-ToF ([IV-14+Na]* =4578,5 gefunden
m/z=4578,4) und in der Nuklearmagnetresonanzspektrskopie, wobei das charakteristische
NMR-Signal, welches den Protonen der e-CHz-Gruppe am Azid-haltigen Lysin zugeordnet werden kann,

als Triplett mit einer Kopplungskonstante von J = 6,9 Hz bei 3,27 ppm identifiziert werden konnte.
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Abbildung 6.5 Synthese des C3-symmetrischen, dendritischen Au(I)-Metalloamphiphils auf Basis von Phenylalaninen IV-3:
i) 1IV-13 (1,0 Aq.), IV-9 (3,3 Aq.), PyBOP (6,6 Aq.), HOAt (4,0 Aq.), DIPEA (8,0 Aq.). ii) IV-14 (1,0 Aq.), I1I-9 (1,0 Aq.), CuSO4 - 5H20
(0,6 Aq.), TBTA (0,6 Aq.), NaAsc (1,2 Ag.), 24 Std., 45 °C.
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6.3 Diskussion

Die finale CuAAC-Reaktion zur Einfiihrung von Au(I) in den peptidischen BTA-Seitenarm wurde in
einem dreifachen stochiometrischen Verhéltniss des [AulCI(NHC)]-Komplexes III-9 zum
C3-symmetrischen Amphiphil IV-3 durchgefiihrt. Die Reakionsdurchfiihrung erfolgte entsprechend
der entwickelten Methodik des Diskussionskapitels 5.3.2 in einem
THF /Wasser-Losungsmittelgemisch (1:1 Vol.-%) iiber 24 Stunden bei 45°C. Die Menge der
eingesetzten Reagenzien, 0,6 Aquivalente CuSOs4-5H20 und TBTA sowie 1,2 Aquivalente
Natriumascorbat, wurde dabei entsprechend der zu realisierenden Anzahl von 1,3-dipolaren
Cycloadditionen zwischen den drei Azid-Funktionen im BTA-Kern von IV-3 und dem Alkin an III-9
angepasst. Die Aufreinigung erfolgte iiber die Grofdenausschlusschromatographie, wobei ein gelber
Feststoff als Produkt mit 66% erhalten wurde. In der analytischen Charakterisierung mittels
NMR-Spektroskopie wurden dufierst stark verbreiterte Protonensignale beobachtet (Vergleich mit
Abbildung 10.100 im Anhang9.4), wobei diese Verbreiterung unabhidngig vom verwendeten
deuterierten Losungsmittel (DMSO-des, CDCl3, ACN-d3, MeOD4) gleich stark ausgepragt war. Es wurde
daher auf eine Charakterisierung innerhalb von 2D-Experimenten verzichtet. Die Untersuchung im
MALDI-ToF-MS lieferte Masse-Ladungsverhaltnisse im hochmolekularen Bereich, die den Erfolg der
dreichfachen CuAAC-Reaktion zu IV-3 bestitigen (Abbildung 6.6). Dabei kann das m/z bei 5697.6147
auf 1IV-3 unter Verlust eines anionischen Chloridoliganden (theor. Berechnung fir
[IV-3-Cl]*=5770,6913) und m/z=5808,5225 auf das Addukt von IV-3 mit einem Proton (theor.
Berechnung fiir [IV-3+H]* = 5808,1665) zuriickgefiihrt werden.
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Abbildung 6.6 Maldi-TOf-MS von IV-3 unter Zugabe von CHCA Matrix in ACN mit einem normierten Ausschnitt aus dem Spektrum
(rechts). Folgende m/z wurden berechnet: [IV-3-Cl]* = 5770,6913; [IV-3+H]* = 5808,1665.

Nach dem das Cs-symmerische Au(I)-Metalloamphiphil IV-3 in der Massenspektroskopie
nachgewiesen werden konnte, wurde es auf die Moglichkeit als neutrales Monomer in der
supramolekularen Polymerisation in Wasser zu dienen, erprobt. Um den Unterschied zum
Peptidamphiphil IV-14 zu analysieren, wurden jeweils Losungen des Vorlaufermolekiils und des
Endprodukts in 10 mM Phosphatpuffer (pH 7,4) angesetzt. Wahrend beide Stufen in gleicher Weise
eine duflerst gute, TEG-basierte Loslichkeit besafien, ergaben sich fiir die CD-spektroskopische
Untersuchung Abweichungen in den geeigneten Konzentrationen zur Absorption des zirkuldr
polarisierten Lichtes. Den Erwartungen entsprechend verfiigt die Probe von IV-3 (20 uM) aufgrund
der eingefiihrten Chlorido(NHC)gold(I)-Komplexe tiber starkere Absorptionseigenschaften als IV-14.
Dennoch wird in Abbildung 6.7 A ersichtlich, dass die erhaltenen, konzentrationsunabhingigen Daten
den gleichen Kurvenverlauf im CD-Spektrum zeigen. Dabei konnte die leicht positive Bande bei
A=220nm und negativ ausgeprdgte Bande bei ca. 210 nm fiir das Vorliegen von monomeren

Strukturen sprechen. Im Vergleich zu Ergebniskapitel 11l wurden im Fall des Au(l)-Peptidkonjugats
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IV-3 keine auffilligen Banden im langerwelligen Bereich knapp vor 300 nm, die als Hinweis auf den

inkorporierten Au(I)-NHC-Komplex in einem chiralen Umfeld gewertet werden, vorgefunden.

Ag/ L*mol™cm™

Abbildung 6.7 A CD-Spektren von einer 20 pM Lésung des C3-symmetrischen Au(I)-Metalloamphiphils IV-3 (PP, pH 7,4) und von
einer 50 uM Losung des Peptidamphiphils IV-14 (PP, pH 7,4). B/C Negativ kontrastrierte TEM-Aufnahmen einer 100 pM Lésung
von V-3 in TRIS-Puffer (10 mM, pH 7,4).

Um einen Einblick in die vorliegende Morphologie zu erhalten, wurde eine 100 pM Losung von IV-3 in
TRIS-Puffer bei einem neutralen pH in der Transmissionselektronenmikroskopie analysiert. In diesem
Zusammenhang zeigen Abbildung 6.7 B und C Ausschnitte von TEM-Aufnahmen auf denen zu
erkennen ist, dass filigrane Assemblate mit einer 1-dimensionalen Ordnung gebildet werden.
Unterstiitzt durch die Ergebnisse aus der CD-Analyse, wird in der mikroskopischen Analyse deutlich,
dass die supramolekulare Polymerisation nur schwach kontrolliert in einer Dimension stattfindet.
Dariiber hinaus wurden auch sphéarische Objekte beobachtet (Vergleich mit Abbildung 10.10 im

Anhang 10.2), die auf IV-3 im monomeren Zustand zuriickgefithrt werden.

In Kooperation mit OLIVER BACK aus dem Arbeitskreis HEINZE wurden schliefllich Argon-gesattigte
Losungen des Au(I)-Metalloamphiphils IV-3 hinsichtlich der Fahigkeit zur UV/Vis-Absorption
und -Emission im Fluoreszenzspektrometer untersucht (Abbildung 6.8). Dabei zeigten sich im
Vergleich zu den Au(I)-Metalloamphiphlen in Kapitel III (siehe Abbildung 5.23) dhnliche Absorptions-
und Emissionsspektren. Durch die Analyse einer Probe des Peptidamphiphils IV-14 in Abbildung 6.8 A
(graue Linie) wurde auch an dieser Stelle deutlich, dass die beobachteten Absorptionsmaxima bei ca.
290nm auf den NHC-basierten Au(l)-Komplex zurickzufilhren sind (Vergleich mit
Absorptionsspektrum von III-9 in Abbildung 5.24). Auch das erhaltene Emissionsspektrum in
Abbildung 10.4 A (siehe Anhang 10.1) demonstrierte eindeutig, dass die Anregung bei 290 nm erst bei
einer Losung von IV-3, nach durchgefiihrter CuAAC-Reaktion mit III-9 an IV-14, in einer Emission im

langerwelligen blauen Bereich resultierte.
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Abbildung 6.8 A UV/Vis-Absorptionsspektrum einer Argon-gesattigten Losung von IV-3 mit einer Konzentration von 10 pM in
Wasser (pH 7,4) bei Raumtemperatur. B Emissionsspektren Argon-geséttigter Losungen von IV-3 (B) bei unterschiedlichen
Konzentrationen (5 - 25 pM) in Wasser (pH 7,4) bei einer Anregungswellenldnge von Aex = 290 nm und bei Raumtemperatur.

Weiterhin  konnten relativ. zu den linearen  Au(I)-Metalloamphiphilen  verstirkte
Emissionseigenschaften fiir das C3-symmetrische Au(I)-Konjugat IV-3 beobachtet werden. So zeigt die
konzentrationsabhangige Titration in B der Abbildung 6.8, die bei gleichen Detektoreinstellungen
aufgenommen wurde, dass die 25 uM-Losung von IV-3 zur gesattigten Emission bei Amax =458 nm
fithrte. Das Anregungsspektrum bei einer Konzentration von 20 uM IV-3 (Abbildung 6.7, B gestrichelte
Linie) lieferte eine Absorption iiber einen weiten Wellenldngenbereich von ca. 210 - 310 nm. Da kein
Maximum fiir eine distinkte Anregungswellenlange, das sich mit Aex = 290 nm der erhaltenen Emission
deckt, definiert werden konnte, wird davon ausgegangen, dass auch strahlungsfreie elektronische
Uberginge bei dem untersuchten Fluoreszenzprozess von Bedeutung sind. Die Zugabe eines
denaturierenden Losungsmittels zu einer wassrigen 10 uM Probe von IV-3 fiihrte nicht zur
Verdnderung des Emissionsmaximums (Abbildung 10.4, B im Anhang 10.1). Es wurde nicht eindeutig
geklart, ob das organische Losungsmittel zur vollstindigen Deassemblierung gefiihrt hat. Diese
Beobachtung steht dennoch im Einklang mit den Emissionsuntersuchungen in Ergebniskapitel 1], bei
denen die Emission der Au(l)-Peptidkonjugate unabhidngig der pH-sensitiven Assemblierung

aufgetreten ist.

6.3.2  (3-symmetrisches, Lysin-haltiges Au(I)-Metalloamphiphil IV-4

Nachdem im ersten Diskussionsabschnitt die Synthesestrategie erfolgreich eingefiihrt werden konnte,
wurde in einem weiteren Teil der Versuch unternommen ein Au(I)-Metalloamphiphil mit
pH-sensitiven Eigenschaften auszustatten, welche auf elektrostatischen Kraften innerhalb des
ansonsten hydrophoben, C3-symmetrischen BTA-Kerns beruhen (IV-4). Neben der Glutaminsaure, die
bereits in Ergebniskapitel Il verwendet worden ist, kdnnen auch Lysine in diesem Zusammenhang
verwendet werden (siehe Einleitungskapitel 6.1). Dabei wurde ein zuvor hergestellter
Cs-symmetrischer Peptidbaustein IV-15 mit GKFK-Peptidkette aufgegriffen, dessen Herstellung in
diesem Zusammenhang nicht weiter erldutert werden soll. In Abbildung 6.9 wird die
Zusammenfiihrung des Azid-haltigen, wasserldslichen TEG-Dendron IV-9 mit diesem peptidischen
BTA-Kern in der konvergenten Syntheseroute deutlich. Der PyBOP-unterstiitzten Ausbildung einer

Amidbindung folgte die Grofdenausschlusschromatographie als Aufreinigungsschritt.
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Abbildung 6.9 Synthese des C3-symmetrischen, dendritischen Au(I)-Metalloamphiphils IV-4 mit potentiell pH-schaltbaren
Eigenschaften fiir die supramolekulare Polymerisation: i) IV-15 (1,0 Aq.), IV-9 (3,3 Aq.), PyBOP (4,4 Aq.), HOAt (4,0 Aq.), DIPEA
(8,0 Aq.); i) IV-16 (1,0 Aq.) TFA (50 Vol.-%), (81% Ausbeute); iif) IV-17 (1,0 Aq.), I-9 (3,0 Aq.), CuSOs - 5H20 (0,6 Aq.), TBTA
(0,6 Aq.), NaAsc (1,2 Aq.), 24 Std., 45 °C.

Nachdem die erfolgreiche Synthese von IV-16 massenspektroskopisch im MALDI-TOf
(Abbildung 6.10, A) mit dem Signal bei m/z =5678,03, identifiziert als Natrium-Addukt von IV-16
(theor. Berechnung fiir [IV-16+Na]* =5677,7840), bestdtigt war, wurden die Lysin-Seitengruppen
umgehend durch Zugabe von Trifluoressigsaure deblockiert. Das Produkt IV-17 wurde als TFA-Salz
erhalten, wobei in der NMR-spektroskopischen Analytik ersichtlich wurde, dass die
Boc-Schutzgruppen vollstindig entfernt werden konnten. Unterstiitzt wird diese Aussage weiterhin
durch das MALDI-Spektrum, welches als Auschnitt in Abbildung 6.10 B gezeigt wird, wobei das
m/z =5054,90 dem einfach-protonierten, C3-symmetrischen Lysin-Derivat IV-17 zugeordnet wurde
(theor. Berechnung fiir [IV-17+H]*=5054,4922). Die Abwesenheit weiterer, hohermolekularer
Spezies unterstreicht die gelungene Deblockierung, weil der Verlust der Boc-Schutzgruppen mit dem
Gewichtsverlust einhergeht. Aus den zwei konsekutiven Reaktionsschritten ergab sich eine

Gesamtausbeute von 81%.
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Abbildung 6.10 Ausschnitte aus (+)-MALDI-TOf-MS Spektren des Cs3-symmetrischen, Lysin-haltigen Peptidamphiphils mit
Boc-Schutzgruppen (IV-16) und nach der Deblockierung (IV-17); gelost in ACN unter Verwendung von CHCA als Matrix, wobei
folgende m/z berechnet wurden: [IV-16+Na]* = 5677,7840 (A), [IV-17+H]* = 5054,4922 (B).

Die anschliefsende kupferkatalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen dem Alkin des [Au!CI(NHC)]
III-9 und den Azid-Einheiten am Cs-symmetrischen Peptidamphiphil IV-17 wurde wie im vorherigen
Kapitelabschnitt 6.3.1 in einem stochiometrischen Verhaltnis von 1:3 gemafd der ausgearbeiteten
Vorschrift aus Ergebniskapitel Il durchgefiihrt. Die Aufreinigung erfolgte iiber die
Grofdenausschlusschromatographie mit einem Losungsmittelgemisch aus Chloroform und Methanol
(2:1 Vol.-%). In den ersten Fraktionen wurde ein weifer Feststoff als Produkt IV-4 erhalten, wobei die
Charakterisierung in der NMR-Spektroskopie aufgrund der starken Signalverbreiterung die
Zuordnung zu den entsprechenden Protonen nicht ermoéglichte (Vergleich mit Abbildung 10.102 im
Anhang 10.4). Die Analyse eines MALDI-Experimentes zeigte eine Reihe hochmolekularer Spezies im
Bereich von m/z =5600 - 6600, wobei ein Signal bei m/z=6307,94 auf das einfach geladene IV-4
hindeutet (Vergleich mit berechneter m/z fiir [IV-4+H]* = 5306,0938).

Trotz eingeschriankter Charakterisierungserfolge, sollte der Versuch unternommen werden, das
erhaltene Produkt auf sein Assemblierungspotential als supramolekulares Monomer in Wasser in
Abhangigkeit zum pH-Wert zu testen. Wie in den Kapiteln zuvor, wurde dazu eine Lésung von IV-4
(30 uM in 10 mM Phosphatpuffer, pH 7,4) mit Hilfe der CD-Spektroskopie untersucht. Eine Erhéhung
des pH-Wertes sollte zu einer Deprotonierung der Lysine fithren, sodass IV-4 im basischen Mileau bei
pH= 10 als neutrale Struktur vorliegt. Mdgliche hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den
Molekiilen kénnen in Wasser zu attraktiven intermolekularen Kraften und zur Selbstassemblierung
fithren. In Abbildung 6.11 A wird ersichtlich, dass die Messung bei einem basischen pH-Wert (pH 10,4)
sch kaum von der Vergleichsmessung bei pH 2,4 unterscheidet. Diese Beobachtung war Anlass auch
das peptidische Vorldufermolekiil IV-17 auf die Verdnderung des pH-Wertes zu untersuchen. In
Abbildung 6.11 B wird deutlich, dass die CD-Spektren bei pH 2,4 und pH 11,1 einer 50 uM Lésung von
IV-17 (10 mM Phosphatpuffer) identisch sind und daher davon ausgegangen wird, dass die
pH-Schaltbarkeit nicht realisiert werden konnte. Der Grund hierfiir liegt méglicherweise in dem Lysin-
haltigen Peptidriickgrat, sodass aufgrund einer zu schwach ausgeprigten Hydrophobizitit im

BTA-Kern das Gleichgewicht zwischen den attraktiven und den repulsiven Kraften in der
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wasserloslichen Peripherie nicht ausbalanciert wurde und somit nicht zur supramolekularen

Selbstassemblierung kommen konnte.
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Abbildung 6.11 CD-Spektren des Lysin-haltigen Peptidamphiphils IV-17 sowie des daraus hergestellten Au(I)-Metalloamphiphils
IV-4 bei 293 K: A 30 uM Losung von IV-4 in Phosphatpuffer (10 mM) bei unterschiedlichen pH Werten. B 50 pM Lésung von
IV-17 in Phosphatpuffer (10 mM) bei unterschiedlichen pH-Werten.

Um die Selbstassemblierung zusatzlich mittels elektrostatischen Wechselwirkungen zu forcieren,
wurde das hergestellte Au(I)-Metalloamphiphil IV-4 mit einem Glutaminsaure-haltigen
Cs-symmetrischen Comonomer 1a (Strukturformel nicht gezeigt), hergestellt und zur Verfiigung
gestellt von PATRICK AHLERS, [209] bei neutralen Bedingungen (pH 7,4) in einem 1:1-Verhaltnis (Vol.-%)
gemischt (Abbildung 6.12). Dabei decken sich die Daten dieser 50 pM-Messung (rote Linie) mit der

berechneten Linearkombination (schwarze Linie) aus den CD-Spektren der einzelnen

Comonomerlésungen (25 uM in PP), sodass die Copolymerisation wahrscheinlich nicht stattgefunden
hat.
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Abbildung 6.12 A CD-Analyse der moglichen Copolymerisation (rote Linie) einer 1:1 Vol.-% Losung der Comonomere IV-18
(25 puM in PP, dunkelgraue Linie) und IV-4 (25 uM in PP, hellgraue Linie) bei pH 7,4 sowie die berechnete Linearkombination
(schwarze Linie). B CD-Spektren der 50 uM Comonomerlésung bei pH 7,4 und pH 2,4.

Wahrend ein erh6hter pH-Wert keinen Einfluss auf das CD-Spektrum in Bezug auf IV-4 nahm, wurde
bei der pH-Erniedrigung auf pH 2,4 die negativen Ladungen im hydrophoben Kern von 1a
ausgeschaltet. Entsprechend den Erwartungen erschien dabei eine CD-Bande bei 210 nm (blaue Linie),

welche ausschliefdlich mit dem homopolymeren Assemblierungsprozess von 1a einhergeht.[251]
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6.4 Fazit

Im letzten Ergebniskapitel dieser Arbeit wurde eine Herstellungsroute und die Selbstassemblierung
Cs-symmetrischer Au(I)-Metalloamphiphile, die durch indirekte NHC-Ligandenfunktionalisierung in
der peptidischen BTA-Seitenkette hergestellt wurden, untersucht. Die Modifikation der dendritischen
Amphiphile erfolgte im hydrophoben Kern iiber die in Ergebniskapitel Il entwickelte
kupferkatalysierte Azid-Alkin 1,3-dipolare Cycloaddition mit [Au!CI(NHC)] III-9. Im Vergleich zu den
zuvor beschriebenen linearen Au(I)-Peptidkonjugaten (Kapitel 5.3), sollte das Au(I) in der chiralen
Tasche der BTA-basierten Monomerstrukturen einer sterisch anspruchsvollen Umgebung ausgesetzt
werden, welche potentielle Lumineszenzeigenschaften fordern und nahe Au(I):--*Au(l) Abstdnde

zulassen.

Im ersten Teil des Kapitels wurde die synthetische Zuganglichkeit {iber eine konvergente Strategie
entwickelt. Eine unnatiirliche Azid-tragende Aminosédure IV-7 konnte ausgehend von Lysin hergestellt
und an das TEG-Dendron (III-26) gekuppelt werden. Aus konzeptionellen Griinden wurde das
wasserlosliche Strukturelement IV-9 zundchst mit einem synthetisierten C3-symmetrischen
Oligopeptid IV-13, das ausschliefilich hydrophobe Phenylalanine enthalt, verbunden. Das erhaltene
homopolymere Pepidamphiphil IV-14 konnte im letzten CuAAC-Syntheseschritt erfolgreich mit Au(I)
zu Au(I)-Metalloamphiphil IV-3 funktionalisiert werden, wie Messungen des MALDI-ToF-MS belegen.
Wiahrend die CD-Spektroskopie nur einen eingeschriankten Einblick zur Selbstassemblierung
gewahrten, zeigte die TEM-Analyse, dass filigrane Nanostdbchen mit einer ausgepréagten Morphologie
vorlagen. Die lumineszenten Eigenschaften dieser selbstassemblierten Strukturen waren
vergleichsweise stark ausgepragt. Dabei lieferte die UV/Vis-Analyse das gleiche Absorptionsspektrum
und das Emissionsspektrum zeigte dasselbe Wellenldngenmaximum bei Amax =458 nm wie fiir die
linearen Au(I)-Metalloamphiphile aus Kapitel 5.3. beobachtet werden konnte. Unter Berticksichtigung
der in Ergebniskapitel IIl erhaltenen Erkenntnisse kann davon ausgegangen werden, dass die
Lumineszenz aus dem metallorganischen Au(I)-Molekiilteil resultiert. Ob die verstarkte Emission
ausschliefdlich mit der dreifachen Funktionalisierung pro Monomer mit Au(I) zusammenhéngt oder die
sterische Umgebung der C3-Symmetrie einen umfangreichen Einfluss nimmt, konnte nicht

abschlief3end geklart werden.

Im zweiten Kapitelabschnitt wurde ein potentiell schaltbares Lysin- und Phenylalanin-haltiges
Cs-symmetrisches Au(I)-Metalloamphiphil IV-4 synthetisiert. Im Sinne des Baukastenprinzips wurde
dabei das Azid-funktionalisierte TEG-Dendron (IV-9) mit einem BTA-Kern auf Basis einer
GKFK-Aminosauresequenz (IV-15) verbunden, anschliefend direkt zum Peptidamphiphil IV-17
entschiitzt und in einer CuAAC mit III-9 umgesetzt. Das erhaltene Comonomer IV-4 sowie die
peptidische Vorlauferverbindung besafien keine markanten pH-sensitiven Eigenschaften, wie in der
CD-Spektroskopie nachverfolgt wurde. In der Mischung mit einem weiteren gegensatzlich

negativ-geladenen Peptidamphiphil 1a wurden auch die comonomeren Eigenschaften von IV-4 bei
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neutralen pH-Wert erprobt, wobei die mdglichen zusatzlichen elektrostatischen Wechselwirkungen

nicht zum alternierenden Polymer fiihrten.

Hinsichtlich der vorliegenden CD-aktiven Strukturelemente in den Au(I)-Metalloamphiphilen IV-3 und
IV-4 liegt ein vergleichsweise kurzes Peptid im BTA-Seitenarm vor. Dem Diphenylalanin bzw. der
GKFK-Sequenz schliefdt sich ein unnatiirliches Lysin an, tiber das Au(I) erfolgreich eingefiithrt werden
konnte. Entsprechend der innerhalb dieses Kapitels entwickelten Syntheseroute kann der Azid-haltige
wasserlosliche TEG-Molekiilbaustein in zukiinftigen Arbeiten an weitere BTA-Kerne mit langeren
Peptidsequenzen angebracht werden, um die Analysemethode via CD-Spektroskopie zu optimieren.
Weiterhin sollte auf diese Weise der Zugang gewdhrt sein, um die homo- sowie copolymeren
supramolekularen Eigenschaften in den Au(I)-Metalloamphiphilen fein einzustellen. Wird die Arbeit
von BENEDICT KEMPER in den Vergleich herangezogen, so wird ersichtlich, dass ein Alkyl-Abstandhalter
zwischen der metallorganischen Au(I)-Einheit und der Kernnahen BTA-Peptidsequenz
moglicherweise die notwendige Flexibilitat erlaubt mit der die dendritischen Au(I)-Amphiphile eine

kontrolliertere Nahordnung im supramolekularen Assemblat erzielen kénnen.
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7.Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit wurde das Potential der N-heterozyklischen Carbenchemie fiir die
Entwicklung von wasserloslichen, amphiphilen Au(I)-Metallopeptiden genutzt. Unter anderem wurde
die programmierbare Selbstassemblierung linearer sowie C3-symmetrischer, peptidischer
Au(I)-Hybridstrukturen mit Erfolg angewendet, um supramolekulare Aggregate und 1-dimensionale
Nanostabchen kontrolliert aufzubauen. Der synthetische Zugang zur Herstellung dieser hybriden
Au(I)-Materialien stellte den mafigeblichen Teil des Forschungsvorhabens dar und konnte auf
verschiedene Arten erreicht werden. Dazu wurde von der strukturellen Vielfiltigkeit und der
auflerordentlichen o-Donorstiarke der NHC-Neutralliganden zur Komplexierung von Au(I) in Wasser
profitiert. So gelang es in dem ersten Teil der Arbeit (Ergebniskapitel I und II) die notwendige
Wasserloslichkeit der Au(I)-Metalloamphiphile iiber die NHC-Struktur einzubringen, wobei eine
direkte Funktionalisierung am linear koordinierten Au(I)-Komplex iiber den Austausch des
anionischen Liganden realisiert wurde. In einem weiteren Teil (Ergebniskapitel III und IV) wurde die
kupferkatalysierte Azid-Alkin Click-Chemie (CuAAC) genutzt, um Au(I) mit Hilfe eines hydrophoben

NHC-Neutralliganden in den peptidischen Teil amphiphiler Monomere einzubringen.

In Ergebniskapitel I wurde ein metalloamphiphiler Au(I)-Komplex mit Maleimid-Funktionalitat I-14
fiir den Einsatz in der Biokonjugation zur Synthese pharmakologisch interessanter (bio)anorganisch-
organischer Hybridkonjugate entwickelt. Dabei beruhte die Wasserldslichkeit auf einem mit
Sulfonsauren ausgestatteten N-heterozyklischen Carben. Um den Zugang von Au(I)-Konjugaten mittels
DIELS-ALDER-Ligation zu erweitern, konnte N-Propargylmaleimid (I-11) synthetisiert und als
anionischer Ligand in den linearen Komplex eingefiihrt werden. Im Hinblick auf Nebenreaktionen am
Maleimid-Strukturmotiv wurde dabei erfolgreich auf endo-gebundenes Furan im Sinne der
Schutzgruppenchemie zuriickgegriffen. So wurde die quantitative in situ Darstellung des reaktiven
Dienophils I-5 zum Einbringen dieses Au(I)-haltigen Metalloamphiphils in biologische Systeme anhand
der Reaktion mit einem Dien-Derivat des Biotins I-16 prasentiert.

Die in Ergebniskapitel I diskutierte erfolgreiche Bildung von o-Alkinyl-Au(I)-Bindungen war Anlass, in
einem weiteren Teilabschnitt dieser Arbeit den Chlorido(NHC)Au(I)-Komplex I-4 als wasserldsliche,
periphere Einheit zur Herstellung von Cs-symmetrischen BTA-Peptidamphiphilen fir die
supramolekulare 1-dimensionale Polymerisation zu nutzen. In diesem Zusammenhang wurde eine
Synthesestrategie entwickelt, die ihre Stdrke in einer von der anorganischen Komplexchemie
unabhingigen Darstellung hydrophober, endstindig Alkin-funktionalisierter BTA-Peptidbausteine
(II-4 und II-12) birgt. Auf diese Weise wurde eine Zuganglichkeit zu diskotischen Au(I)-Amphiphilen
geschaffen, die es ermoglicht, das Gleichgewicht zwischen aggregationsférdernder und -hemmender
Wechselwirkungen fir ihre supramolekulare Selbstassemblierung beidseitig einzustellen. Im Laufe
dieser Arbeit wurde der Versuch unternommen, die thermodynamische Triebkraft des hydrophoben
Effekts in Kombination mit der Abschirmung der negativen Ladungen in Form einer erhdhten
Ionenstiarke im Medium auf die Seite des supramolekularen Polymers zu verschieben, indem anstelle
eines Leucin-reichen II-4 ein Phenylalanin-haltiger II-12 Peptid-Kern verwendet wurde. Die
supramolekulare Polymerisation wurde neben den intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen

durch die zusatzlichen hydrophoben, m-basierten Wechselwirkungen jedoch nicht ausreichend
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gefordert. In zukiinftigen Arbeiten kann die Optimierung der N-heterozyklischen Carbenstruktur des
anorganischen, hydrophilen Au(I)-Komplexes im Sinne der vorgestellten konvergenten
Synthesestrategie in Betracht gezogen werden, um das durch den hydrophoben Effekt getriebene

Wachstum 1-dimensionaler, supramolekularer Nanostdbchen weiter zu begiinstigen.

In der zweiten Halfte der Arbeit fand die Modifzierung eines NHC-Liganden mit einer Alkin-Einheit
zum Zweck der indirekten CuAAC-vermittelten Funktionalisierung eines hydrophoben Au(I)-
Komplexes (III-9) zur Entwicklung von zunichst linearen, peptidischen Metalloamphiphilen in der
supramolekularen Polymerisation statt (Ergebniskapitel III). Eine kleine Bibliothek hergestellter
Peptid-Au(I)-Konjugate (III-23 bis III-25 und III-31 bis I1I-33) verdeutlicht die breite Anwendung
dieser synthetischen Vorgehensweise. Durch die Verwendung endstdndiger Tricarbonsauren wurde
ein Stimulus fiir Umgebungsreize wie pH-Wert und lonenstirke in die ansonsten hydrophoben,
peptidischen Au(I)-Amphiphile integriert. Das Konzept des frustrierten Wachstums erlaubte so den
kontrollierten Aufbau supramolekularer, 1-dimensionaler Nanostdbchen durch das Abschirmen der
negativen Ladungen. Weiterhin konnte die Wasserloslichkeit auch auf Grundlage eines ungeladenden,
NEWKOME-artigen TEG-Dendrons erreicht werden, wobei eine im Peptidstrang eingebaute negative
Ladung (Glutaminsdure) zur pH-abhingigen 1-dimensionalen Aggregation fiihrte. Wie sensitiv dabei
die Balance der intermolekularen Wechselwirkungen eingestellt ist, konnte anhand CD-Spektroskopie
und TEM-unterstiitzter Untersuchungen gezeigt werden. So wurde der pH-Bereich, in dem
thermodynamisch begiinstigt eine zeitabhdngige Selbstassemblierung stattfindet, bis in den neutralen
Bereich (pH = 7.4) ausgeweitet und Nanostidbchen mit beeindruckender Lédnge beobachtet.

Ferner konnte dieser konzipierte Ansatz einer kupferkatalysierten 1,3-dipolaren
Zyklisierungsreaktion mit dem Au(l)-Komplex (III-9) fiir die Herstellung makromolekularer,
Cs-symmetrischer BTA-Peptidamphiphile genutzt werden (Ergebniskapitel IV). Die Polymerisation
sollte durch den Einbau von zwei Lysinen pro Seitenarm eine pH-Abhdngigkeit aufweisen (IV-7). In
diesem Fall zeigte sich jedoch, dass die Hydrophilie des ansonsten TEG-basierten Monomerbausteins
gegentiber den attraktiven, hydrophoben Wechselwirkungen zu stark ausgepragt war. Auf Basis des
BTA-hexaphenylalanins (IV-13) konnte hingegen ein supramolekulares, C3-symmetrisches Monomer
durch den Einbau von Au(I) mit lumineszierenden Eigenschaften ausgestattet werden (IV-3). Diese
unterliegt weiteren Untersuchungen zur Klarung, inwiefern die beobachtete Emission im
Zusammenhang mit dem NHC-Au(I)-Komplex steht und ob von der umgebenden supramolekularen
Peptidstruktur eine forcierende Wirkung wie etwa durch die sterische Einschriankung von

Freiheitsgraden ausgeht.

Auf Grundlage der innerhalb dieser Arbeit entwickelten Synthesestrategien wird es in zukiinftigen
Arbeiten moglich sein, das Repertoire der supramolekularen Strukturen nach dem Baukastenprinzip
mit anorganischen Au(I)-Einheiten zu erweitern, um lineare oder C3-symmetrische Peptidamphiphile,
ausgestattet mit NHC-Au(I)-Komplexen im hydrophilen oder hydrophoben Teil, herzustellen. Auf diese
Weise sollten Hybridmaterialien in Wasser erhalten werden, die aufgrund ihrer anisotropen,

stibchenformigen Morphologie der Entwicklung von multifunktionellen Therapeutika dienen. Uber
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7.Zusammenfassung und Ausblick

die vorgestellte, strukturell prazise regulierte Ansprechbarkeit der monomeren Strukturen wird es
weiterhin moglich sein, den Selbstassemblierungsprozess in wasserlosliche, lumineszierende
Au(I)-Nanostdbchen zu optimieren und dadurch deren photophysikalischen Eigenschaften

mafigeschneidert einzustellen.
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8. Summary

This dissertation presents the application of N-heterocyclic carbenes in the development of
water-soluble, amphiphilic Au(I)-metallopeptides. In particular, the programmable self-assembly of
linear as well as Cs-symmetric, peptidic Au(I)-hybrid structures was successfully applied for the
directed construction of supramolecular aggregates and 1-dimensional nanorods. The overall task was
to develop synthetic access to these delicate Au(I)-hybrid materials in water. Main parts of this thesis
demonstrate how structural variety and substantial o-donor ability of NHC-neutral ligands were of use
to elaborate synthesis routes for Au(I)-amphiphiles. Within the first chapters (discussion I and II), the
water solubility was introduced via the N-heterocyclic carbene structure and its direct
functionalisation atlinear coordinated Au(I) via an anionic ligand exchange. The discussion chapters III
and IV report the use of copper-catalysed azide-alkyne click-chemistry (CuAAC) in order to integrate a

hydrophobic NHC-Au(I)-complex into the peptide part of supramolecular monomeric amphiphiles.

Chapter I of this thesis discusses the design of Au(I)-metalloamphiphile I-14 providing a maleimide-
entity for further bioconjugational strategies. Water solubility is achieved by an N-heterocyclic carbene
equipped with sulfonic acids. N-Propargyl maleimide was synthesised and effectively introduced as
anionic ligand into the linear Au(I)-complex to broaden the synthetic tool box for the preparation of
water-soluble Au(I)-conjugates by DIELS-ALDER-ligation chemistry. In order to prevent side reactions
in conjunction with the reactive maleimide motiv, the furan protecting group was used. The reactive
dienophile I-5 was generated in situ and quantitatively, which demonstrated the potential to insert
Au(I)-functionalised metalloamphiphiles into biological systems by the proposed reaction with the
diene-derivate of biotine I-16.

The successful synthesis of o-alkinyl-Au(I)-bonds in chapter I was the basis for the preparation of
Cs-symmetric BTA-peptide amphiphiles using chloride(NHC)Au(I)-complexes I-4 as water-soluble
periphery in chapter II. With regards to the fabrication of 1-dimensional supramolecular polymers, the
synthesis strategy relies on two tuneable bulding blocks: the water-soluble, inorganc Au(I)-complex
and the hydrophobic peptide. This approach allows a systematic implementation of attractive and
repulsive interactions, which promotes the self-assembly of discotic Au(I)-metalloamphiphiles. In the
course of the present work, the effort of improving the thermodynamic driving force for
supramolecular aggregation was undertaken. The aim was to strengthen the hydrophobic effect by the
exchange of the leucin-rich BTA-peptide 1I-4 by a peptide-core containing phenylalanines (II-12). In
combination with the shielding of peripheral, negative charges via the increase of the ionic strength,
the supramolecular polymerisation was supposed to be favoured. However, even with the additional
phenylalanine-based hydrophobic m-m-interactions in II-12 this expectation was not met. In line with
the convergent synthesis strategy, the N-heterocyclic carbene structure could be optimised in future

work in order to further support the supramolecular growth into 1-dimensional nanorods.

Within the second part of this dissertation, the indirect functionalisation of a hydrophobic
NHC-Au(I)-complex III-9 via CuAAC-chemistry was carried out in order to prepare short linear,
peptidic metalloamphiphiles. The generation of a small library of peptide-Au(I)-conjugates
(III-23 to III-25 and III-31 to III-33) demonstrates the applicability of the synthesic route to



supramolecular polymers in chapter III. Dendritic tricarboxylic acids were utilised not only to gain
water solubility for the otherwise hydrophobic peptidic Au(I)-amphiphile but also as responsive
function towards pH and ionic strength. Thus, the concept of frustrated growth was addressed to
controll the self-assembly process into supramolecular, 1-dimensional nanorods. Moreover, a
NEWKOME-like TEG-dendron was used as water-soluble group, while glutamic acid was integrated into
the peptide strand as pH-responsive charged amino acid. In this context, the tuneable balance of
intermolecular interactions was demonstrated by CD-spectroscopic and TEM-microscopic studies.
Thus, the observed pH-range was extended to neutral values (pH = 7.4) and nanorods of remarkable
length were obtained.

The copper-catalysed 1,3-dipolar cycloaddition was furthermore applied in chapter IV for the
construction of Cs-symmetric peptide amphiphiles with the NHC-Au(I)-complex (III-9). The
implementation of two lysines per BTA-side arm was supposed to induce pH-responsive properties in
the TEG-based monomer IV-7. This unfortunately increased the hydrophilicity and self-assembly was
not observed. On the other side, the integration of Au(I) into the monomeric BTA-hexaphenylalanine
(IV-13) lead to photoluminescent properties. Additional investigations are required to clarify if the
supramolecular secondary peptide structure have a positive impact on the observed emission of the
NHC-Au(I)-complex.

The synthesic strategies developed within this dissertation can be used as basis to broaden the
modular ways to supramolecular metallo-architectures. In future work, linear and Cs-symmetric
peptide amphiphiles can be equipped with an inorganic Au(l)-entity either in the hydrophobic or in
the hydrophilic part. In this way, hybrid materials with a rod-shaped morphology could be used for the
development of multi-functional therapeutic agents. The described addressability of the
supramolecular monomer structures leads to potential optimisations for the self-assembly process to

yield Au(I)-nanorods with programmable photoluminescent properties.
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9. Experimental Procedures

9.1 Ergebniskapitel I

9.1.1 Instrumentation and Materials
9.1.1.1 General Considerations

Reactions involving air or moisture sensitive reagents or intermediates were performed under argon
atmosphere using SCHLENK techniques. The glassware used had been oven dried at 120 °C or heatgun
dried under high vacuum. For the addition of reagents or solvents through septa disposable syringes
and needles that had been flushed with argon repeatedly were utilized. Solids were added in an argon
counterflow or as a solution. Degassing of solvents was achieved by performing multiple freeze-pump-

thaw cycles until.

All solvents and reagents were obtained from commercial sources at the highest purity available and
used without further purification. Chloro(tetrahydrothiophene)gold(I) [Au!Cl(tht)] was purchased
from UMICORE (UMICORE AG & Co. KG, Hanau-Wolfgang, Germany). Water was demineralized prior to
use. Solvents used for air or moisture sensitive reactions were purchased anhydrous or dried prior to
use according to common drying techniques or the solvent purification system MB-SPS-800
(MBRAUN). Tetrahydrofurane (THF) was used containing no stabilizing additives. Purification via
preparative flash column chromatography (FC) was carried out using silica gel with an average grain
size of 15 - 40 pm (AcRos ORGANICS). TLC-analysis of the collected fractions was performed with silica
coated aluminum sheets (60 A F254, MACHEREY-NAGEL). Size exclusion chromatography (SEC) was
carried out using Sephadex™ LH-20 beads (GE HEALTHCARE BIO-SCIENCES, Uppsala, Sweden) as
stationary phase. Solvents used for FC or SEC were purchased either in technical grade and distilled
before use or obtained in p.a. quality and used without further purification. Acetonitrile (ACN) used for

RP-HPLC was purchased in HPLC grade (FISHER SCIENTIFIC).
9.1.1.2  Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy

The NMR spectra for the TH-NMR and 13C-NMR spectroscopy were measured on the spectrometers
Avance I1I HD 300 (BRUKER), Avance I1 400 (BRUKER), Avance III HD 400 (BRUKER) and Avance III 600
(BRUKER) at the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg-University Mainz using CDClz, MeOD-
ds, DMSO-ds and DMF-d7 as deuterated solvents. The chemical shifts (6) are reported relative to the
residual solvent protons (1H-NMR) or the deuterium coupled 13C solvent signal (13C{'H} NMR). For the
declaration of the spin multiplicities the following abbreviations were used: s (singlet), d (doublet),
t (triplet) and m (multiplet) as well as appropriate combinations of these. Coupling constants of
protons (J) are stated in Hertz (Hz). The NMR spectra were analyzed using the software MestReNova

v.10.0.2-15465 (Mestrelab Research S.L.).
9.1.1.3  Mass Spectrometry

High resolution mass spectra (HRMS) were recorded on the electrospray ionization (ESI) devices
Micromass QTof Ultima 3 (WATERS) or LC/MS 6545 QToF (AGILANT) by the massspectrometric

department of the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg University Mainz.
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9.1 Ergebniskapitel

9.1.1.4 Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)

RP-HPLC runs were conducted on a LC-4000 HPLC system (JAScO). Analytical runs were performed on
a VariTide RPC (pore size: 200 A, 250 mm x 4.6 mm) column (CS CHROMATOGRAPHIE). Semi-preparative
runs were performed on a Luna RP-C18(2) (pore size: 100 A, 250 mm x 21 mm) column (PHENOMENEX).
Chromatograms of analytical runs were corrected by subtraction of a blank run by injection of the
starting mobile phase. Chromatograms of semi-preparative runs are shown without further
corrections. The detection wavelength, flow rate and the mobile phase as well as the gradient used are

stated in the synthesis chapter.

9.1.2  Synthetic Procedures

9.1.2.1 Compound I-2[200]

NaO,S 1= SO,Na
N_.N
Ve
o

Cl

To a solution of 60% fuming sulfuric acid (3.2 mL) and conc. H2SO4 (3.2 mL), 1,3-bis(2,4,6-
trimethylphenyl)imidazolium chloride (800 mg, 2.34 mmo], 1.0 eq.) was added in portions at 0 °C. The
reaction mixture was allowed to warm to room temperature and added to 30 g crushed ice dropwise.
The crude mixture was neutralised to pH 7 with aq. NaOH-solution at 0 °C and concentrated in vacuo.
MeOH (40 mL) was added to the residue and the resultant suspension was filtered. The filter cake was
washed with MeOH (80 mL) and the obtained filtrate was concentrated under reduced pressure.
Yield: 1.24 g (2.27 mmol, 97%); white solid.

ESI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C21H23CIN2Na206S2-Cl]*: 509.0787, found: 509.0786.

1H NMR (400 MHz, D20, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 7.92 (d, / = 0.8 Hz, 2H, CH™), 7.34 (d,
J=2.0 Hz, 2H, CHaY), 2.66 (s, 6H, CH3), 2.40 (s, 3H, CH3), 2.38 (s, 3H, CHs), 2.17 (s, 3H, CHs), 2.16 (s, 2H,
CH3).

13C NMR (101 MHz, D20, 296 K, HSQC, HMBC(): 6 / ppm = 140.4, 139.67, 139.65, 137.2,134.0, 132.89,
132.87 (Cav1), 132.4,125.1 (Cm), 22.4 (CHs), 16.76 (CHs), 16.74 (CHs), 15.83 (CH3), 15.79 (CHs).

9.1.2.2 Compound I-4(200]

Na0,S =) SO,Na

To a solution of I-2 (200 mg, 367 umol, 1.0 eq.) in dry, degassed MeOH (3 mL), Ag.0 (51.2 mg,
220 pmol, 0.6 eq.) and NaCl (23.9 mg, 409 umol, 1.1 eq.) were added under argon. After it was stirred
in the dark at room temperature overnight, the grey suspension was filtrated under argon. [Au!Cl(tht)]
(118 mg, 2.60 mmol, 1.0 eq.) and NaCl (23.9 mg, 409 pmol, 1.1 eq.) were added to the solution under
argon and it was stirred for further 3 h in the dark. The crude product was filtrated through Kieselguhr,

concentrated on the evaporator, titrated with Et20 or THF till the product precipitated out of solution
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9. Experimental Procedures

and the obtained white precipitation was washed (2 times) with Et20 or THF.

Yield: 237 mg (320 umol, 87%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C21H22AuCIN2Naz06S2-Na]: 717.0177, found: 717.0206.

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 7.54 (s, 2H, CH™), 7.21 (s, 2H,
CHaY), 2.74 (s, 6H, CH3), 2.47 (s, 3H, CH3), 2.46 (s, 3H, CH3), 2.16 (s, 3H, CH3), 2.16 (s, 3H, CH3).

13C NMR (101 MHz, MeOD-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 173.7 (N2CAu), 143.0 (Ca»), 140.2
(Cay1), 137.7 (Cavh), 137.6 (€2, 137.6 (C2¥1), 135.92 (Ca1), 135.95 (€=, 133.2 (C'm), 124.8 (Ca¥Y), 23.7
(CHs), 18.23 (CHs), 18.20 (CH3), 16.94 (CHs), 16.92 (CHs).

NH

o

9.1.2.3 Compound I-6

Maleimide (3.5g, 36 mmol, 1.0 eq.) and furan (3.9 mL, 54 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in Etz0
(56 mL). The reaction mixture was stirred at 15 °C for 5 d in the dark. After further addition of furan
(3.9 mL, 54 mmol, 1.5 eq.) and Et20 (10 mL), the reaction mixture was stirred at 15 °C for further 5 d
in the dark and concentrated afterwards by a constant N2 flow. The concentrated suspension was
filtrated and the product mixture was collected from the filter and used without further purification.
Yield: 3.4 g (21 mmol, 57%); product mixture of endo- and exo-stereoisomers; white solid.

1H NMR (400 MHz, MeOD-ds, 296 K): 6 / ppm = 7.77 (br, 2H, NH), 6.42 (s, 2H, CHalkene), 5,35 - 5.32
(m, 2H, CHfuran), 3,54 - 3.52 (m, 2H, CHmaleimide)

9.1.24 Compound I-7

(o] Br

e

(o)

K2CO3 (12.6 g, 91.5 mmol, 5.0 eq.) and 1,3-dibromopropane (3.7 mL, 37 mmol, 2.0 eq.) were added to
a solution of I-6 (3.02 g, 18.3 mmol, 1.0 eq.) in dry DMF (180 mL). After stirring at room temperature
for 3 d, the solution was concentrated. The crude product was purified via MPLC on SiOz (gradient
CH — CH/EtOAc = 4:1, Rr (CH/EtOAc 4:1) = 0.54).

Yield: 1.47 g (5.12 mmol, 28%); endo-stereoisomer; white solid.

ESI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C11H12BrNOs+H]*: 217.9811, found: 217.9814.

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 6.41 (t,/ = 1.0 Hz, 2H, CHalkere), 5,34
(ddd,J = 3.6, 1.8, 1.0 Hz, 2H, CHfuran), 3.55 - 3.52 (m, 2H, CHmaleimide) 3 49 — 3,45 (m, 2H, NCHz), 3.30 (t,
J=6.8 Hz, 2H, CH2Br), 2.08 - 1.98 (m, 2H, NCH2CH?2).

13C NMR (101 MHz, CDCls, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 174.88 (€0), 134.60 (Calkere), 79.52
(Cqfuran), 46,07 (Cmaleimide) 37 43 (NC), 30.67 (NCC), 29.59 (NCCC).
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9.1 Ergebniskapitel

9.1.2.5 Compound I-8

<

nx

8

Potassium thioacetate (569 mg, 4.99 mmol, 1.25 eq.) was added to a solution of I-7 (1.14 g, 1.71 mmol],

0 s
N—/_/
0

=]

1.0 eq.) in acetone (46 mL) and it was stirred for 24 h. The solution was concentrated under reduced
pressure and the obtained residue taken up with DCM and washed with ddH20 (3 times). The aqueous
phases were extracted once and the combined organic phases were dried with saturated NaCl-solution,
over MgS04 and then concentrated and dried in vacuo.

Yield: 1.05 g (3.73 mmol, 93%); endo-stereoisomer; yellow solid.

ESI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C13H1sNO4S+Na]*: 304.0614, found: 304.0617.

1H NMR (400 MHz, CDCls, 296 K, COSY): 6 / ppm = 6.45 (t, ] = 1.0 Hz, 1H, CHalkene), 533 (ddt, ] = 3.7,
1.9, 1.0 Hz, 1H, CHfuran), 3.52 (dd, J = 3.6, 1.7 Hz, 1H, CHmaleimide) 3 38 (t, ] = 7.0 Hz, 1H, NCHz), 2.77 (dd, ]
= 7.8, 6.8 Hz, 1H, SCH2), 2.32 (s, 3H, CH3), 1.79 - 1.68 (m, 1H, NCH2CHz).

9.1.2.6 Compound I-9

(o] SH

"

(o}

NaOH (14.2 mg, 355 pumol, 1.0 eq.) was added as 1M solution in dry, degassed MeOH to I-8 (100 mg,
355 pumol, 1.0 eq.) in dry, degassed MeOH to result in an overall volume of 500 pL. It was stirred at
room temperature in the dark for 1 h. The reaction solution was neutralized with HCI as 1M solution
in ddH:0. The fast work-up was carried out under exclusion of light. The reaction mixture was diluted
with DCM, washed with ddH20 (3 times), dried over MgSOs, filtered and concentrated on the rotavap
with a bathtub temperature of 30 °C. The product was used without further purification due to
instability.

Yield: 84.0 mg (0.35 umol, 99%); endo-stereoisomer; colourless oil.

APCI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C11H13NO3S+H]*: 240.0689, found: 240.0687.

1H NMR (400 MHz, CDCls, 296 K, COSY): § / ppm = 6.40 (s, 2H, CH?kene), 5.36 - 5.27 (d, /] = 3.8 Hz, 2H,
CHfuran) '3 54 - 3.48 (m, 2H, CHmaleimide) 3 43 (t, ] = 7.0 Hz, 2H, NCH2), 2.43 (q, / = 7.4 Hz, 2H, SHCH2),
1.79 - 1.66 (m, 2H, NCH2CH2), 1.51 (t, ] = 8.2 Hz, 1H, SH).

9.1.2.7 CompoundI-11

;
i

o

8.

N-Propargylmaleimide 1-10 (150 mg, 1.11 mmol, 1.0 eq.) and furan (97.7 pL, 91.4 mg, 1.35 mmo],
1.2 eq.) were dissolved in Et20 (2 mL). The reaction mixture was stirred at 15 °C for 5 d in the dark.

After further addition of furan (100 pL, 93.6 mg, 1.38 mmol, 1.2 eq.) and Et20 (2 mL), the reaction
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mixture was stirred at room temperature for 3 d in the dark and concentrated in vacuo. The crude
product was purified via flash chromatography on SiO2 (gradient CH — CH/EtOAc = 3:1, Rr (CH/EtOAc
1:1) = 0.53).

Yield: 133 mg (654 mmol, 59%); endo enantiomer; colourless solid.

ESI-MS (CHCl3/MeOH 1:1) (m/z): Calculated for [C11HoNOs+H]*: 204.0655, found: 204.0291.

1H NMR (300 MHz, CDCl3, 296 K, COSY): 6 / ppm = 6.41 (t, ] = 1.0 Hz, 2H, CHalkene), 535 (ddt, /= 3.7,
1.9 Hz, 1.0 Hz, 2H, CHf'ran), 4.08 (d, J = 2.5 Hz, 2H, CH:), 3.55 (dd, J = 3.6, 1.7 Hz, 2H, CHmaleimide), 2,16 (t,
J=2.5Hz, 1H, CH alkyne),

9.1.2.8 Compound I-14

NaO,S

Ha
e

To a solution of KOH (6.00 mg, 107 umol, 1.5eq.) and I-11 (14.1 mg, 69.4 umol, 1.0 eq.) in dry,
degassed MeOH (2 mL), I-4 (51.6 mg, 69.6 pmol, 1.0 eq.) was added under argon in the dark. The

reaction mixture was stirred at 35°C for 16 h in the dark and concentrated in vacuo. The crude product
was purified via RP-HPLC (Figure 9.1).

Yield: 15.6 mg (17.1 pmol, 25%); product mixture of I-14 and I-15 in the ratio 1:0.32; white solid.!
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C32H30AuN3Naz09S2-Na]-: 884.0987, found: 884.0986.

1H NMR (600 MHz, MeOD-d4, 296 K): 6 / ppm = 7.47 - 7.45 (m, 3.3H, CHm™), 7.17 - 7.14 (m, 3.3H,
CHay1), 6.73 (s, 0.6H, I-15-CHalkene) 6.22 (s, 2H, I-14-CHakene), 523 - 5.21 (m, 2H, CHfuran), 4,07 (s, 0.6H,
1-15-CH2), 3.86 (s, 2H, 1-14-CHz), 3.46 (dd, = 3.7, 1.7 Hz, 2H, CHmaleimide) 275 - 2.71 (m, 9.8H, CH3),
2.46 - 2.43 (m, 9.8H, CH3), 2.15 - 2.12 (m, 9.8H, CH3).

13C NMR (151 MHz, MeOD-d4, 296 K): 6 / ppm = 189.7 (N2CAu), 175.9 (I-14-CQOmaleimide) 171 4 (I-15-
CQmaleimide) 1509 (anl), 143.2 (Ca¥1), 140.1 (Ca¥Y), 138.0 (Ca), 137.67 (Cavh), 137.64 (Ca), 137.61
(Cav)), 136.1 (Cav1), 135.51 (I-15-Calkene), 135,47 (I-14-(alkene), 133.2 (Cm), 124.7 (€1, 121.8 (I-14-
CCAu), 98.17 (I-15-CCAu), 97.18 (I-14-CCAu), 80.7 (Cfuran), 47.2 (Cmaleimide) 29 3 (1-14-N(), 28.3 (I-15-
N(C), 23.74 (CH3), 23.72 (CHs), 18.31 (CHs), 18.29 (CH3), 16.95 (CHs), 16.94 (CH3).

1 Partial retro Diels-Alder reaction seemed to occur by concentration of the HPLC fractions on the
rotavap and subsequent lyophilizer.
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Figure 9.1 RP-HPLC separation chromatogram of I-14 monitored at A = 210 nm (black line) and A = 254 nm (grey line) on semi-
preparative Luna RP-C18(2) column (flow: 18.9 mL/min). The gradient used (dashed line) is given in table below.

¢ (min) Content mobile phase A Content mobile phase B
(MP A = ddHz20:ACN = 95:5) (MP B = ACN)

2.5 95% 5%

27.5 75% 25%

32.5 0% 100%

50 0% 100%

55 95% 5%

75 95% 5%

9.1.29 CompoundI-15
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A solution of I-14 (4.64 mg, 5.11 pmol, 1.0 eq.) in DMF (750 pL) was stirred at 70 °C for 4 h under
argon. Concentration in vacuo and drying afforded the desired product I-15 as off-white solid.

Yield: 4.4 mg (5.2 umol, quant.); off-white solid.

ESI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C2sH26AuN3Na20sS2-Na]: 816.0725, found: 816.5405.

1H NMR (400 MHz, MeOD-d4, 296 K): 6 / ppm = 7.46 (s, 2H, CH™), 7.16 (s, 2H, CH*¥"), 6.73 (s, 2H,
CHalkene), 4,07 (s, 2H, CHz), 2.73 (s, 3H, CH3), 2.44 (s, 3H, CHs), 2.13 (s, 3H, CH3).
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9.2 Ergebniskapitel I

9.2.1 Instrumentation and Materials
9.2.1.1 General Considerations

Reactions involving air or moisture sensitive reagents or intermediates were performed under argon
atmosphere using SCHLENK techniques. The glassware used had been oven dried at 120 °C or heatgun
dried under high vacuum. For the addition of reagents or solvents through septa disposable syringes
and needles that had been flushed with argon repeatedly were utilized. Solids were added in an argon
counterflow or as a solution. Degassing of solvents was achieved by performing multiple freeze-pump-

thaw cycles.

All solvents and reagents were obtained from commercial sources at the highest purity available and
used without further purification. Chloro(tetrahydrothiophene)gold(I) [Au!Cl(tht)] was purchased
from UMICORE (UMICORE AG & Co. KG, Hanau-Wolfgang, Germany). Water was demineralized prior to
use. Solvents used for air or moisture sensitive reactions were purchased anhydrous or dried prior to
use according to common drying techniques or the solvent purification system MB-SPS-800
(MBRAUN). Tetrahydrofurane (THF) was used containing no stabilizing additives. Purification via
preparative flash column chromatography (FC) was carried out using silica gel with an average grain
size of 15 - 40 pm (AcROS ORGANICS). TLC-analysis of the collected fractions was performed with silica
coated aluminum sheets (60 A F254, MACHEREY-NAGEL). Size exclusion chromatography (SEC) was
carried out using Sephadex™ LH-20 beads (GE HEALTHCARE BIO-SCIENCES, Uppsala, Sweden) as
stationary phase. Solvents used for FC or SEC were purchased either in technical grade and distilled
before use or obtained in p.a. quality and used without further purification. Acetonitrile (ACN) used for

RP-HPLC was purchased in HPLC grade (FISHER SCIENTIFIC).
9.2.1.2 NMR Spectroscopy

The NMR spectra for the TH-NMR and 13C-NMR spectroscopy were measured on the spectrometers
Avance I1I HD 300 (BRUKER), Avance I1 400 (BRUKER), Avance III HD 400 (BRUKER) and Avance III 600
(BRUKER) at the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg-University Mainz using CDClz, MeOD-
ds, DMSO-ds and DMF-d7 as deuterated solvents. The chemical shifts (6) are reported relative to the
residual solvent protons (1H-NMR) or the deuterium coupled 13C solvent signal (13C{'H} NMR). For the
declaration of the spin multiplicities the following abbreviations were used: s (singlet), d (doublet),
t (triplet) and m (multiplet) as well as appropriate combinations of these. Coupling constants of
protons (J) are stated in Hertz (Hz). The NMR spectra were analyzed using the software MestReNova

v.10.0.2-15465 (Mestrelab Research S.L.).
9.2.1.3  Mass Spectrometry

High resolution mass spectra (HRMS) were recorded on the electrospray ionization (ESI) devices
Micromass QTof Ultima 3 (WATERS) or LC/MS 6545 QToF (AGILANT) by the massspectrometric

department of the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg University Mainz.
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Matrix assisted laser desorption ionization time of flight (MALDI-ToF) mass spectrometry
measurements were performed by the mass-spectrometric department of the Institute of Organic
Chemistry, Johannes Gutenberg-University Mainz on a Axima CFR MALDI-ToF (SHIMADZU), equipped with
a nitrogen laser delivering 3 ns laser pulses at 337 nm, or the Max Planck Institute for
Polymer Chemistry in Mainz using a Synapt G2-Si HDMS (WATERS). CHCA (a-cyano-4-hydroxycinnamic
acid) was used as matrix. The samples were measured in positive ion and in linear or reflectron mode

of the spectrometer.
9.2.1.4  Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS)

SPPS was carried out on an automated CS 136XT batch peptide synthesizer (CS Bio Co0.) using SPPS-
grade solvents and 2-chlorotrityl chloride resin (resin loading capacity of 1.6 mmol/g, IRIS BIOTECH

GMBH) for Fmoc amino acid loading.
9.2.1.5 Circular Dichroism (CD) Spectroscopy

CD measurements were carried out on a J-815 spectrometer (JAsco Labor- und Datentechnik GmbH,
Gross-Umstadt, Germany) using the software Spectra Manager v.2.12.00. All spectra were recorded
under the conditions indicated using precision quartz cells with a path length of 2 mm (HELLMA GmbH
& Co. KG, Miillheim, Germany). Data was processed using OriginPro v.9.1.0 (ORIGINLAB CORPORATION,
Northampton, USA). All Spectra were averaged over three replicates and corrected by subtraction of

the background (cuvette).
9.2.1.6  Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM investigations were accomplished on a FEI Tecnai™ T12 transmission electron microscope
equipped with a BioTWIN lens and a LaB¢ cathode operated at 120 kV. Thereto sample droplets were
adsorbed on freshly glow-discharged copper grids (ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES, CF300-Cu,
300 mesh) covered by a 3 -4 nm carbon layer followed by negative staining using a 2% aqueous
solution of uranyl acetate (POLYSCIENCES). Digital electron micrographs were recorded with a 4k x 4k

CMOS camera (TVIPS) or 1k x 1k CCD camera (MEGASSYS).

9.2.2  Synthetic Procedures

9.2.2.1 Compound II-4

@Jﬁ&ww\\ |

-7/ o 7/ [o]

DIPEA (58.7 pL, 337 umol, 12 eq.) was added to a stirred solution of II-3 (50 mg, 28.1 umol, 1.0 eq.),
propargylamine (16.2 pg, 253 pmol, 9.0 eq.) and PyBOP (87.6 mg, 168 pmol, 6.0 eq.) in peptide grade
DMF. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature, PyBOP (15.2 mg, 29.2 pmol,

1.0 eq.) was added and it was stirred for further 2 h before it was concentrated in vacuo. The crude
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product was purified via size exclusion chromatography (Sephadex™ LH-20, MeOH).

Yield: 53.0 mg (28.6 pumol, quant.); white solid.

MALDI-MS (CHCA, MeOH) (m/z): Calculated for [CosH1s5sN17019+Na]*: 1874.1577, found 1873.1541.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = & 8.72 (d, /= 8.0 Hz, 3H, NH), 8.43 (s, 3H,
CHBTA), 8.24 - 8.16 (m, 6H, NH'ev, NHCH2Calkyne), 8.13 (t, / = 5.8 Hz, 3H, NHSY), 7.94 (d, J = 8.1 Hz, 3H,
NHLev), 7.66 (t, ] = 5.6 Hz, 3H, NHCHz2), 4.63 - 4.55 (m, 3H, a-CH), 4.36 - 4.27 (m, 3H, a-CH), 4.25 - 4.12
(m, 3H, a-CH), 3.83 (dd, j = 5.5, 2.5 Hz, 6H, CHz2Calkyre), 3.72 - 3.52 (m, 6H, CH25Y), 3.07 (t,/ = 2.5 Hz, 3H,
CHalkyne), 3.02 (q, J = 6.7 Hz, 6H, NHCH24"x), 2.06 (t, ] = 7.5 Hz, 6H, CH24%), 1.72 - 1.16 (m, 36H, B-CHzley,
CH2Atx), 0.97 - 0.53 (m, 54H, CH3lev).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm =172.08 (€0), 172.05 (€0),171.8
(€0), 168.3 (€O), 165.7 (€0O), 134.5 (CBTA), 129.3 (CBTA), 81.3 (Cq2'kyne), 72.8 (Calkyre), 51.8 (a-Clvs), 51.4
(o-C¥s), 50.9 (a-Cls), 42.1 (a-CSY), 40.5, 38.4, 35.0, 28.8 (CH2Cakyne), 27.7, 26.0, 24.9, 24.3, 24.1, 24.0,
23.1 (CHs), 23.0 (CHs), 21.7 (CHs), 21.6 (CH3).

9.2.2.2 Compound II-5
B b s e
Ty W H/\g’ H\Au
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Potassium hydroxide (2.8 mg, 47 umol, 6.0 eq.) was added to a stirred solution of II-4 (14.6 mg,
7.89 umol, 1.0 eq.) in dry, degassed MeOH (1 mL). I-4 (17.4 mg, 23.7 pmo], 3.0 eq.) was added and the
solution was stirred at 35 °C for 24 h in the dark. The reaction mixture was concentrated, dissolved
with a small amount of MeOH and precipitated out by addition of THF. After centrifugation, the
obtained residue was washed with THF (2 times).

Yield: 38 mg (9.5 umol, quant.); white solid.

MALDI-MS (CHCA, MeOH) (m/z): Calculated for [CisoH219AuzN24Nae036Se-Na+3K+2H]+=3989.2256,
found 3989.92.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): & / ppm = 8.74 - 8.68 (m, 3H, NHLev),
8.46 - 8.40 (m, 3H, CHBTA), 8.19 (d, / = 7.9 Hz, 3H, NH'ev), 8.14 - 8.09 (m, 3H, 3 x NHCH2Calkyne or NHGW),
7.95 - 7.84 (m, 6H, NHev, 3 x NHCHzCalkyre or NH), 7.71 - 7.66 (m, 3H, NHCH24M), 7.66 (s, 6H, CH™),
7.06 (s, 6H, CHmesitvl) 4,60 — 4.55 (m, 3H, a-CH'v), 4.34 - 4.27 (m, 3H, a-CH'v), 4.24 - 416 (m, 3H, a-
CH'ev), 3.67 - 3.55 (m, 12H, CHzCakyne, CH2G), 3.02 - 2.95 (m, 3H, NHCH22"), 2.61 (s, 12H, CHzmesit),
2.29 (s, 6H, CH3mesiv), 2.28 (s, 6H, CH3z™esivl), 2.01 (m, 6H, CHz™esitvl), 2.00 (m, 6H, CHzmesiv), 1.95 (t,
J=7.5Hz, 6H, CH24h), 1.71 - 1.62 (m, 6H, CH2'*v), 1.63 - 1.54 (m, 6H, CHz'v), 1.51 - 1.42 (m, 12H,
CHzAhx, 3-CHlev), 1.41 - 1.29 (m, 12H, CH22), 1.18 - 1.09 (m, 6H, CH22x), 0.93 - 0.77 (m, 54H, CH3lev),
13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6 /ppm = 187.6 (N2CAu), 172.12 (CO'ev),
172.09 (COLev), 172.07 (COLkev), 171.3 (COAMx), 168.3 (COSY), 165.7 (COBTA), 137.28 (Cmesivt), 137.26
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(Cmesitn), 136.2 (Cmesitt), 134.5 (Cmesity!), 133.95 (Cmesityl), 133.91 (Cmesitl), 133.7 (Cmesit), 131.1 (Cmesity),
129.3 (CBT4), 123.6 (Cm), 98.9 (Calkvne), 97.2, 67.1, 65.7, 51.8 (a-C1¥5), 51.3 (a-C¥5), 51.0 (a-Clrs), 42.0 (ac-
CGly), 40.5, 40.2, 40.1, 38.5 (NC*), 34.9, 29.7 (CHzCalkyne), 289, 26.2, 25.2, 25.0, 24.4, 24.1, 24.0, 23.2
(CH3), 23.2 (CHs), 23.1 (CHs), 21.7 (CHs), 21.6 (CHs), 17.4 (CHsmesivt), 15,9 (CHzmesit),

9.2.2.3 Compound II-6

[0} 0
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The loading of the resin was performed in a MERRIFIELD apparatus according to a procedure described

in literature.l58-701 An excess of the Fmoc-protected phenylalanine (2.0 eq. relative to resin loading
capacity) was dissolved in a mixture of dry DCM and a small amount of dry DMF to help solvation
(DCM/DMF 9:1, 10 mL/g resin). The dissolved amino acid was added to the 2-chlorotrityl chloride
resin, DIPEA (2.0 eq.) was added and it was agitated for 5 min at room temperature. Additional DIPEA
(3.0 eq.) was added and the reaction mixture was shaken for 1 h at room temperature. Remaining
reactive 2-chlorotrityl groups were quenched with MeOH (1 mL/g resin), followed by agitation for 15
min at room temperature. The vessel was drained and the resin washed consecutively three times with
DCM, DMF, DCM and MeOH. Afterwards the beads were dried in vacuo overnight, the resin loading was
calculated and the beads were transferred for the subsequent synthesis to a reaction vessel of the
peptide synthesizer.

The step-wise chain elongation was performed according to a procedure described in literature.[276.277]
The dried resin was swollen in DCM for 10 min while shaking the reaction vessel. After draining of the
solution, piperidine (20% in DMF) was added and the vessel was shaken for 20 min. After draining of
the solution, the beads were washed four times with DMF and twice with DCM. The resin was treated
with a solution of the corresponding protected amino acid (4.0 eq.), HBTU (4.0 eq.), HOBt (4.0 eq.) and
DIPEA (6.0 eq.) in DMF. After shaking for 1 h, the solution was removed and the resin washed five times
with DMF. This procedure was repeated with the corresponding amino acid for every coupling process,
starting with the Fmoc deprotection on the resin. Finally the resin was washed with DCM.

The cleavage of resin-bound peptides was carried out according to a procedure described in the
literature.[?76] The resin beads were transferred to a MERRIFIELD glass reactor, treated with a mixture of
TFA:DCM = 1:1-v% (5 mL/gresin) and shaken for 40 min at room temperature. The solution was
drained and the beads were washed at least two times with a small amount of DCM. The combined
solutions were concentrated under reduced pressure, repeatedly co-distilled with toluene to remove
the trifluoroacetic acid under reduced pressure and precipitated into a cold solution of CH:Et20 = 2:1
or water. Isolation via centrifugation and drying afforded the desired peptide. The cleaving procedure
was repeated until no more precipitate was formed.

Yield: 1.0 g (1.5 mmol, 96%); white solid.
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ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C42H39N306+H]*: 682.2912, found 682.2906.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = 12.78 (s, 1H, COOH), 8.35 (d, /= 7.8 Hz, 1H,
NH), 8.06 (d, J=8.3 Hz, 1H, NH), 7.93 - 7.82 (m, 2H, CHFmec), 7.60 (t, /= 8.1 Hz, 2H, CHF™oc), 7.53 (d,
J=89 Hz, 1H, NH), 7.48 - 7.35 (m, 2H, CHFmec), 7.34 - 7.08 (m, 17H, CHPhe, CHFmoc), 4,63 - 4.55 (m, 1H,
a-CH), 4.51 - 4.41 (m, 1H, a-CH), 4.24 - 4.02 (m, 4H, a-CH, CH2CHFmec, CH2CHFmoc), 3.13 - 2.61 (m, 6H,
CHaPhe),

9.2.24 Compound II-7b

©
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By using SCHLENK-technique, aminohexanoic acid (2.0 g, 15.2 mmol, 1.0 eq.) was added in portions to a
cooled solution of thionyl chloride (5.0 mL, 69 mmol, 4.5 eq.) while keeping the temperature below
20 °C. Afterwards it was stirred at room temperature for 1 h. The reaction mixture was concentrated
under reduced pressure and coevaporated with toluene (3 times). The obtained mixture was dissolved
in tBuOH (8.2 mL, 67 mmol, 5.7 eq.), NaHCOs3 (2.6 g, 31 mmol, 2.0 eq.) was added and it was stirred at
room temperature overnight. The concentrated reaction mixture was taken up with EtOAc, washed
with 1M aqueous NaOH solution (4 times), H20 (3 times) and dried with concentrated aqueous
NaCl solution and over MgSOa. After filtration and concentration, the crude product was used without
further purification.

Yield: 1.8 g (8.3 umol, 54%); yellow oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C10H22CINO2-Cl]*: 188.1651, found 188.1645.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = 2.72 (t,/ = 7.1 Hz, 1H, CH2), 2.21 (t,/ = 7.4 Hz,
1H, CH2), 1.98 (bs, 2H, NH3*), 1.64 - 1.54 (m, 2H, CH2), 1.53 - 1.44 (m, 2H, CH2), 1.44 (s, 9H, CH3),
1.39 - 1.31 (m, 2H, CH2).

9.2.2.5 Compound II-8a
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DIPEA (162 pL, 932 pmol, 2.0 eq.) was added to a stirred solution of II-6 (318 mg, 466 umol, 1.0 eq.),
PyBOP (267 mg, 513 pmol, 1.1 eq.), HOAt (69.7 mg, 513 umol, 1.1 eq.), II-7a (67.7 mg, 466 umol,
1.0 eq.) and DIPEA (81.1 pL, 628 umol, 1.0 eq.) in THF (5.5 mL) and peptide grade DMF (2.0 mL) at 0 °C.
The reaction mixture was stirred at room temperature for 1 h, PyBOP (243 mg, 466 umol, 1.0 eq.) was
added and it was stirred overnight. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the obtained
crude mixture was washed with MeOH (5 times).

Yield: 340 mg (428 umol, 92%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C49Hs52N407+Na]*: 831.3728, found 831.3836.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 /ppm = 8.18 (d, /=8.2 Hz, 1H, NHPhe), 8.06 (d,
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J = 8.1 Hz, 1H, NHPh), 7.87 (d, ] = 7.5 Hz, 2H, CHFmec), 7.80 (t,] = 5.7 Hz, 1H, NHCH24h), 7.60 (t,] = 7.6 Hz,
2H, CHFmoe), 7.56 (d, ] = 8.9 Hz, 1H, NHPhe), 7.43 - 7.37 (m, 2H, CHFmoc), 7.23 (m, 17H, CHFmoc, B-CHPhe),
459 - 4.51 (m, 1H, a-CHPhe), 450 - 4.41 (m, 1H, a-CHP:), 4.25 - 4.05 (m, 4H, CH2CHFmoc, CHCHzFmoc,
a-CHPhe), 357 (s, 3H, CHs), 3.06-2.63 (m, 8H, B-CHzPhe, NHCHzAM), 225 (t, J=7.4Hz, 2H,
NH[CHz]4CH2A), 1.52 - 1.42 (m, 2H, NH[CH2]3CH2*), 1.34 - 1.21 (m, 2H, NHCH2CH:*™), 1.20 - 1.07
(m, 2H, NH[CH2]2CH2Ax).

9.2.2.6  Compound II-8b
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DIPEA (26.1 pL, 147 pmol, 2.0 eq.) was added to a stirred solution of II-6 (51.7 mg, 73.3 pmol, 1.0 eq.),
PyBOP (42.9 mg, 80.6 umol, 1.1 eq.), HOAt (11.2 mg, 82.2 umol, 1.1 eq.), II-7b (16.8 mg, 73.3 umol,
1.0 eq.) and DIPEA (13.1 pL, 73.3 pmol, 1.0 eq.) in THF (1.4 mL) and peptide grade DMF (0.3 mL) at
0 °C. The reaction mixture was stirred at room temperature for1l h, PyBOP (38.1 mg, 73.4 umol, 1.0 eq.)
was added and it was stirred over the weekend. The reaction mixture was concentrated in vacuo and
the obtained crude mixture was washed with MeOH (5 times).

Yield: 53 mg (67 umol, 89%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Cs2HssN4+O7+Na]*: 873.4198, found 873.4194.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = 8.18 (d,/ = 8.2 Hz, 1H, NH), 8.06 (d, / = 8.1 Hz,
1H, NH), 7.90 - 7.84 (m, 2H, CHFmoc), 7.80 (t, /= 5.7 Hz, 1H; NHCH2A), 7.64 - 7.54 (m, 2H, CHFmec),
7.43 - 7.36 (m, 2H, CHFmec), 7.33 - 7.09 (m, 17H, CHPhe, CHFmoc), 4,59 - 4.51 (m, 1H, a-CHPhe), 4.49 - 4.39
(m, 1H, a-CHPhe), 4.25 - 4.05 (m, 4H, a-CHPhe, CHCH2Fmoe, CHCHzFmec), 3.06 - 2.63 (m, 6H, B-CHzPhe ), 2.13
(t,/=7.4 Hz, 2H, NH[CH2]4CH2APx), 1.48 - 1.39 (m, 2H, NH[CHz]3CH2AM¥), 1.38 (s, 9H, CH3tBv), 1.33 - 1.24
(m, 2H, NHCH2CH2A), 1.19 - 1.10 (m, 2H, NH[CHz]2CH2Ax).

9.2.2.7 Compound II-9a
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Piperidine (750 pL, 10 Vol.-%) was added to a stirred solution of II-8a (250 mg, 314 pmol, 1.0 eq.) in

/\/\/\n/
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DMF (7.5 mL). After stirring at room temperature for 1.5 h, it was concentrated under reduced
pressure and the residue was purified via flash chromatography on SiO: (gradient DCM/MeOH
3% — 10%; Rr (DCM/MeOH 5%)= 0.58).

Yield: 124 mg (156 pmol, 50%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C34H42N4Os+Na]*: 609.3047, found 609.3046.
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1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6/ ppm = 8.25 (d, /=8.3 Hz, 1H, NHP), 7.97 (d,
J =8.3 Hz, 1H, NHPhe), 7.87 (t, ] = 5.7 Hz, 1H, NHCHZAM), 7.29 - 7.05 (m, 15H, CHPbe), 4.58 - 4.51 (m, 1H,
a-CHPhe), 4.49 - 441 (m, 1H, a-CHPhe), 3.57 (s, 3H, CHs), 3.11-2.71 (m, 6H, p-CHzPhe, NHCHAM),
2.47 - 2.39 (m, 2H, B-CH2P¢), 2.26 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, NH[CH2]4CH24m), 1.71 (bs, 2H, NH2), 1.57 - 1.42 (m,
2H, NH[CH2]3CH2A), 1.35 - 1.24 (m, 2H, NHCH2CH2Ah%), 1.22 - 1.05 (m, 2H, NH[CHz]2CH2AM).

9.2.2.8 Compound II-9b
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Piperidine (1.4 mL, 10-v%) was added to a stirred solution of II-8b (515 mg, 605 pmol, 1.0 eq.) in DMF
(14 mL). It was stirred overnight, the solution was concentrated under reduced pressure and the crude
product was purified via flash chromatography on SiO2 (DCM/MeOH 1:33; Rr = 0.23).

Yield: 367 mg (584 pmol, 96%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C37H4sN4Os+H]*: 629.3697, found 629.3697.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § / ppm = 8.25 (d,/ = 8.3 Hz, 1H, NH), 7.98 (d, = 8.4 Hz,
1H, NH), 7.87 (t,/ = 5.7 Hz, 1H, NHCH2AMx), 7.28 - 7.04 (m, 15H, CH2P"e), 4.59 - 4.51 (m, 1H, a-CH), 4.49
- 4.40 (m, 1H, a-CH), 3.11 - 2.70 (m, 6H, CH22"%, B-CHzPhe), 2.48 - 2.40 (m, 2H, B-CHzPhe), 2.14 (t, ] =
7.4 Hz, 2H, NHCH2AM¥), 1.68 (bs, 2H, NH2), 1.52 - 1.40 (m, 2H, CH24Mx), 1.36 - 1.24 (m, 2H, CH2AM), 1.25
-1.09 (m, 2H, CH24h%),

9.2.29 Compound II-10a

Benzene-1,3,5-tricarboxylic acid (11.5 mg, 42.6 pmol, 1.0 eq.) and PyBOP (77.6 mg, 149 umol, 3.5 eq.)
were dissolved in 1 mL peptide grade DMF. Afterwards II-9a (100 mg, 170 umol, 4.0 eq.) and DIPEA
(59.4 pL, 341 mmol, 8.0 eq.) were added consecutively. The reaction mixture was stirred at room
temperature for 3.5 h, PyBOP (77.6 mg, 149 umol, 3.5 eq.) was added and it was stirred for further 2 h.
The reaction mixture was concentrated in vacuo and the crude product was washed with DCM and
MeOH (5 times).

Yield: 82.0 mg (42.8 pmol, quant.); white solid.

MALDI-MS (HABA, MeOH) (m/z): Calculated for [C111H126N12018+Na]*: 1938.9239, found 1940.84.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § / ppm = 8.69 (d, / = 8.4 Hz, 3H, NHFhe), 8.22 - 8.14 (m,
9H, CHBTA, NHPhe), 7.81 (t, ] = 5.7 Hz, 3H, NHCH24hx), 7.29 - 7.02 (m, 45H, CHP"¢), 4.79 - 4.69 (m, 3H, -
CHPhe), 4,62 - 4.53 (m, 3H, a-CHPhe), 4.50 - 4.41 (m, 3H, a-CHP"¢), 3.56 (s, 9H, CH3), 3.06 - 2.74 (m, 24H,
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NHCHzA, B-CHzPhe), 2.24 (t, J=7.4 Hz, 6H, NH[CHz]4CH2Abx), 1.55-1.39 (m, 6H, NHCH2CHzAM),
1.36 - 1.20 (m, 6H, NHCH2CH2A%), 1.20 - 1.06 (m, 6H, NH[CH2]2CH2Ax).

9.2.2.10 Compound II-10b

Benzene-1,3,5-tricarboxylic acid (25.9 mg, 97.5 pmol, 1.0 eq.) and PyBOP (178 mg, 341 umol, 3.5 eq.)
were dissolved in peptide grade DMF (2 mL). Afterwards II-9b (266 mg, 322 umol, 3.3 eq.) and DIPEA
(136 pL, 780 mmol, 8.0 eq.) were added consecutively. The reaction mixture was stirred at room
temperature for 3.5 h, PyBOP (178 mg, 341 pmol, 3.5 eq.) and peptide grade DMF (1 mL) were added
and stirred for further 2 h. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the crude product was
washed with MeOH (5 times).

Yield: 222 mg (113 pmol, quant.); white solid.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = 8.69 (d, J = 8.5 Hz, 3H, NHPhe), 8.22 - 8.15 (m,
9H, NHPhe, NHBTA), 7.81 (t, J = 5.7 Hz, 3H, NHCH24¥), 7.31 - 7.00 (m, 45H, CHP"¢), 4.80 - 4.69 (m, 3H, a-
CHPhe), 4.61 -4.51 (m, 3H, a-CHre), 4.50 - 4.40 (m, 3H, a-CHPre), 3.07 - 2.72 (m, 24H, NHCH2Ahx,
B-CHzPhe), 2.13 (t, /= 7.4 Hz, 6H, NH[CH2z]4CH24¥), 1.49 - 1.39 (m, 6H, NH[CH2]3CH2AM), 1.37 (s, 27H,
CH3t8v), 1.34 - 1.19 (m, 6H, NHCH2CH2A"), 1.19 - 1.05 (m, 6H, NH[CH2]2CH2A).

9.2.2.11 CompoundII-11

jelRe

II-10b (500 mg, 255 umol, 1.0 eq.) was treated with 6.5 mL TFA in DCM 1:1-v%. The solution was

stirred 40 min at room temperature, concentrated under reduced pressure and another 2.2 mL TFA in
DCM 1:1-v%were added. The concentrated reaction mixture was co-distilled with toluene (5 times)
and the product was obtained without further purification.

Yield: 222 mg (113 pmol, quant.); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C108H120N12018+Na]*: 1895.8653, found 1895.8679.
TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § / ppm = 11.97 (bs, 3H, COOH), 8.68 (d, ] = 8.4 Hz, 3H,
NHPhe), 8.27 - 8.06 (m, 9H, NHFPhe, CHBTA), 7.81 (t, ] = 5.7 Hz, 3H, NHCH2A"), 7.41 - 6.86 (m, 45H, CHPhe),
4.88 - 4.63 (m, 3H, a-CH), 4.66 - 4.53 (m, 3H, a-CH), 4.50 - 4.34 (m, 3H, a-CH), 3.11 - 2.68 (m, 24H,
B-CHzPhe, NHCH2AM), 2.16 (t, /= 7.4 Hz, 6H, NH[CH2]4CH2AM¥), 1.49 - 1.39 (m, 6H, NH[CHz]3CH2AM),
1.33 -1.21 (m, 6H, NHCH2CH24), 1.18 - 1.06 (m, 6H, NH[CHz]2CH2Ax),
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9.2.2.12 Compound II-12
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DIPEA (629 pL, 3.70 mmol, 12 eq.) was added to a stirred solution of II-11 (570 mg, 301 umol, 1.0 eq.),
PyBOP (577 mg, 1.11 mmol, 3.6 eq.), propargylamine (178 mg, 2.77 pumol, 9.0 eq.) in peptide grade
DMF (10 mL) at 0 °C. The turbid reaction mixture was stirred at room temperature for 5 h, PyBOP
(577 mg, 1.11 mmol, 3.6 eq.) and DIPEA (629 pL, 3.70 mmol, 12 eq.) were added and it was stirred
overnight. The reaction mixture was concentrated in vacuo and the obtained crude mixture was
washed with MeOH (5 times).

Yield: 53 mg (67 umol, 89%); white solid.

MALDI-MS (CHCA, MeOH) (m/z): Calculated for [C117H129N15015+Na]*: 2007.9718, found 2007.8503.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 8.68 (d, ] = 8.4 Hz, 3H, NHPhe),
8.24 - 8.14 (m, 9H, NHPhe, NHCH2Calkyne), 8.18 (s, 3H, CHBT™7.80 (t,/ = 5.6 Hz, 3H, NHCH2AM), 7.29 - 7.03
(m, 45H, CHPhe), 4.78 - 4.70 (m, 3H, a-CHPhe), 4.60 - 4.53 (m, 3H, a-CHPhe), 4.50 - 4.43 (m, 3H, a-CHPhe),
3.83 (dd, J=5.5, 2.6 Hz, 6H, CH2Cakvne), 3.07 (t, / = 2.5 Hz, 3H, CHalkyne), 3.05 - 2.75 (m, 24H, B-CHzPhe,
NHCH2APx), 2.04 (t,] = 7.5 Hz, 6H, NH[CH2]4CH22"¥), 1.48 - 1.39 (m, 6H, NH[CH2]3CH2AM*), 1.33 - 1.23 (m,
6H, NHCH2CH2A), 1.17 - 1.08 (m, 6H, NH[CH2]2CH2A).

13C-NMR (101 MHz, DMSO0-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 171.8 (€C0), 170.9 (C0O), 170.4 (€O),
170.2 (€0), 165.3 (€0), 138.1 (Cq™re), 137.5 (CqPhe), 137.4 (CqPhe), 129.19 (CPhe), 129.15 (CPhe), 129.11
(CPhe), 128.05 (CPhe), 128.0 (CPhe), 126.3 (CPhe), 81.4 (Cq2lvme), 72.8 (CHa%vne), 54.5 (a-C), 54.0(a-C), 53.8
(a-C), 38.4,38.0,37.6, 37.1, 35.0 (CAhx), 28.7 (CAMX), 27.7 (CCqlkyme), 26.0 (CANX), 24.8 (CA),

9.2.2.13 Compound II-13
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Potassium hydroxide (1.8 mg, 33 pmol, 6.0 eq.) was added to a stirred solution of I1I-12 (11 mg,
5.5 umol, 1.0 eq.) in dry, degassed DMF (250 pL) and MeOH (750 pL). I-4 (12.3 mg, 16.6 pmol, 3.0 eq.)
was added and the solution was stirred at 35 °C for 24 h in the dark. The reaction mixture was
centrifuged and the supertanant solution was added slowly into cold THF. The obtained precipitation
was washed with THF (3 times).

Yield: 30.5 mg (7 pmol, quant.); white solid.*
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Cis0H192AusN21Nae033S6-2Na]?: 2025.5507,
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found 2025.0268; [C1s0H192Au3N21Nae033S6-3Na+K]?: 2033.5343, found 2033.5396;
[C180H192Au3N21Nae033S6-2Na]?: 2042.0192, found 2041.5213.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 8.72-8.60 (m, 3H, NH),
8.28-8.10 (m, 9H, 6 xNH, CHBT™), 7.90 (t, /=4.3 Hz, 3H, NHCH:Cakne), 7.80 (t, /=5.0 Hz, 3H,
NHCH2Ahx), 7.65 (d, 6H, J = 2.4 Hz, CH™), 7.31 - 7.00 (m, 51H, CHPhe, CHmesityl), 4,80 - 4.69 (m, 3H, a-
CHFhe), 4.62 - 4.52 (m, 3H, a-CHPh¢), 4.51 - 4.41 (m, 3H, a-CHPh¢), 3.62 (d, J = 4.6 Hz, 6H, CH2Calkyne),
451 -4.41 (m, 24H, B-CH2Phe, NHCH2AM), 2.61 (s, 18H, CHzmesiv), 2.30 (s, 9H, CHamesivl), 2.28 (s, 9H,
CHamesi) 2.01 (s, 9H, CHamesiv), 1.99 (s, 9H, CHs™esivl), 1.94 (t, /= 7.5 Hz, 6H, NH[CH2]4CH24h),
1.49 - 1.00 (m, 18H, NHCH2CH2Ahx, NH[CH2]2CH22h%, NH[CH2]3CH2Ahx).

13CNMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 187.6 (N2CAu), 171.9 (€0), 171.4 (CO),
171.0 (€0), 170.5 (€0), 170.4 (CO), 144.5 (Cqmesi)), 138.3 - 131.1 (CqPhe, Cmesityl), 129.4 - 126.2 (CPhe),
123.6 (C™), 98.9, 81.4, 72.9, 67.1, 55.1 - 54.1 (a-C), 38.5, 38.1, 37.6, 37.1, 35.6, 35.0, 34.9, 29.7, 28.8,
28.7,27.7,26.1,25.99, 25.97, 25.1, 24.97, 24.89, 23.2,17.4,15.9,

* Contamination with I-4 of about 6% relative to NMR-signal at 7.75 ppm (m, 0.35H, I-4-CH™).
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9.3 Ergebniskapitel III

9.3.1 Instrumentation and Materials
9.3.1.1 General Considerations

Reactions involving air or moisture sensitive reagents or intermediates were performed under argon
atmosphere using SCHLENK techniques. The glassware used had been oven dried at 120 °C or heatgun
dried under high vacuum. For the addition of reagents or solvents through septa disposable syringes
and needles that had been flushed with argon repeatedly were utilized. Solids were added in an argon
counterflow or as a solution. Degassing of solvents was achieved by performing multiple freeze-pump-

thaw.

All used Materials were obtained from commercial sources at the highest purity available and used
without further purification. Chloro(tetrahydrothiophene)gold(l) [Au!Cl(tht)] was purchased from
UMICORE (UMICORE AG & Co. KG, Hanau-Wolfgang, Germany). Compounds III-16 and III-26 were
synthesized as published before.[209.251] Water was demineralized prior to use. Solvents used for air or
moisture sensitive reactions were purchased anhydrous or dried prior to use according to common
drying techniques or the solvent purification system MB-SPS-800 (MBRAUN). Tetrahydrofurane (THF)
was used containing no stabilizing additives. Purification via preparative flash column
chromatography (FC) was carried out using silica gel with an average grain size of 15-40 um (ACROS
ORGANICS). TLC-Analysis of the collected fractions was carried out with silica coated aluminum sheets
(60 A F2s54, MACHEREY-NAGEL). Size exclusion chromatography (SEC) was carried out using Sephadex™
LH-20 beads (GE HEALTHCARE BI10-ScCIENCES, Uppsala, Sweden) as stationary phase. Solvents used for FC
or SEC were purchased either in technical grade and distilled before use or obtained in p.a. quality and

used without further purification.
9.3.1.2  Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy

The NMR spectra for the TH-NMR and 13C-NMR spectroscopy were measured on the spectrometers
Avance I1I HD 300 (BRUKER), Avance I1 400 (BRUKER), Avance III HD 400 (BRUKER) and Avance III 600
(BRUKER) at the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg-University Mainz using CDClz, MeOD-
ds, DMSO-ds and DMF-d7 as deuterated solvents. The chemical shifts (6) are reported relative to the
residual solvent protons (1H-NMR) or the deuterium coupled 13C solvent signal (13C{'H} NMR). For the
declaration of the spin multiplicities the following abbreviations were used: s (singlet), d (doublet),
t (triplet) and m (multiplet) as well as appropriate combinations of these. Coupling constants of
protons (J) are stated in Hertz (Hz). The NMR spectra were analyzed using the software MestReNova

v.10.0.2-15465 (Mestrelab Research S.L.).
9.3.1.3  Mass Spectrometry

High resolution mass spectra (HRMS) were recorded on the electrospray ionization (ESI) devices
Micromass QTof Ultima 3 (WATERS) or LC/MS 6545 QToF (AGILANT) by the massspectrometric

department of the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg University Mainz.
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9.3.1.4  Solid Phase Peptide Synthesis (SPPS)

SPPS was carried out on an automated CS 136XT batch peptide synthesizer (CS Bio Co0.) using SPPS-
grade solvents and 2-chlorotrityl chloride resin (resin loading capacity of 1.6 mmol/g, IRIS BIOTECH

GMBH) for Fmoc amino acid loading.
9.3.1.5 Circular Dichroism (CD) Spectroscopy

CD measurements were carried out on a J-815 spectrometer (JAsco Labor- und Datentechnik GmbH,
Gross-Umstadt, Germany) using the software Spectra Manager v.2.12.00. All spectra were recorded
under the conditions indicated using precision quartz cells with a path length of 2 mm (HELLMA GmbH
& Co. KG, Miillheim, Germany). Data was processed using OriginPro v.9.1.0 (ORIGINLAB CORPORATION,
Northampton, USA). All Spectra were averaged over three replicates and corrected by subtraction of

the background (cuvette).
9.3.1.6  Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM investigations were accomplished on a FEI Tecnai™ T12 transmission electron microscope
equipped with a BioTWIN lens and a LaBe cathode operated at 120 kV. Thereto sample droplets were
adsorbed on freshly glow-discharged copper grids (ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES, CF300-Cu,
300 mesh) covered by a 3 -4 nm carbon layer followed by negative staining using a 2% aqueous
solution of uranyl acetate (POLYSCIENCES). Digital electron micrographs were recorded with a 4k x 4k

CMOS camera (TVIPS) or 1k x 1k CCD camera (MEGASSYS).
9.3.1.7 Reversed Phase High Performance Liquid Chromatography (RP-HPLC)

RP-HPLC runs were conducted on a LC-4000 HPLC system (JAsco). Analytical runs were performed on
a VariTide RPC (pore size: 200 A, 250 mm x 4.6 mm) column (CS CHROMATOGRAPHIE). Semi-preparative
runs were performed on a Luna RP-C18(2) (pore size: 100 A, 250 mm x 21 mm) column (PHENOMENEX).
Chromatograms of analytical runs were corrected by subtraction of a blank run by injection of the
starting mobile phase. Chromatograms of semi-preparative runs are shown without further
corrections. The detection wavelength, flow rate and the mobile phase as well as the gradient used are

stated in the synthesis chapter.
9.3.1.8  UV/Vis- and Fluorescence Spectroscopy

UV/Vis-measurements were performed on a  Varian Cary 5000  spectrophotometer
(AGILENT TECHNOLOGIES) at room temperature and analysed with Cary WinUV software version
3.00(339). Luminescence-measurements were conducted at room temparture with a Varian Cary
Eclipse fluorescence spectrophotometer (AGILENT TECHNOLOGIES) and evaluated with the software Cary
Eclipse Scan Application version 1.1(132). The solutions (2.5 mL) were saturated with argon via a
continuous argon flow through an immersed canula over 10 minutes to make sure that oxygen was
driven out of solution. The thickness of the cuvette was 1 cm, the excitation and emission slits were

10 nm and the detector voltage was at medium (1000 V).
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9.3.1.9 Rheological Measurements

Rheological studies were performed on a Physica MCR 301 rheometer (ANTON PAAR) equipped with a
parallel-plate geometry PP25/TG (diameter: 24.981 mm). The sample was freshly prepared with a
concentration of 4 mg/200 uL water (2.0-wt%). The sample was evenly distributed with a pipette in
the middle of the lower plate at 20 °C followed by lowering of the upper geometry to evenly distribute
the sample on the upper geometry as well. The measurement was immediately started with a constant
frequency of 1 Hz. Furthermore, Rhodorsil® silicone o0il 47 V 50 was used to seal the solvent trap and

prevent sample evaporation.

9.3.2  Synthetic Procedures
9.3.2.1 Standard operating procedure (SOP 1): Synthesis of peptides via SPPS

The loading of the resin was performed in a MERRIFIELD apparatus according to a procedure described
in literature.[273-275] An excess of the Fmoc-protected phenylalanine (2.0 eq. relative to resin loading
capacity) was dissolved in a mixture of dry DCM and a small amount of dry DMF to help solvation
(DCM/DMF 9:1-v%, 10 mL/g resin). The dissolved amino acid was added to the 2-chlorotrityl chloride
resin, DIPEA (2.0 eq.) was added and it was agitated for 5 min at room temperature. Additional DIPEA
(3.0 eq.) was added and the reaction mixture was shaken for 1 h at room temperature. Remaining
reactive 2-chlorotrityl groups were quenched with MeOH (1 mL/g resin), followed by agitation for 15
min at room temperature. The vessel was drained and the resin washed consecutively three times with
DCM, DMF, DCM and MeOH. Afterwards the beads were dried in vacuo overnight and the beads were
transferred for the subsequent synthesis to a reaction vessel of the peptide synthesizer.

The step-wise chain elongation was performed according to a procedure described in literature.[276.277]
The dried resin was swollen in DCM for 10 min while shaking the reaction vessel. After draining of the
solution, piperidine (20% in DMF) was added and the vessel was shaken for 20 min. After draining of
the solution, the beads were washed four times with DMF and twice with DCM. The resin was treated
with a solution of the corresponding protected amino acid (4.0 eq.), HBTU (4.0 eq.), HOBt (4.0 eq.) and
DIPEA (6.0 eq.) in DMF. After shaking for 1 h, the solution was removed and the resin washed five times
with DMF. This procedure was repeated with the corresponding amino acid for every coupling process,

starting with the Fmoc deprotection on the resin. Finally the resin was washed with DCM.

The cleavage of resin-bound peptides was carried out according to a procedure described in the
literature.[27¢] The resin beads were transferred to a MERRIFIELD glass reactor, treated with a mixture of
TFA/DCM = 1:1-v% (5 mL/gresin) and shaken for 40 min at room temperature. The solution was
drained and the beads were washed at least two times with a small amount of DCM. The combined
solutions were concentrated under reduced pressure, repeatedly co-distilled with toluene to remove
the trifluoroacetic acid under reduced pressure and precipitated into a cold solution of CH/Et20 2:1-v%
or water. Isolation via centrifugation and drying afforded the desired peptide. The cleaving procedure
was repeated until no more precipitate was formed.

The cleavage of resin-bound peptides with side-group protection: The resin beads were transferred to
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a MERRIFIELD glass reactor, treated with a mixture of TFE/DCM = 1:4-v% (5 mL/g resin) and shaken for
40 min at room temperature. The solution was drained and the beads were washed at least two times
with a small amount of DCM. The combined solutions were concentrated under reduced pressure and
precipitated into a cold solution of CH/Et20 2:1-v%. Isolation via centrifugation and drying afforded

the desired peptide. The cleaving procedure was repeated until no more precipitate was formed.

9.3.2.2 Compound III-7(231]
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1-Methyl-1H-benzo[d]-imidazole (317 mg, 2.4 mmol, 1.0 eq.) and 4-bromo-but-1-yne (478 mg,
3.60 mmol, 1.5 eq.) were stirred for 45 h at 120 °C in toluene (3 mL). The resulting precipitation was
centrifuged and washed with diethylether (3 times).
Yield: 554 mg (2.10 mmol, 87%); grey powder.
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C12H13N2Br-Br]*: 185.1073, found 185.1075.
1H-NMR (400 MHz, MeOD, 296 K): 6 / ppm = 11.37 (s, 1H, NCHN), 7.87 -7.80 (m, 1H, CHB«m),
7.75 - 7.64 (m, 3H, CHB#m), 4.85 (t, ] = 6.5 Hz, 2H, NCH2), 4.30 (s, 3H, NCH3), 3.05 (td, ] = 6.4, 2.7 Hz, 2H,
NCH2CHz), 2.05 (t,] = 2.6 Hz, 1H, CHalkyne),

9.3.2.3 Compound III-91231]

.

\
The following procedure was carried out in the dark under argon SCHLENK-technique. In dried and
degased DCM (9 mL) III-7 (300 mg, 1.13 mmol, 1.0 eq.) and Ag20 (157 mg, 679 pmol, 0.6 eq.) were
stirred for 48 h at room temperature. [Au/Cl(tht)] (363 mg, 1.13 mmol, 1.0 eq.) and NaCl (99.0 mg,
1.70 mmol, 1.5 eq.) were added, the resulting mixture was stirred for 2 h and the obtained crude
mixture was filtered over Kieselguhr. The concentrated solution was precipitated into cold THF, the
obtained precipitation was filtered off and washed with THF (2 times).
Yield: 361 mg (0.867 mmol, 77%); off-white solid.
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C24H24Au2N4Cl2-Au-2Cl]*: 565.17, found: 565.21
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, 296 K): § / ppm = 7.63 - 7.59 (m, 1H, CHB2Im), 7.52 - 7.45 (m, 3H, CHBzIm),
4.65 (t,] = 6.9 Hz, 2H, NCH2), 4.09 (s, 3H, NCH3), 2.94 - 2.85 (m, 2H, NCH2CHz), 2.03 (t,/ = 2.0 Hz, 1H,
CHalkyne),
13C-NMR (151 MHz, CDCls, 296 K, COSY, HSQC): 6 / ppm = 178.8 (N2CAu), 133.8 (Cq84m), 133.2
(CqBzIm), 124.9 ((CB2m), 124.8 (CBzm), 111.7 (CBzm), 111.5 (CB4m), 79.7 (Cqalkyne), 72.3 (CHalkyne), 47.03
(NCHz), 35.5 (NCH3), 20.6 (NCC).
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9.3.2.4 Compound III-12
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The synthesis was carried out according to SOP1.
Yield: 554 mg (1.40 mmol, 92%); white solid.
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C20H21Ns04+Na]*: 418.1484, found 418.1491.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): 6 / ppm = 12.77 (s, 1H, COOH), 8.46 (d,/ = 7.9 Hz, 1H, NH), 8.26
(d,J=8.6 Hz, 1H, NH), 7.32 - 7.13 (m, 10H, CHP"¢), 4.64 - 4.54 (m, 1H, a-CHP¢), 4.54 - 4.39 (m, 1H, a-
CHPhe), 3.80 - 3.63 (m, 2H, CH26Y), 3.08 (dd, J = 13.9, 5.2 Hz, 1H, B-CHzh¢), 3.00 (dd, J = 13.9, 4.2 Hz, 1H,
B-CH2Phe), 2.92 (dd, /= 13.9, 9.0 Hz, 1H, B-CHzPh¢), 2.70 (dd, J = 13.8, 9.8 Hz, 1H, B-CHzhe).

9.3.2.5 Compound III-14
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The synthesis was carried out according to SOP1.

Yield: 350 mg (1.41 mmol, 98%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C11H12N403-H]: 247.0837, found 247.0832.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): § / ppm = 12.88 (s, 1H, COOH), 8.44 (d, J=8.1 Hz, 1H, NH),
7.32-7.17 (m, 5H, CHPh¢), 4.50 - 4.41 (m, 1H, a-CHPh¢), 3.88 - 3.72 (m, 2H, CH2), 3.08 (dd, /= 13.8,
4.9 Hz, 1H, B-CHzPhe), 2.89 (dd, ] = 13.9, 9.3 Hz, 1H, [3-CH2Phe).

9.3.2.6 Compound III-15

The synthesis was carried out according to SOP1.

Yield: 412.5 mg (710 pmol, 52%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C29H36N6O7+Na]*: 603.2538, found 603.2541.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): 6 / ppm = 12.79 (s, 1H, COOH), 8.30 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NHPhe),
8.23 (d, J=8.1 Hz, 1H, NHGW), 8.14 (d, /= 7.7 Hz, 1H, NHPh¢), 7.40 - 7.05 (m, 10H, CHPhe), 4.58 (ddd,
J=9.9, 8.3, 4.1 Hz, 1H, a-CH), 4.48 - 4.39 (m, 1H, a-CH), 4.29 (td, /= 8.1, 5.4 Hz, 1H, a-CH), 3.83 - 3.64
(m, 2H, CH25Y), 3.07 (dd, J = 14.0, 5.1 Hz, 1H, B-CHzP¢), 3.00 - 2.85 (m, 2H, CH2Ph¢), 2.75 - 2.65 (m, 1H,
B-CH2Phe), 2.23 - 2.14 (m, 2H, y-CH26), 1.91 - 1.79 (m, 1H, B-CH26), 1.77 - 1.65 (m, 1H, B-CH26), 1.39
(d,J=1.1 Hz, 9H).
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9.3.2.7 Compound III-16[209
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The Cbz-protected precursor (298 mg, 396 umol, 1 eq.) was dissolved in MeOH (5 mL). Pd/C (10-wt%,
30 mg), was added and the flask was filled with Hz. After 24 h of stirring, the suspension was filtered
over Kieselguhr and concentrated under reduced pressure.
Yield: 238 mg (385 pmol, 97%); colourless oil.
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C31HssN2010+H]*: 619.4164, found 619.36.
1H-NMR (400 MHz, CDCl3, 296 K): 6 / ppm = 6.10 (s, 1H, CqNH), 3.69 (s, 6H, CH2Pnd), 3.63 (t,]/ = 6.3 Hz,
6H, CHzPnd), 2.72 (t, J = 7.0 Hz, 2H, NH2CH2AMX), 2.44 (t, ] = 6.3 Hz, 6H, COCH2Pnd), 2.16 (t, /] = 7.5 Hz, 2H,
NH[CH2]4CH22), 1.66 - 1.54 (m, 2H, CH24h), 1.53-1.46 (m, 2H, CHzAh), 1.44 (s, 27H, CH3®Bv),
1.38 - 1.24 (m, 2H, CH2Ak),

9.3.2.8 Compound III-17
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DIPEA (86.7 pL, 498 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of I1I-12 (233 mg, 588 umol, 1.3 eq.),
III-16 (280 mg, 453 umol, 1.0 eq.), PyBOP (330 mg, 634 umol, 1.4 eq.) and HOAt (62.6 mg, 453 pmol,
1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature
and concentrated in vacuo. The crude product was purified via flash chromatography on SiO:
(EtOAc/CH 9:1-v%; Rr = 0.35).

Yield: 464 mg (465 pmol, quant.); colourless solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Cs1H77N7013+H]*: 996.5658, found 996.5677.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): 6 / ppm = 8.28 (d, J = 8.3 Hz, 1H, NHPh¢), 8.24 (d,/ = 8.3 Hz, 1H,
NHPhe), 7.80 (t,/ = 5.6 Hz, 1H, NHCH2AM), 7.28 - 7.12 (m, 10H, CHP"e), 6.90 (s, 1H, CqNH), 4.55 (td, ] = 8.8,
4.7 Hz, 1H, a-CH), 4.44 (q,/ = 7.8 Hz, 1H, a-CH), 3.78 - 3.66 (m, 2H, CH2%), 3.58 - 3.46 (m, 12H, CH2Prd),
3.07 - 2.99 (m, 1H, NHCH24), 2.98 - 2.91 (m, 3H, NHCH24x, 3-CHzPhe), 2.81 (dd, /= 13.6, 8.7 Hz, 1H,
B-CH2Phe), 2.71 (dd, /= 13.8, 9.4 Hz, 1H, B-CHzPhe), 2.38 (t, J = 6.1 Hz, 6H, COCH2Pnd), 2.02 (t, / = 7.5 Hz,
2H, N[CHz]«CH2%h%), 1.47 - 1.10 (m, 6H, NCH2CH22", N[CHz]2CH22", N[CHz]sCH22"¥), 1.39 (s, 27H,
CH3tBv),
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9.3.29 Compound III-18
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DIPEA (75.5 pL, 434 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of III-14 (127 mg, 512 pmol, 1.3 eq.),
I1I-16 (244 mg, 394 pmol, 1.0 eq.), PyBOP (287 mg, 552 umol, 1.4 eq.) and HOAt (53.7 mg, 394 pmol,
1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature
and concentrated in vacuo. The crude product was purified via flash chromatography on SiO2 (EtOAc;
Rr =0.57).

Yield: 176 mg (207 pmol, 53%); colourless solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C42HesN6O12+Na]*: 871.4787, found 871.4765.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): 6 / ppm = 8.35 (d, /] = 8.4 Hz, 1H, NHFh¢), 8.04 (t,/ = 5.6 Hz, 1H,
NHCH22), 7.30 - 7.14 (m, 5H, CHPhe), 6.90 (s, 1H, CqNH), 4.58 (td, J=8.7, 5.5 Hz, 1H, a-CHPhe),
3.86 - 3.68 (m, 2H, CHz5Y), 3.59 - 3.48 (m, 12H, CH2Pnd), 3.03 (td, /= 12.6, 12.1, 6.0 Hz, 1H, NHCH24h),
2.94 (dd, J=13.8, 5.5 Hz, 2H, NHCH24hx, 3-CH2Phe), 2.76 (dd, J=13.6, 9.0 Hz, 1H, B-CH2Phe), 2.38 (t,
J=6.1Hz, 6H, COCHzPd), 2.02 (t, /= 7.5 Hz, 2H, NH[CH2]4CH2A¥), 1.45 - 1.35 (m, 2H, NH[CH2]3CH2AM),
1.39 (s, 27H, CHs®v), 1.35 - 1.26 (m, 2H, NHCH2CH24"¥), 1.121 - 1.08 (m, 2H, NH[CH2]2CH2A).

9.3.2.10 Compound III-19
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DIPEA (48.7 uL, 279 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of III-15 (192 mg, 330 pmol, 1.3 eq.),
I1I-16 (157 mg, 254 pmol, 1.0 eq.), PyBOP (185 mg, 356 umol, 1.4 eq.) and HOAt (34.6 mg, 254 pmol,

1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature
and concentrated in vacuo. The crude product was purified via flash chromatography on SiO:
(EtOAc/CH 9:1-v%; Rr = 0.48).

Yield: 140 mg (119 pmol, 46%); colourless solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [CeoH92NgO16+Na]*: 1203.6524, found 1203.6524.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): § / ppm = 8.34 (d,J = 8.2 Hz, 1H, NHPh¢), 8.28 (d, /= 7.8 Hz, 1H,
NHGv), 7.94 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, NHPhe), 7.90 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHCH21), 7.26 — 7.13 (m, 10H, CHPh<), 6.93
(s, 1H, CqNH), 4.56 (td, ] = 9.2, 4.0 Hz, 1H, a-CHP"¢), 4.44 (td,] = 8.2, 5.8 Hz, 1H, a-CHPhe), 4.24 - 4.17 (m,
1H, a-CHS), 3.80 - 3.68 (m, 2H, CH26Y), 3.53 - 3.51 (m, 12H, CH2Pd), 3.04 (dq, /=13.0, 6.7 Hz, 1H,
NHCH22h¥), 2.99 - 2.90 (m, 3H, NHCH2Ahx, 3-CHzPhe), 2.81 (dd, J = 13.7, 8.5 Hz, 1H, B-CHzPhe), 2.75 - 2.68
(m, 1H, B-CHzPhe), 2.38 (t, /] = 6.1 Hz, 6H, COCH2Pd), 2.19 - 2.09 (m, 2H, y-CH26), 2.02 (t,] = 7.5 Hz, 2H,
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N[CHz]4CHz), 1.85-1.77 (m, 1H, B-CH:%v), 1.73-1.65 (m, 1H, B-CH:%v), 1.43-1.37 (m, 2H,
N[CH2]3CHz), 1.39 (s, 9H, CHatBv), 1.32 - 1.27 (m, 2H, NCH2CH), 1.16 - 1.09 (m, 2H, N[CH2]2CH>).

9.3.2.11 Compound III-20
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III-17 (458 mg, 460 umol, 1.0 eq.) was treated with 33 mL TFA in DCM 1:1-v%. The solution was
stirred for40 min at room temperature, concentrated under reduced pressure and another 33 mL TFA
in DCM 1:1-v% were added. The concentrated reaction mixture was co-distilled with toluene 5 times
and the product was obtained without further purification.

Yield: 325 mg (393 pmol, 85%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C39Hs3N7013+Na]*: 850.3594, found 850.3583.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 8.28 (d, / = 8.3 Hz, 1H, NHPhe),
8.24 (d,] = 8.3 Hz, 1H, NHPh¢), 7.81 (t,/ = 5.6 Hz, 1H, NHCH2A), 7.29 - 7.10 (m, 10H, CHFh¢), 6.93 (s, 1H,
CqNH), 4.55 (td, ] = 8.8, 4.7 Hz, 1H, a-CHPhe), 4.44 (td, ] = 8.5, 5.8 Hz, 1H, a-CHPhe), 3.79 - 3.67 (m, 2H,
CH2%), 3.58 - 3.53 (m, 12H, CH2Pnd), 3.02 (p, J = 6.8 Hz, 1H, NHCH2A"x), 2.99 - 2.90 (m, 3H, NHCH2Ahx,
CHzPhe),2.81 (dd,] = 13.6, 8.7 Hz, 1H, 3-CH2Ph¢), 2.71 (dd, ] = 13.8,9.4 Hz, 1H, B-CH2Phe), 2.42 (t,/ = 6.3 Hz,
6H, COCH2Pnd), 2.03 (t,] = 7.5 Hz, 2H, N[CH2]4CH2APx), 1.45 - 1.36 (m, 2H, N[CH2]3CH24h), 1.34 - 1.26 (m,
2H, NCH2CH24mx), 1.20 - 1.10 (m, 2H, N[CH2]2CH2Ahx).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 172.7 (CO0Pnd), 172 .4 (COA), 170.4
(COPhe), 170.3 (COPRe), 167.11 (COGY), 137.65 (CqPhe), 137.46 (CqPhe), 129.19 (CPhe), 128.91 (CPhe), 128.22
(CPhe), 128.05 (CPhe), 126.29 (CPhe), 68.14 (CPnd), 66.68 (CPrd), 59.51 (C¢Pnd), 54.13 (a-C), 53.76 (a-C),
50.44 (CH:GY), 38.46 (NCAMx), 37.92 (B-CPhe), 37.58 (B-CPhe), 35.80 (NCCCCCA), 34.60 (CCOO), 28.79
(NCCAhx), 25.93 (NCC(CARX), 24,98 (NCCCCANx),

9.3.2.12 Compound III-21
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I1I-18 (52 mg, 61 pmol, 1.0 eq.) was treated with 4.4 mL TFA in DCM 1:1-v%. The solution was stirred

40 min at room temperature, concentrated under reduced pressure and another 4.4 mL TFA in DCM
1:1-v% were added. The concentrated reaction mixture was co-distilled with toluene 5 times and the
product was obtained without further purification.

Yield: 42 mg (61 pmol, quant.); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C30H44N6012+Na]*: 703.2909, found 703.2906.
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1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 8.35 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, NHPhe),
8.04 (t,] = 5.6 Hz, 1H, NHCHzA¥), 7.29 - 7.16 (m, 5H, CHPhe), 6.93 (s, 1H, CqNH), 4.57 (td, ] = 8.7, 5.5 Hz,
1H, a-CHPhe), 3.85 - 3.66 (m, 2H, CH2Y), 3.58 - 3.50 (m, 12H, CHzPnd), 3.10 - 3.00 (m, 1H, NHCHZAM),
2.99 - 2.89 (m, 2H, NHCHzAbx, B-CH,Phe), 2.77 (dd, J = 13.6, 9.0 Hz, 1H, p-CH:P), 2.41 (t, ] = 6.3 Hz, 6H,
COCH,Pnd), 2.03 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, NH[CH2]4CH2A%), 1.46 - 1.36 (m, 2H, NH[CH2]3CH2A™), 1.36 - 1.26 (m,
2H, NHCH2CH24h), 1.20 - 1.09 (m, 2H, NH[CHz]2CHzAh).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): § / ppm = 172.7 (C00), 172.5 (COA), 170.3
(COPhe), 167.1 (COSY), 137.6 (CqPhe), 129.2 (CPhe), 128. 1 (CPhe), 126.4 (CPhe), 68.2 (CPd), 66.7 (CPnd), 59.5
(CoPnd), 54.1 (a-CPhe), 50.5 (CHzGY), 38.5 (NCAhY), 38.1 (B-CPhe), 35.8 (NCCCCCAM), 34.6 (CCOO), 28.8
(NCCAhX), 26.0 (NCCCAY), 25.0 (NCCCCAX),

9.3.2.13 Compound III-22

I1I-19 (160 mg, 118 umol, 1.0 eq.) was treated with 16 mL TFA in DCM 1:1-v%. The solution was
stirred 40 min at room temperature, concentrated under reduced pressure and another 16 mL TFA in
DCM 1:1-v% were added. The concentrated reaction mixture was co-distilled with toluene 5 times and
the product was obtained without further purification.

Yield: 100 mg (104 pmol, 89%); colourless solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C44HeoNsO16+Na]*: 979.4019, found 979.4022,

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 12.13 (s, 4H, COOH), 8.34 (d,
J=8.3 Hz, 1H, NHPh¢), 8.28 (d, ] = 7.8 Hz, 1H, NH), 7.96 (d,/ = 8.1 Hz, 1H, NHPh¢), 7.91 (t,/ = 5.7 Hz, 1H,
NHCH2A), 7.27 - 7.11 (m, 10H, CHPhe), 6.95 (s, 1H, CqNH), 4.59 - 4.53 (m, 1H, a-CHP"¢), 4.46 - 4.41 (m,
1H, a-CHPhe), 4.25 -4.19 (m, 1H, a-CHS), 3.81 - 3.69 (m, 2H, CH2G), 3.58 - 3.50 (m, 12H, CHzPnd),
3.08 -3.01 (m, 1H, NHCH24hx), 2.99 - 2.88 (m, 3H, NHCH2Ahx, 3-CHzPhe), 2.81 (dd, /= 13.7, 8.5 Hz, 1H,
B-CH2Phe), 2,71 (dd, J = 13.9, 10.1 Hz, 1H, B-CHzPhe), 2.41 (t, /= 6.3 Hz, 6H, COCH2Pd), 2.18 (dt, J=9.7,
6.0 Hz, 2H, y-CH26), 2.02 (t, / = 7.5 Hz, 2H, N[CH2]4CH2AM¥), 1.84 (m, 1H, B-CH26), 1.76 - 1.67 (m, 1H,
B-CH2G), 1.44 - 1.36 (m, 2H, N[CH2]3CH24%), 1.33 - 1.26 (m, 2H, NCH2CH2#"¥), 1.17 - 1.09 (m, 2ZH,
N[CHz]2CH24hx),

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6§ / ppm = 174.0 (CO0GW), 172.7 (COOPnd), 172.5
(€OA), 170.9 (COPhe), 170.6 (COGW), 170.3 (COPhe), 167.3 (COGY), 137.63 (CqPhe), 137.57 (CqPhe), 129.2
(CPhe), 128.08 (CPhe), 128.07 (CPhe), 126.33 (CPhe), 126.31 (CPhe), 68.1 (CPnd), 66.7 (CPnd), 59.5 (CqPnd), 53.9
(o-CPhe), 53.8 (a-CPhe), 52.1 (a-CGMv), 38.5 (NCArX), 37.9 (B-CPhe), 37.5 (B-CPhe), 35.8 (NCCCCCAM), 34.6
(COCPnd), 30.1 (y-CGv), 28.8 (NCCAMX), 27.4 (B-CGlv), 26.0 (NCCCAPX), 25.0 (NCCCCAx),

148



9.3 Ergebniskapitel III

9.3.2.14 Compound III-23

(o]
o o 0/\)L0H fo)
H H
Sy NMHSC«\)LOH

= o 0 0. OH
AR Y
@N»*Au'-d
\
CuSO04 - 5H20 (6.0 mg, 24 pmol, 0.2 eq.) and TBTA (13 mg, 24 pmol, 0.2 eq.) were added as solution in
THF/H20 1:1-v% to III-9 (50.4 mg, 121 pmol, 1.0 eq.) and II-20 (100 mg, 121 pmol, 1.0 eq.) in
THF/H20 1:1-v% with an overall volume of 6 mL. NaAsc (9.6 mg, 48 pmol, 0.4 eq.) was added and it
was stirred for 24 h at 45 °C under the exclusion of light. The slightly purple reaction mixture was
purified as follows: the solution was concentrated and the aqueous residue brought to pH % 10 - 11 by
the addition of 1M aq. NaOH solution. It was washed with CHCI3 (2 x 1 mL) and the product was
precipitated by the addition of 1M aq. HCl at pH = 2.5 - 3.0. The product was obtained by centrifugation
and lyophilization.
Yield: 120 mg (96.0 pmol, 80%); white solid.
ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C102H130Au2Cl2N18026-2Cl]2*: 1208.9379, found 1208.9371.
1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 318 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 12.06 (bs, 3H, COOH), 8.17 (d,
J=8.2Hz, 1H, NHPre), 7.83 (d, /= 7.9 Hz, 1H, CHB2m), 7.75 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, NHPhe), 7.67 - 7.64 (m, 2H,
CHBzIm, NHCH2AMx), 7.54 - 7.46 (dt, ] = 19.7, 7.4 Hz, 2H, CHB4m), 7.21 - 6.92 (m, 10H, CHPhe), 6.81 (s, 1H,
CqNH), 4.98 - 4.89 (m, 2H, CH25Y), 4.90 - 4.84 (m, 2H, NCH2B2m), 4,56 (td, / = 8.1, 4.9 Hz, 1H, a-CHPhe),
4.41 (td, ] = 8.2, 6.0 Hz, a-CH""¢), 3.76 (s, 3H, NCH3B?m), 3.59 - 3.54 (m, 12H, CH2""4), 3.37 (t,]/ = 7.4 Hz,
2H, NCH2CH?2P7m), 3.04 - 3.97 (m, 1H, NHCH2AMx), 2.94 - 2.86 (m, 3H, NHCH24x, 3-CH2Phe), 2.79 (dd,
J=13.7,8.3 Hz, 1H, B-CHzPre), 2.73 (dd, J = 13.8, 8.3 Hz, 1H, 3-CH2Phe), 2.41 (t, ] = 6.4 Hz, 6H, COCH2Pnd),
2.02 (t, J=7.5Hz, 2H, NH[CH2]sCH24M¥), 1.44-1.37 (m, 2H, NH[CH2]3CH24h¥), 1.31-1.22 (m, 2H,
NHCH2CH2Amx), 1.13 (m, 2H, NH[CH2]2CH2Ahx).
13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 318 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 195.0 (N2CAu), 172.4 (€CO0OPnd), 172.2
(€OAMX), 170.04 (COPhe), 169.99 (COPre), 166.5 (COGY), 162.9 (CqTriazole), 148.4 (CHTriazole), 137.42 (CqPhe),
137.0 (CqPhe), 133.6 (CqB2Im), 132.6 (CqB4m), 129.03 (CPhe), 128.97 (CPhe), 127.9 (CPhe), 127.7 (CPhe), 126.1
(CPhe), 125.9 (CPhe), 124.0 (CB#m), 123.9 (CB#m), 111.72 (CB4m), 111.65 (CB#m), 68.2 (CPrd), 66.6 (CPnd),
59.4 (CqPnd), 54.0 (a-CPhe), 53.9 (CH2Y), 53.4 (a-CPhe), 48.3 (NCH2B#m), 38.4 (NCAMX), 37.8 (B-C™he), 37.5
(B-CPhe), 35.7 (NCCCCCAhx), 34.5 (COCPnd), 34.2 (NCHsB“m), 28.6 (NCCAh), 28.3 (NCCB#m), 25.80
(NCC(ahx), 24.81 (NCCCCArY)
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9.3.2.15 Compound III-24
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CuS04 - 5H20 (0.9 mg, 3.6 umol, 0.2 eq.) and TBTA (1.9 mg, 3.6 pmol, 0.2 eq.) were added as solution in
THF/H20 1:1-v% to III-9 (7.5 mg, 18 umol, 1.0 eq.) and I1I-21 (12 mg, 18 umol, 1.0 eq.) in THF/H20
1:1-v% with an overall volume of 750 pL. NaAsc (1.4 mg, 7.1 umol, 0.4 eq.) was added and it was stirred
for 24 h at 45 °C under the exclusion of light. The slightly purple reaction mixture was purified as
follows: the solution was concentrated and the aqueous residue brought to pH = 10 - 11 by the addition
of 1M aq. NaOH solution. It was washed with CHCI3 (2 x 250 pL) and the product was precipitated by
the addition of 1M aq. HCl to pH = 2.5-3.0. The product was obtained by centrifugation and
lyophilization.

Yield: 12 mg (11 pmol, 62%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Cs4H110AuzCl2N160252-2Cl-2H+3K+H20]3+*: 751,8737,

found 751,8799; Calculated for [Cs4H110Au2Cl2N160252-2Cl-3H+3K+H20]%*: 1127,3069,

found 1127,3144.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 318 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 12.07 (bs, 3H, COOH), 8.03 (bs,
1H, NHPhe), 7.92 - 7.85 (m, 2H, CHBzm, NHCHA), 7.72 (dd, J = 7.7, 1.2 Hz, 1H, CHB2m), 7.56 - 7.46 (m,
2H, CHB2m), 7.16 - 6.99 (m, 5H, CHP"¢), 6.81 (s, 1H, CqNH), 5.06 - 4.87 (m, 4H, CH26Y, NCH2B7Im), 449 (td,
J=8.1, 6.0 Hz, 1H, a-CHP"e), 3.85 (s, 3H, NCH3B#m), 3.60 - 3.49 (m, 12H, CH2Pnd), 3.39 (t, /= 7.1 Hz, 2H,
NCH2CH2B4m), 3.03 - 2.96 (m, 1H, NHCH22hx), 2.91 - 2.83 (m, 2H, NHCH22hx, 3-CH2Phe), 2.78 (dd, J = 13.6,
8.0 Hz, 1H, B-CH2Phe), 2.41 (t, J=6.4 Hz, 6H, COCH2Pd), 2.01 (t, J=7.5 Hz, 2H. NH[CH2]4CH24hx),
1.41-135 (m, 2H, NH[CH2]sCH24r*), 1.30-1.23 (m, 2H, NHCH2CH2#"), 1.15-1.08 (m, 2H,
NH[CHz]2CH2Ax),

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 318 K, HSQC, HMBC): § / ppm = 194.9 (N2CAu), 172.4 (CO0Pnd), 172.2
(COAX), 169.9 (COPhe), 166.0 (COSY), 163.6 (CqTriazole), 147.8 (CHTriazole), 137.1 (CqPhe), 133.6 (CqB7m),
132.54 (CqB2m), 129.0 (CPhe), 127.8 (CPhe), 126.0 (CPhe), 124.1 (CB7m), 124.0 (CB2m), 111.8 (CB#m), 68.2
(CPnd), 66.6 (CPnd), 59.4 (CqPrd), 53.8 (a-CPhe), 53.3 (CH29Y), 48.2 (NCH2B7m), 38.3 (NCAMX), 38.2 ([3-CPhe),
35.7 (NCCCC(APX), 34.5 (COCPnd), 34.3 (NCH3B2m), 28.6 (NCCAMX), 25.8 (NCCCAPX), 24.8 (NCCCCAx),
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9.3.2.16 Compound III-25
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CuS04 - 5H20 (0.70 mg, 3.0 umol, 0.2 eq.) and TBTA (1.5 mg, 3.0 pmol, 0.2 eq.) were added as solution
in THF/H20 1:1-v% to III-9 (5.8 mg, 14 umol, 1.0 eq.) and I1I-22 (13 mg, 14 pmol, 1.0 eq.) in THF/H20
1:1-v% with an overall volume of 750 pL. NaAsc (1.1 mg, 5.6 umol, 0.4 eq.) was added and it was stirred
for 24 h at 45 °C under the exclusion of light. The slightly purple reaction mixture was purified as
follows: the solution was concentrated and the aqueous residue brought to pH = 10 - 11 by the addition
of 1M aq. NaOH solution. It was washed with CHCI3 (2 x 250 pL) and the product was precipitated by
the addition of 1M aq. HCl at pH = 2.5-3.0. The product was obtained by centrifugation and
lyophilization.

Yield: 11 mg (8.2 umol, 58%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [CseH72AuCIN10016-Cl-H+NH4]*: 1354,5053; found:
1353,3122.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 318 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 12.03 (bs, 4H, COOH), 8.19 (d,
J=7.8Hz, 1H, NHGv), 7.89 - 7.73 (m, 4H, NHFhe, CHBzm NHCHA), 7.68 (d, /= 8.0 Hz, 1H, CHBzm),
7.52 - 7.44 (m, 2H, CHBZm), 7.36 - 6.90 (m, 10H, CHPh¢), 6.80 (s, 2H, CqNH), 4.97 - 4.89 (m, 2H, CH2GY),
4.89 - 4.80 (m, 2H, NCH2), 4.66 - 4.54 (m, 1H, a-CHPh¢), 4.48 - 4.41 (m, 1H, a-CHPhe), 4.25 - 4.19 (m, 1H,
a-CHS), 3.81 (s, 3H, NCH3), 3.61 - 3.52 (m, 12H, CH2Pnd), 3.39 - 3.33 (m, 2H, NCH2CHz), 3.07 - 3.01 (m,
1H, NHCH2AM), 2.96 - 2.90 (m, 3H, NHCH2A", 3-CH2Phe), 2.85 - 2.78 (m, 1H, B-CHzPhe), 2.74 - 2.68 (m,
1H, B-CHzPhe), 2.42 (t, J = 6.4 Hz, 6H, COCH2Pd), 2.19 - 2.13 (m, 2H, y-CH26), 2.02 (t, /= 7.5 Hz, 2H,
NH[CHz]4CH2AMx), 1.88 -1.79 (m, 1H, B-CH26), 1.76 - 1.67 (m, 1H, B-CHz6v), 1.44-1.37 (m, 2H,
NH[CH2]3CH24%), 1.34 - 1.26 (m, 2H, NHCH2CH24h¥), 1.19 - 1.10 (m, 2H, NH[CH2]2CH24h).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-d¢, 318 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 195.0 (N2CAu), 173.7 (CO0%v), 172.4
(COAhx), 172.3 (COOPNd), 170.6 (COGIv), 170.4 (COPhe), 170.1 (COPre), 166.4 (COSY), 137.4 (CqPhe), 137.1
(CqPhe), 133.6 (CqP7Im), 132.6 (CqP%m), 128.99 (CPhe), 128.97 (CPhe), 128.92 (CPhe), 128.6 (CPhe), 127.8 (CPhe),
127.70 (CPhe), 127.66 (CPhe), 126.1 (CPhe), 125.9 (CB=m), 124.0 (CB2m), 111.7 (CBzm), 109.4 (CBzm), 68.2
(CPnd), 66.6 (CPnd), 59.4 (CqPM), 53.8 (a-CPhe), 53.8 (CH25Y), 53.4 (a-CPhe), 51.3 (o-CPhe), 48.8 (NCH2B2Im),
38.4 (NC»hx), 37.8 (B-CPhe), 37.6 (B-CPhe), 35.7 (NCCCCCAMX), 34.5 (COCPnd), 34.2 (NCH3B#m), 30.0 (y-CClv),
28.6 (NCC»hx), 27.3 (NCCPB2m), 25.8 (NCCCAPX), 24.8 (NCCCCAN),
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9.3.2.17 Compound III-26[251]

(o]
| o/\)LN/\/O\/\O/\/O\/\o/
H
N H
HZN/\/\/\[r o N N /\/O\/\ /\/O\
r{ ey

o N
W \/\0/\/0\/\0 /\/0\
(o]

Cbz-protected precursor (96 mg, 83 pmol, 1 eq.) was dissolved in MeOH (1 mL). Pd/C (10 wt%, 10 mg),
was added and the flask was filled with Haz. After 24 h of stirring, the suspension was filtered over
Kieselguhr and concentrated under reduced pressure.

Yield: 79 mg (78 pmol, 93%); colourless oil.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-d¢, 296 K): 6 / ppm = 3.58 - 3.47 (m, 42H, CH:™56), 3.44 - 3.38 (m, 12H,
CH2Pnd), 3.24 (s, 9H, CH3TEG), 3.22 - 3.16 (m 6H, NHCH?TEG), 2.29 (t, ] = 6.4 Hz, 6H, COCH2Pnd), 2.06 (t,] =
7.4 Hz, 2H, NH[CH2]4+CH22"¥), 1.48 - 1.39 (m, 2H, NH[CH2]3CH2AMx), 1.35 - 1.27 (m, 2H, NHCH2CH2Ahx),
1.25 - 1.20 (m, 2H, NH[CHz2]2CH2Ax).

9.3.2.18 Compound III-27

H H o H o/\).j\u%\/oi\
Yo

DIPEA (28.2 pL, 162 umol, 1.1 eq) was added to a stirred solution of III-15 (111 mg, 192 umol, 1.3 eq.),
III-26 (150 mg, 147 pmol, 1.0 eq.), PyBOP (107 mg, 206 umol, 1.4 eq.) and HOAt (20.1 mg, 147 pmol,
1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature
and concentrated in vacuo. The crude product was purified via size exclusion chromatography
(Sephadex™ LH-20, MeOH).

Yield: 190 mg (120 pmol, 81%); colourless solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C7sH125N11025+Na]*: 1602.8740, found 1602.8719.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K): 6 / ppm = 8.32 (d, ] = 8.3 Hz, 1H, NHPh¢), 8.26 (d,/ = 7.8 Hz, 1H,
NHGW), 7.94 - 7.87 (m, 5H, NHPhe, NHCH2Ahx, NHTEG), 7.26 - 7.13 (m, 10H, CHPhe), 6.98 (s, 1H, C(NH), 4.57
(td, /=9.2, 4.0 Hz, 1H, a-CHFh¢), 4.48 - 4.42 (m, 1H, a-CHPhe), 4.26 - 4.19 (m, 1H, a-CHS), 3.80 - 3.69
(m, 1H, CH2%Y), 3.57 - 3.47 (m, 42H, CH:T®6), 3.43 -3.37 (m, 12H, CH2Pnd), 3.23 (s, 9H, CH3TEG),
3.22 - 3.15 (m, 6H, NHCH?™6), 3.09 - 3.00 (m, 1H, NHCH24¥), 2.99 - 2.89 (m, 3H, NHCH24hx, 3-CH2Phe),
2.81(dd,J=13.7, 8.4 Hz, 1H, B-CHzPre), 2.72 (dd, j = 14.0, 10.0 Hz, 1H, B-CH2Phe), 2.29 (t, ] = 6.4 Hz, 6H,
COCHzPnd), 2,18 -2.12 (m, 2H, y-CH:26), 2.04 (t, /= 7.4 Hz, 2H, NH[CH2]4CHz2), 1.81 (dt, J = 14.5,
7.0 Hz, 1H, B-CH:6), 1.70 (dt, J = 14.0, 7.6 Hz, 1H, B-CH26), 1.47 - 1.34 (m, 2H, NH[CH2]3CH24"¥), 1.39
(s, 9H, CH3v), 1.35 - 1.26 (m, 2H, NHCH2CH24¥), 1.21 - 1.08 (m, 2H, NH[CHz]2CH2Ahx),

152



9.3 Ergebniskapitel III

9.3.2.19 Compound III-28
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DIPEA (34.5 pL, 198 pmol, 1.1 eq) was added to a stirred solution of I1I-12 (92.6 mg, 234 pmol, 1.3 eq.),
III-26 (160 mg, 157 pumol, 1.0 eq.), PyBOP (132 mg, 252 umol, 1.4 eq.) and HOAt (24.5 mg, 180 pmo],

1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature
and concentrated in vacuo. The crude product was purified via size exclusion chromatography
(Sephadex™ LH-20, MeOH).

Yield: 155 mg (111 pmol, 71%); colourless oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [CesH110N10022+Na]*: 1417.7688, found 1417.7666.
1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 8.31 (d, / = 8.3 Hz, 1H, NHPhe),
8.26 (d,] = 8.3 Hz, 1H, NHPhe), 7.93 (t,] = 5.7 Hz, 3H, NH™®G), 7.84 (t,] = 5.7 Hz, 1H, NHCH2AMx), 7.28 - 7.14
(m, 10H, CHP®e), 7.00 (s, 1H, CqNH), 4.55 (td, /= 8.9, 4.7 Hz, 1H, a-CHP"¢), 4.44 (td, ] = 8.5, 5.7 Hz, 1H, a-
CHPhe), 3.80 - 3.65 (m, 2H, CH2%Y), 3.57 - 3.47 (m, 42H, CH2EG), 3.44 - 3.38 (m, 12H, CH2Pnd), 3.23 (s,
9H, CHsTE6), 3.12 -3.17 (m, 6H, NHCH2™6), 3.03 (m, 1H, NHCH24h), 2.98 - 2.92 (m, 3H, NHCH2Ahx,
B-CHzPhe), 2.81 (dd, J=13.7, 8.8 Hz, 1H, B-CH2Pre¢), 2.71 (dd, J=13.8, 9.4 Hz, 1H, B-CHzPre), 2.29 (t,
J=6.4 Hz, 6H, COCH2Pnd), 2.04 (t, J = 7.5 Hz, 2H, NH[CH2]4CH24hx), 1.45 - 1.38 (m, 2H, NH[CH2]3CH2AM¥),
1.34 - 1.27 (m, 2H, NHCH2CH24Mx), 1.19 - 1.21 (m, 2H, NH[CH2]2CH24hx).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 172.40 (COAhx), 170.44 (COPhe), 170.34
(COPhe), 170.26 (€COPnd), 167.2 (COGY), 137.7 (CqFPe), 137.5 (CqPhe), 129.2 (CPhe), 128.1 (CPhe), 128.0 (CPhe),
126.3 (CPre), 71.3 (CTEG), 69.83 (CTEG), 69.81 (CTEG), 69.8 (CTEG), 69.6 (CTEG), 69.2 (CTEG), 68.26 (CTEG),
67.34 (CPnd), 66.5 (CPnd), 59.5 (CqPrd), 58.1 (CH3TEG), 54.2 (a-C), 53.8 (a-C), 50.4 (CH2Y), 38.6 (, NCAhx,
NCTEG), 38.0 (CHzPhe), 37.6 (CH2Phe), 35.9 (COCPnd), 35.8 (NCCCCCANx), 28.8 (NCCAX), 26.0 (NCCCAMX), 25.1
(NCCCCAhx),

9.3.2.20 Compound III-29

DIPEA (7.53 pL, 43.2 pmol, 1.1 eq) was added to a stirred solution of III-14 (12.7 mg, 51.1 pmol,
1.3 eq.), I1I-26 (40.0 mg, 39.3 umol, 1.0 eq.), PyBOP (28.9 mg, 55.0 umol, 1.4 eq.) and HOAt (5.35 mg,
39.3 umol, 1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room
temperature and concentrated in vacuo. The crude product was purified via size exclusion
chromatography (Sephadex™ LH-20, MeOH).

Yield: 39.3 mg (31.5 umol, 80%); colourless oil.
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ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Cs7H101N9O21+Na]*: 1270.7004, found 1270.7004.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 8.34 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, NHPhe),
8.05 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHCHzAh%), 7.91 (t, ] = 5.6 Hz, 3H, NHTEC), 7.28 - 7.16 (m, 5H, CHPhe), 6.98 (s, 1H,
CaNH), 4.48 (td, J = 8.8, 5.6 Hz, 1H, a-CHPhe), 3.85 - 3.67 (m, 2H, CH%Y), 3.57 - 3.46 (m, 42H, CH,TES),
3.45-3.36 (m, 12H, CHzPnd), 3.23 (s, 9H, CHsTEC), 3.22 - 3.16 (m, 6H, NHCH,TE6), 3.08 - 3.00 (m, 1H,
NHCH:Ah), 2.99 - 2.91 (m, 2H, NHCHzA, B-CHzPhe), 2.82 - 2.72 (m, 1H, B-CHz¢), 2.30 (t, ] = 6.4 Hz, 6H,
COCH>Pnd), 2.04 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, NH[CH2]4CH2), 1.46 - 1.37 (m, 2H, NH[CH2]3CH2Am), 1.35 - 1.28 (m,
2H, NHCH2CH2%), 1.22 - 1.09 (m, 2H, NH[CH2]2CH22x).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): & / ppm = 172.3 (COAhx), 170.3 (COPnd), 170.2
(COPhe), 166.8 (COGY), 137.6 (CqPhe), 129.1 (CPhe), 128.1 (CPhe), 126.3 (CPhe), 71.3 (CTEE), 69.8 (CTES), 69.8
(CTEG), 69.7 (CTES), 69.6 (CTES), 69.1 (CTEE), 68.3 (CPnd), 67.3 (CP~d), 59.2 (CqPnd), 58.1 (CH5TES), 53.9 (a-C),
50.5 (CH2Y), 38.52 (NCArx, NCTEG), 35.9 (COCPnd), 35.5 (NCCCCCARY), 28.8 (NCCCARY), 26.0 (NCCCARY), 25.0
(NCCCCAny),

9.3.2.21 Compound III-30
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III-27 (85 mg, 54 umol, 1.0 eq.) was treated with 16 mL TFA in DCM 1:1-v%. The solution was stirred
40 min at room temperature, concentrated under reduced pressure and another 16 mL TFA in DCM
1:1-v% were added. The concentrated reaction mixture was co-distilled with toluene 5 times and the
product was obtained without further purification.

Yield: 82 mg (54 pmol, quant.); colourless solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C71H117N11025+Na]*: 1548.8740, found 1546.8146.
1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 12.06 (s, 1H, COOHS), 8.33 (d,
J=8.3Hz, 1H, NHPh), 8.27 (d, /= 7.8 Hz, 1H, NHCW), 7.99 - 7.84 (m, 5H, NHPhe, NHCHAhx, NHTEG),
7.29 - 7.13 (m, 10H, CHPre), 6.99 (s, 1H, C{NH), 4.58 (td, ] = 9.4, 4.0 Hz, 1H, a-CHPh¢), 4.49 - 4.41 (m, 1H,
a-CHPhe), 428 -4.20 (m, 1H, a-CH%), 3.84 - 3.66 (m, 2H, CH26Y), 3.57 - 3.47 (m, 42H, CH2TEG),
3.45 - 3.38 (m, 12H, CH2Pnd), 3.24 (s, 9H, CH3™6), 3.23 - 3.16 (m, 6H, NHCH2™6), 3.09 - 3.02 (m, 1H,
NHCH24hx), 3.01 - 2.88 (m 3H, NHCH2AM, 3-CH2Phe), 2.82 (dd, J = 13.7, 8.4 Hz, 1H, 0.5 x CH2Ph¢), 2.72 (dd,
J=13.9,10.0 Hz, 1H, B-CH2Pre), 2.30 (t, / = 6.4 Hz, 6H, COCH2Pnd), 2.23 - 2,14 (m, 2H, y-CH26M), 2.05 (t,
J=7.5Hz, 2H, NH[CH2]4CH2APx), 1.91 - 1.80 (m, 1H, 3-CH2%), 1.78 - 1.67 (m, 1H, B-CHz6), 1.48 - 1.35
(m, 2H, NH[CHz]3sCH2AMx), 1.37 - 1.25 (m, 2H, NHCH2CH2A), 1.21 - 1.07 (m, 2H, NH[CH2]2CH2Ahx).
13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): § / ppm = 174.0 (COSW), 172.4 (COArx), 170.9
(€COGw), 170.6 (COPhe), 170.3 (COPhe), 170.2 (COPnd), 167.3 (€COSY), 137.6 (CqPhe), 137.5 (CqPhe), 129.1
(CPhe), 128.0 (CPhe), 126.29 (CPhe), 126.26 (CPhe), 71.3 (CTEG), 69.81 (CTEG), 69.78 (CTEG), 69.7 (CTEG), 69.6
(CTE6), 69.1 (CTE6), 68.3 (€Pnd), 67.3 (CPrd), 59.5 (CqPnd), 58.1 (CHsTEG), 53.9 (a-CPhe), 53.8 (a-CPhe), 52.1
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(a-CSlv), 50.5 (CH:8Y), 38.5 (NCAR, NCTEG), 37.9 (B-CPhe), 37.5 (B-CPhe), 35.9 (COCPnd), 35.8 (NCCCCCAN),
30.1 (y-C6lv), 28.8 (NCCANX), 27.4 (B-C6l), 26.0 (NCCCANY), 25.0 (NCCCCAR),

9.3.2.22 Compound III-31
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CuSO4 - 5H20 (1.6 mg, 6.3 pmol, 0.2 eq.) and TBTA (3.3 mg, 6.3 umol, 0.2 eq.) were added as solution in
THF/H20 1:1-v% to III-9 (13.1 mg, 31.5 pmol, 1.0 eq.) and I1I-28 (44.0 mg, 31.5 pmol, 1.0 eq.) in
THF/H20 1:1-v% with an overall volume of 2 mL. NaAsc (2.50 mg, 12.6 umol, 0.4 eq.) was added and it
was stirred at 45 °C under the exclusion of light. The reaction mixture was concentrated and
lyophilized after 24 h. The crude product was purified via size exclusion chromatography (Sephadex™
LH-20, CHCls/MeOH 2:1-v%). For the purification via RP-HPLC details are given in Figure 9.2.

Yield after SEC: 38 mg (21 pmol, 67%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C156H244Au2Cl2N24044-2C1+2H]*+: 888,9281,

found 888,6843; Calculated for [C1s6H244Au2Cl2N24044-2Cl+H+Na]4*: 894,4236, found 894,1803;
Calculated for [C15s6H244Au2Cl2N24044-2Cl+2Na]*+: 899,9191, found 899,6760.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 318 K, COSY, HSQC, HMBC): § / ppm = 8.17 (d, J = 8.2 Hz, 1H, NHPhe),
7.83 (d, J = 8.0 Hz, 1H, CHB2m), 7.79 (t, ] = 5.7 Hz, 3H, NH™EG), 7.73 (d, / = 8.0 Hz, 1H, NHFhe), 7.70 - 7.62
(m, 2H, CHBzIm, NHCH2AMx), 7.54 - 7.45 (m, 2H, CHB4m), 7.25 - 6.91 (m, 10H, CH), 6.87 (s, 1H, CqNH),
4.96 - 4.88 (m, 2H, CH25Y), 4.87 (t,] = 7.9 Hz, 2H, NCH2B7m), 4,59 - 4.54 (m, 1H, a-CHP¢), 4.43 - 4.38 (m,
1H, a-CHPhe), 3.76 (s, 3H, NCH3B4m), 3.60 - 3.47 (m, 42H, CH2™¢), 3.44 -3.36 (m, 12H, CH:Pnd),
3.38 - 3.34 (m, 1H, NCH2CH2B#m), 3.24 (s, 9H, CH3"™¢), 3.23 - 3.17 (m, 6H, NHCH2™¢), 3.05 - 2.98 (m,
1H, NHCH2A), 2.94 - 2.86 (m, 3H, NHCH2Ahx, 3-CH2Ph¢), 2.79 (dd, ] = 13.7, 8.2 Hz, 1H, B-CH2Ph¢), 2.72 (dd,
J=13.7,8.2 Hz, 1H, B-CH2Ph¢), 2.30 (t, / = 6.5 Hz, 6H, COCH2P"d), 2.04 (t,] = 7.4 Hz, 2H, NH[CH2]4CH2Ahx),
1.44-137 (m, 2H, NH[CH2]3CH2At), 1.32-1.22 (m, 2H, NHCH2CH:A), 1.18-1.10 (m, 2H,
NH[CHz]2CH2Ax),

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 318 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 195.1 (N2CAu), 172.2 (€04), 170.1
(€OPnd), 170.03 (COPRe), 169.97 (COPhe), 166.5 (COW), 162.7 (CqTriazole), 148.5 (CHTriazole), 137.4 (CqPhe),
137.0 (CqPhe), 133.6 (CqB2m), 132.6 (CqBzIm), 129.02 (CPhe), 128.95 (CFhe), 127.9 (CPhe), 127.7 (CPRe), 126.1
(CPhe), 125.9 (CPhe), 124.0 (CB2m), 123.9 (CBzm), 111.7 (CB2m), 111.6 (CB=m), 71.2 (CTEG), 69.69 (CTEG),
69.66 (CTEG), 69.6 (CTES), 69.5 (CTEG), 69.0 (CTEG), 68.3 (CTEG), 67.2 (CPrd), 66.4 (CPnd), 59.4 (CqPnd), 57.9
(CH3TEG), 54.0 (a-CPhe), 53.9 (CH25Y), 53.4 (a-CPhe), 48.3 (NCH2B#m), 38.43 (NCTEG), 38.37 (NCAh¥), 37.8
(CHzPhe), 37.5 (CH2Phe), 35.81 (COCPrd), 35.75 (NCCCCCAMX), 34.2 (NCHsB4m), 28.6 (NCCA), 28.4
(NC(Bzm), 25.9 (NCC(CARX), 24.8 (NCCCCAx),
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Figure 9.2 RP-HPLC separation chromatogram of I1I-32 monitored at A = 210 nm (black line) and A = 254 nm (grey line) on semi-
preparative Luna RP-C18(2) column (flow: 18.9 mL/min). The gradient used (dashed line) is given in table below. Yield after RP-
HPLC: 6.3 mg (2.0 umol) 12%; white solid.

¢t (min) Content mobile phase A Content mobile phase B
(MP A = ddAA:ACN = 95:5) (MP B = ACN)

5.0 63% 37%

25.0 55% 45%

40.0 0% 100%

9.3.2.23 Compound III-32

CuSO04 - 5H20 (0.96 mg, 3.8 umol, 0.2 eq.) and TBTA (2.0 mg, 3.8 umol, 0.2 eq.) were added as solution
in THF/H20 1:1-v% to III-9 (8.00 mg, 19.2 umol, 1.0 eq.) and I1I-29 (24.0 mg, 19.2 pmol, 1.0 eq.) in
THF/H20 1:1-v% with an overall volume of 1.25 mL. NaAsc (0.77 mg, 1.5 pmol, 0.4 eq.) was added and
it was stirred at 45 °C under the exclusion of light. The reaction mixture was concentrated and
lyophilized after 24 h. The crude product was purified via size exclusion chromatography (Sephadex™
LH-20, CHCl3/MeOH 2:1-v%).

Yield: 15.7 mg (9.5 pumol, 49%); colourless oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Ce9H113AuCIN11021-Cl+NHs+MeOH]2*: 839,4186,

found 839,3884.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 318 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 8.11 (dd, ] = 8.1 Hz, 1H, NHP"e),
8.03 (t, J=4.7 Hz, 1H, NHCH2Ah), 7.93 (t, J = 5.7 Hz, NH'EG), 7.86 (d, J=8.0 Hz, 1H, CHB2m), 7.71 (d,
J=7.9 Hz, 1H, CHBm), 7.54 - 7.43 (m, 2H, CHB2m), 5.00 - 4.86 (m, 5H, CHPhe), 5.00 - 4.86 (m, 4H, CH,GY,
NCH2BzIm), 4,47 (dd, J=9.0, 5.8 Hz, 1H, a-CHPhe), 3.82 (s, 3H, NCH3Bzm), 3.55 - 3.45 (m, 42H, CH2TEG),
3.43 - 3.36 (m, 12H, CH2Pnd), 3.22 (s, 9H, CH3™6), 3.21 - 3.16 (m, 6H, NHCH2™6), 3.05 - 2.96 (m, 1H,

2 ddAA = Amoniumacetate buffered ddH20 with pH = 5,75 - 5,85
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NHCH:Ah), 2.90 - 2.80 (m, 2H, NHCH,Ahx, B-CHzPhe), 2.77 (dd, ] = 13.4, 8.1 Hz, 1H, B-CHzPhe), 2.29 (t, ] =
6.4 Hz, 6H, COCHzP"d), 2.02 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, NH[CH2]4CH:2x), 1.40 - 1.33 (m, 2H, NH[CHz]3CHzAM),
1.30 - 1.21 (m, 2H, NHCH2CH24m%), 1.13 - 1.05 (m, 2H, NH[CH2]2CH2Ah).

13C-NMR (101 MHz, DMSO-ds, 318 K, HSQC, HMBC): 5 / ppm = 195.1 (N2CAu), 172.4 (COPhe), 170.3
(COANX), 166.6 (COSY), 162.8 (CqMriazole), 148.6 (CHTriawole), 137.3 (CqPhe), 133.7 (CqP#m), 132.7 (CqBam),
128.1 (CPhe), 128.3 (CPhe), 128.0 (CPhe), 127.5 (CPhe), 126.2 (CPhe), 124.2 (CBm), 124.1 (CB2m), 111.9
(CB2m), 72.0 (CTES), 71.3 (CTES), 70.4 (CTES), 69.83 (CTEC), 69.80 (CTES), 69.74 (CTEC), 69.62 (CTES), 69.6
(CTEG), 69.2 (CTES), 68.3 (CPnd), 67.3 (CPnd), 59.5 (CqPnd), 58.1 (CHsTES), 54.0 (a-C), 53.9 (CH2CY), 48.6
(NCH:B4m), 38.54 (NCTES), 38.45 (NCANX), 38.3 (CH2Phe), 35.9 (COCPnd), 35.8 (NCCCCCANX), 34.4 (NCHzBAm),
28.8 (NCCARY), 28.3 (NCCB7m), 26.0 (NCCCARY), 25.0 (NCCCCA),

9.3.2.24 Compound III-33
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CuS04 - 5H20 (1.6 mg, 6.6 umol, 0.2 eq.) and TBTA (3.5 mg, 6.6 pmol, 0.2 eq.) were added as solution in
THF/H20 1:1-v% to III-9 (13.7 mg, 32.8 pmol, 1.0 eq.) and III-30 (50.0 mg, 32.8 pmol, 1.0 eq.) in
THF/H20 1:1-% with an overall volume of 3 mL. NaAsc (2.6 mg, 13 pmol, 0.4 eq.) was added and it was
stirred at 45 °C under the exclusion of light. The reaction mixture was concentrated and lyophilized
after 24 h. The crude product was purified via size exclusion chromatography (Sephadex™ LH-20,
MeOH).

Yield: 30.2 mg (15.6 umol, 47%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C166H258Au2Cl22N26050-2C1+2Na]**: 964,4404,

found 964,7947.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 318 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 11.99 (s, 1H, COOHGW), 8.22 (bs,
1H, NH), 7.87 - 7.75 (m, 3H, CHB“m, NH), 7.79 (t, ] = 5.8 Hz, 3H, NHTEG), 7.68 (d, ] = 7.9 Hz, 1H, CHBzm),
7.53 - 7.44 (m, 2H, CHB2m), 7.24 - 6.90 (m, 10H, CHPhe), 6.88 (s, 1H, CqNH), 5.01 - 4.80 (m, 4H, CH2SY,
NCHz), 4.61 - 4.53 (m, 1H, a-CH¢), 4.48 - 4.41 (m, 1H, a-CH¢), 4.21 - 4.17 (m, 1H, a-CHS), 3.80 (s,
3H, NCHs), 3.57 - 3.47 (m, 42H, CH:TEG), 3.44 - 3.39 (m, 12H, CHzPnd), 3.39 - 3.32 (m, 2H, NCH2CHz),
3.24 (s, 9H, CH3™:G), 3.22 - 3.18 (m, 6H, NHCH:TEG), 3.09 - 3.00 (m, 1H, NHCH2AM), 2.97 - 2.89 (m, 3H,
NHCH2Ahx, 3-CH2Phe), 2.86 - 2.76 (m, 1H, B-CH2Ph¢), 2.76 - 2.67 (m, 1H, B-CHzPhe), 2.30 (t, J = 6.4 Hz, 6H,
COCHzPnd), 2,18 - 2.10 (m, 2H, y-CHz6), 2.04 (t, ] = 7.6 Hz, 1H, NH[CH2]4+CH24¥), 1.87 - 1.79 (m, 1H, B-
CHz6), 1.76 - 1.68 (m, 1H, B-CH28), 1.45-1.37 (m, 2H, NH[CH2]3CHz2h), 1.35-1.27 (m, 2H,
NHCH2CH2Amx), 1.19 - 1.11 (m, 2H, NH[CH2]2CH24h).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 318 K, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 195.1 (N2CAu), 172.2 (COAhx), 170.6
(€0), 170.1 (COPnd), 137.4 (CqPhe), 137.2 (CqPhe), 133.59 (CqP7™), 132.62 (CqB#™), 128.97 (CPhe), 128.95
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(CPhe), 127.8 (CPhe), 127.7 (CPhe), 126.0 (CPhe), 125.9 (CPhe), 124.0 (CB4m), 123.9 (CB4m), 111.7 (CBam), 71.2
(CTES), 69.69 (CTES), 69.67 (CTEC), 69.6 (CTEC), 69.5 (CTEC), 69.0 (CTEG), 68.3 (CPnd), 67.2 (COCPnd), 59.4
(CPd), 57.9 (CH3TES), 53.8 (a-CPhe), 53.8 (CH2%), 53.3 (a-CPhe), 51.8 (a-Cov), 48.1 (NCHzB4m), 38.4
(NCTES), 38.1 (NCAY), 37.8 (CH2Phe), 37.6 (CH2Phe), 35.8 (COCPnd), 35.8 (NCCCCCARY), 34.2 (NCH3B4m), 30.2
(y-Co), 28.6 (NCCARY), 27.3 (B-CO), 25.9 (NCCCAN), 24.9 (NCCCCAN).
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9.4 Ergebniskapitel IV

9.4.1 Instrumentation and Materials

Reactions involving air or moisture sensitive reagents or intermediates were performed under argon
atmosphere using SCHLENK techniques. The glassware used had been oven dried at 120 °C or heatgun
dried under high vacuum. For the addition of reagents or solvents through septa disposable syringes
and needles that had been flushed with argon repeatedly were utilized. Solids were added in an argon
counterflow or as a solution. Degassing of solvents was achieved by performing multiple freeze-pump-

thaw.

All used Materials were obtained from commercial sources at the highest purity available and used
without further purification. Chloro(tetrahydrothiophene)gold(I) [Au!Cl(tht)] was purchased from
UMICORE (UMICORE AG & Co. KG, Hanau-Wolfgang, Germany). Water was demineralized prior to use.
Solvents used for air or moisture sensitive reactions were purchased anhydrous or dried prior to use
according to common drying techniques or the solvent purification system MB-SPS-800 (MBRAUN).
Tetrahydrofurane (THF) was used containing no stabilizing additives. Purification via preparative flash
column chromatography (FC) was carried out using silica gel with an average grain size of 15-40 pm
(Acros ORGANICS). TLC-Analysis of the collected fractions was carried out with silica coated aluminum
sheets (60 A F2ss, MACHEREY-NAGEL). Size exclusion chromatography (SEC) was carried out using
Sephadex™ LH-20 beads (GE HEALTHCARE B10-SCIENCES, Uppsala, Sweden) as stationary phase. Solvents
used for FC or SEC were purchased either in technical grade and distilled before use or obtained in p.a.

quality and used without further purification.
9.4.1.1 Nuclear Magnetic Resonance (NMR) Spectroscopy

The NMR spectra for the tH-NMR and 13C-NMR spectroscopy were measured on the spectrometers
Avance I1I HD 300 (BRUKER), Avance II 400 (BRUKER), Avance III HD 400 (BRUKER) and Avance Il 600
(BRUKER) at the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg-University Mainz using CDClz, MeOD-
ds, DMSO-ds and DMF-d7 as deuterated solvents. The chemical shifts (6) are reported relative to the
residual solvent protons (1H-NMR) or the deuterium coupled 13C solvent signal (13C{*H} NMR). For the
declaration of the spin multiplicities the following abbreviations were used: s (singlet), d (doublet),
t (triplet) and m (multiplet), as well as appropriate combinations of these. Coupling constants of
protons (/) are stated in Hertz (Hz). The NMR spectra were analyzed using the software MestReNova

v.10.0.2-15465 (Mestrelab Research S.L.).
9.4.1.2  Mass Spectrometry

High resolution mass spectra (HRMS) were recorded on the electrospray ionization (ESI) devices
Micromass QTof Ultima 3 (WATERS) or LC/MS 6545 QToF (AGILANT) by the massspectrometric
department of the Institute of Organic Chemistry, Johannes Gutenberg University Mainz.

Matrix assisted laser desorption ionization time of flight (MALDI-ToF) mass spectrometry

measurements were performed by the mass-spectrometric department of the Institute of Organic

159



9. Experimental Procedures

Chemistry, Johannes Gutenberg-University Mainz on a Axima CFR MALDI-ToF (SHIMADZU), equipped with
a nitrogen laser delivering 3 ns laser pulses at 337 nm, or the Max Planck Institute for
Polymer Chemistry in Mainz using a Synapt G2-Si HDMS (WATERS). CHCA (a cyano-4-hydroxycinnamic
acid) was used as matrix. The samples were measured in positive ion and in linear or reflectron mode

of the spectrometer.
9.4.1.3  Circular Dichroism (CD) Spectroscopy

CD measurements were carried out on a J-815 spectrometer (JAsco Labor- und Datentechnik GmbH,
Gross-Umstadt, Germany) using the software Spectra Manager v.2.12.00. All spectra were recorded
under the conditions indicated using precision quartz cells with a path length of 2 mm (HELLMA GmbH
& Co. KG, Miillheim, Germany). Data was processed using OriginPro v.9.1.0 (ORIGINLAB CORPORATION,
Northampton, USA). All Spectra were averaged over three replicates and corrected by subtraction of

the background (cuvette).
9.4.14  Transmission Electron Microscopy (TEM)

TEM investigations were accomplished on a FEI Tecnai™ T12 transmission electron microscope
equipped with a BioTWIN lens and a LaBe cathode operated at 120 kV. Thereto sample droplets were
adsorbed on freshly glow-discharged copper grids (ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES, CF300-Cu,
300 mesh) covered by a 3 -4 nm carbon layer followed by negative staining using a 2% aqueous
solution of uranyl acetate (POLYSCIENCES). Digital electron micrographs were recorded with a 4k x 4k
CMOS camera (TVIPS) or 1k x 1k CCD camera (MEGASSYS).

9.4.1.5 UV/Vis- and Fluorescence Spectroscopy

UV/Vis-measurements were performed on a  Varian Cary 5000  spectrophotometer
(AGILENT TECHNOLOGIES) at room temperature and analysed with Cary WinUV software version
3.00(339). Luminescence-measurements were conducted at room temperature with a Varian Cary
Eclipse fluorescence spectrophotometer (AGILENT TECHNOLOGIES) and evaluated with the software Cary
Eclipse Scan Application version 1.1(132). The solutions (2.5 mL) were saturated with argon via a
continuous argon flow through an immersed canula over 10 minutes to make sure that oxygen was
driven out of solution. The thickness of the cuvette was 1 cm, the excitation and emission slits were

10 nm and the detector voltage was at medium (1000 V).

9.4.2  Synthetic Procedures

9.4.2.1 Compound IV-5

Sulfuryl chloride (2.00 mL, 24.6 mmol, 1.0 eq.) was added dropwise to an ice-cold suspension of

sodium azide (1.60 g, 24.6 mmol, 1.0 eq.) in ACN (25 mL). The reaction mixture was stirred at room
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temperature overnight. [t was again cooled to 0 °C and imidazole (3.35 g, 49.2 mmol, 1.9 eq.) was added
in portions over 30 min. The reaction mixture was stirred at room temperature for further 3 h.
Afterwards the suspension was diluted with EtOAc (50 mL), washed with H20 (2 times) and with
saturated aqueous NaHCO3 solution (2 times). The organic phase was dried over MgS0s4, filtered and
the collected filtrate was cooled to 0 °C. Under stirring, a freshly prepared cold solution of AcCl
(2.63 mL, 36.9 mmol, 1.5 eq.) in EtOH (10 mL) was added dropwise. The suspension was filtered and
the obtained filter cake was washed with cold EtOAc.

Yield: 5.2 g (24 umol, 51%); white solid.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § / ppm =9.07 (t,/ = 1.4 Hz, 1H, CHa¥"), 7.93 (t,/ = 1.8 Hz,
1H, CHaY), 7.50 (dd, J = 2.1, 1.1 Hz, 1H, CHaY).

9.4.2.2 Compound IV-7

Fmoc” OH

N3

IV-6 (4.12 g, 11.2 mmol, 1.0 eq.) in a solution of MeOH (140 mL) and ddH20 (70 mL) was treated with
IV-5 (2.80 g, 13.4 mol, 1.2 eq.) in the presence of K2C0s3 (3.24 g, 23.4 mmol, 2.1 eq.) and CuSO4 - 5H20
(28.0mg, 112 nmol, 1 mol%) at 0 °C. After the reaction mixture was stirred at room temperature
overnight, organic solvents were removed and the remaining aqueous phase acidifed with 1 M HCI to
pH 4 and extracted with EtOAc (3 times). The combined organic phases were dried with brine
(2 times), over MgS0s, filtered and concentrated. The crude product was purified via filtration over
SiOz (DCM/MeOH 9:1-v%; Rr = 0.40).

Yield: 3.0 g (77 mmol, 69%); yellow oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C21H22N404+Na]*: 417.1533, found 417.1529.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = 7.89 (d, J=7.5 Hz, 2H, CHFmec), 7.72 (d,
J=7.5Hz, 2H, CHFmec), 7.63 - 7.56 (m, 1H, NH), 7.44 - 7.39 (m, 2H, CHFmec), 7.36 - 7.30 (m, 2H, CHFmec),
4.33 - 4.19 (m, 3H, CHCHzFfmec), 3.95 - 3.88 (m, 1H, a-CH), 3.32 (t, = 6.7 Hz, 2H, e-CH:s), 1.77 - 1.67
(m, 1H, B-CH2s),1.67 - 1.58 (m, 1H, B-CH2'%5),1.57 - 1.47 (m, 2H, y-CH2'%5), 1.4 - 1.32 (m, 1H, 5-CH2!¥s).

9.4.2.3 Compound IV-8
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DIPEA (49.3 pL, 283 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of IV-7 (132 mg, 335 pmol, 1.3 eq.),
III-26 (262 mg, 257 pmol, 1.0 eq.), PyBOP (188 mg, 360 pmol, 1.4 eq.) and HOAt (35.0 mg, 258 pmol,
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1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred overnight at room temperature
and concentrated in vacuo. The crude product was purified via size exclusion chromatography
(Sephadex™ LH-20, MeOH) and flash chromatography on SiO2 (DCM/MeOH 9:1-v%; Rr = 0.35).

Yield: 275 mg (197 pumol, 76%); white oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Ce7H111N9O22+Na]*: 1416.7736, found 1416.7717.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § / ppm = 7.93 - 7.85 (m, 6H, NHCH2Ahx, NHTEG, CHFmoc),
7.73 (dd,J = 7.7,3.0 Hz, 2H, CHFmo¢), 7.46 - 7.39 (m, 3H, NH, CHFmo<), 7.33 (dd, ] = 7.5, 1.2 Hz, 2H, CHFmoc),
6.98 (s, 1H, CqNH), 4.32 - 4.17 (m, 3H, CHCHzFmec), 3.98 - 3.87 (m, 1H, a-CH), 3.57 - 3.47 (m, 42H, CH2),
3.44 - 3.34 (m, 12H, CHz), 3.31 - 3.27 (m, 2H, e-CH2s), 3.23 (s, 9H, CH3TE6), 3.22 - 3.10 (m, / = 5.9 Hz,
6H, NHCHTEG), 2.29 (t, ] = 6.4 Hz, 6H, CH2), 2.05 (t, J = 7.5 Hz, 2H, CH2AM), 1.66 - 1.15 (m, 12H, CH2Ahx,
CHzLys).

9.4.24 Compound IV-9

Piperidine (800 pL, 10 Vol.-%) was added to a stirred solution of IV-8 (273 mg, 196 pmol, 1.0 eq.) in
DMF 8 mL. After stirring at room temperature for 1.5 h, it was concentrated under reduced pressure
and the residue was purified via size exclusion chromatography (Sephadex™ LH-20, MeOH).

Yield: 199 mg (170 pmol, 88%); yellow oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Cs2H101N9Oz0+Na]*: 1194.7055, found 1195.4122.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § / ppm = 7.92 (t, ] = 5.6 Hz, 3H, NHTEG), 7.91 - 7.83 (m,
1H, NHCH24hx), 6.98 (s, 1H, CqNH), 4.14 - 4.05 (m, 1H, a-CH), 3.58 - 3.47 (m, 42H, CH2TE6), 3.44 - 3.36
(m, 12H, CH2Pnd), 3.34 - 3.28 (m, 2H, e-CH2s), 3.24 (s, 9H, CH3™C), 3.22 -3.10 (m, /=5.9 Hz, 1H,
NHCH?TEG), 3.08 - 3.00 (m, 2H, NHCH2AM), 2.30 (t, /= 6.5 Hz, 6H, CHz2Pn), 2.06 (t, /=7.4 Hz, 2H,
NH[CHz]4CH2AMx), 1.59 - 1.13 (m, 12H, CHzlys, CH2AM),

9.4.2.5 Compound IV-10

DIPEA (114 uL, 655 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of Fmoc-Phe-(OH) (300 mg,
774 mmol, 1.3 eq.), HCl - NH2-Phe-O'Bu (154 mg, 596 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (434 mg, 834 pmol,
1.4 eq.) and HOAt (81.1 mg, 596 pmol, 1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was

stirred overnight at room temperature and concentrated in vacuo. The crude product was purified via
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flash chromatography on SiO2 (EtOAc/CH 5:1; Rr = 0.25).

Yield: 342 mg (566 pumol, 95%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C37H39N20s+Na]*: 613.2673, found 613.2664.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6§ / ppm =8.41 (d,/ = 7.4 Hz, 1H,NH), 7.88 (d,/ = 7.6 Hz,
2H, CHFmoc), 7.67 - 7.58 (m, 3H, NH, CHFmoc), 7.44 - 7.36 (m, 2H, CHFmec), 7.35 - 7.16 (m, 12H, CHPhe,
CHFmoc), 442 - 434 (m, 1H, a-CH), 4.34 - 4.24 (m, 1H, a-CH), 4.20 - 4.06 (m, 3H, CHFmoc, CHzFmoc),
3.04 - 2.94 (m, 3H, CHzPhe), 2.76 (dd, J = 13.7, 11.0 Hz, 1H, CH2Ph¢), 1.32 (s, 9H, CH3!BY).

9.4.2.6 CompoundIV-11

Piperidine (1.3 mL, 10 Vol.-%) was added to a stirred solution of IV-10 (330 mg, 546 umol, 1.0 eq.) in
DMF (13 mL). It was stirred overnight, the solution was concentrated under reduced pressure and the
crude product was purified via flash chromatography on SiO2 (EtOAc/CH 1:1; Rr = 0.27).

Yield: 197 mg (52 pmol, 94%); yellow oil.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C22H2sN203+H]*: 369.2173, found 369.2156.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6 / ppm = 8.17 (d, /] = 8.0 Hz, 1H, NH), 7.30 - 7.09 (m,
10H, CHPhe), 4.50 - 4.36 (m, 1H, a-CH), 2.98 - 2.86 (m, 3H, CHzF¢), 2.61 - 2.52 (m, 1H, CH2Ph¢), 1.33 (s,

9H, CHs!v).
0 ,’Z‘./\g \|< g

Benzene-1,3,5-tricarboxylic acid (34.2 mg, 129 umol, 1.0 eq.) and PyBOP (235 mg, 451 pmo], 3.5 eq.)
were dissolved in 2 mL DMF. Afterwards IV-11 (190 mg, 516 pmol, 4.0 eq.) and DIPEA (180 pL,

9.4.2.7 Compound IV-12

1.03 mmol], 8.0 eq.) were added consecutively. The reaction mixture was stirred overnight at room
temperature and concentrated in vacuo. The crude product was purified via flash chromatography on
SiO2 (EtOAc/CH 3:7; Rr = 0.17).

Yield: 131 mg (104 umol, 60%); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [C7sHsaN¢O12+Na]*: 1283.6039, found 1283.6039.

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): § [ppm] = 8.75 (d,/ = 8.6 Hz, 3H, NH), 8.52 (d, /] = 7.3 Hz,
3H, NH), 8.23 (s, 3H, CHBTA), 7.37 - 7.09 (m, 30H, CHP"¢), 4.89 - 4.74 (m, 3H, a-CH), 4.46 - 4.32 (m, 3H,
a-CH), 3.16 - 2.88 (m, 12H, CHz), 1.30 (s, 27H, CH3v).

163



9. Experimental Procedures

9.4.2.8 Compound IV-13
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IV-12 (126 mg, 100 umol, 1.0 eq.) was treated with 2.2 mL TFA in DCM 1:1-v%. The solution was
stirred 40 min at room temperature, concentrated under reduced pressure and another 2.2 mL TFA in
DCM 1:1-v% were added. The concentrated reaction mixture was co-distilled with toluene 5 times and
the product was obtained without further purification.

Yield: 110 (100 umol, quant.); white solid.

ESI-HRMS (MeOH) (m/z): Calculated for [Ce3HeoN6O12-H]-: 1091.4196, found 1091.4224.

1H-NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY): 6§ / ppm = 12.77 (s, 3H, COOH), 8.73 (d, /= 8.6 Hz, 3H,
NH), 8.40 (d, J=7.8 Hz, 3H, NH), 8.20 (s, 3H, CHBTA), 7.35 - 6.94 (m, 30H, CHPh¢), 4.88 - 4.71 (m, 3H,
a-CH), 4.59 - 4.39 (m, 3H, a-CH), 3.15 - 2.83 (m, 12H, CHzPhe).

9.4.29 Compound IV-14
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DIPEA (28.8 uL, 165 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of IV-13 (22.7 mg, 20.7 umol,
1.3 eq.), IV-9 (80 mg, 68.2 umol, 3.3 eq.), PyBOP (47.3 mg, 91.0 umol, 4.4 eq.) and HOAt (11.4 mg,
82.7 pmol, 1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred for 3 h at room
temperature, then slowly concentrated over 1 h. PyBOP (23.7 mg, 45.4 pmol, 2.2) was added and after
further 2 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The crude product was purified via size
exclusion chromatography (Sephadex™ LH-20, MeOH).

Yield: 88 mg (19.2 umol, 93%); off-white solid.

MALDI-MS (CHCA, MeOH) (m/z): Calculated for [C219H357N33069+Na]*: 4578.5, found 4578.4.
1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 / ppm = 8.68 (d, / = 8.3 Hz, 1H, NHPhe),
8.31 (d, /= 7.9 Hz, 1H, NHPh¢), 8.16 (s, 1H, CHB™4), 8.06 (d, / = 8.1 Hz, 1H, NHYs), 7.93 (t, ] = 5.6 Hz, 3H,
NHTEG), 7.82 (t, ] = 5.5 Hz, 1H, NHCHA), 7.32 - 7.05 (m, 10H, CHPhe), 7.00 (s, 1H, CqNH), 4.80 - 4.73 (m,
1H, a-CHPhe), 4.64 - 4.57 (m, 1H, a-CHPhe), 4.25 - 4.19 (m, 1H, a-CHYs), 3.56 - 3.46 (m, 42H, CH2TEG),
3.43 - 3.36 (m, 12H, CH2Pd), 3.27 (t, J = 6.9 Hz, 2H, e-CH2'%5), 3.22 (s, 9H, CH3™EG), 3.21 - 3.18 (m, 6H,
NHCH-TEG), 3.09 - 3.01 (m, 3H, CHzPhe, NHCH2AM¥), 2.99 - 2.89 (m, 2H, CH2Phe, NHCH2AM¥), 2.86 - 2.81 (m,
1H, CHzPhe), 2.29 (t, ] = 6.4 Hz, 6H, COCH2P"d), 2.05 (t, J = 7.5 Hz, 2H, NH[CH2z]4CH2AMx), 1.67 - 1.58 (m,
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1H, B-CH2'¥), 1.55 - 1.47 (m, 3H, B-CHzl¥s, y-CH2155), 1.46 - 1.41 (m, 2H, NH[CH2]3CH2h), 1.39 - 1.33
(m, 1H, NHCH2CH2Am), 1.32 - 1.17 (m, 2H, NH[CHz2]2CHzAM).

13C-NMR (151 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC): § / ppm = 172.4 (COA), 171.1 (€0), 170.9 (CO),
170.6 (€0), 170.3 (COTES), 165.3 (COBTA), 138.1 (CqPhe), 137.6 (CqPre), 134.3 (CqBTA), 129.2 (CHPhe, CHETA),
129.2 (CHPhe, CHBTA), 128.1 (CHPhe), 128.0 (CHPhe), 126.3 (CHPhe), 126.2 (CHPhe), 71.3 (CTES), 69.82 (CTEC),
69.80 (CTES), 69.74 (CTES), 69.67 (CTES), 69.62 (CTES), 69.60 (CTEC), 69.2 (CTES), 68.3 (CPnd), 67.3 (CPnd),
59.5 (CqPnd), 58.1 (CH3TES), 54.5 (a-CPhe), 53.9 (a-CPhe), 52.3 (a-Cs), 50.5 (N3C), 38.5 and 38.5 (NCHzAh,
NCH2TES), 37.4 and 37.2 (CHzP), 35.9 and 35.8 ((NCCCCCHzAhy, COCPrd), 32.0 (B-CLys), 28.9 (NCCARY),
27.9 (y-Ct¥s), 26.1 (NCCCAM), 25.1 (NCCCCAR)

9.4.2.10 CompoundIV-3

N
crA“'A'l‘_Q
CuSO4 - 5H20 (177 pg, 0.70 umol, 0.6 eq.) and TBTA (376 pg, 0.70 umol, 0.6 eq.) were added as solution
in THF/H20 1:1 to I1I-9 (1.64 mg, 3.54 umol, 3.0 eq.) and IV-14 (5.4 mg, 1.2 pmol, 1.0 eq.) in THF/H20
1:1-v% with an overall volume of 0.75 mL. NaAsc (281 pg, 1.42 pmol, 1.2 eq.) was added and it was
stirred at 45 °C under the exclusion of light. The reaction mixture was concentrated and lyophilized
after 24 h. The crude product was purified via size exclusion chromatography (Sephadex™ LH-20,
CHCl3/MeOH 2:1-v%).
Yield: 4.5 mg (0.76 umol, 66%); white solid.
MALDI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C2ssH393AusClsN39069-Cl]*: 5697.6147, found 5770.6913;
Calculated for [C2s55H393Au3Cl3N39069+H]*: 5808.5225, found 5808,1665.
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9. Experimental Procedures

9.4.2.11 Compound IV-17

DIPEA (28.8 uL, 165 umol, 1.1 eq.) was added to a stirred solution of IV-10 (22.7 mg, 20.7 umol,
1.0 eq.), IV-9 (80 mg, 68.2 umol, 3.3 eq.), PyBOP (47.3 mg, 91.0 umol, 4.4 eq.) and HOAt (11.4 mg,
82.7 umol, 1.0 eq.) in peptide grade DMF at 0 °C. The reaction mixture was stirred for 3 h at room
temperature, then slowly concentrated over 1 h. PyBOP (23.7 mg, 45.4 pmol, 2.2) was added and after
further 2 h, the reaction mixture was concentrated in vacuo. The crude product was purified via size
exclusion chromatography (Sephadex™ LH-20, MeOH). Afterwards, the obtained compound IV-16 was
treated with 1 mL TFA/DCM 1:1-v%. The solution was stirred 45 min at room temperature,
concentrated under reduced pressure. This procedure was repeated two times. The concentrated
reaction mixture was co-distilled with toluene 5 times and the product was obtained without further
purification.

Yield: 53.8 mg (10.6 umol, 88% over two steps); off-white solid.

MALDI-MS (MeOH) (m/z): Calculated for [C235H412N44075+H]* 5053.9918: , found 5055.3.

1H-NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY, HSQC, HMBC): 6 [ppm] = 8.92 - 8.84 (m, 3H, NH%Y), 8.50
(s, 3H, CHBT4), 8.21 - 7.83 (m, 21H, NH, NHCH24hx, NHTEG), 7.75 - 7.67 (m, 12H, NH2), 7.24 - 7.12 (m, 15H,
CHPhe), 7.00 (s, 3H, NHCq), 4.60 - 4.49 (m, 3H, a-CH), 4.24 - 4.16 (m, 9H, a-CH, CH2%), 4.25 - 4.19 (m,
3H, a-CH), 3.58 - 3.47 (m, 126H, CH26), 3.45 - 3.36 (m, 36H, CH2P"), 3.31 - 3.26 (m, 6H, e-CH2'¥), 3.23
(s, 27H, CH3™EG), 3.22 - 3.17 (m, 18H, NHCH2TEG), 3.14 - 2.91 (m, 6H, B-CHzPhe), 2.82 - 2.68 (m, 18H,
NHCH24rx, 3-CH2ls), 2.30 (t, J=6.5Hz, 18H, COCH:Prd), 2.05 (t, J=7.4 Hz, 6H, NH[CH2]4CH24h),
1.69 - 1.14 (m, 30H, y-CHz'vs, NH[CH2]3CH2Ah%, NHCH2CH2Ah%, NH[CH2]2CH2A).
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10. Anhang

10.1 CD-, UV/Vis- und Fluoreszenzspektren

0.0047 50 uM vor TR
—— 50 pM nach TR
100 pM vor TR
0.0024 —— 100 pM nach TR
L) 150 uM vor TR
g —— 150 pM nach TR
5
¥ 0,000
-0,002
200 220 240 260 280 300
Alnm

Abbildung 10.1 CD-Spektren unterschiedlich konzentrierter Losungen von III-23 in PP-Puffer (10 mM, pH 7.6) vor der
Temperaturrampe (graue Linien) und nach der Temperaturrampe (schwarze Linien) von 6 auf 90 °C und wieder zuriick auf 6 °C;

TR = Temperaturrampe.

A B
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Abbildung 10.2 Berechnete Fits eines Nukleation-Elongation Mechanismus auf Basis der erhaltenen, Temperaturabhangigen
CD-Daten in Kapitel 4.3.1.2 (Abbildung 5.16) zu einer 50 uM (A), 100 pM (B) und 150 pM (C) Lésung von I1I-23 unter Anwendung

zum  Kooperativen
AH® = —91,0 + 3,1 kJ - mol™?*
AHS,, = —83,1 £ 0,6 kJ -mol™!
AS® = —0,21 +0,01 kJ - mol™?

eines literbekannten Rechenmodells
thermodynamischen Parameter erhalten:

T, = 315 K fiir 50 pM
T, = 322 Kfiir 100 pM und
T, = 326 Kfiir 150 pM.
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Polymerisationsprozess.[278]

Dabei wurden folgende
(engl.: elongation enthalpy),

(engl.: nucleation penalty),

(engl.: entropy change of monomer addition
in the nucleation and elongation phase),

(engl.: elongation enthalpy),



10.1 CD-, UV/Vis- und Fluoreszenzspektren

40
——1t =7 Tage mit 1 M NaCl

30 ——t =0 Min. mit 0 M NaCl
t =0 Min. mit 1 M NaCl

Ag/L*mol™cm™

200 220 240 260 280 300
Alnm

Abbildung 10.3 Innerhalb einer NaCl-Titration aufgenommenen CD-Spektren von Au(l)-Metalloamphiphil HI-33 (70 pM in
10 mM PP-Puffer, pH 7,4) bei 293 K in Abhéngigkeit der Zeit: Unmittelbar nach Probenvorbereitung bei ¢t = 0 und eine Woche

spater (t = 7 Tage).

——1V-14,10 pM
10001 ¥ Loog] T V-3 10 kM in 100% H,0
V-3, 5uM —— V-3, 10 pM mit 50% ACN
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800 400 4
=S .
° 600 E
= T 6001
® =
§ 400 § 400
= £
N ] A
0 04
400 500 600 400 500 600
2/ nm 2 /nm

Abbildung 10.4 A Fluoreszenzspektren von Lésungen des Peptidamphiphils IV-14 (10 uM in Wasser, pH 7,4) im Vergleich zum
daraus hergestellten Au(I)-Metalloamphiphil IV-3 (5 bzw. 25 uM in Wasser, pH 7,4). B Emissionsspektren von 10 uM Lésungen
des Au(l)-Metalloamphiphils IV-3 in Wasser (100%) und mit einem Zusatz von ACN (50 bzw. 75%) als denaturierendes
organisches Losungsmittel.
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10. Anhang

10.2 TEM Aufnahmen

1000 nm

Abbildung 10.5 Mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastrierte TEM Aufnahmen einer 40 pM Losung von II-5
in TRIS-Puffer (10 mM) bei einem pH-Wert von 2.4.

1000 nm

Abbildung 10.6 Mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastrierte TEM Aufnahmen einer 40 uM Lésung von II-5
in TRIS-Puffer (10 mM) bei einer Ionenstarke von NaCl = 0,5 M.
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10.2 TEM Aufnahmen

Abbildung 10.7 Mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastrierte TEM Aufnahmen von 80 uM Lésungen der
geladenen Au(I)-Metalloamphiphile I1I-24 (A), III-25 (B) und I1I-23 (C und D) bei einem pH-Wert von 11,1.
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Abbildung 10.8 Mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastrierte TEM Aufnahmen einer 80 uM Lésung von
I1I-24 bei einem pH-Wert von 5,4.

Abbildung 10.9 Mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastrierte TEM Aufnahmen einer 80 pM Lésung von
I1I-33 in TRIS-Puffer (10 mM, pH 7,4), hergestellt aus einer 500 pM Stammlosung, die 60 Tage zuvor angesetzt worden war.
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10.2 TEM Aufnahmen

Abbildung 10.10 Mittels Uranylacetat (2,0 Gew.-% in Wasser) negativ kontrastrierte TEM Aufnahmen einer 100 pM Losung von
IV-3 in TRIS-Puffer (10 mM) bei pH 7,4.

175



10. Anhang

10.3 Rheologische Messungen
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Abbildung 10.11 Rheologische Untersuchungen einer 2 mg/400 pL bzw. 2,0 Gew.-% Lésung von III-23 in Wasser bei pH 5,0.
A Bestimmung des Linearen Bereichs bei 1% Scherdeformation. B Die zeitabhdngige Messung bei konstanter Temperatur (20 °C)
und Frequenz (1 Hz) zeigt, dass der Gelierungsprozess nach 40 Min. noch nicht abgeschlossen ist. C Frequenzabhdngige Messung
(0,01 - 100 Hz) bei konstanter Temperatur (20 °C) und Scherdeformation (1%).
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10.4 NMR Spektren

10.4 NMR Spektren
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Abbildung 10.12 'H NMR Spektrum von Verbindung I-2 in D20.
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Abbildung 10.13 13C NMR Spektrum von Verbindung I-2 in D20.
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Abbildung 10.14 'H NMR Spektrum von Verbindung I-4 in MeOD-d+.
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Abbildung 10.15 13C NMR Spektrum von Verbindung I-4 in MeOD-ds.
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10.4 NMR Spektren

D (br) C (dv) A (m) B (s)
7.77 6.52 5.33 2.89
L | J N -
2 g g ) g
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 25 2.0 15 1.0 0.5 0.0
ppm
Abbildung 10.16 'H NMR Spektrum von Verbindung I-6 in CDCls.
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Abbildung 10.17 'H NMR Spektrum von Verbindung I-7 in CDCls.
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Abbildung 10.18 H NMR Spektrum von Verbindung I-8 in CDCls.
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Abbildung 10.19 'H NMR Spektrum von Verbindung I-9 in CDCls.
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Abbildung 10.20 'H NMR Spektrum von Verbindung I-11 in CDCls.
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Abbildung 10.21 'H NMR Spektrum von Verbindung I-14 in MeOD-ds.
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Abbildung 10.22 13C NMR Spektrum von Verbindung I-14 in MeOD-d..
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Abbildung 10.23 'H NMR Spektrum von Verbindung I-15 in MeOD-d..
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Abbildung 10.24 'H NMR Spektrum von Verbindung II-4 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.25 13C NMR Spektrum von Verbindung I1-4 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.26 'H NMR Spektrum von Verbindung II-5 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.27 13C NMR Spektrum von Verbindung II-5 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.28 H NMR Spektrum von Verbindung II-6 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.29 'H NMR Spektrum von Verbindung II-7b in CDCls.
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Abbildung 10.30 *H NMR Spektrum von Verbindung II-8a in DMSO-ds.
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Abbildung 10.31 *H NMR Spektrum von Verbindung II-8b in DMSO-ds.
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Abbildung 10.32 'H NMR Spektrum von Verbindung II-9a in DMSO-ds.
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Abbildung 10.33 'H NMR Spektrum von Verbindung II-9b in DMSO-ds.
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Abbildung 10.34 'H NMR Spektrum von Verbindung II-10a in DMSO-ds.
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Abbildung 10.35 'H NMR Spektrum von Verbindung II-10b in DMSO-ds.
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Abbildung 10.36 'H NMR Spektrum von Verbindung II-11 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.37 'H NMR Spektrum von Verbindung II-12 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.38 13C NMR Spektrum von Verbindung II-12 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.39 'H NMR Spektrum von Verbindung II-13 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.40 3C NMR Spektrum von Verbindung II-13 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.42 'H NMR Spektrum von Verbindung III-9 in CDCls.
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193



10. Anhang

G (s)
6.10

c
6

D (m
1.5

F(m)
1.33

©
t———

B (s)
.44

B\ | 0 S
T i T T 7 T
T T T T T T T T T T T T T T T
8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 L5 1.0
ppm
Abbildung 10.46 H NMR Spektrum von Verbindung III-16 in CDCls.
J(m) P (m)
3.53 1.30
E (1) L A®| [cw® B (s)
7.80) . 2.38] |2.02 39

!_.O
)

& T T 1 T T 7 o m ) e,
Ng < R - 2w w 3 o my o na B e
S = S S % Ll e 3 DR S S s SNANR
33 2 g 3 23 ] s 33 H S NRANm
T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5
ppm

Abbildung 10.47 'H NMR Spektrum von Verbindung III-17 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.48 'H NMR Spektrum von Verbindung III-18 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.54 2D-HMBC NMR Spektrum von Verbindung I1I-20 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.56 13C NMR Spektrum von Verbindung III-21 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.60 2D-HMBC NMR Spektrum von Verbindung I1I-22 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.62 13C NMR Spektrum von Verbindung III-23 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.63 2D-HMBC NMR Spektrum von Verbindung III-23 in DMSO-de.
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Abbildung 10.64 H NMR Spektrum von Verbindung I1I-24 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.68 13C NMR Spektrum von Verbindung III-25 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.69 2D-HMBC NMR Spektrum von Verbindung III-25 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.72 'H NMR Spektrum von Verbindung I1I-28 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.73 13C NMR Spektrum von Verbindung I1I-28 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.75 'H NMR Spektrum von Verbindung I1I-29 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.79 13C NMR Spektrum von Verbindung I1I-30 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.100 'H NMR Spektrum von Verbindung IV-3 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.101 *H NMR Spektrum von Verbindung IV-17 in DMSO-ds.
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Abbildung 10.102 'H NMR Spektrum von Verbindung IV-4 in DMSO-ds.
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10.6 Abkiirzungsverzeichnis

a Feinstrukturkonstante

A Angstrom (10-10 m)

ACN / CH3CN Acetonitril

AO Atomorbital

AS Aminosdure

aqg. wassrig

Aquiv. Aquivalente

br.s breites Singulett (NMR)

Boc tert-Butoxycarbonyl

BTA Benzol-1,3,5-tricarboxamid

BTC Benzol-1,3,5-tricarbonsaure

BTCC Benzol-1,3,5-tricarbonsaurechlorid

c Konzentration oder Lichtgeschwindigkeit
CD Cirkulardichroismus

CH Cyclohexan

CHCA A-Cyano-4-hydroxycinammic acid

CHCls Chlorofrm

CDClIs deuteriertes Chloroform

COSY homonukleare 2D-Korrelationsspektroskopie
CPMAS Cross Polarisation Magic Angle Spinning (NMR)
CuAAC Cul-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
Cc=C Kohlenstoff-Kohlenstoff-Dreifachbindung
D Durchmesser

d Dublett (NMR)

1) chemische Verschiebung

b Dispersitat

DA DIELS-ALDER

DCM Dichlormethan

DIPEA N,N'-Diisopropylethylamin

DMF N,N'-Dimethylformamid

DMF-d7 vollstandig deuteriertes N,N'-Dimethylformamid
DMS Dimethylsulfid
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10.6 Abkiirzungsverzeichnis

DMSO
DMSO0-ds
EDG
EN

ESI

eq.
EWG
FACS
FC
Fmoc
FRET
Gew.-%
Glu/E
Gly /G
HBTU
HFIP

HMBC

HOAt
HOBt
HOMO
HRMS
HSAB

HSQC

IL

JGU

Ka

KZ

Ln
Lw

Aem

Dimethylsulfoxid

vollstandig deuteriertes Dimethylsulfoxid

electron donating group

Elektronegativitat

Elektronensprayionisation

equivalents

electron withdrawing group

fluorescence-activated cell sorting

Saulenchromatographie unter Druck (flash chromatography)
Fluorenylmethoxycarbonyl
FORSTER-Resonanzenergietransfer

Gewichtsprozent

Glutaminsaure

Glycin
0-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N"-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
Hexafluorisopropanol

2-dimensionales NMR-Experiment: Heteronuclear multiple bond
correlation

1-Hydroxy-7-azabenzotriazol

1-Hydroxybenzotriazol

hochstes besetztes Molekiilorbital (highest occupied molecular orbital)
hochaufgeloste Massenspektrometrie

hard and soft acids and bases

2-dimensionales NMR-Experiment: Homonuclear single quantum
correlation

intraligand

Kopplungskonstante (NMR)
Johannes Gutenberg-Universitit
Gleichgewichtskonstante
Aktivierungskonstante
Koordninationszahl

neutraler Ligand

Wellenldnge

Zahlenmittel der Polymerlange
Gewichtsmittel der Polymerldnge

Emissionswellenldnge
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Aex Anregungswellenlange

LCST untere kritische Losungstemperatur (lower critical solution temperature)

LUMO niedrigstes unbesetztes Molekiilorbital (lowest unoccupied molecular
orbital)

Lys /K Lysin

m Multiplett (NMR)

M Metall oder Molekiil oder Molaritat (mol/L)

m Masse

Mrel relativistische Masse des 1s-Elektrons

mo Ruhemasse des 1s-Elektrons

MALDI Matrix-assistierte Laser-Desorption/Ionisation

Me Methyl

MeOD-ds vollstindig deuteriertes Methanol

min, Min. Minute(n)

MRI Kernspintomographie

MS Massenspektrometrie

MW Molekulargewicht

n Stichprobenumfang

NHC(s) N-heterozyklische(s) Carben(e)

NHS N-Hydroxysuccinimid

NMR nuklearmagnetische Resonanzspektroskopie

Nu Nukleophil

ppm Millionstel (parts per million)

PEG Polyethylenglykol

PG Schutzgruppe (protecting group)

Ph Phenyl

Phe / F Phenylalanin

pKs negativer dekadischer Logarithmus der Sdurekonstante Ks

PPhs Triphenylphosphan

PR3 Phosphan

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat

pa. analysenrein (pro analysis)

q Quartett (NMR)

quant. quantitativ

R organischer Rest
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r
(réshrel
(Tés)non-rel
Ry
RP-HPLC

RT, rt
S

SD
SEC
SPAAC
SPPS
SRz
Std., h
‘Bu

T

t

TEG
TEM
TEP
TFA
TFE
THF
THT, tht
TLC
ToF
TPPTS, tppts
TR
TRIS
uv

<Vrad)
Vis

Vol.-%

Radius

relativistischer Radius der 6s-Valenzelektronenschale
nicht-relativistischer Radius der 6s-Valenzelektronenschale
Retardationsfaktor

Hochleistungsfliissigkeitschromatographie an der Umkehrphase (reversed
phase high performance liquid chromatography)

Raumtemperatur, room temperature

fest (solid) oder Singulett (NMR) oder Sekunden
Standardabweichung (standard deviation)
Grofdenausschlusschromatographie
spannungskatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
Festphasenpeptidsynthese (solid phase peptide synthesis)
Thioether

Stunde(n)

tert-Butyl

Temperatur

Zeit

Tetraethylenglykol
Transmissionselektronenmikroskopie

Tolman'sche elekronische Parameter

Trifluoressigsaure (trifluoroacetic acid)
2,2,2-Trifluorethanol

Tetrahydrofuran (ohne Zusatz von Additiven wie Stabilisatoren)
Tetrahydrothiophen

Diinnschichtchromatographie (thin layer chromatography)
Flugzeitanalyse (time of flight)
Triphenylphosphan-3,3’,3"-trisulfonsiuretrinatriumsalz
Temperaturrampe

Tris(hydroxymethyl)aminomethan

ultraviolettes Licht

Geschwindigkeit des Elektrons

mittlere, radiale Geschwindigkeit des Elektrons
sichtbares Licht

Volumenprozent

Standardabweichung
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X
Z

1D,
1-dimensional

2CTC

% Vbur
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anionischer Ligand

Ordnungszahl
eindimensional

2-Chlorotritylchlorid

buried volume
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