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Kurzzusammenfassung

1 Kurzzusammenfassung

Der jungste Fortschritt in der Biotechnologie schafft eine kontinuierliche Nachfrage nach Mo-
lekiilen mit maRgeschneiderten Eigenschaften fiir die Herstellung von verschiedenen Biomate-
rialien. So wurden in den letzten Jahren wichtige Fortschritte in der Entwicklung von Bioma-
terialien fir Anwendungen wie Arzneimittelabgabe, Gewebeaufbau und der Diagnostik herge-
stellt.21 Besonders geeignet fiir das Design von Biomaterialien sind Molekiile mit genau-de-
finierter Zusammensetzung welche reaktive Ankergruppen beinhalten. Jedoch sind die Synthe-
semdglichkeiten bzw. die Erhéhung der Anzahl an reaktiven Gruppen, sowie das Einfuihren von
neuen unterschiedlichen funktionellen Gruppen nach wie vor begrenzt. Ein eleganter und effi-
zienter Ansatz ist die Ligation von multifunktionellen Linkern mit heterobifunktionalisierten

Polyethylenglykolen mittels Klick-Reaktionen.

Die vorliegende Arbeit kann im Wesentlichen in drei Teilbereichen zusammengefasst werden,
namlich der Herstellung polyvalenter Molekiile, sowie deren Anwendungen in der Herstellung
von Biomaterialien.

Im ersten Teil dieser Arbeit werden verschiedene Synthesestrategien beschrieben, welche Zu-
gang zu einer Substanzbibliothek neuer polyvalenter Strukturen ermdglicht, die sich durch ein
breites Spektrum an funktioneller Vielfalt auszeichnet. Dabei konnten vier- bzw. fiinfstufige
Synthesewege entwickelt werden, mit denn die Herstellung von trifunktioneller Molekdilen ge-
lang. Hierbei konnten verschiedene Strukturen der Typen A3, AB2 oder ABC mit unterschied-
licher Zusammensetzung hergestellt und isoliert werden. Die Synthesestrategie zeichnet sich
durch ihren universellen Charakter aus, da die verschiedenen funktionellen Gruppen im End-
produkt durch die Wahl geeigneter Ausgangsverbindungen, bei gleichen Reakionsbedingun-
gen, eingefiihrt werden kénnen. Zudem konnte gezeigt werden, dass sich durch die Verwen-
dung der trifunktionellen Linker auf Nanopartikeln und CVVD-Beschichtungen postmodifizier-
bare, bi- bzw. trifunktionalisierte Oberflachen herstellen lassen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde ein allgemeines Verfahren zur Darstellung heterobifunk-
tionalisierter Polyethylenglykole entwickelt. Verschiedene funktionelle Gruppen, welche die
Klick-Kriterien erftllen, wurden eingefihrt. Zudem konnte durch die Umsetzung der heterobi-
funktionalisieten PEGs mit trivalenten Linkern, a-bifunktionalisierte Polyethylenglykole syn-
thetisiert werden, wodurch sich eine Art Baukastensystem fir heterobifunktionalisierte Hydro-

gele erzeugen l&sst.



Kurzzusammenfassung

Zur Funktionalisierung und Postmodifikation von metallorganischen Gerustverbindungen wur-
den dartberhinaus verschiedene Primar- und Sekundarlinkersysteme synthetisiert. Hierbei
konnten quervernetzte, pordse Polymergele hergestellt und erfolgreich als Biomaterial einge-
fuhrt werden. Zudem konnten hierarchisch aufgebaute, multilagige SURGEL Kapseln entwi-
ckelt werden und die gezielte Einlagerung sowie die pH abhangige Freisetzung von Farbstoff-

molekiilen demonstiert werden.

AbschlieBend konnte eine effiziente Syntheseroute fir die Erforschung des Me-
taAcetylbenzylguanidin (MABG) erarbeitet werden. Hierbei konnte das MABG aulRerdem mit-
tels CUAAC auf Nanopartikeln aufgebracht werden. Zudem wurde ihre Aktivitét in Zelladha-
sionsexperimenten demonstriert. Diese neuartigen Nanopartikel haben ein grofRes Potential flr

die Anwendungen im Bereich der Therapie von Neuroblastomen.
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2 Einleitung

2.1 Biomaterialien

Von der Natur geschaffene Biopolymere wie Proteine faszinieren die Wisschenschaftler durch
ihre sequenzkontrollierte definierte Struktur. Hierbei wurden in den letzten Jahrzehnten Fort-
schritte bei Manipulation der Architektur von synthetischen Polymeren gemacht. Dabei ist trotz
der breiten Palette an building blocks die Primérstruktur jedoch schlecht zu kontrollieren. Daher
ist die Entwicklung neuer Methoden zur Synthese sequenzgesteuerter Polymere und somit die
Erforschung und Weiterentwickelung von sogenannten Biomaterialien, eines der wichtigsten
Aufgaben der Materialwissenschaftler.®! Die biologischen und biomedizinischen Anwendun-
gen von Biomaterialien sowohl in der modernen Medizin als auch in der materialwissenschaft-
lichen Forschung nehmen eine wichtige Rolle ein und dienen heutzutage als ein fester Bestand-
teil fir therapeutische oder diagnostische Behandlungen von Krankheiten oder zur Verbesse-
rung des Verstandnisses von daran beteiligten biologischen Prozessen. Als Biomaterialien wer-
den allgemeinhin Materialien bzw. Werkstoffe bezeichnet, welche unmittelbar mit biologischen
Systemen chemisch, physikalisch und/ oder biologisch interagieren.*! Aligemein dient der
Einsatz von Biomaterialien dem vorlbergehenden oder dauerhaften Ersatz von Organen, Or-
ganteilen oder Korperstrukturen, welche aufgrund von Krankheiten, Verletzungen oder Ver-
schleil’ in ihrer Funktion zerstort oder eingeschrankt wurden. Kennzeichnende Eigenschaft fir
Biomaterialien ist seine sogenannte Biokompatibilitat, d.h. eine angemessene biologische Ver-
traglichkeit des Werkstoffes mit dem biologischen Gewebe, welche im Wesentlichen von der
Art des Kontakts im oder am Gewebe sowie der Verweildauer abhéngt. Biomatrialien kdnnen
sowohl synthetischem als auch natirlichem, nichtlebendem Urspungs sein. Der Einsatz der Bi-
omaterialien in biologischen Systemen erstreckt sich von der Anwendung in kontrollierten
kinstlichen Umgebungen (in vitro) bis hin zur Anwendung in lebenden Organismen (in vivo).
Im Bereich der Medizin und der biomedizinischen Forschung ergeben sich zahlreiche in vivo-
und in vitro-Anwendungen mit einer groRen Bandbreite an Biomaterialien und synthetischen
Bauteilen, wobei sich die Art der zu verwendenden Materialien sowie deren Einsatzgebiete
massgeblich unterscheiden. Als bedeutende in vivo-Anwendungen von Biomaterialien z&hlen
zum Beispiel Prothesen (Hifte, Knie, etc.), Implantate (Zahn, etc.), Geféalstlitzen (Stents),
kinstliche GefaRverbindungen (Shunts) sowie Katheter. Zu den in vitro-Anwendungen gehoren
unter anderem Bereiche der Diagnostik (Mikroarrays), Membrantechnik oder Zellkultivierung,

Mikroseparation und Biosensorik (DNA, Proteine, Zellen, etc.).> 78 Das Biomaterial und das
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biologische System unterliegen vielfélltiger Wechselwirkungen, diese kdnnen positiver, er-
winschter oder negativer, unerwiinschter Natur sein. Im Falle eines Zahnimplantats kdnnen die
Wechselwirkungen zwischen Biomaterialien und deren biologischer Umgebung zum Beispiel
eine Aggregation von Proteinen und/oder Zellen, eine Immunantwort als Reaktion auf den
Fremdkdorper oder auch positive Interaktionen wie zum Beispiel eine strukturelle und funktio-
nelle Anbindung des Biomaterials an das umgebende Gewebe sein.

Da viele wichtige biologische Reaktionen durch die Wechselwirkung von Biomolekiilen oder
Zellen an den Grenzflachen stattfinden stellt die Entwicklung neuer Materialien fiir die biolo-
gische und biomedizinische Anwendung mit spezifischen und kontrollierbaren Eigenschaften
der synthetischen Oberfl&che eine besondere Herausforderung an die Wissenschaft dar. Neben
der entscheidenden Funktionalitat der Biokompatibilitidt des Materials mussen Faktoren wie
mechanische Eigenschaften, wie zum Beispiel die Stabilitat und Belastbarkeit gegentiber den
Bedingungen des umgebenden Mediums berlcksichtigt werden. Zur Optimierung der Biokom-
patibilitat unter Beibehaltung der mechanischen Eigenschaften bietet die Oberflaichenmodifi-
kation bereits etablierter Materialien interessante Mdglichkeiten. Als Oberflachenmodifikation
wird die Einflhrung funktioneller Gruppen auf einem festen Substrat zur gezielten Verénde-
rung seiner Oberflacheneigenschaften bezeichnet. Biomaterialien sind heutzutage in der mo-
dernen Medizin etabliert und unverzichtbar geworden, da sie dem Patienten die Chance bieten,
die Lebensqualitit zu bewahren oder sie deutlich zu verbessern bis hin sogar das Leben zu
retten. Durch unerwinschte Nebenwirkungen oder als Fremdkorper kdnnen sie jedoch durch
kdrpereigene Komponenten eingekapselt werden, was langfristig zur Beeintrachtigung und Be-
standigkeit ihrer Funktion fuhrt. Durch die gezielte Entwicklung neuer Synthesestrategien zur
zielgerichteten Veranderung von Oberflacheneigenschaften konnten derartige Nebenwirkun-
gen verhindert werden und Zugange zu neuen effektiveren Biomaterialien und bioaktiven Ober-
flachen fiir den biomedizinischen Einsatz geschaffen werden.®! Fiir eine erfolgreiche Entwick-
lung neuer Biomaterialien ist eine interdisziplindre Kooperation von Wissenschaftler sowie ge-
meinsamer Grundlagen und fundierten sowie kontunierlich erweiterten Erkenntnisse aus der

Chemie, Biologie, Medizin, Material- und Ingenieurwissenschaften erforderlich.
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2.2 Klick-Chemie

2.2.1 Einleitung

Der steigende Bedarf an Materialien mit genau-definierter Zusammensetzung ist eine wichtige
Vorgabe der modernen Biotechnologie an die Materialwissenschaft.l’! Die Herstellung derari-
tiger Materialien ist durch komplexe Synthese extrem herausfordernd. Daruber hinaus sind
klnstlich synthetisierte Materialien limitiert um die einzigartigen strukturellen und funktionel-
len Eigenschaften von natirlichen Makromolekilen wie Proteinen, DNA oder Zucker zu errei-
chen. In Anbetracht dieser Einschrankungen haben Forscher nach genau-definierten Ligations-
strategien gesucht, welche effektiv in Gegenwart einer Vielzahl von unterschiedlichen funtkio-
nellen Gruppen eingesetzt werden kdnnen. Wichtige Voraussetzungen fir erfolgreiche Ligati-
onsstrategien umfassen eine hohe Selektivitat, die Kompatibilitdt mit protischen Lésungsmit-
teln wie Wasser, die Orthogonalitét zu verschiedenen funktionellen Gruppen sowie das Errei-
chen moglichst quantitativer Ausbeuten. Seit den ersten Berichten ber die Verwendung der
Klick-Chemie fir die Materialwissenschaft, ist das Klick-Konzept im Bereich der Polymer und

Materialwissenschaft nicht mehr wegzudenken. 1014

Das Konzept der Klick-Chemie wurde von Sharpless et al. 2001 der Fachwelt mit folgenden

Worten prasentiert:

,,Das Ziel ist die Entwicklung einer wachsenden Gruppe von leistungsfahigen und selektiven
Baueinheiten, die bei Synthesen in kleinem und grofRem Malstab mit hoher Zuverlassigkeit ver-
wendbar sind. Diese Herangehensweise haben wir Klick-Chemie genannt und strenge Kriterien
definiert, die ein Verfahren erfilllen muss, um in diesem Zusammenhang Anwendung zu fin-

den. “112

Reaktionen, die zu dieser Klasse gehdren missen folgende Bedingungen und Eigenschaften
besitzen. Sie miissen modular und breit anwendbar, sowie unter einfachen Bedingungen durch-
flhrbar sein, hohe Ausbeuten erzielen und ausschliellich ungeféhrliche Nebenprodukte bilden.
AuBerdem mussen sie stereospezifisch (wenngleich nicht notwendigerweise enantioselektiv)
ablaufen, wasser- und sauerstofftolerant sein und zu einem stabilen Produkt fiihren. Des Wei-
teren sollten die Reaktionen einfach und mit leicht zuganglichen Ausgangsmaterialien und Re-
agenzien durchfihrbar sein. Losungsmittelfreie Bedingungen bzw. die Verwendung eines un-

bedenklichen Losungsmittels (z.B. Wasser) und deren problemloses Entfernen sind ebenfalls
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Voraussetzungen. Letztendlich sollte die Produktisolierung wenig Aufwand bereiten, d.h. Des-
tillation oder Kristallisation werden gegenuber chromatographischen Methoden bevorzugt und

das Produkt unter physiologischen Bedingungen stabil sein.[*’]

Die genannten Kriterien der Klick-Reaktion sind vor allem dann erfillt, wenn eine ausreichend
hohe thermodynamische Triebkraft gewéhrleistet ist. Die thermodynamische Triebkraft bei vie-
len Carbonylreaktionen ist in der Regel gering. Der Energiegewinn einer Klick-Reaktion liegt
normalerweise iiber 20 kcal mol™. Derartige Reaktionen haben die Tendenz selektiv nur ein
Produkt mit nahezu vollstdndigem Umsatz zu liefern. Dies kann insbesondere dann erreicht
werden, wenn Kohlenstoff-Kohlenstoff-Doppelbindungen gebrochen und Kohlenstoff-Hete-
roatom-Bindungen geknipft werden oder wenn gespannte Ringsysteme aufgebrochen wer-

den.[14]

Folgende Reaktionen erfillen die Klick-Bedingungen und sind in Schema 1 zusammengefasst:

» Cycloadditionen ungesattigter Verbindungen, speziell 1,3-dipolare Cycloadditionen
und Diels-Alder-Reaktionen.

» Nichtaldolartige Carbonylreaktionen, die zur Bildung von Harnstoffen, Thioharnstof-
fen, aromatischen Heterocyclen, Oximen, Hydrazonen und Amiden fuhren.

» Nukleophile Substitutionen, besonders Ringéffnungsreaktionen von gespannten hete-
rocyclischen Elektrophilen wie Epoxiden, Aziridinen, Aziridiniumionen und Episulfo-
niumionen.

» Addition an Kohlenstoff-Kohlenstoff-Mehrfachbindungen, besonders oxidative Addi-
tion wie Epoxidierungen, Dihydroxylierungen, Aminohydroxylierungen, Aziridinierun-
gen und Sulfenylhalogenadditionen.
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Schema 1 Ausgewahlte chemische Reaktionen, welche die Klick-Kriterien erfullen.

Das Paradebeispiel einer Klick-Reaktion ist die Cu(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition
von Aziden mit Alkinen (CUAAC) nach Huisgen, da diese alle Kriterien einer Klick-Reaktion

in hohem MaR erfiillt.[*%

2.2.2 Die Cu(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition

Die 1,3-dipolare Cycloaddition von Aziden und Alkine zu Heterocyclen sind seit tiber 100 Jah-
ren bekannt und wurden in den 1960er Jahren von Huisgen untersucht.[*5-¢] Bei der 1,3-dipo-
laren Cycloaddition eines Dipolarophils mit einer 1,3-dipolaren Verbindung werden flinfglied-
rige Heterocyclen generiert. Als Dipolarophil werden Typischerweise Alkene, Alkine und
Gruppen die Heteroatome (z.B. Nitrile und Carbonyle) enthalten, bezeichnet. 1,3-dipolare Ver-
bindungen enthalten mindestens ein Heteroatom und lassen sich durch zwitterionische meso-
mere Grenzformeln (Abbildung 1) beschreiben. Dabei nehmen Azide eine wichtige Rolle ein,
da sie bei weitem am einfachsten eingefiihrt und am besten in Folgeumsetzungen mitgefihrt
werden konnen. Sie sind aulRerdem hydrolysestabil, unempfindlich gegenliber Sauerstoff und

dimerisieren nicht.[*2

R-N; = [R-N=N-N <> R-N=N=N < R-N-N=N <> R-N-N=N

Abbildung 1  Mesomere Grenzstrukturen der Azideinheit.[*]
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Der Mechanismus der 1,3-dipolaren Cycloaddition entspricht dem der Diels-Alder-Reaktion.
Es reagiert ein endstandiges Alkin-Derivat 1 mit einem Azid-Derivat 2 zu einem 1,2,3-Triazol.
Dabei werden gleichzeitig 2 n-Elektronen des Dipolarophils und 4 Elektronen des 1,3-Dipols
konzertiert tiber einen aromatischen Ubergangszustand verschoben. Magliche Griinde warum
sie nicht schon friher so intensiv genutzt wurde, waren, dass die Reaktion ohne Katalysator
hohe Temperaturen und lange Reaktionszeiten bendtigen sowie die Bildung von zwei Regio-
isomeren im Verhaltnis 1:1. Diese Probleme lassen sich durch den Einsatz von Metal Kataly-
satoren umgehen. Die Verwendung von Kupfer(l)-Salzen als Katalysator nach Sharpless liefert
ausschlieRlich das 1,4-Regioisomer 3.122 Bei der Ru(11)-katalysierten Variante nach Fokin bil-

det sich hier ausschlieRlich das 1,5-Regioisomer 4.[2%

e N /N\
ResN™N | Resyop
R R
3 4
Ro~noN Cu(l) . Ru(ll) Ra~N" N
o <«~——— R{—== + N=N—N — _

—< Sharpless \Rz Fokin /\
1 Ri
3 1 2 4

Schema 2 Unterschiedliche Bedingungen der 1,3-dipolaren Cycloaddition.

Die Ruthenium-katalysierte Variante konnte sich jedoch aufgrund der schwer Darstellbaren Ru-
Komplexe sowie der Bildung von starken ,,Knicken“ in der Kette des 1,5-Triazols gegeniiber

der Kupfer-kataylsierten Variante nicht durchsetzen.

Der Mechanismus der Kupfer-katalysierten Cycloaddition ist in Schema 3 verdeutlicht. Als
Bedingung missen die beteiligten HOMOs (Highest Occupied Molecular Orbital) und LUMOs
der Komponenten &hnlich sein. Durch Zugabe von geeigneten Katalysatoren steigt die Reakti-
onsgeschwindigkeit um den Faktor 107 an. Durch den Einsatz von Cu(l)-Salzen zeigten Meldall
et al. 2002 am Beispiel der Festphasenpeptidsynthese, dass bei Raumtemperatur und Reakti-
onszeiten zwischen 6 und 36 Stunden selektiv das 1,4-Triazol gebildet und oft Ausbeuten von

mehr als 95% erzielt wurden.[?l Im gleichen Zeitraum berichteten Sharpless et al. iiber die
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Kupferkatalysierte Reaktion am Beispiel verschiedener Alkyl- und Arylazide mit substituierten
Alkinen. Jedoch wurden zur besseren Handhabung Cu(ll)-Salze statt Cu(l) verwendet, die in
situ mit Natriumascorbat zur katalytischen aktiven Cu(l)-Spezies reduziert wurden.* 22 Durch
zahlreiche Untersuchungen des Reaktionsmechanismus schlugen Sharpless und Fokin et al.
vor, dass anstatt eines konzentrierten Ablaufs, eine schrittweise ablaufende Reaktionssequenz
stattfindet.[??]

RI—— [Cul] R—=—= g& =—[Cul]

' R—==—ICuL] + N=N-N,
Fokin 2 R, Sharpless,
Rodinov

-
(3]

N=N-N R, N
=IN— 1 .
: R, J/ NO
R1 —:— [CUL] L : R2
! Cul _Cu
[Cul] L
7 6
o N_. _R, N
geschwindigkeits- N 'N geschwindigkeits-
bestimmend o Cul bestimmend
R4
8
l BH B 1
/N\ ,N\
N” N-Rz \ ﬁ N“ “N-R2
)=( =
R4 [Cul] R4
9 3
Schema 3 Mechanismus der Cu(l)-katalysierten 1,3-dipolaren [3+2]Cycloaddition nach Sharpless
und Fokin.[?]

Zunéchst koordiniert das Kupfer an das Acetylen 1, aus dem sich der Kupferacetylid-Komplex
5 bildet. Diese Koordination senkt den pka-Wert des Protons am Acetylen um ca. 10 Einheiten,

wodurch es schon in wassrigem und basischem Milieu deprotoniert werden kann. Durch die
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starke Wechselwirkung mit den n-Elektronen des Alkin-Derivats, steigt der positive Ladungs-
anteil am sekundaren Kohlenstoffatom, was den nukleophilen Angriff des Azid-Derivats 2 er-
leichtert. Hierfur wurden zwei unterschiedliche Mechanismen vorgeschlagen. Nach Rodinov
findet eine Aktivierung des Azides ebenfalls durch Koordination an Kupfer unter Bildung des
dimeren Komplexes 6 statt.[*] Alternativ wurde der Monomer Komplex 7 von Fokin postu-
liert.[2?1 Es folgt bei beiden Komplexen die Bildung des sechsgliedrigen Metallazyklus 8. Dieser
Vorgang ist endotherm und der geschwindigkeitsbestimmende Schritt. Im letzten Schritt wird
das Triazol-Kupfer-Derivat 9 unter Ringkontraktion abgespalten. AnschlieRend wird nach Pro-
tonierung das Triazol 3 freigesetzt, wodurch die Kupfer(l)-lonen fir den nachsten Katalysezyk-
lus bereitgestellt werden.

Anwendungen

Das Interesse an das Klick-Konzept, speziell die CUAAC, ist in den letzten Jahren exponentiell
gestiegen und findet breite Anwendung in der organischen Synthese, der kombinatorischen
Chemie, der Molekularbiologie, der Synthese von Radiotracern, der Polymer- und Materialche-
mie, der DNA-Funktionalisierung, sowie der spezifischen Markierung von Biokonjugaten.t*
24-28] Eines der wichtigsten Eigenschaften der CUAAC ist ihre einzigartige Bioothogonalitit, da
in natlrlichen Systemen Gblicherweise weder Azide noch Alkine als funktionelle Gruppe vor-
kommen und somit keine unerwiinschten Wechselwirkungen mit den biologischen Systemen
stattfinden. Im Folgenden werden einige ausgewahlte Literaturbeispiele sowie deren Anwen-
dungen vorgestellt. Die CUAAC ist eine sehr effektive Methode um planare Oberflachen zu
funktionalisieren. Chidsey et al. veroffentlichten die Funktionalisierung von Azido-SAMs
(SAM = selbstorganisierte Monoschichten) mit Acetylen-haltigen Oligonukleotiden auf Gold-
oberflachen.?®! Mit dieser Methode wurde eine Vielzahl biologischer und synthetischer Mole-
kille an SAMs immobilisiert, sodass die daraus resultierenden Produkte Anwendungen in der
Katalyse, der molekularen Elektronik und in Biosensoren finden konnten.* Mittlerweile
wurde diese Methode von anderen Gruppen auf unterschiedliche Substrattypen wie Silizium-
Wafer oder Glassplatten erfolgreich tibertragen.l'™ 2! Das von Lahann et al. veréffentlichte
Mikrokontaktdruck-Verfahren (LCP) dient zur raumlichen Steuerung von Klick-Cycloadditio-
nen auf Polymerfilmen. Dabei wurde mithilfe eines Poly(dimethylsiloxan)-Stempels, welcher
mit einer Kupfersulfatldsung versetzt wurde, ein Biotinmuster auf der Oberfldche erzeugt, wel-

ches mit einem Rhodamin-Streptavidin-Addukt visualisiert wurde (Abbildung 2).B1
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Abbildung 2 pCP-Verfahren mit Biotinazid-Liganden auf einem Reaktiven-Polymerfilm.BH (Abbil-

dung mit Genehmigung entnommen aus Referenz )

Daneben wird die CUAAC auch fur die Funktionalisierung oder Vernetzung von Nanomateria-

lien wie polymeren, lipidhaltigen oder anorganischen Nanopartikel genutzt.*>24 Fiir die Funk-

tionalisierung von Liposomen (Lipidvesikeln) nutzten Schuber und Kros et al. acetylenbe-

schichtete Tenside, die in Lipiddoppelschichten eingelagert wurden,

um mit Azid-funktionali-

sierten Molekiilen zu reagieren.3 Zur Herstellung von Nanopartikeln konnten Adronov et al.

die Synthese von einwandigen Kohlenstoff-Nanordéhren mit Polymeren mittels Klick-Chemie

modifizieren (Abbildung 3).1%!



Einleitung 13

~_N-Ps

Abbildung 3  Mit Polystyrol (PS) modifizierte einwandige Kohlenstoff-Nanorshre. 5!

Zur Funktionalisierung und Makrocyclisierung von Peptoiden wird mittlerweile ebenfalls die
CuAAC-Reaktion eingesetzt. Beispielsweise konnten dadurch cyclische Peptoide aus linearen
Peptoide synthetisiert werden, die in den Seitenketten sowohl eine Azid- als auch eine Alkin-
Funktionalitat besaBen.6-% Eine sequentielle Konjugation mehrerer funktioneller Einheiten
konnten durchgeflhrt werden. Dabei reichen die Palette der angebundenen Substrate von Nuk-

leobasen, Ferrocen, Fluorophoren und Homonen bis hin zu Zuckern.[2-44

In der supramulekularen Chemie findet die CUAAC unter anderem bei der Synthese von
Dendrimeren Anwendungen. So konnten Wu et al. endfunktionalisierte Dendrimere syntheti-
sieren und erstmalig die Eignung dieser Reaktion zum Aufbau von polymeren Strukturen de-
monstrieren.[*] Dadurch kénnen Dendrimere ohne groRen Aufwand modular aufgebaut wer-

den.

2.2.3 Addition von Thiolen an Vinyldoppelbindungen und deren Anwendungen

Dank seiner Effizienz sowie seiner Regio- und Chemoselektivitét als Ligationsmethode, findet
das Klick-Konzept, vor allem die CUAAC, auch aullerhalb der organischen Chemie Anwen-
dungen. Aufgrund dessen wurden verschiedene Reaktionen untersucht, welche die Klick-Kri-

terien erfillen. Im Folgenden wird auf einige ausgewéhlte Klick-Reakionen eingegangen.
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Klick-Reaktionen mit Thiolen

Als eine interessante Klick-Reaktion hat sich die Addition von Thiolen an Doppelbindungen
(En) herauskristallisiert, auch als Thiol-En-Kupplung (TEC) genannt, die schon im friihen 20.
Jahrhundert erwahnt wurde.[*®! Besondere Bedeutung haben dabei zwei Reaktionstypen, zum
einen die radikalische Addition und zum anderen die katalytische Michael-Addition (Schema
4).

R sH 4 H\C_C,Rz ) radikalisch 'CT'; 'CT'; -
1_ / - \ 1 1_ - - - 2
H H b) katalytisch |l| |l|

Schema 4 Thiol-En-Kupplung durch a) radikalische Addition und b) Michael-Addition.

Radikalische Thiol-En-Reaktion

Die radikalische Addition von Thiolen an Ene verlauft iber einen Radikalmechanismus zu ei-
nem Anti-Markownikow-Thioether (Schema 5).[47-81 K lassische radikalische Polymerisationen
haben gegeniiber der Thiol-En-Reaktion den Nachteil, dass sie komplexe Polymerisationski-
netiken haben und stark heterogene Polymere bilden.[*-52 Ein weiterer Vorteil der Thiol-En-
Chemie ist, dass die Reaktion sehr schnell verlauft und daher eine deutlich geringe Sauerstoff-

inhibierung aufweist.[53-%4

R—SH RS g,

Schema 5 Mechanismus der radikalischen Thiol-En-Reaktion.l8]

Diese effiziente Methode findet zahlreiche Anwendungen in Polymerisationsreaktionen, wie
Ringoffnungspolymerisation (ROP), Ringtdffnende Methathese-Polymerisation (ROMP), Nit-
roxid-vermittelte Polymerisation (NMP), kationische Polymerisation, Atom-Transfer radikali-
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sche Polymerisation (ATRP), reversible Additions-Fragmentierungs-Kettenubertragungspoly-
merisation (RAFT), sowie Oberflachenbeschichtungen, bis hin zur Synthese von optischen,
sensorischen, bioorganischen und biomedizinischen Materialen.*%%°1 Durch die TEC gelangen
Schlaad et al. wichtige Modifizierungen von synthetischen Polymeren, wie Poly[2-(3-butenyl)-
2-oxazolin] 11 welches durch lebende kationische Ringéffnungspolymerisationen (CROP) her-
gestellt wurde (Schema 6). Zur Funktionalisierung wurden dabei auch Thiole mit Dihydroxy-,

acetylierten Glucose-, Benzyl-, Cystein-, Amino und fluorierten Gruppen verwendet.[55-56]

No 2 crop \LN/\% "TEC" \LN/\%/

7 . 0o R o | n
R-SH
11 12

/ 5
Schema 6 Modifizierung von Poly[(2-3-butenyl)-2-oxazolin] mittels TEC.[%

Hawker et al. nutzten Thiol-En-Reaktionen zur Synthese von stabilen Dendrimeren der 4. Ge-
neration. Um die Reaktionsgeschwindigkeit fiir die Bildung von Dendrimeren der ersten Gene-
ration 16aus Alken 13 mit dem Thiol 14 zu erhdhen, wurden kleinere Mengen des Initiators 15
eingesetzt (Schema 7). Die C-S-Verknupfung wurde aulRerdem fiir die Funktionalisierung der

Kettenenden genutzt.[>]

OH

HoQ\

s
OH
O _N__0 _~ \L
el A
. : T
0 O N\fN OH
13 ] Ph&ph 3 16

15 oM™ j
S

Hoj)

HO

/

Schema 7 Synthese eines G1-Dendrimers 16.57]
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Thiol-En-Michael-Addition

Bei der Thiol-Michael-Addition handelt es sich um eine Reaktion zwischen einem Thiol und
elektronenarmen En-Gruppen, wie zum Beispiel in Acylaten, Maleimiden, Methacrylaten, Cin-
namaten, Crotonaten sowie Acrylonitrilen.®l Dove et al. berichteten tiber eine metallfreie
Thiol-Michael-Addition mit Maleimid als En-Komponente unter Verwendung von Triethyla-
min (NEt3) als Katalysator. Die Reaktion wurde zur Funktionalisierung von abbaubaren Poly-

meren wie der Maleimid-terminierten Polymilchséure 17 verwendet (Schema 8).158-%

O O
O)—H O}—H
O 2n O 2n
O NEt SN
N + R-SH ————> N
=0 CHCl, o)
17 S 18
R
Schema 8 Funktionalisierung von Maleimid-terminierten Polymilchs&dure mit Thiolen mittels

Thiol-Michael-Addition.%

Weitere Anwendungen findet sie zur Synthese von linearen und mehrarmigen Sternpolyme-
I,en_[60—61]

2.2.4 Diels-Alder-Klick-Reaktionen

In den letzten Jahren hat sich die Diels-Alder-Reaktion, welche nach ihren Entdeckern Otto
Diels und Kurt Alder im Jahre 1928 benannt und konzipiert wurde, ebenfalls als Klick-Reaktion
etabliert.%?] Bei dieser Reaktion handelt es sich um eine [4+2]-Cycloaddition. Dabei reagieren
Akzeptor-substituierte (elektronenarme) Olefine 20 als Dienophile mit Donor-substituierten
(elektronenreichen) 1,3-Dienen 19 unter Bildung von Sechsringen 22. Im Ubergangszustand 21
kommt es zu einer konzertierten Umlagerung aller sechs beteiligten n-Elektronen (Schema 9).
Alternativ gibt es auch Diels-Alder-Reaktionen, bei denen elektronenreiche Dienophile mit
elektronenarmen Dienen reagieren. Solche Cycloadditionen werden Diels-Alder-Reaktionen

mit inversem Elektronenbedarf genannt.
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0 o |* 0
{/\Q A
( + [ 0 — ( o |— o)
XA NGl

o] o] 0
19 20 21 22

Schema 9 [4+2]-Cycloaddition zwischen Dien und Dienophil.

Fox et al. beschrieben eine derartige Diels-Alder-Reaktion mit inversem Elektronenbedarf zwi-
schen trans-Cycloocten 23 und dem Tetrazin 24. Das gebildete Produkt 25 entsteht nach einer
Retro-[4+2]-Cycloaddition, wobei Stickstoff als einziges Nebenprodukt freigesetzt wird
(Schema 10).136%1 Diese effiziente Reaktion erfolgt ohne Einsatz von Katalysatoren unter mil-

den Bedingungen und zeichnet sich durch eine hohe Selektivitat aus.

Ny 7
H
/ /N_ 'N2
+ N N .
\ N/ 25°C, 40 min
N=—
N\ /
23 24

Schema 10  Reaktion von trans-Cycloocten mit Tetrazin.!®*!

Durch Verwendung von Anthracen und Maleimid gelang Tunca et al. die Synthese von dreiar-
migen Sternpolymeren tber eine Diels-Alder-Reaktion. Dabei wurden Polymere mit furange-
schiitzten Maleimid-Endgruppen mit Anthracen-Substraten gekoppelt.[®! Popik et al. berichte-
ten Uber eine photoinduzierte Hetero-Diels-Alder-Reaktion zur Funktionalisierung von Vi-
nylether-beschichteten Oberflachen, die selbst photochemisch inert sind, mit 3-(Hydroxyme-
thyl)-2-naphtol (oNQMP) berichtet.”] Die Reaktion wurde in wassriger Lésung ohne Zusatz
weiterer Reagenzien und Katalysatoren durchgefuihrt. Als Lichtquelle wurde eine Lochmaske
bzw. ein Laser benutzt. Die kurze Lebensdauer der photoreaktiven Spezies in wassriger Lésung
wirkt sich jedoch nachteilig auf die radumliche Auflosung aus. In einer weiteren Publikation
berichten Barner-Kowollik et al. Giber die direkte Umsetzung der von photoaktiven Formyl-3-
methylphenoxy (FMP)-Einheit 26 mit Maleimid-Derivaten 27 (Schema 11).1% Durch die Aus-
wahl der FMP-Einheit, welche durch photoinduzierte Isomerisierung Wasserstoff-Briicken bil-
det, konnte die Lebensdauer der reaktiven Spezies erhoht werden.
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Schema 11 Photo-Diels-Alder-Reaktion eines FMP-Einheit mit Maleimid-Derivat.[58!

Fur die Funktionalisierung von Siliciumoberflachen wurde das bromhaltige Maleimid-Derivat
zur molekularen Markierung verwendet. Durch Flugzeit-Sekundarionen-Massenspektroskopie
(ToF-SIMS) konnten die mit bromhaltigen Maleimid-Verbindungen beschichteten FMP-Ober-
flachen nachgewiesen werden. AuBerdem konnte gezeigt werden, dass die Oberflachen nur in

Gegenwart von geeigneten Dienophilen reagieren (Abbildung 4).18!

a)

=

mit photoreaktiven Gruppen Ortsspezifische Immobilisierung
funktionalisierte Oberflache eines ATRP-Initiators

b) 1.000mm 2
J i IR'

Abbildung 4 a) Photoinduzierte Diels-Alder-Oberflachenfunktionalisierung und b) ToF-SIMS-Dar-
stellung der erfolgreichen Photomusterung mit dem Dienophil 29.0¢! (Abbildung mit
Genehmigung entnommen aus Referenz [681),
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Anwendungsmaoglichkeiten erfahren derartige Polymere mit Oberflachenmustern auf unter-
schiedlichen Langenskalen in der Gewebezuchtung, der Zellbiologie, der Medizin und in der

Entwicklung von Elektronik.[%

2.3 Bioorthogonale Ligationen

Das Konzept der bioorthogonalen Chemie wurde erstmals von Bertozzi et al. in einer wegwei-
senden Arbeit Uber die Kennzeichnung von Zelloberflachen mittels Glykoproteine einge-
fihrt." Bioorthogonale Reaktionen sind chemische Reaktionen, die weder die biologischen
Systeme storen, noch mit ihnen wechselwirken. Die beteiligten funktionellen Gruppen miissen
unter milden Bedingungen in einem biologischen Medium (d.h. innerhalb einer hochkomplexen
chemischen Umgebung) selektiv unter biokompatiblen Bedingungen (keine toxische Wirkung
auf Organismen und Zellen) miteinander reagieren. AuBerdem miussen die beteiligten funktio-
nellen Gruppen unter diesen Bedingungen inert sein, um Nebenreaktionen mit anderen Biomo-
lekiilen zu vermeiden (Schema 12).'Y Idealerweise sollte eine bioorthogonale Reaktion
schnell, in einem Verhdltnis von 1:1 und in quantitativer Ausbeute (im Vergleich zum unter-
suchten biologischen Prozess) ablaufen. Diese Bedingungen werden Ublicherweise auch als ty-

pische Merkmale einer Klick-Reaktion (siehe Kapitel 2.2) gesehen.
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Schema 12  Das Prinzip einer bioorthogonalen Reaktion.[?]

In den letzten Jahren wurde eine Reihe bioorthogonaler Reaktionen identifiziert. Dazu gehdren
die Kondensation von Aldehyden und Ketonen mit Hydroxylaminen bzw. Hydraziden, [ die
Staudinger-Ligation von Aziden mit modifizierten Phosphanent”® sowie die kupferfreie Azid-
Alkin-Cycloaddition, welche sowohl durch den Einsatz von Cyclooctinl’’" als auch durch
Kupfer als Katalyse erfolgen kénnen.? 1 Im Folgenden werden die genannten Reaktionen

und deren Anwendung néher erldutert.

2.3.1 Kondensation von Ketonen/Aldehyden mit Amin-Nukleophilen

Ketone und Aldehyde sind aufgrund der Tatsache, dass sie unter physiologischen Bedingungen
praktisch inert gegentiber anderen endogenen funktionellen Gruppen sind und ihrer geringeren
Grolie, attraktiv als bioothogonale chemische Reporter. Prototypische Beispiele sind Ami-
nooxy- und Hydrazidverbindungen, die unter leicht sauren Bedingungen (pH=5-6) Oxim- bzw.
Hydrazonverbindungen bilden (Schema 13).8% Dabei greift die Amin-Gruppe 32 die proto-
nierte Carbonylgruppe 31 unter Bildung des Halbaminals 33 an, wobei das Gleichgewicht in
der Regel auf der Seite der Carbonylverbindung liegt. Durch die Verwendung von reaktiven

Aminen, wie Hydrazinen, Hydraziden oder Alkoxyaminen, deren Nukleophilie durch den a-
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Effekt® verstarkt ist, wird das Gleichgewicht auf die Seite des Halbaminals 33 verschoben,

welches zum stabilen Hydrazon- bzw. Oxim-Addukt 34 fiihrt.[82-8%

, -H OHoN A __HO -H,0 |

0 _pHS56 o X SR X
SN | - N
R O)\R 32 HN~x O)'\
> R
30 31 33 34
D = Glycoprotein = Biotin X =NH, O

Schema 13 Saurekatalysierte Kondensation von Ketonen/Aldehyden (11) mit reaktiven Amin-Nuk-
leophilen.[4

Die Ligation zwischen Aldehyd und Hydrazid in lebenden Zellen wurde zunéchst von Rideout
fiir den Einbau von Medikamenten in Krebszellen verwendet.[™) In dieser bahnbrechenden Stu-
die wurden menschlichen Erythrozyten einer Mischung aus Decanal und N-Amino-N"-1-
octylguanidin (AOG) zugesetzt, was zur Bildung von zytotoxischen Hydrazonen fiihrte, welche
die Krebszellen toteten. Mehr als 10 Jahre spater konnten Bertozzi et al. zeigen, dass bestimmte
Ketozucker, bekannt als N-L&vulinoylmannosamin (ManLev), von verschiedenen Zelllinien
metabolisiert und in Glycane der Zelloberflache integriert werden, wo sie anschlieBend mit Bi-
otinhydrazid reagieren kénnen.[: 8% |n der Regel sind Aldehyd/Keton basierte bioorthogonale
Reaktionen am besten fur extrazellulare Anwendungen geeignet. Zum einen erfordert die Re-
aktion einen optimalen pH-Bereich zwischen 5-6 (in der normalen intrazellularen Umgebung
liegt der pH-Bereich im Neutralen) und zum anderen sind hohe Reagenzkonzentrationen erfor-
derlich, um die geringe Reaktionsgeschwindigkeit auszugleichen.[®® Durch den Einsatz von
Anilin 35 als nukleophiler Katalysator gelang es Dawson et al. die genannten Nachteile zu
kompensieren. In diesem Fall katalysierte Anilin sowohl die Hydrazon- als auch die Oximbil-
dung (Schema 14).[4
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Schema 14  Anilinkatalysierte Kondensation von Ketonen/Aldehyden (11) mit reaktiven Amin-
Nukleophilen.®4

2.3.2 Die Staudinger-Ligation

Anders als Aldehyde und Ketone kommen Azide in Biomolekiilen nicht oder nur selten vor. [l
Eine der klassischen Reaktionen mit organischen Aziden ist die von Bertozzi et al. fir biologi-
sche Umgebungen eingefiihrte Staudinger-Ligation.[®! Bei dieser Ligation werden Azide nach
Behandlung mit Phosphinen zu Amiden umgewandelt.®®”] Die Reaktion beginnt mit dem An-
griff des Triarylphosphans 40 an das Alkylazid 39. Nach Abspaltung von Stickstoff entsteht ein
Aza-Ylid-Intermediat 42, welches den Ester intramolekular nukleophil angreift. Durch den
Verlust von Methanol wird die Zwischenstufe 43 gebildet. In Anwesenheit von Wasser hydro-

lysiert sie spontan unter Bildung des Amid-verknupften Ligationsproduktes 44 (Schema 15).

O
MeO MeO
<>N-N=N T 5 _ +
Ph, o)
39 40 Phosphazid
-N,
0] 0 (0]
T
MeO
N H,0 <N -CH4OH :
-~ \P+ -~ N+
Ph,P Ph, <O Eh
A o] ¢) 2 o]
44 43 42
D = Glycoprotein = Biotin

Schema 15 Mechanismus der Staudinger-Ligation von Aziden und Triarylphosphanen.
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Fur die Anwendung in biologischen Systemen, besonders fur die Proteinsynthese wurde die
»spurlose® Staudinger-Ligation entwickelt, um Amidbindungen zu kniipfen, ohne das abioti-
sche Triarylphosphinoxid einzubeziehen. Raines et al. nutzten die ,,spurlose Staudinger-Liga-
tion flr die Kupplung zweier Peptidfragmente. Das Aza-Ylid 47, das aus einem C-terminalen
Thioester 45 und einem Azidopeptid 46 gebildet wird, lagert sich anschliel3end in einer intramo-
lekularen Umlagerung zum Amidophosphonium-Salz 48 um. Nach Hydrolyse entsteht das
Kupplungsprodukt 49 (Schema 16).

Pd , ©
| /N\)J\ A
~" 5" > PPh
: 2 o % Pd

Staudinger- o) N @ H (0] R
45 + Reaktion Umlagerung
MLy, | Ymagerng TN
-N, 571 N 2 el
R R PPh,O
N Aza-Ylid <S®
3 47 48
0]
46 JHzo

Schema 16 Mechanismus der ,,spurlosen® Staudinger-Ligation.[4

Die Anwendung der Staudinger-Ligation reicht von Markierungsverfahren, wie der von Gly-
coproteinen auf FRET-Basis (Fluoreszenzenergietransfer)®88 pis hin zur ortsspezifischen
Funktionalisierung von DNA (Desoxyribonnukleinsaure)®-%t und Proteinen.®? Allerdings hat
die Staudinger-Ligation den Nachteil, dass sie eine relativ niedrige Reaktionsgeschwindigkeit
hat und eine konkurrierende Oxidation des Phosphans unter aeroben Bedingungen stattfinden
kann.[®l Eine Alternative, die diese Probleme umgeht, ist die ringspannungsinduzierte Cyc-
loaddition.["8]

2.3.3 Kupferfreie Azid-Alkin Cycloaddition

Aufgrund der Reaktivitdt von Aziden, werden diese auch in anderen Reaktionen, wie der von
Huisgen eingeflihrten [3+2]-Cycloaddition mit Alkenen oder Alkinen als 1,3-Dipol einge-
setzt.'6-171 \yon diesem Konzept machten die Gruppen um Meldal und Sharpless Gebrauch und

entwickelten unabhingig voneinander die Cu'-katalysierte Variante der [3+2]-Cycloaddition
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von Aziden und Alkinen (CUAAC), die im Allgemeinen als Klick-Reaktion bekannt ist. Wegen
der Zytotoxizitat des bendtigten Katalysators ist sie jedoch fir die Verwendung in lebenden
Systemen nicht geeignet. Ein eleganter Ansatz gelang Bertozzi et al. durch die kupferfreie ring-
spannungsinduzierte Cycloaddition zwischen Aziden 50 und Cyclooctinderivaten 51 zu ent-
sprechenden Triazolen 52 (Schema 17).18l Diese ringspannungsinduzierte Azid-Alkin-[3+2]-
Cycloaddition (strain-promoted [3+2]-azide-alkyne cycloaddition, SPAAC) geht auf die Arbei-

ten von Wittig und Krebs zuriick.[*4!

50 51 52

Schema 17 Die SPAAC-Reaktion.

Darauf aufbauend wurden verschiedene Cyclooctinreagentien fiir kupferfreie Klick-Reaktionen
synthetisiert (Abbildung 5). Im Vergleich zu CUAAC-Reaktionen war die erste Generation 53
deutlich langsamer. Um die Geschwindigkeit zu verbessern, wurden monofluorierte 54 (2. Ge-
neration, ca. 4-fache Erhohung)® und difluorierte 55 Cyclooctin-Derivate (3. Generation, 60-
fache Erhohung)l"! synthetisiert, um das Alkin-LUMO (Lowest Unoccupied Molecular Or-
bital) abzusenken.
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Abbildung 5 Cyclooctin-Derivate mit unterschiedlichen Substituenten.

Der Einsatz von difluorierten Cyclooctin-Konjugaten (DIFO) ermdglichte funktionelle Markie-
rungen an Azid-funktionalisierten Proteinen in komplexen biologischen Systemen, wie in le-
benden Zellen und in Zebrafischen.[’” %1 Beispielsweise kénnen humane Leukémie-T-Zellen
mit Azid-Gruppen modifiziert werden, welche dann mit einem Biotin-Derivat eines Cyclooc-
tinreagenz der ersten Generation 53 funktionalisiert werden.®’%8l In einem anderen Beispiel
von Boons et al. wurde das Dibenzocyclooctinol 57 mit Azidglycobipolymeren in lebenden
Zellen mit einer Fluoreszenzmarkierung versehen.[®*1% Dje Ringspannung dieses Reagenz
wird durch zwei anellierte Aromaten verstérkt, wodurch auch die Reaktivitat fur die Triazolbil-
dung steigt. AufRerdem tragen sie dazu bei, dass biologische Nukleophile die Dreifachbindung
nicht so leicht angreifen kdnnen. Ein weiterer VVorteil ist, dass sie nicht toxisch und leicht her-
stellbar sind. In einem weiteren Beispiel berichteten Bertozzi et al. die Funktionalisierung der
Oberflachen von Saugerzellen mit einem fluoreszierenden Derivat des DIFO 55 innerhalb von
wenigen Minuten (Abbildung 6).177 %I
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Abbildung 6 Fluoreszenzaufnahmen von Eizellen des chinesischen Zwerghamsters mit Alexa Fluor
488 Derivat von DIFO 55. A) Azid-modifizierte Zellen, B) Kontrollzellen ohne Azid-
gruppen.l’”: %8 (Abbildung mit Genehmigung entnommen aus Referenz [¢1),

Eine weitere interessante bioorthogonale Ligationsreaktion ist die von Lin et al. beschriebene
photoinduzierte Cycloaddition eines Diaryltetrazols an ein Alken-funktionalisiertes Protein.[%%
102 Dabei wird das Diaryltetrazolderivat 59 durch Photolyse mit UV-Licht einer Cycloreversion
unter Stickstoff Abspaltung unterworfen, wodurch in situ ein Nitrilimin 60 entsteht. Dieses re-
agiert anschlieBend in situ mit einem dipolarophilen Alken 61 zu einem Pyrazolin-Cycloaddukt
62 (Schema 18). Die Reaktion zur Bildung des Pyrazolin-Adduktes 62 bendtigt nur kurze Be-

strahlungszeiten von wenigen Minuten und verlauft nach einer Reaktionskinetik zweiter Ord-
nung bei Raumtemperatur.

Protein \ Protein \ 5
Ph

0
59 60 62 Ph

Schema 18  Photoinduzierte 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen Diaryltetrazol und einem elekt-
ronenarmen Alken, [101-102]

Ein weiterer Vorteil dieser Reaktion besteht darin, dass die gebildeten Pyrazolin-Addukte flu-

oreszieren, was auch direkt fir die Verfolgung des Reaktionsfortschritts benutzt werden kann.
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3 Aufgabenstellung

In den letzten Jahren ist das Interesse an der Herstellung von neuen, multifunktionalisierten
Biomaterialien, insbesondere von Polymeren, fir die biologische Anwendung erheblich gestie-
gen. Die Erzeugung von Materialien mit genau-definierter Zusammensetzung und reaktiven
Ankergruppen ist eine wichtige VVorgabe der modernen Biotechnologie an die Materialwissen-
schaften. Diese Gruppen, beziehungsweise die damit verbundenen Ligationen sind durch das
biologische Einsatzgebiet stark eingeschrankt (physiologische Bedingungen), weshalb nur die
chemisch effizientesten Methoden (“Klick-Reaktionen®) als Funktionalisierung in Betracht ge-
zogen werden konnen. Da in vielen Fallen die selektive Immaobilisierung von mehr als einem
Wirkstoff an das Material stattfinden soll, sind zwei oder mehr zueinander orthogonale Reakti-

onen notig, was die Anzahl in Frage kommender Mdglichkeiten starkr einschrankt.

Eines der Ziele dieser Arbeit bestand daher in der Synthese neuer, polyvalenter Molekdle mit
mindestens zwei unterschiedlichen funktionellen Gruppen. Im Speziellen sollten Gruppen, wel-
che die Klick-Kriterien erfullen und das selektive effektive Anbinden funktioneller Molekdle
ermdoglichen dargestellt werden. Ein weiteres Merkmal dieser niedermolekularen Verbindun-
gen sollte die einfache Zuganglichkeit der Ausgangsmaterialien sowie ein maoglichst effizienter

und modularer Syntheseweg zu deren Darstellung sein.

Zusatzlich sollte eine Strategie entwickelt werden um heterobifunktionalisierter Polyethyl-
englykole zu synthetisieren. Diese sollten ebenfalls Klick-Substituenten als funktionelle grup-
pen tragen und sich so mit den polyvalenten Molekilen umsetzen lassen. Hierdurch sollte eine
Art Baukastensystem nach dem ,,Lego“-Prinzip flr heteropolyfunktionalisierter Hydrogele er-
zeugt werden, dass durch modularen Ansatz eine genaue Anpassung an die Gegebenheiten er-
mdglichen sollte. Durch die orthogonalen Ligationen ist es moglich neben der Geometrie auch
die Chemie der resultierenden Materialien genau einzustellen sowie &ulerst effizient ver-

schiedenste Molekiile anzubinden, was ein schnelles Studium der EinfluRparameter erlaubt.

AbschlieRend sollte das Potential dieser polyvalenten Strukturen als Linkersysteme flr unter-
schiedliche Anwendungen gezeigt werden. Das Hauptaugenmerk sollte dabei auf die in der
Arbeitsgruppe erzeugten CVD-Polymerschichten und PLGA-Partikeln sowie auf metallorgani-

sche Gerustverbindungen liegen. (Abbildung 7).

Zudem sollte eine neue Methode zur Synthese und Immobilisierung der in der Krebsthera-

pie/Diagnose eingesetzten Metalodobenzylguanidin-Derivate (MIBG) entwickelt werden.
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Partikelmodifikation Strukturkontrollierte Gele
palie S
/ Polyvalente Linker \

Oberflachenmodifikation a-bifunktionalisierte PEG

Abbildung 7 Anwendungsbereiche fiir polyvalenter Molekiile.
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4 Hauptteil

In der vorliegenden Arbeit werden Synthesestrategien zur Herstellung neuer polyvalenter
Strukturen als Linkermolekile vorgestellt, sowie deren Anwendung in der Modifizierung von
Partikeloberflachen. Ein weiterer Schwerpunkt dieser Arbeit bestand in der Herstellung o,o-
heterobifunktionalisierter Polyethylenglykole, sowie der Synthese neuartiger Linkersysteme
fur metallorganische Gertstverbindungen. Im letzten Teil dieser Arbeit wird auf die Funktio-
nalisierung von Metaiodobenzylguanidin (MIBG) eingegangen und deren Einsatz in Zelladhéa-

sionsexperimenten.

4.1 Synthese neuer polyvalenter Linker sowie deren gezielte Funktionali-

sierungsmoglichkeiten

Die Erzeugung von Materialien mit genau-definierter Zusammensetzung und reaktiven Anker-
gruppen ist eine wichtige Vorgabe der modernen Biotechnologie an die Materialwissenschaft.
Sie sind von entscheidender Bedeutung fiir viele biomedizinische Anwendungen wie Arznei-
mittelabgabe, Biosensoren, medizinische Implantate oder Gewebetechnik.['%3-1%1 |n der Regel
sind biologische Interaktionen so gut wie nie einheitlich und beinhalten eine komplexe Kaskade
von Immobilisierungen und die gleichzeitige Manipulation von mehreren Typen von Biomole-
kilen an eine Oberflache. Jedoch stellt die Herstellung solcher Materialien, die neben der kon-
trollierten auch die gleichzeitige Darstellung von mindestens zwei Biomolekdilen erlauben, vor
grolRen synthetischen Herausforderungen. Die gezielte Kontrolle mehrerer Oberflachenreakti-
onen, bei gleichzeitiger Vermeidung von Kreuzreaktivitaten zwischen den verschiedenen che-
mischen Gruppen, ist einer der wichtigsten Herausforderungen in diesem Bereich.[1%-107] Djese
Gruppen bzw. die damit verbundenen Ligationen sind durch das biologische Einsatzgebiet stark
eingeschrankt (physiologische Bedingungen), weshalb fur die Immobilisierung von Biomole-
kilen nur die chemisch effizientesten Methoden wie die Klick-Reaktionen, in Betracht gezogen
werden konnen. Neben der milden Reaktionsbedingungen, der Kompatibilitdt mit physiologi-
schen Milieu, Toleranz gegeniiber einem breiten Spektrum von funktionellen Gruppen, sowie
der schnellen und quantitativen Umsetzung (siehe Kapitel 2.2), ist die Genauigkeit der Immo-
bilisierung durch die hochselektive Anbindung gewéhrleistet.®% Einen eleganten Ansatz fiir
bioaktive orthogonale Oberflachenfunktionalisierungen stellt die chemische Gasabscheidung
(eng.: chemical vapour deposition, CVD) Polymerisationstechnik dar. Hierbei kénnen homo-

gene Beschichtungen auf einer Vielzahl von Substraten (Glas, Papier, Metalle, Plastik usw.)
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mit komplexen Geometrien aufgebracht werden.!*%! Durch die CVD-Beschichtungen lassen
sich chemisch adressierbare funktionelle Gruppen fir die gezielte Immobilisierung von Biomo-
lekulen erzeugen. Da in vielen Fallen die selektive Anbindung von mehr als einem Biomolekdil
an das Material unter kontrollierten Bedingungen stattfinden soll, sind zwei oder mehr zueinan-
der orthogonale Reaktionen notig, was die Anzahl in Frage kommender Kupplungsstrategien
weiter einschrankt. So konnte die erfolgreiche Immobilisierung von Azido-funktionalisiertem
Biotin und dem Farbstoff Oregon 488 auf einer bifunktionalen CVVD-beschichteten Oberflache
durch die Kombination von Kupfer-katalysierter und Kupferfreier Klick-Chemie dargestellt
werden.[*%1 Ebenfalls konnten Copolymer Beschichtungen mit Alkin- und Aldehydgruppen zur
Immobilisierung von zwei unterschiedlichen Biomolekiilen erzeugt werden.™% Unter Verwen-
dung von geeigneter Mikrostrukturierungsverfahren wie z.B. microcontact printing,[®! dip-
pen-lithography!**t oder dem VAMPIR-Prozess (Vapor-Assisted Micro-Patterning in Replica
Structures),[*!? kénnen durch orthogonale Reaktionen Microarrays erzeugt werden, die eine
Immobilisierung von Biomolekiilen nebeneinander ermdglichen und dadurch die biologische
Umgebung von Zellen imitieren.[**®! In einem Ubersichtsartikel von Lahann et al. werden die

Herstellung dieser Parylen-Beschichtungen und deren Anwendungen zusammengefasst.[*%]

Wiéhrend die rdumlich kontrollierte Darstellung von chemischen und biologischen Liganden
flr zweidimensionale Substrate bereits etabliert ist, existieren nur sehr wenige Methoden fur
die raumlich kontrollierte Gestaltung von dreidimensionale Objekte, wie beispielsweise Mik-
ropartikeln.[* Solche Mikropartikel, mit drei unterschiedlichen Substanzen beladen, kénnten
beispielsweise in der Krebstherapie zum Einsatz kommen. Aber auch die Herstellung von Mik-
romaschinen und Nanorobotern kénnten von diesen Partikeln profitieren. Um Mikropartikel
mit drei abgegrenzte und chemisch unterschiedlichen Segmente zu erhalten, konnten Lahann
et al. mittels elektrohydrodynamischem Co-Jetting (eng.: ElectroHydroDynamic, EHD) dreier
verschiedener bioabbaubarer Polymere mit unterschiedlichen bioorthogonalen Ankergruppen

auf Milchséurebasis diese trifunktionellen Partikel erzeugen (Abbildung 8).114
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Abbildung 8 Herstellung von dreiphasigen Mikropartikeln mit orthogonal funktionalisierte Seg-
menten durch EHD Co-Jetting.[*4]

Dies zeigt eindrucksvoll die Erzeugung eines multivalenten Materials mit streng definierten
Oberflachenarchitekturen. Allerdings ist es eine anspruchsvolle Aufgabe mehrere unterschied-
liche funktionelle Gruppen, welche die Klick-Kriterien erfiillen, sowohl auf Oberflachen als
auch auf Partikeln einzuftihren, da aufgrund derer Fabrikation nur eine begrenzte Auswahl an
funktionellen Gruppen direkt darstellbar ist. Um diese Hindernisse zu umgehen, sollen polyva-
lente Linker synthetisiert werden, die sich an Mikropartikel anbinden lassen und so ebenfalls
einen modularen Zugang ermdglichen. Durch diese Kombination kann nicht nur die Art der
Bindungsstellen sondern ebenfalls die Anzahl und Dichte manipuliert werden, was die Attrak-
tivitat und Anwendungsmaglichkeiten dieser Partikel noch weiter erhéhen sollte. Als Materia-
lien sind neben solchen Linkern vor allem biokompatible Polymere wie z.B. Polyethylengly-
kole interessant, da sie keine Immunantwort erzeugen und so optimale Strukturen fur biologi-
sche Anwendungen (z.B. Wirkstofffreisetzung, pharmakinetische Anwendungen, Beschichtun-
gen) sind. Durch Kombination beider Molekiile lassen sich Strukturen mit einer grof3en Anzahl
an funktionellen Gruppen erzeugen und gezielte Manipulationen durchfiihren. Neben der An-
bindung von Polyethylenglykolen, lassen vor allem Wirkstoffe und Farbstoffe anbinden
(Schema 19). Durch Farbstoffe wird die Visualisierung von Biomolekiilen erméglicht und

dadurch lasst sich auch die Freisetzung steuern und kontrollieren.
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FITC

Schema 19  Schematische Darstellung zur Anbindung unterschiedlicher Reagenzien mittels Klick-
Chemie.

Beispielsweise berichteten Fegan et al. (iber die Anbindung von unterschiedlichen Proteinen
und Fluorophoren an ein trifunktionelles Reagenz durch orthogonale Reaktionen. Der Ansatz
beruht auf der selektiven Kennzeichnung von Proteinen, welche Farnesyltransferase-Sequen-
zen enthalten. Durch die unterschiedlichen Gruppen eines trivalenten Benzaldehyd-Derivats
lieRen sich die Markierungen von Proteinen mit zwei unterschiedlichen Resten dadurch erleich-
tern. Anhand von Fluorophor-Reagenzien konnte der Aufbau von Proteinkomplexen wahrend

der Uberwachung ihrer Wechselwirkungen mit Zellen gezeigt werden. 1]

4.1.1 Synthesestrategien polyvalenter Linker

In diesem Kapitel steht die Synthese neuartiger, polyvalenter Linker, deren einfache Zugang-
lichkeit und die Mdglichkeit jede funktionelle Gruppe selektiv anzusteuern im Mittelpunkt. Fur
die effektive Anbindung der unterschiedlichen funktionellen Gruppen mussten geeignete Stra-
tegien zur deren Darstellung gefunden werden. Hierbei sollten die Bedingungen einfach durch-
fUhrbar, keine langen Reaktionszeiten in Anspruch nehmen und zudem breit anwendbar sein.
Des Weiteren ist die kommerzielle Verfligbarkeit dieser Molekile ein zusétzlicher Faktor, wel-
cher eine wichtige Rolle bei der Wahl der Anbindungsstrategien spielte. Durch den Einfluss all
dieser Kriterien, blieben zwei unterschiedliche Strategien zur Anbindung, was vor allem in der
kommerziellen Verfligbarkeit geeigneter VVorlaufer begriindet war. Zum einen eine Anbindung

uber eine Esterfunktion, welche als Strategie der Wahl bei dieser Arbeit angewendet wurde.
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Bei dieser Reaktion, welche nach ihrem Entdecker Fischer-Veresterung genannt wird, handelt
es sich um eine reversible Gleichgewichtsreaktion, bei der ein Alkohol 64 mit einer Carbon-

séure 63 in Gegenwart einer Sdaure zu einem Ester 65 reagiert (Schema 20).

O H+ (0]
M+ ROH  ——= ][+ HO
Ry~ “OH R” “OR,
63 64 65

Schema 20 Sdure katalysierte Esterbildung aus Carbonsdure und Alkohol.

Der erste Schritt der sdurekatalysierten Fischer-Veresterung ist die Protonierung der Carbon-
séure 63. Das entstandene reaktive Elektrophil 66 wird nukleophil vom freien Elektronenpaar
des Alkohols 64 angegriffen. Das Wasserstoffatom des Alkohols wird im tetraedrischen Zwi-
schenprodukt 67 auf ein Sauerstoffatom der Carboxylgruppe libertragen. Das dabei entstandene
Oxoniumion 68 fuhrt unter Wassereliminierung zu einem Kation 69, welches sich durch ab-

schlieBende Deprotonierung in den Ester 65 umwandelt (Schema 21).

o OH
/O\
0 H+ H\O+ OH H R> /lv
‘\J\ -— )\ = R, OH
Ry~ “OH R”  OH R”+ OH 64 o
H*R,
63 66 67
Tautomerie
-~ _H
(0] ) H+ H\/>+ (_I,O
H,O + H,O + J\ LS R1/¥/C\)\/H
R1 OR2 R OR2 /o +\H
Rs
65 69 68

Schema 21 Mechanismus der Fischer-Veresterung.

Eine alternative Methode zur Veresterung, bei denen die Edukte sterisch gehindert oder sdure-
labil sind, ist die von Steglich im Jahre 1978 erstmals beschriebene Steglich-Veresterung,!*6!
bei der als Kupplungsreagenz Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und 4-(Dimethylamino)-pyri-
din (DMAP) als Katalysator benutzt werden. Im Gegensatz zur Fischer-Veresterung muss hier
das Wasser nicht durch Destillation oder durch Einsatz von Molekularsieben aus dem Gleich-

gewicht entfernt werden. Des Weiteren missen nicht wie bei der Fischer-Methode starke S&u-
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ren (wie Schwefelsiure) als Katalysatoren zugesetzt oder ein Uberschuss an Edukt zur Gleich-
gewichtsverschiebung verwendet werden. Im ersten Schritt reagiert das DCC 70 mit der Car-
bonséure 63 zu einem O-Acylharnstoff 71, bei der die Reaktivitat mit der des entsprechenden

Anhydrids zu vergleichen ist.

=C= O0s O =N
R; oH ° N=C=N \f
O e
63 70 71

Schema 22 Bildung des O-Acylharnstoffes 71.

Allerdings treten durch [1,3]-Umlagerungen am O-Acylharnstoff unerwiinschte Nebenpro-
dukte wie N-Acylharnstoff auf, die nicht mehr mit dem Alkohol reagieren und somit die Aus-
beute der Reaktion verschlechtern. Durch Zugabe von DMAP als Acylgruppen-Ubertrager wird
die Acylwanderung verhindert, die Reaktion mit Alkoholen beschleunigt und die Ausbeute ge-
steigert. So reagiert DMAP 72, welches gegenuber dem Alkohol das starkere Nukleophil ist,
im zweiten Schritt mit dem O-Acylharnstoff 71 zu einem N-Acylpyridiniumion 73, welches
keine intramolekularen Nebenreaktionen eingeht und rasch mit dem Alkohol 64 reagiert.

O o
R O.
Q /\/N R1 0] H 1\‘/ R,
O
NQ o. _O @ N\/ N
u\f +

— — | |
O/NH R, /,\Q

71 72 73 74

Schema 23 Bildung des reaktiven O-Acylharnstoffes.

Im letzten Schritt wird die Verbindung 74 durch Dicyclohexylharnstoff 75 deprotoniert, wobei
der entsprechende Ester 65 gebildet und DMAP 72 freigesetzt wird.
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Schema24  Bildung des Esters 65.

Als Alternative Anbindungsstrategie zur erwédhnten Veresterung bietet sich vor allem eine Mo-
difikation der Molekiile tiber die Williamson ‘sche-Ethersynthese (Schema 25) an. Durch einen
zweistufigen Prozess wird zundchst aus dem Alkohol 76 ein Alkoholat 77 gebildet und an-

schlieBend mit dem Elektrophil 78 (Alkylhalogenide) zu Ether 79 umgesetzt.

KOH 78 O. ©
R—OH —— > R—0" R™TR, 7 X
-H20 SN2
76 77 79

Schema 25 Williamson’sche-Ethersynthese.

Nachdem nun eine geeignete Anbindungsstrategie gefunden wurde, musste ein tri-/polyvalen-
tes Molekl zur Einflhrung der fur die Klick-Reaktionen notwendigen Gruppen gefunden wer-
den. Daruber hinaus sollte dieses Molekil ungiftig und giinstig kommerziell erhaltlich sein. In
Abbildung 9 sind einige Molekile mit Alkohol- beziehungsweise Sauregruppen gezeigt, auf
die die formulierten VVoraussetzungen zutreffen. Bei den Molekiilen 80-86 (Zitronensaure 80,
Pentaerythritol 81, Trometamol 82, Pyrogallol 83, 2-(Hydroxyterephthal)séure 84, 1,1,1-
Tris(4-hydroxyphenyl)ethan 85, Serin 86) ist eine selektive Anbindung funktioneller Molekiile
Uber eine Esterbindung schwierig, da hierbei mindestens zweimal moéglichst selektiv nur eine
Alkohol-/Saurefunktion umgesetzt werden muss, was eine selektive Darstellung vor allem in
groRerem Malstab nicht praktikabel macht. Daher blieben lediglich die gezeigten Molekdile
2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionsaure 87 und 5-(Hydroxyisophthalsidure) 88 als potentielle
Startmolekdle tbrig, da hierbei diese rein statistische Unterscheidung nur einmal im Verlauf

der Synthese von Néten war.
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Abbildung 9 Potentielle multivalente Startmolekiile.

Da 2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionséure (MPA) und 5-(Hydroxyisophthalsdure) schon mehr-
fach in der Makromolekularen Chemie als Basismolekiil eingesetzt wurden und die Schiitzung
der beiden Alkohol-/Saurefunktionen Uber ein cyclisches Acetal bzw. Bildung von Ester in sehr
guten Ausbeuten gelang, wurden im Folgenden die Verbindungen 87 und 88 als Kernmolekiile
gewahlt.

4.1.1.1Synthese der veresternden Bis-MPA Linker

Im Rahmen dieser Arbeit sollte eine Synthesestrategie entwickelt werden, welche Zugang zu
einer Substanzbibliothek an trivalenten Linkern ermdglicht. Das Hauptaugenmerk lag darin,
bioorthogonale Gruppen einzufiihren, welche unabhéngig voneinander angesteuert werden
konnen. Schema 26 zeigt eine retrosynthetische Zerlegung der Zielstruktur 93 tber fiinf Stufen,
bis hin zum Schlisselmolekil 89. Fir die Einfihrung der ersten funktionellen Gruppe musste
das 1,3-Diol 87 zuné&chst geschiitzt werden, um unerwiinschte Nebenprodukte aus einer mogli-
chen Reaktion des Aktivesters mit der, in MPA vorhandenen, Alkoholfunktionen zu vermeiden.
Nach erfolgreicher Veresterung der Carboxylgruppe durch den funktionellen Alkohol (R1-OH)
musste das cyclische Ketal 90 wieder entschutzt werden. Daraufhin sollte die selektive Mono-

veresterung der Verbindung 91 mit der funktionellen Séure (R2-COOH) erfolgen. Im nachsten
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Schritt sollte die letzte Hydroxyfunktion durch eine weitere Veresterung in das trivalente Ziel-

molekil 93 Uberfihrt werden.

0] O

0 0 o
R1\OJ\KOJ\R2 — Rivo o)J\R2 — R1\OJ\KOH

O OH OH

93 %I\ 92 91

o U
0] 0] o
HO%OH — HO)KKO — R1\OJ\KO
OH 0"\ /%
(0]
87 89 90

Schema 26 Retrosynthese des trifunktionalisierten 2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionséure.

Als Ausgangsverbindung fiir die Synthese der Linker-Molekile wurde wie schon erwéhnt die
kommerziell erhaltliche 2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionséure 87 gewahlt. Fur die Einflihrung
einer funktionellen Gruppe mussten zunachst die Hydroxygruppen geschiitzt werden. Dies er-
folgte unter Benutzung von para-Toluolsulfonsdure (p-TSA) als Katalysator mit Dimethoxyp-
ropan (DMP) in Gegenwart von Aceton zum cyclischen Ketal 89 (Schema 27). Der Vorteil der
Bildung von cyclischen Ketalen liegt darin, dass sie basenstabil sind und von metallorganischen
Reagenzien, sowie gangigen Reduktionsmitteln nicht angegriffen werden. Hierbei wurde auf
eine Synthesevorschrift von Wu et al. zuriickgegriffen.[** Das geschiitzte Produkt 89 konnte
nach Extraktion mit Dichlormethan als farbloser Feststoff in einer sehr guten Ausbeute von
82% isoliert werden. Die spektroskopischen Daten (**C und *H-NMR) stimmten mit den Lite-

raturwerten Uberein.

(0] (0]
HO oH —P-TSA.DMP _ 45 0
Aceton, RT, 2d
OH (@] \
87 82% 89

Schema 27  Schiitzung von MPA 87 mit Dimethoxypropan nach Wu."!

Im ndchsten Schritt wurde versucht die Sauregruppe des geschiitzten MPA 93 (ber eine

Steglich-Veresterung**®! durch Umsetzung von geeigneten Alkohole zu verestern.
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Die hierfiir verwendeten Veresterungspartner sind in Tabelle 1 gezeigt. Die Synthese der ent-
sprechenden Substrate konnte in guten Ausbeuten durchgeftihrt werden.

Tabelle 1 Einflihrung funktioneller Gruppen an Ausgangsedukt 89.

(0] (0]
R-OH R.
HO (0] (0] (0]
DMAP, DIC, CH,Cl,

O RT, 5h ©

89 90 (a-e)
R-OH
OH

N3/\/ /OH /\/OH

a b c

W P

OH OH
ecd
W 0

d e
ItErIePg Alkohol Losungsmittel gli:l?(t Ausbeute [%]
1 a DCME 90a 77
2 b DCM 90b 80
3 c DCME 90c 82
4 d DCM 90d 70
5 e DCM 90e 73

[IReaktion wurde unter Argon durchgefiihrt.
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Bei der Veresterung wurden die Reaktionspartner und DMAP als Katalysator in wasserfreiem
Dichlormethan unter Argonatmosphére geldst und mit Diisopropylcarbodiimid (DIC) als Kupp-
lungsreagenz versetzt. Nach Aufreinigung durch Saulenchromatographie konnten die Produkte

90a-¢ als gelbliche Ole isoliert werden (Eintrag 1-5).

Die Synthese des 2-Azidoethanols 96 erfolgte nach einer literaturbekannten Methode unter Ver-
wendung von 2-Bromethanol 94,1281 das in einer nukleophilen Substitutionsreaktion mit Natri-

umazid 95 umgesetzt und in einer Ausbeute von 90% erhalten wurde (Schema 28).

NaN3
95
/\/Br > /\/N3
HO H,0,24 h,80°c HO
94 90% 96

Schema 28  Synthese von 2-Azidoethanol 95,81

Bei organischen Aziden handelt es sich um wertvolle Reagenzien, welche einen groRen Auf-
schwung in der Mitte des letzten Jahrhunderts erfuhren.l**! In den letzten Jahren wurden sie in
einer Vielzahl von industriellen Anwendungen wie bei der Synthese von Treibmitteln, als Tri-
azol und Tetrazol-Einheit eingesetzt. Aufgrund ihres hohen Energiegehaltes, sind kovalent ge-
bundene Azide explosiv. Fur eine sichere Handhabung sollte daher die Zahl der Stickstoffatome
die der Kohlenstoffatome nicht tiberschreiten und der Quotient gréRer als drei sein.™® 2% Epen-
falls spielen sie eine grol3e Rolle in der Medizin, da sie als funktionelle Gruppen in Medika-
menten fungieren.’® So spielen Azidonucleoside bei der AIDS-Therapie eine wichtige
Rolle.[*?Y1 Zudem sind sie leicht durch Additions- und Substitutionsreaktionen darzustellen. Or-
ganische Azide reagieren mit elektronenarmen Verbindungen (Elektrophilen) und elektronen-
reichen Verbindungen (Nukleophilen) auf unterschiedliche Weise. Im erst genannten Fall folgt
ein nukleophiler Angriff des N*-Atoms auf das Elektrophile und im zweiten Fall wird das N3-

Atom nukleophil angegriffen (siehe Kapitel 2.2.2).

Die fiir Eintrag 5 bendétigte Maleimidalkohol 99 wurde mit der von Syrett et al. beschriebenen
Methode synthetisiert (Schema 29).[*22 Hierbei wurde das cyclische Anhydrid 97 in Methanol
gel6st und mit Triethylamin und Ethanolamin 98 bei 67°C umgesetzt. Nach Kristallisation aus

Hexan konnte das Produkt in guter Ausbeute dargestellt werden.
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OH
O H2N/\/ O oH
98
drs g
MeOH, NEt;, 67 °C, 15 h
@] (0]
97 66% 99

Schema29  Synthese des geschiitzten Maleimidalkohol 99 nach Syrett.[*22]

Um weitere funktionelle Gruppen einzuflihren, musste zundchst das Acetal der jeweiligen Ver-
bindungen 90a-e abgespalten werden. Aufgrund ihrer Bestandigkeit gegentber Basen, wurde
eine von Matyjaszewski et al. beschriebe Methode angewandt.l*?] Dabei wurde das Acetal
durch Umsetzung mit 1 M Salzsdure in THF abgespalten (Schema 30). Die entschiitzten Diole

91a-e konnten nach Extraktion mit Essigester in exzellenten Ausbeuten isoliert werden.

R. HCI R
0o o - "0 OH
/% THF, RT, 3h
OH
90a-e 93% (91a)

(
91% (91b)
92% (91c)

(

(

90% (91d)
86% (91e)

Schema 30 Saure Spaltung des Acetals.

Vergleichbare Diole spielen in der Synthese von multivalenten Dendrimeren eine wichtige
Rolle.*?I Movellan et al. untersuchten zum Beispiel dendritische Derivate auf der Basis von
Bis-MPA und Pluronic® Polymeren als Nanocarrier fiir die gezielte Pharmakotherapie gegen
Malaria.[*? Durch die Entschiitzung der Diole, ist es nun moglich eine Vielfalt an funktionellen
Gruppen einzufihren. Eine betrachtliche Aufmerksamkeit auf dem Gebiet der Biokonjugati-
onschemie haben Aldehyd-funktionalisierte Linker erhalten. Peptide, Proteine und Nukleinséu-
ren enthalten in ihrem nativen Zustand keine natirlich vorkommenden Aldehyd-Gruppen, was
zur Limitierung der Anzahl der Ligationen fiihrt. Daher sind neue und einfache Strategien zur
Darstellung von Aldehyd-Linkern von gréfitem Interesse. Die wichtigste Biokonjugation von
Aldehyden ist die Reaktion mit primaren und sekundéren Aminen zu den entsprechenden
Schiff‘schen Basen. Die zweitwichtigste Reaktion ist die Hydrazid-Kupplung (siehe Kapitel
2.3.1). Die Hydrazon-Bildung ist eine Art Schiff-Base, jedoch ist die Verbindung stabiler als

die Bindung mit Aminen.
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Der néchste Schritt bestand daher darin eine Aldehyd-Gruppe, flr die Ligation mit Hydrazid-
Gruppen, an das Grundgerist anzubinden. Bei der Darstellung von Aldehyden aus priméren
Alkoholen mit Oxidationsmitteln wie den Jones-,[?®1 Collins-[*>"1 oder Corey-Reagenzien!*?-
129 jst besonders darauf zu achten, dass keine Uberoxidation zur Séure erfolgt. Aufgrund der
komplexen Reaktionsfiihrung um monosubstituierte Aldehyde zu erhalten und der Toxizitat der
Chromverbindungen, wurde zur Einfihrung einer Aldehyd-Gruppe auf die bewéhrte Vereste-
rungsmethode nach Steglich zurtickgegriffen. Dabei sollte das einzufiihrende Molekdil sowohl
eine Saure als auch eine Aldehyd-Gruppe besitzen. Aufgrund der kommerziellen Verfiigbarkeit
wurde 4-Formylbenzoesdure (100) als geeignetes Edukt ausgewahlt. Bei der anschlieRenden
Umsetzung der Diole 91a-d mit 1.1 Aquivalenten 4-Formylbenzoesaure 100 sowie DIC als
Kupplungsreagenz in Dichlormethan, unter Verwendung von DMAP als nukleophilem Kataly-
sator, wurde ein Produktgemisch aus Mono- 92a-d und Di- funktionalisiertem Aldehyd 101a-
d erhalten. Nach sédulenchromatographischer Reinigung konnten die einfach veresterten MPAs

92a-d in Ausbeuten im Bereich von 50-60% erhalten werden (Schema 31).

0
O>\ < > //
) HO 0 o)
R. 100 R.
6] OH - 6] 6]
DMAP, DIC, CH,Cl,, RT, 4 h 0

OH OH

91a-d 60%
58%
56%
50%

92a)
92b)
92c)
92d)

—~ o~~~

Schema 31 Einflihrung der Aldehydeinheit mittels Steglich-Veresterung.

Als Nebenprodukte konnten die jeweiligen Dialdehyde 101a-d isoliert werden (Schema 32).
Durch die Erhéhung der Aquivalente der Kupplungspartner auf iiber zwei, kénnen die Ausbeu-
ten der Dialdehyde erwartungsgemal signifikant erhoht werden. Solche AB: Strukturen kénn-
ten sowohl in der Partikel- oder Oberflachenmodifizierung, als auch in der Synthese von

Dendrimeren Anwendungen finden.
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Schema 32 Nebenprodukte bei der Veresterung mit 4-Formylbenzoeséure (100).

Um die Substanzbibliothek der Heterobivalenten MPA-Linker auszubauen, wurden Versuche
unternommen, weitere funktionelle Gruppen ber die Williamson ‘sche-Ethersynthese einzu-
fihren. Hierbei war die Kompatibilitat der einzufiihrenden Gruppen mit denen der bereits vor-
handenen Gruppen zu beachten. Aufgrund der kommerziellen Verfiigbarkeit wurden Allylbro-
mid 102 bzw. Propargylbromid 103 fir die Reaktion gewahlt. Dabei wurde das Azid-funktio-
nalisierte Diol 91a mit Allylbromid in einer nukleophilen Reaktion, unter Verwendung von
Kaliumcarbonat als Base und Kaliumiodid als Katalysator, bei 70 °C in Aceton umgesetzt. Da-

bei konnte das Monoether 104 in einer Ausbeute von 62% isoliert werden (Schema 33).

(0] /\/Br O
N N
K,COg, KIl, Aceton
OH 70°C, 24 h OH
91a 62% 104

Schema 33 Darstellung des Allylethers 104.
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Als néachstes wurde das Diol 91b unter gleichen Bedingungen mit Propargylbromid umgesetzt.
Das entstandene Produkt 105 konnte nach saulenchromatographischer Reinigung in einer Aus-

beute von 58% erhalten werden (Schema 34).

o = B o

\/\O OH 103 _ \/\O O\
K,COg3, KI, Aceton

OH 70 °C, 24 h OH

91b 58% 105

Schema 34 Einflihrung der Propargylgruppe nach Willamson.

4.1.1.2 Synthese der Heterotrivalenten MPA-Linker

Bei den im vorherigen Kapitel synthetisierten Verbindungen handelt es sich bereits um hetero-
trivalente Linker, da die zur Funktionalisierung notwendigen Reaktivitdten unabhéngig vonei-
nander angesteuert werden konnen. Aufgrund der Limitierung der Reaktionsmoglichkeiten der
Hydroxygruppe, musste jedoch eine neue Funktion gewahlt werden, die sowohl kompatibel mit
der CUAAC, der Diels-Alder-Reaktion, sowie der Hydrazid-Kupplung ist und zudem die An-
bindungen von Thiolen erlaubt. Thiole finden aufgrund der hohen Affinitat des Schwefels ge-
geniiber Minzmetallen eine grol3e Rolle in den Materialwissenschaften (vor allem als self-as-
sembled monolayers), worin auch die kommerzielle Verfugbarkeit vieler Derivate begriindet
ist. Sie sind unter anderem flr die Proteinkonjugation von groRer Bedeutung, was deren Ver-
netzung Uber Thiolgruppen selektiver und préaziser gegenlber zahlreicher primaren Aminen
macht. Die Entdeckung der Thiol-En-Kupplung liegt bereits tiber 100 Jahre zuriick[*®! und fand
erst in den letzten Jahren breite Anwendung im Bereich der Polymerchemie, zum Beispiel in
der photochemischen Oberflachenbeschichtung,*®! der Zahnmedizinl*3% oder aber auch ihr Po-
tential fir Ligationsreaktionen (siehe Kapitel 1.4.2).15%1 \Vor kurzem berichteten Levine et al.
uber eine Thiol-En-Reaktion um die mechanischen und thermischen Eigenschaften von unge-

sattigten Polyhydroxyalkanoaten (PHA) zu veréndern (Schema 35).1%31]
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A\
H
s >0 OH
THF, 22 °C PHA-S
95%
-0 0 Q
H HS/\)J\OH Q
o o OH . /_>—OH
92 8 THF, 22 °C
95%, PHA-S

PHA

Schema 35  Modifikation von ungeséttigten PHA (iber Thiol-En-Kupplung.[*34

Angesichts ihrer Vielseitigkeit und Effizienz der Thiol-En-Reaktion, wurde im letzten Funkti-
onalisierungsschritt versucht eine Vinylgruppe einzufiihren. Aufgrund der Reaktionsféhigkeit
von Acrylaten gegenuber Thiolen, fiel die Wahl auf Acetylchlorid, welches lber die Einhorn-
Variante der Schotten-Baumann-Reaktion angebunden wurde. Eine alternative Methode um
Alkohole zu verestern, ist die Reaktion mit reaktiven Carbonsaurehalogeniden. Die Acylierung
von Alkoholen, Aminen und Phenolen ist auch unter dem Namen Schotten-Baumann-Reaktion
bekannt.!*321%31 Hierbei wurde der Alkohol 92a mit zwei Aquivalenten Triethylamin (zur Neut-
ralisation von Salzsaure) und Acrylsaurechlorid umgesetzt. Bei der Einhorn-Methode wird statt
in wassriger Alkalihydroxid-Losung mit tertidaren Aminen z.B. Pyridin oder Triethylamin gear-
beitet. Die Reinigung erfolgte durch Saulenchromatographie, wonach das Produkt 93a in einer
Ausbeute von 65% isoliert werden konnte (Schema 36).

O

o) o)
o) o) C|)J\/ Na ™o o]
Nase™g o 106 . o)
o RT, NEts, CH,Cl, 0
~
OH O%m
92a 65% 93a

Schema 36  Acylierung nach Einhorn-Methode.

Als Alternativreaktion zu der Thiol-En-Reaktion, eignet sich die Thiol-Bromo-Reaktion, wenn-
gleich diese sich erst in den letzten Jahren als chemisch potent erwies.[* So berichteten Percec
et al. Uber einen zweistufigen divergenten Ansatz zur Darstellung einer neuen Klasse von

Poly(thioglycerin-2-propionat)-Dendrimeren.[** Boturyn et al. verwendeten unter anderem die
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Thiol-Bromo-Reaktion fir die Kupplung von multifunktionalen Arginyl-Glycyl-Asparagin-
siure (RGD)-haltigen biomolekularen Systemen mit Peptiden, Zuckern und Nukleinséuren. 23]
Niu et al. entwickelten einen ratiometrischen Fluoreszenzsensor basierend auf monochlorierten
Bordipyrromethen (BODYPI) fiir die selektive Detektion von Glutathion (GSH). Das Chlor des
monochlorierten BODYPI 107 kann dabei in einer nukleophilen Substitutionsreaktion mit der
Thiolgruppe des GSH 108 ersetzt werden (Schema 37).[1%]

COOH
107 109

Schema 37 Thiol-Klick-Reaktion zwischen 107 und GSH 108 zum entsprechenden Thioether
109.1£371

Fir die Uberfilhrung der Alkohole in die entsprechenden Alkyhalogenide eignen sich Substitu-
tionsreaktionen mit den jeweiligen Substitutionspartnern (Thionylchlorid; Phosphortribromd
oder Phosphortriiodid). Aufgrund der Anfalligkeit der Aldehyde gegeniiber nukleophilen An-
griffen an der Carbonylgruppe, wurde wieder auf die weitaus mildere Steglich-Veresterung zu-
rickgegriffen. Hierbei wurde ein a-Haloester als Reaktionspartner gewahlt. So konnte die Syn-
these der heterotrivalenten Zielverbindung 111 unter Einsatz von 1.5 Aquivalenten Bromessig-
saure 110 als Carboxykomponente zusammen mit den tblichen Reagenzien (DMAP, DIC) er-
folgreich durchgefiihrt werden. Nach sdulenchromatischer Aufreinigung wurde das Produkt
111 in einer Ausbeute von 65% erhalten (Schema 38).
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1 8. 8 o
(¢ (o)
o DMAP, DIC, CH2CI2
O OH = RT, 4 h

92d 68% 1M1

Schema 38  Einfithrung der a-Haloester.

Ein weiterer Vorteil der a-Haloester gegenuber der Thiol-Bromo-Reaktion, liegt in der einfa-
chen Einfuhrung einer Azid-Gruppe mit Natriumazid, welche in der Postfunktionalisierung von

Polymeren oder auch in der Oberflichenmodifikation Anwendungen findet.[38-13]

4.1.1.3 Synthese neuer AB2-Hydrazidlinker auf Basis von 5-(Hydroxyisophthalsaure)

Um die Substanzbibliothek um polyvalente Linker der Form AB; zu erweitern, wurde fur die
Synthese das 5-(Hydroxyisophthalséure) (88) als Ausgangsverbindung ausgewéhit. Die in dem
Kapitel zuvor vorgestellten Linker enthalten (auRer der Hydrazid-Gruppe) die fur die Ligation
jeweils notwendigen orthogonalen Gruppen zur Darstellung von Strukturen mit komplexen Ge-
ometrien. Daher bestand das Ziel darin eine strategisch sinnvolle Route zur Darstellung von
Dihydraziden zu entwickeln. Dihydrazid-Verbindungen spielen in der Materialwissenschaft fur
die Herstellung dynamischer Materialien (DYNAMATS: engl.: dynamic materials) und dyna-
mische Polymere (DYNAMERS: engl.: dynamic polymers) eine groRe Rolle.l4% In den ver-
gangenen zehn Jahren wurden mehr als tausend wissenschaftliche Berichte iber dynamische
Materialien, insbesondere auf self-healing-systems veroffentlicht.[!4142 Dabei kénnen DYN-
AMERE als konstitutionelle dynamische Polymere von entweder supramolekularer oder mole-
kularer Natur definiert werden, d.h. Polymereinheiten, deren Untereinheiten durch reversible
kovalente Bindung oder nicht kovalente Wechselwirkung verbunden sind.**?1 DYNAMERE
haben die Fahigkeit zur Anpassung durch Komponenteneinbau, -ausbau- und -austausch tber
Wachstums-/Dissoziations-/Assioziationssegenzen.*3! Unter den bekannten reversiblen kova-
lenten Reaktionen, spielt die Bildung von Hydrazonen und Acylhydrazonen durch Kondensa-
tion (siehe Kapitel 2.3.1) von Hydrazinen und Hydraziden mit entsprechenden Carbonylgrup-
pen eine groRRe Rolle bei der Erzeugung von biologischen-[**41 und polymeren Materialien.[*4%]

Diese Reversibilitat kann ebenfalls durch Zugabe weiterer Aldehyd- oder Hydrazid-Verbindun-



Hauptteil 47

gen ausgenutzt werden um neue Acylhydrazon-Bindungen zu kniipfen.[**%! Durch die Polykon-
densation von Dihydraziden 112 mit Dicarbonylverbindungen 113 werden Polyacylhydrazone

114 gebildet, welche besonders attraktive Eigenschaften besitzen (Schema 39).

o o o o
HoNe I L NH, + OHC-Rp—cHo ——= [ne LN R,
N~ R °N N~ R7 N
H H H H n
112 113 114

Schema 39 Bildung von Polyacylhydrazonen durch Polykondensation von Dihydrazid- mit Diale-
hydverbindungen. ¢l

Sie sind vor allem strikt alternierende Copolymere; bilden sich unter milden Bedingungen in
hohe Ausbeuten; sind Aufgrund der Reversibilitat der Acylhydrazon-Bindung dynamisch kova-
lente Polymere und sind deshalb in der Lage ihre Monomere auszutauschen.

Die Synthesestrategien welche fiir die Herstellung von den bisher gezeigten polyvalenten Lin-
kern ausgehend von MPA entwickelt wurden, wurden nun auf das Gerdist der 5-(Hydroxyisoph-
thalséure) tibertragen. Im ersten Schritt wurde zunéchst versucht die beiden Sauregruppen der
5-(Hydroxyisophthalséure) 88, wie von Kidd et al.[**" beschrieben, zu schiitzen um Nebenpro-
dukte zu vermeiden. So konnte das Dimethyl-5-hydroxy-isophthalat 115 in einer Fischer-
Veresterung aus der freien Dicarbonsaure (88) in einer Ausbeute von 95% hergestellt werden.
Im zweiten Schritt wurden Uber die Williamson‘sche-Ethersynthese die entsprechenden Ether
(117 und 121) mit Allylbromid 116 bzw. Propargylbromid 120, unter Verwendung von Kali-
umcarbonat als Base, in Dimethylformamid (DMF) umgesetzt. Nach saulenchromatographi-
scher Aufreinigung konnten beide Verbindungen in sehr guten Ausbeuten erhalten werden. Ein
einfacher und effektiver Weg Hydrazide darzustellen, ist die Reaktion zwischen Estern und
Hydrazinen. Daher wurden die Veretherungsprodukte (117 und 121) durch Umsetzung mit
Hydrazinhydrat 118 in einer nukleophilen Substitution in die entsprechenden Hydrazide 119
und 122 tberflhrt (Schema 40).
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Schema 40
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Die Reaktion zeichnet sich durch eine einfache Durchfiihrung und Aufarbeitung, sowie durch

nahezu quantitative Ausbeuten aus. Wie schon bereits zuvor erwéhnt, lassen sich solche Dihyd-

razid-Verbindungen durch Polykondensation mit z.B. den in Abschnitt 4.1.1.1 bereits gezeigten

Dialdehyden (101a-d) in Polyhydrazone Uberfiihren. Durch die alternierenden Copolymere

kdnnten aulRerdem, aufgrund der Reversibilitat der Acylhydrazon-Bindung, andere Monome-

reinheiten (entweder Aldehyd- oder Hydrazid-Komponente) ausgetauscht werden, so dass die

Erzeugung von neuen Copolymeren mit unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften er-

maoglicht wird (Schema 41).
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O O (0] (0]
éN\NJJ\R)J\N/NVRZ + OHC—-R3—CHO ‘:QN\N)J\RHJ\N/NVR:i\% + OHC-R,—CHO
H ' H n H H n
123 101a 124 101c

)
I 9 oH 0”0
Na ﬁ
122 101a 101c

Schema 41 Potentielle Anwendung der AB-Linker zur Erzeugung von funktionalisierten Dyna-
meren.

Ein weiterer Vorteil solcher AB»-Linker sind ihre freien funktionellen Gruppen, die zur Post-
modifikation von Biomolekilen verwendet werden kénnen. Ebenfalls kénnen sie als Querver-

netzer in metallorganischen Gerlstverbindungen eingesetzt werden.

4.1.2 Anwendung der polyvalenten Linker zur Anbindung an Partikel Oberflachen

Eines der wichtigsten Parameter im Bereich der Medikamentenabgabe und der Gewebeaufbau
(eng.: tissue engineering) ist die Fahigkeit mehrere Liganden auf der gleichen Oberflache zu
immobilisieren.[48-14%1 So wurden in den letzten Jahrzehnt verschiedene Methoden fiir die Kon-
trollierte Darstellung mehrerer Liganden auf zweidimensionalen Substraten etabliert,[10% 150-152]
Allerdings zeigt sich die Darstellung auf dreidimensionale Substrate als herausfordernd und ist
zugleich limitiert.[!531%1 |n einem Bericht von Lahann et al. konnte mittels elektrohydrodyna-
misches (EHD) Co-Jetting Mikropartikeln mit drei abgegrenzten und chemisch unterschiedli-
chen Segmenten demonstriert werden, wodurch verschiedene Biomolekiile eingebaut und indi-
viduell auf die Funktionalitat des jeweiligen Systems untersucht werden kénnen. Wéhrend je-
doch die Entwicklung dieser Strategie die Mdglichkeit eroffnet um rdumlich kontrollierte Im-
mobilisierung verschiedene Bereiche desselben Partikels zu erzeugen, erweif3t sich die kontrol-

lierte Immobilisierung mehrerer Liganden auf einem einzelnen Partikel als schwierig. Die Fa-
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higkeit genau die Oberflache der Partikel zu steuern, vor allem die Verhaltnisse der zu immo-
bilisierenden Liganden und ihre genau Position auf der Oberflache, kann ein Schliisselparame-
ter in Targeting- und Zirkulationsstudien sein. Um sich diesen Herausforderungen zu stellen,
kdnnen polyvalente Molekdle auf einen einzelnen Patch eines Partikels immobilisiert werden,
wodurch sich die Anzahl und die Art der funktionellen Gruppen steuern l&sst. Zusétzlich kon-
nen durch den Einsatz solcher Linker Auswirkungen auf die physikalisch- chemischen Eigen-

schaften der Partikeln haben.

Um das Potential der polyvalenten Molekule zur Immobilisierung mehrerer Liganden bei kon-
trollierten Verhé&ltnissen auf der Oberflache eines einzelnen Patches zu testen, wurden Zylinder
mit zwei Kompartmenten mittels EHD Co-Jetting hergestellt. Hierbei enthielt eine Kompart-
ment einen unfunktionalisierten PLGA mit einem blauen Farbstoff als Referenz, wahrend der
zweite Kompartment mit einer Carboxyl-funktioalisierten PLGA versehen war, wodurch eine
Immobilisierung mit trivalenten Linker, die eine Hydroxy-Gruppe enthalten, ermdglicht wurde
(Abbildung 10A). In einer Proof-of-concept Studie wurde die Verbindung 212 gewéhlt. Um die
Loslichkeit in wassrigen Medien zu erhdhen wurde zunéchst ein Biotin- funktionalisiertes
Azido-PEG in einer CUAAC Reaktion mit dem Linker 212 umgesetzt. AnschlieBend wurde das
PEG modifizierte Linker uber EDC/NHS-Kupplung auf der Oberfléche der Zylinder kovalent
gebunden.

3 o + Klick
o™ Azid-PEG-Biotin ——)

212

EDC/Squo-NHS

Streptavidin Thiol-PEG-

.. AIex Fluor. 647 '. Rhodam]n

DdD. qD. 0

Abbildung 10 Schematische Darstellung der Immobilisierung des trivalenten Linker auf einer Zylinder
Hemisphere A), und ihre Visualisierung mittels CLSM (B-D).
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Um die Funktionalitat und somit die Durchfuhrbarkeit der Immobilisierung von zwei Liganden
zu demonstrieren, wurden fluoreszierende PEGs zur Visualisierung mittels konfokaler Laser-
Scanning-Mikroskopie (engl.: Confocal Laser Scanning Microscopy, CLSM) verwendet. Zur
Visualisierung der einzenen funktionellen Gruppen wurde hierflir zunachst die Allyl-Gruppe
mit Thiol-PEG-Rhodamin in einer Thiol-En-Reaktion umgesetzt. Um das bereits gebundene
Azido-PEG-Biotin sichtbar zu machen, wurde Alexa Fluor 647-Streptavidin mit den Partikeln
inkubiert (Abbildung 10B und C). AblieRend konnte die Visualisierung der beiden Gruppen auf

einer einzigen Oberflache demonstriert werden (Abbildung 10D).

Bioorthogonale Oberflachenmodifikation von Hydrogel Nanopartikeln

Vor kurzem konnten vielversprechende Ergebnisse durch die Verwendung von biologischen
Therapeutika, wie monoklonalen Antikérpern und Nukleinséuren, fiir die Behandlung einer
Vielzahl von Krankheiten gezeigt werden.[*¢-15¢] Ein solches Beispiel ist die Unterdriickung
der Expression unerwinschter Proteine mit hoher Spezifitat durch die Verwendung von siRNA
(eng.: small interfering ribonucleic acid). Trotz der jungsten Fortschritte gibt es jedoch weiter-
hin Bedenken in Bezug auf die sichere und wirksame Abgabe fiir in vivo therpeutische Anwen-
dungen. Daruiber hinaus begrenzt der schnelle Abbau von ungeschiitzten Biomolekulen ihr the-
rapeutisches Potential signifikant. Neuere Studien haben gezeigt, dass die Komplexierung von
siRNA mit kationischen Polymeren, wie Polyethylenimin (PEI) in Partikelsystemen vor Nuk-
lease-Abbau schiitzt und zudem schadliche Nebeneffekte durch verdanderte Bioverteilung redu-

ziert,[15]

Oberflacheneigenschaften von Nanocarriern, einschlieBlich der Ladung, Hydrophobizitit und
chemischen Zusammensetzung, mussen bertcksichtigt werden, da diese die in vivo Verteilung
und spezifische zelluldre Wechselwirkung deutlich beeinflussen kénnen. Die Konjugation von
Liganden an Partikeloberflachen stellt eine Mdéglichkeit dar, die Bioverteilung der Partikel zu
verandern und die zelluldren Interaktionen zu beeinflussen.!*5%-161 Ein moglicher Ansatz um
ein wirksames, gezieltes FOrdersystem zu konstruieren, ist die Herstellung von Partikelsysteme
unter Verwendung von nativen Proteinen wie Albumin, zusammen mit funktionellen Vernet-
zern. In Kombination mit PEI-siRNA-Komplexen kdnnte dies eine Mdglichkeit darstellen um
aktive siRNA effizient in das Cytosol von erkrankten Zellen zu liefern. Hierfur sollte ein Poly-
mergerist synthetisiert werden, dass zum einen die Moglichkeit bietet, das Albumin zu vernet-

zen und zum anderen eine freie Funktionalitdt mitbringt zur Postmodifikation mit Proteinen.
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Hierfur wurde zundchst das Diester 121, dessen Synthese bereits im vorherigem Kapitel be-
schreiben wurde, mit Natriumhydroxid zur Carbonsdure 125 entschutzt. Um die Reaktivitét der
beiden Carbonsduren gegeniiber Nukleophilen zu erhéhen, wurden diese mit Thionylchlorid
umgesetzt. Das entsprechende Séurechlorid 126 konnte in einer Ausbeute von 93% erhalten

werden (Schema 42).

o 0~ NaOH HO OH socl, cl cl
—_—
THF, 5 h, Reflux 3 h, Reflux
o) o) o)
1 95% 1 93% 1
121 125 126

Schema 42 Synthese des S&urechlorids 126.

Zur Anbindung an das Geriist wurde hierbei das kommerziel erhaltliche Polyethylenglykol (Mw
1000) 127 ausgesucht. Im ersten Schritt wurde das erhaltene Saurechlorid 126 in einer Schotten-
Baumann-Reaktion mit der Alkoholgruppe des PEGs 127 umgesetzt. Im zweiten Schritt wurde
die Estergruppe mit Trifluoressigsdure entschitzt. Die Aufreinigung konnte mittels Dialyse ge-
gen Wasser mit Membranen eines Cut-Off im Bereich von 3500-5000 Dalton erfolgreich durch-

geflihrt werden.
HO
o) o) Q Om
1) OMO/\%OH \7( O
Cl Cl 127 n 50 o
EtsN, CH,Cl, g
OW 2) TFA, CH,C,
X
o}
l 10% o>_/—‘\o ¢
126 HO 128

Schema 43  Synthese des Polymers 128.

Nachdem das Alkin-funktionalisierte Polymer synthetisiert wurde, sollte dieses zur Herstellung
von einem Protein-basierten Partikelsystem mit einer Targeting-Einheit eingesetzt werden. Mit-

tels EHD Co-Jetting konnten Alkin-funktionalisierte Nanopartikel hergestellt werden. Zur Mo-
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difikation der Partikeloberflachen wurden anschliefend mittels CUAAC mit einem Azid-termi-
nierten zyklischen RGD Peptid konjugiert (Abbildung 11A). Zyklische Peptide, welche die
RGD-Sequenz enthalten, erwiesen sich im Gegensatz zu ihrem linearen Analogon als die akti-
vere Spezies. Die Nanoarchitektur und GroRRenverteilung der Partikel konnte mittels Raster-
elektronenmikroskopie (eng.: Scanning Electron Microscope, SEM) und Dynamischer Licht-
streuung (eng.: Dynamic Light Scattering, DLS) bestatigt werden (Abbildung 11).

A. Ho, f- v B.lOO

75

50

Intensitat (%)

EDC/Sulfo-NHS

1 10 100 1000 10000
GroRe (d.nm)

Hydrogel Nanopartikel

Abbildung 11 Herstellung von Hydrogel-Nanopartikeln ber EHD Co-Jetting und deren Charakteri-
sierung. (A) Schematische Darstellung der Herstellung und Oberflachenmodifikation
zur Erzeugung von Albumin-Nanopartikel mit zyklischem RGD Targeting-Einheit. (B)
GroRenverteilung der Teilchen in Ldsung nach Oberflachenfunktionalisierung. (C)
SEM-Aufnahmen von Hydrogel-Nanopartikeln unmittelbar nach der Herstellung.

Um das Potential der Hydrogel-Nanopartikeln zu demonstrieren, wurden diese mit GL26-Cit
Zellen, einer green fluorescent protein (GFP) exprimierenden Maus Gliom-Zellinie, kultiviert
und gegenuber verschiedenen Konzentrationen von siRNA geladenen Albumin-Partikeln ex-
poniert. Die Kontrollpartikeln wurden mit dem kommerziell erhaltlichen NHS-PEG-NHS ver-
netzt. Nach einer viertdgigen Inkubation von GFP siRNA geladenen Albumin-Partikeln, wur-
den Messungen zur Quantifizierung der GFP-Expression unter Verwendung von Biotek Sy-
nergy gemacht. In den beiden héchsten Konzentrationsgruppen (3.2 und 1.6 E10) wurde beo-
bachtet, dass die GFP-Expression etwa 24 Prozent im Vergleich zu der unbehandelten Gruppe
war. Bei Kontrollexperimenten mit Albumin-Teilchen ohne das zyklische RGD, wurden hin-
gegen fast doppelte Konzentrationen beobachtet (Abbildung 12).
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Abbildung 12 Quantifizierung der GFP-Expression im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. GFP-
Fluoreszenz gemessen nach Partikel VVerabreichung mit verschiedenen Konzentrationen
von GFP siRNA geladenen Albumin-Nanopartikeln.

Bei Reduzierung der Partikelkonzentration um eine GréRenordnung, konnte im Vergleich zur
unbehandelten Kontrollpartikeln eine GFP-Expression auf die Halfte reduziert werden. Die Al-
bumin-Partikel, die keine Targeting Peptide beinhalten, zeigten keine Unterdriickung der Pro-
teinexpression in der gleichen Konzentration. Zur Visualisierung wurden gleichzeitig die Zellen
inkubiert und in dhnlicher Weise mit Partikeln behandelt. Die Ergebnisse konnten, wie in Ab-

bildung 13 gezeigt, bestatigt werden.

Abbildung 13 In vitro Inkubationsexperimente mit GL26-Cit. (A) Unbehandelte Kontrollgruppe zeigt
die Basisline der GFP-Expression. Verabreichung von GFP siRNA geladenen Albumin-
Partikel; (B) keine Verabreichung und (C) mit dem zyklischen RGD. Zellen wurden mit
Fluoreszenzfarbstoff 4°,6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) gefarbt.
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4.1.3 Trifunktionelle Oberflachen fiir mikrostrukturiertes Schreiben

Die Anwendungsbereiche der im Kapitel 4.1.1 gezeigten polyvalenten Molekdle sind, wie be-
reits erwahnt, sehr breit gefachert. Im folgenden Kapitel soll ihr Potential zur Erzeugung von
mikrostrukturierten Arrays auf reaktiven Polymerschichten gezeigt werden. Die Beschichtung
und Funktionalisierung der Oberflachen wurden von Dr. Meike Konig, die Strukturierung von
Dr. Dr. Michael Hirtz, sowie Hui Yu Liu (Institut fir Nanotechnologie, INT) durchgefihrt.

Das wissenschaftliche Interesse an substrat-kontrollierten Oberflachenmustern im Mikro- und
Nanometerbereich ist sehr groR. Thre Anwendungen reichen von technischen bis zu biomedizi-
nischen Bereichen. Lahann et al. berichteten iber die Nanostrukturierung zur Oberflachenmo-
difikation an Substraten ber die Dip-Pen-Nanolithographie (DPN). Dabei wurden auf reaktive
Polymerbeschichtungen, die per Gasphasenabscheidung (eng.: Chemical Vapor Deposition;
CVD) aus Alkin-funktionalisierten [2.2]Paracyclophan-Precursoren generiert wurden, durch
DPN-basierte Klick-Chemie Strukturen aufgetragen (Abbildung 9).[t4
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Abbildung 14 Schematische Darstellung des experimentellen Ablaufs der DPN auf CVD-Polymer-
schichten. a) Ubersicht der einzelnen Schritte, b) Mikroskopaufnahme der verwende-
ten Cantilever, ¢) Fluoreszenzaufnahme einer beschichteten Gold-Oberflache nach
DPN schreiben, d) AFM Aufnahme einer biotinylierten Struktur nach Bindung mit
Streptavidin-Gold-Nanopartikel .1!*

Bei der CVD-Polymerisation handelt es sich um eine Methode, bei der mittels Gasphasenab-
scheidung von [2.2]Paracyclophanen, Polymerbeschichtungen auf Substraten generiert werden
kénnen. Erstmals wurde sie 1966 von Gorham[%1 beschrieben und von Lahann et al. fiir den
biomedizinischen Bereich weiterentwickelt.[**21%4 Dabei werden [2.2]Paracyclophane in einer
unter Vakuum stehenden Apparatur sublimiert und in einem Hochtemperaturofen pyrolisiert,
wobei resonanzstabilisierte Chinodimethanfragmente (205-208) gebildet werden. Bei der Ab-
scheidung erfolgt auf einer auf Raumtemperatur gekihlten Substratoberflache eine spontane
Polymerisation zu lineare Poly(para-xylylen)-Schichten mit einem Molekulargewicht von bis
zu 500 000 g/mol.1*%1 Schema 44 zeigt sowohl den schematischen Aufbau einer im Arbeitskreis
Lahann entwickelten und verwendeten CVD-Apparatur sowie die CVD-Polymerisation von

[2.2]Paracyclophanen zum Parylenen.
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Schema 44  Schematischer Aufbau einer im Arbeitskreis Lahann verwendeten CVD-Apparatur
(oben), sowie Pyrolyse und Polymerisation von [2.2]Paracyclophanen (unten).6!
(Abbildung mit Genehmigung entnommen aus H.-Y. Chen, J. Lahann, Langmuir
2010, 27, 34-48. Designable Biointerfaces Using Vapor-Based Reactive Polymers.
Copyright © 2011, American Chemical Society)

Die CVD-Apparatur verfugt Gber drei Quarzglasrohren, in denen die Sublimation der Mono-
mere stattfindet. Diese fuhren durch die entsprechenden Pyrolysetdfen hindurch und treffen in
einer gemeinsamen Abscheidungskammer zusammen. Dabei kénnen die Réhre entweder ein-
zeln (zur Erzeugung homogener Polymerschichten) oder in Kombination (zur Erzeugung von
Polymergradienten) verwendet werden. Die Polymerisation tiber den CVD-Prozess bietet ver-
schiedene Vorteile. Neben der Beschichtung von Substraten mit komplexer Geometrie und
schlecht zugénglichen Stellen, benétigt es keine Lésungsmittel, Katalysatoren, Initiatoren oder

Terminierungsreagenzien, womit sie nahezu auf jedes Substrat anwendbar ist.[***] Des Weiteren
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minimieren die niedrigen Abscheidungstemperaturen (10°C — 15°C) und der niedrige Druck
(~0,5 mbar) das Auftreten von Nebenreaktionen.[!%: 1621 Dyrch die drei Quellen ist es somit
maoglich, Oberflachen mit bis zur drei unterschiedlichen Funktionalitaten herzustellen. Die Er-
zeugung von multivalenten Oberflachen bzw. Terpolymeren mit unterschiedlicher Funktiona-
litdt mittels CVD-Polymerisation erweist sich jedoch als herausfordernd. Bei Nutzung aller drei
Ofen, muss die gleichzeitige Abscheidung aller Monomere sichergestellt sein, um eine gleich-
maRig durchmischte Oberflachenfunktionalisierung zu erreichen. Eine andere Mdglichkeit ist
die gleichzeitige Sublimation mehrerer Monomere mit dhnlicher Sublimationstemperatur im
Beschichtungsprozess verwendet werden, was in der Regel nicht der Fall ist. Durch die Anbin-
dung von heterotrivalenten Linkern lasst sich auf einfache Weise die Funktionalitat der Ober-
flache verdoppeln um multivalente Oberflachen zu erzeugen. Diese kdnnen z.B. genutzt wer-
den, um Zell-Oberflachen-Interaktionen mittels Hochdurchsatz-Screening (High-Throughput-
Screening, HST) zu testen. In Abbildung 15 ist der Ablauf dieses Projekts schematisch darge-
stellt. Zuné&chst wurden die [2.2]Paracyclophane 210 und 211 auf Modelloberflachen, wie z.B.
Glas, Gold oder Silizium, mittels CVD-Polymerisation zu Poly(4-aminomethyl-p-xylxlene)-
co-(4-formyl-p-xylylene)-co-(p-xylylene) beschichtet. Dabei wurde die bivalente Oberflache
mit dem trivalenten Linker 132 mittels EDC/Sulfo-NHS-Kupplung postfunktionalisiert und ab-

schlielRend Fluorenszenzreagenzien strukturiert angebunden.
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Biotin-Thiol
Cy5-Azid
TexasRed-Hydrazid

Abbildung 15 Schematische Darstellung der Oberflachen Modifikation A) durch CVD-Polymerisation
erzeugte PPX-Amin-Aldehyd Copolymer, anschliefender EDC/NHS-Kupplung mit
Trivalenten Linker 132, sowie das mikrostrukturierte Schreiben.

Zur Postfunktionalisierung konnte hierbei der trivalente Linker 132, fiir die Kupplung mit A-
min-Gruppen, in zwei Stufen ausgehend von Diol 129 synthetisiert werden. Hierfur wurde das
Diol 129 mit Propargylbromid 103 in einer Williamson‘schen-Ethersynthese zum Pro-
pargylether 130 Uberfuhrt. Anschlieend konnte die Sdure-Gruppe mittels Bernsteinsdurean-
hydrid 131 unter Verwendung von Triethylamin als Base, sowie DMAP als Katalysator in Dich-
lormethan als Lésungsmittel, eingefuihrt werden. Das Produkt konnte nach Extraktion mit Dich-
lormethan in einer Ausbeute von 85% erhalten werden (Schema 45).
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Schema 45 Synthese der trivalenten Linker fiir Oberflaichenmodifikation.

Zur Erzeugung von trifunktionalen Oberflachen, wurde der trivalente Linker 132 an der Ober-
flache der reaktiven Polymerschicht mittels 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
(EDC) und N-Hydroxysuccinimid als Kupplungsreagenz kovalent angebunden. Die erfolgrei-
che Kupplung wurde durch Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) und
durch Roéntgenphotoelektronenspektroskopie (eng.: X-ray Photoelectron Spectroskopie,
XPS)266] hachgewiesen. Die in Abbildung 16b gezeigten XPS-Daten werden von dem starken
Signal der C-C und C-H Komponente bei 285.0 eV dominiert, da derartig gebundene Kohlen-
stoffatome sowohl im Polymer als auch im Linker selbst am h&ufigsten vorhanden sind. Nach
der Kupplung konnte ein Anstieg der gemessenen Werte der C 1s (C-O, C=0), N 1s (CNO)
und O 1s (CO, COC) Komponenten festgestellt werden, welche den Atomen des Linkers zuge-
schrieben werden kénnen. Ebenfalls konnten im IRRAS Spektrum die erfolgreiche Kupplung
nachgewiesen werden, bei der die Esterbande bei 1740 cm™ nach der Reaktion als Schulter der
Aldehyd-Band bei 1690 cm™ detektiert wurde. Jedoch konnte kein Riickgang der Amin-Bande
festgestellt werden, da die Reaktion nur an der Oberflache der Polymerschicht ablauft und der
grolite Anteil der Amingruppen im Schichtinneren (funktionelle Gruppen sind hier nicht ge-

richtet), das nicht mit der Reaktionsldsung in Kontakt kommt, erhalten bleibt (Abbildung 16c).
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Abbildung 16 a) Schematische Darstellung der EDC/NHS-Kupplung vor der Reaktion (oben), nach
der Reaktion (unten). b) Entsprechenden XPS Daten und c) IRRAS Spektren.

Um die Funktionalitat der multivalenten Polymerschicht zu demonstrieren, wurden Fluores-
zenzreagenzien wie, Cy5-Azid, TexasRed-Hydrazid, sowie Biotin-Thiol (fir die jeweiligen
Klick-Reaktionen siehe Kapitel 2.1.1) als drei unterschiedliche Tintenldsungen in Mikrospots
auf die beschichteten Substrate aufgetragen und selektiv angebunden. Im Anschluss wurde tber
Fluoreszenzmikroskopie visualisiert. Um das gebundene Biotin-Thiol sichtbar zu machen,
wurde an dieses Fluorescein Isothiocyanat (FITC) markiertes Streptavidin (Str) gebunden. Der
Nachweis der kovalent gebundenen Farbstoffe wurde mit Hilfe der Copolymerschicht als Re-
ferenz erbracht (Abbildung 17). Vor allem die spezifische Bindung des Cy5-Azid ist deutlich
zu erkennen. Unspezifische Adsorption konnte jedoch bei der Thiol-En-Reaktion auf der Refe-
renzprobe beobachtet werden, so dass dieser Prozess noch optimiert werden muss. Wie schon
bereits erwéhnt wurde, neben der CUAAC und Thiol-En Klick-Reaktion, ebenfalls die Hydra-
zid-Kupplung verwendet. Hierbei erfolgte die Visualisierung, aufgrund der vorhandenen Alde-
hyd-Gruppen auf beiden Substraten, sowohl auf der Referenz Oberflache, als auch auf der tri-

valenten Oberflache.
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a)

b)

Abbildung 17 Fluoreszenzaufnahmen nach verschiedenen Klick-Reaktionen auf modifizierte CVD-
Oberflachen (links) und Referenz Oberflachen (rechts). a) Thiol-En-Reaktion mit Bio-
tin-Thiol und Str. b) CUAAC mit Cy5-Azid. ¢) Hydrazid-Aldehyd-Reakion mit Texas-
Red-Hydrazid.

Nach der erfolgreichen Visualisierung der einzelnen Klick-Reaktion, sollten Quadranten-Struk-
turen mit Uberlagerten Gradienten unterschiedlicher Verteilung der angebundenen Molekdle
durch mehrfaches Schreiben im selben Oberflachenareal erzeugt werden (Abbildung 18a). Ab-

bildung 18b zeigt die Fluoreszenzaufnahmen dieser Mehrfach-Strukturierung.
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Abbildung 18 a) Schematische Darstellung zur Erzeugung von Quadranten mit Gradienten unter-
schiedlicher Verteilung. b) Fluoreszenzaufnahmen der Quadranten.

Alle Klick-Reaktionen konnten erfolgreich durchgefuhrt werden, was Fluoreszenzaufnahmen
in Abbildung 18b zeigen. Zukiinftige Arebiten beschaftigen sich mit der Optimierung der ge-
zielten Ausrichtung der Schreibareale zur Verbesserung der Uberlagung. Im nachsten Schritt

wird die Anbindung von biologisch aktiven Molekilen untersucht werden.
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4.2 Synthese a,m-heterobifunktionalisierter Polyethylenglykole

Ein weiterer Bestandteil dieser Arbeit war die Entwicklung neuer a,m-heterobifunktioneller Po-
lyethylenglykole, welche mit den in Kapitel 4.1 bereits vorgestellten polyvalenten Linkern zum

Aufbau von makromolekularen Strukturen dienen sollten.

4.2.1 Synthese und Eigenschaften von Polyethylenglykole

Polyethylenglykole (PEG) sind verzweigte oder lineare Polyether-Molekile, bestehend aus
Ethylenoxids-Einheiten (EO), die je nach Kettenlange in einem Molmassenbereich von 400
g/mol (flussig), 600-2500 g/mol (wachsartig) bis tiber 30000 g/mol (fest) verfiigbar sind. Ihre
fast unbegrenzte Wasserloslichkeit ist auf Wasserstoff-Briickenbindungen zwischen dem
Ethersauerstoff des PEGs und Wassermolekiilen zuriickzufiihren.[*6” Fiir die Herstellung von
PEGs (136) kommt das Ethylenoxid 134, welches durch kontrollierte Oxidation von Ethylen
133 unter Zuhilfenahme von Silberkatalysatoren gewonnen wird, als Monomer zum Einsatz.
Dabei gibt n die durchschnittliche Anzahl an Wiederholungen der Oxyethylen-Gruppe an
(Schema 46).

Schema 46 Darstellung von PEG ausgehend von Ethylen.

Zusétzlich zu ihrer Hydrophilie zeigen PEGs ebenfalls eine hohe Loslichkeit in organischen
Lésungsmitteln und ermdglichen dadurch eine Vielzahl von Endgruppenmodifikationen. 68l
Dadurch konnen sie die Loslichkeit von Verbindungen bei Konjugation verbessern und so eine
gute Loslichkeit unter physiologischen Bedingungen gewéhrleisten. Aufgrund ihrer untoxi-
schen und hygroskopischen Eigenschaften und ihrer geringen Immunogenitat werden sie in
pharmazeutischen und biomedizinischen Gebieten, 2% aber auch im industriellen Bereich ein-
gesetzt.[188-16% Somit stellen sie ideale Tragermolekiile fiir die Entwicklung von Polymer-Wirk-
stoff-Konjugaten dar, welche mit einer Vielzahl von Zytostatika hergestellt wurden.[*-1"1] Die
Kupplung von Polyethylenglykolen mit Wirkstoffen oder Proteinen resultiert in der Regel in
einer verlangerten Halbwertszeit der Wirkstoffe/Proteine in der Blutbahn, ausgeldst durch eine
verringerte Abscheidung tber die Nieren.'’?l Beispielsweise konnte PEG-Adenosin-De-
aminase zur Therapie von Adenosin-Deaminase-Defizienz die Halbwertszeit des Enzyms im

Korper von weniger als 30 min auf mehrere Stunden verlangern und die Immunogenitét des
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Proteins massiv verringern.[!®l Ebenfalls konnten Prothecan® und ein Konjugat des Zytostati-
kums Paclitaxel durch die Kopplung mit PEG, die Wasserloslichkeit im Gegensatz zum freien
Wirkstoff verbessert werden. Dadurch kénnen auf Lsungsvermittler wie Cremopher EL® bei
der intravengsen Gabe von Medikamenten verzichtet werden, welche in vielen Fallen starke

Unvertréaglichkeiten hervorrufen.[74l

Polyethylenglykole werden uber anionische, kationische oder auch durch koordinativ ringoff-
nende Polymerisationsmechanismen synthetisiert. Aufgrund der sehr guten Kontrolle Giber das
Molekulargewicht, ist die anionische Ringdffnungspolymerisation die Methode der Wahl zur
Herstellung von PEGs, sowohl im Labor, wie auch in der Technik.[!™® Als Initiator werden
Alkoxide (z.B. Kaliummethanolat)™*"®! oder Hydroxidionen fiir die Polymerisation eingesetzt
(Schema 47).1*""1 Bei dieser Reaktion wird das EO von Hydroxidion nukleophil angegriffen, so
dass die entstandene Spezies je nach Anzahl der weiteren nukleophilen Reaktionen, Polyethyl-
englykole mit gewunschter Molmasse erzielt werden. Abschlielend wird die Polymerisation

durch Zugabe einer Sdure beendet (Schema 47).
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Schema 47  Anionische Ringdffnungspolymerisation von Ethylenoxid.

4.2.2 Synthesestrategien zur Darstellung von Heterobifunktioneller Polyethylenglykole

Aufgrund der Homobifunktionalidt der Hydroxygruppen an beiden Enden der Polymerkette
sind ihre Anwendungen als Arzneimitteltrager oder fir Postmodifikationen nicht geeignet, wel-
che fur das Design von Biomaterialien oder fiir biomedizinische Anwendungen haufig entschei-
dend ist. Fir die High-Performance-Pegylierungen sind jedoch heterobifunktionelle PEGs er-
forderlich. Diese besitzen zwei verschiedene reaktive funktionelle Endgruppen, womit sie in
der Lage sind als Linker bioaktive Molekiile"® zu binden oder auch oberflacheninitiierte Po-
lymerisationen durchzufiinren.[*®! Trotz all ihrer positiven Eigenschaften ist die Anzahl kom-
merziell erhaltlicher heterobifunktioneller PEG recht iberschaubar und mit sehr hohen Kosten

verbunden.
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Direkter Ansatz

Die am haufigsten verwendete Art und Weise heterobifunktionelle PEGs zu synthetisieren ist
die anionische Ringdffnungspolymerisation von Ethylenoxid unter Verwendung von entspre-
chenden Initiatoren (Schema 48).18% Die Einfilhrung der Alken-Gruppen wird meistens durch
Initiilerung mit Allyl-Alkoholaten durchgefiihrt. Carboxylfunktionalisierte heterobifunktionelle
PEGs werden durch den Einsatz von Kaliumthiolat, welches eine Carbonsauregruppe tragt,
synthetisiert. Zeng et al. zeigten dies unter Verwendung von unterschiedlichen Thio-anioni-
schen funktionellen Initiatoren, sowohl mit geschiitzten als auch mit ungeschitzten Carbonséau-
ren.t® Aufgrund der stark basischen Bedingungen in der anionischen Polymerisation, gehen
viele funktionelle Gruppen Nebenreaktionen ein. So sind etwa bei der Einfihrung von Amin-
Gruppen Schutzgruppen notwendig. Beispielsweise wurden Trialkylsilyl-Gruppen, um Ketten-
Ubertragungsreaktionen wie bei der Synthese mit Kaliumhexamethyldisilazid (KHMDS) zu

vermeiden, zum Erhalt von PEGs mit endstandigen Amino- und Hydroxygruppen einge-
setzt,[182-183]

S N

Schema 48 Polymerisation von Ethylenoxid mit unterschiedlichen Initiatoren. a) Allyl-Alkoholat,
b) Propionsdure thiolat, ¢) Bis(trimethylsilyl) amid und d) Diethyl propanolat.
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Aufgrund ihrer Reaktivitat gegentber nukleophilen, missen Aldehyd-Gruppen ebenfalls ge-
schitzt werden. Diese konnen durch Acetale geschutzt und eingefiihrt werden. Die Rickgewin-

nung der Aldehyd-Gruppe erfolgt durch Séurebehandlung.[84-18¢]

Indirekter Ansatz

Als alternative zu dem Direkten Ansatz um heterobifunktionelle PEG zu synthetisieren, stellt
der Indirekte Ansatz dar, bei der die terminalen Hydroxygruppen von kommerziell erhaltlichen
PEGs durch die Wahl geeigneter Reaktionen modifiziert werden kdnnen. Dabei kommen
Veresterungsreaktionen,*8! die Einfiinrung von Tetrahydropyran-Schutzgruppe!*8 oder To-
sylate als Abgangsgruppe zum Einsatz.[*® Aufgrund ihrer guten Abgangsgruppeneigenschaf-

ten haben sich Tosylate (Ts) als besonders glinstig erwiesen.

H{'O\/\I\OTS
n
NaN3; DMF K,COg3 AcSH
90°C
1. NaSH, H,0
fo~ 2. HCI o
H N3 H SAc
1.TsCl, EtsN Phs HEO~FsH  NH; MeOH
2.K,CO3 AcSH MeOH N Dithiopyridine MesCl, Et;N
(0] O
Acs” Ay, HEOFn, t \/\]\S \”Jfox/\I\SA
n-1 n N _ ¢
PhsP
NH; MeOH MeOH NH;3 MeOH
Dithiopyridine Dithiopyridine
s, o H,N o) NN
| s \/\]‘Ns HS/\/fo\/‘]\NH2 ~ \/\]\81 \
N n-1 n-1 n- \NZ

Schema 49  Syntheseroute zur Darstellung heterobifunktioneller PEG Derivate nach Mahou**%,

Durch Auswahl von geeigneten Nukleophilen konnten Mahou und Wandrey eine Substanzbib-
liothek mit Stickstoff- und Schwefelhaltigen-Gruppen aufbauen.[*°]
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Synthese der a-tosyl-o-hydroxyl-PEG

Aufgrund der hoch toxischen, kanzerogenen und hochentzundlichen Eigenschaften von Ethyl-
enoxid wurde im Rahmen dieser Arbeit der indirekte Ansatz gegenlber dem direkten Ansatz
bevorzugt. Der Nachteil der indirekten Ansatz wiederrum ist die Trennung der mono, di- und
unsubstituierten Mischkomponenten voneinander. Um das Problem zu umgehen, wurde fir die
Monotosylierung PEG im Uberschuss eingesetzt. Weiterhin wurde fir die Synthese PEG mit
niedrigem Molekulargewicht verwendet, welche gute Biovertraglichkeit, aber auch aufgrund
der polaritatsunterschiede gegenuber PEG mit hohem Molekulargewicht fiir die sdulenchroma-
tographische Reinigung aufweisen.

Tosylat-Gruppen ermdglichen, aufgrund ihrer guten Eigenschaften als Abgangsgruppe, eine
Vielzahl an Substitutionsreaktionen. Somit ist ein Tosylat ein wichtiger Baustein in einem PEG-
Molkdl fiir die Einflhrung von funktionellen Gruppen. Aus diesem Grund wurde als Vorlaufer
fur die Herstellung von heterobifunktioneller PEG das a-tosyl-w-hydroxyl-PEG 137 syntheti-
siert. Als Synthesestrategie wurde die von Ogden et al.[*®! beschriebene Methode gewéhlt. Um
die Ausbeute von Monotosyl-PEG (137) zu erhohen, wurde das PEG 136 (600 g/mol) in sieben-
fachen Uberschuss eingesetzt. Dabei wurde die Alkoholgruppe mit Triethylamin zunachst
deprotoniert und mit p-Toluolsulfonsdaurechlorid (TsCl) zum gewiinschten Monotosylat Gber-
flhrt (Schema 50).

o)
1l

y /\/>OH TsCl H<O/\%O_§4©7
<O 0 NEts, CH,Cl, RT n O
136 83% 137

Schema 50 Monotosylierung von PEG (n=13).

Die Trennung monotosylierter-PEG von Ditosyl-PEG und dem im Uberschuss eingesetzten
PEG, konnte saulenchromatographisch in sehr guter Ausbeute von 83% durchgefuihrt werden.
Abbildung 19 zeigt die Massenanalyse von Polymer 137 in Abwesenheit von Ditosyl-PEG
durch MALDI-(Matrix-Assistierte Laser-Desorption-lonisierung)-TOF (Time Of Flight)-Mas-
senspektroskopie (MS).
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4700 Reflector Spec #1{BP = 613.4, 2718]
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Abbildung 19 MALDI-TOF-MS Spektrum von Monotosyl-PEG 137.

Synthese der a-funktionalisierten-m-hydroxyl PEGs

Durch die Uberfiihrung der schlechten Abgangsgruppe HO" in die gute Abgangsgruppe Tosylat,
lassen sich nun Substitutionsreaktionen am Kohlenstoffgerist durchfiihren. Fur die einzufih-
renden Gruppen konnten nur die chemisch effizienten Methoden der Klick-Reaktionen in Be-
tracht gezogen werden (siehe Kapitel 2.2). Derartige Reaktionen haben die Tendenz selektiv
nur ein Produkt mit nahezu vollstandigem Umsatz zu liefern, was die Trennung von Nebenpro-
dukten erleichtert. Die hierfur verwendeten Substitutionspartner sind in Tabelle 2 gezeigt. Die

Synthese der entsprechenden Substrate konnte in sehr guten Ausbeuten durchgefthrt werden.
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Tabelle 2 Substitutionsreaktionen an Monotosyl-PEG.
(IjI 1) Base
_ 2) Nu
H<O/\,>O S _2Nu H<O/\%O\Nu
n O n
137 138
Nu:
§ )
O =~ ToH A0
a b c
NaN o
alN3
)J\SH
d
Itzrg]g Nukleophil Losungsmittel Base Produkt Ausbeute [%]
1 a THFE NaH 138a 70
2 b THF NaH 138b 75
3 c THF NaH 138c 80
4 d DMFI - 138d 90
5 e DMFIa Ko.COs3 138e 76

[IReaktion wurde unter Argon durchgefiihrt.

Die Substitutionspartner wurden in wasserfreiem THF unter Argonatmosphére geldst, mit Nat-

riumhydrid deprotoniert und anschlieend mit Monotosyl-PEG (137) alkyliert (Eintrag 1-3).

Dabei war es wichtig, das Monotosy-PEG erst nach ca. 30 min zu der Reaktion zuzugeben, um
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die Bildung von Dimeren zu verhindern, da eine vollstdndige Deprotonierung der Alkoholgrup-
pen in folgendem Zeitraum beobachtet wurde.

Eine betrachtliche Aufmerksamkeit auf dem Gebiet der Konjugationschemie haben Azid-funk-
tionalisierte Polyethylenglykole erhalten und zwar insbesondere in der Kupfer (I)-katalysierten
Azid-Alkin-1,3-dipolaren Cyloaddition. Die Synthese erfolgte in einer nukleophilen Substitu-
tion unter Verwendung von Natriumazid in Dimethylformamid (Eintrag 4). Dabei konnte das
Produkt 138d durch Extraktion mit Dichlormethan in einer Ausbeute von 90% isoliert werden.
Die Einfilhrung der Azid-Gruppe wurde durch *H-NMR-Spektroskopie bestatigt. Zum einen
zeigt das Spektrum in Abbildung 20B die Abwesenheit der Tosylprotonen bei 2.42 ppm und
7.47-7.79 ppm, zum anderen blieb das Integral der Hydroxyl-Gruppe unveréndert, was darauf
hindeutet, dass keine Hydrolyse der Tosyl-Gruppe stattfand.

A)

L L ) JJ

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 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
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B)

. J JMH

T T T T T T T T
3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
1 (ppm)

Abbildung 20 *H-NMR von Monotosyl-PEG A) und Monoazido-PEG B).

4700 Reflector Spec #1=>SM5=>NF0.7=>NR(2.00)[BP = 759.6, 2083]
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Abbildung 21 MALDI-TOF-MS Spektrum von Anthracen 138a.

Synthese der a,m-Heterobifunktionellen PEG

Nachdem die Monofunktionalisierung der PEGs erfolgreich bewerkstelligt werden konnte,
sollte als néchstes die Einfuhrung von weiteren Gruppen erfolgen. Aufgrund der relativ be-

grenzten Reaktionsmdglichkeiten der Hydroxyl-Gruppe, sollten geeignete bioorthogonale
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Kupplungspartner eingefuhrt werden. Dabei stehen mehrere Mdglichkeiten zur Verfligung, wie
Veresterungs-, Substitutions- oder Oxidationsreaktionen um die Hydroxyl-Gruppe zu funktio-

nalisieren.

Hydrazid/Aldehyd-Kupplungspartner

Ketone und Aldehyde sind aufgrund der Tatsache, dass sie unter physiologischen Bedingungen
praktisch inert gegentiber anderen endogenen funktionellen Gruppen sind und ihrer geringeren
GroRe, attraktiv fir bioorthogonale chemische Reporter. Prototypische Beispiele sind Ami-
nooxy- und Hydrazidverbindungen, die unter leicht sauren Bedingungen Oxim- bzw. Hydrazo-
nverbindungen bilden.® Fiir die Darstellung von Aldehyden aus den entsprechenden Alkoho-
len eignen sich Oxidationsreaktionen, wie die nach Oppenauer,®Y Dess-Martin,[** Corey-
Kim['28 und Swern.[**3 Aufgrund ihrer geringen Toxizitat gegeniiber Reaktionen mit Chrom-
Reagenzien und der nicht stattfindenden Weiteroxidation von Aldehyden zur Carbonséuren,
wurde die Swern-Oxidation gewahlt. Hierfur wurde der Alkohol 138c mit Oxalylchlorid 139
und Dimethylsulfoxid bei -78°C in Dichlormethan in einer sehr guten Ausbeute zum Aldehyd
140 oxidiert (Schema 51). Dabei konnte das Produkt 140 ohne chromatographische Reinigung
isoliert werden. Anhand des *H-NMR-Spektrums konnte die Umsetzung von Edukt (138c) zum
oxidierten Produkt (140) bestimmt werden, da durch die Oxidation eine Verschiebung des Sin-
gulett-Peaks des Alkohol-Protons zum Aldehyd-Proton von 4.56 ppm zu 9.67 ppm auftritt und
somit die Oxidation sehr gut verfolgt werden konnte (Abbildung 22).
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Cl O
OHCI

Héo/\)fr?v\ 139 . ov\é O/\/)r?\/\

DMSO, CH,Cl,, NEts, -78 °C

138c 83% 140

o, 0
\—Q—/{ DIC/DMAP,
OH

CH,Cl,
100

)

Seainl

141
68%

Schema 51 Erfolgreiche Einfihrung der Aldehyd-Gruppe mittels Swern-Oxidation 140 und
Steglich-Veresterung 141.

Bei einer weiteren Methode, die gewinschte Aldehydfunkion einzufiihren, wurde auf die be-
wahrte Veresterungsmethode nach Steglich zurlickgegriffen. Hierbei war es wichtig, dass die
anzubindende Verbindung sowohl eine Sédure als auch eine Aldehyd-Gruppe besaR. Aufgrund
der kommerziellen Verfligbarkeit und der Stabilitdt aromatischer Aldehyde wurde 4-
Formylbenzoesdure (100) als geeignetes Edukt gewahlt. Bei der Umsetzung des Alkohols 138c
mit 1.3 Aquivalenten 4-Formylbenzoesaure 100 sowie DIC als Kupplungspartner in Dichlor-
methan, unter Verwendung von DMAP als nukleophilem Katalysator, konnte das Produkt 141

durch Saulenchromatographie in einer Ausbeute von 70% isoliert werden (Schema 51).
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Abbildung 22 *H-NMR-Spektrum des Aldehyd-PEG 140.

Da flr die Hydrazid-Kupplung neben der Aldehydfunktion die Hydrazid-Einheit benétigt wird,
sollten ebenfalls Hydrazid-funktionalisierte Polyethylenglykole synthetisiert werden. Carbon-
séurehydrazide lassen sich durch Umsetzung von Carbonséureestern mit Hydrazin herstellen.
Aber auch durch Verwendung von Chloroformate lassen sie sich darstellen. Chloroformat wie
das para-Nitrophenylchloroformat (p-NPC) ist eines der gebrauchlichsten Reagenzien zur Ak-
tivierung von Alkoholen, Thiolen und Aminen zur Bildung von Carbamaten und Polycarbona-
ten fiir Biomaterialien.[** Die erhaltenen Carbonate und Carbamate sind haufig stabil, so dass
sie saulenchromatographisch oder durch Umkristallisation gereinigt werden konnen.[%]

Hierfiir wurde der Alkohol 138c bzw. 138d mit Triethylamin in Dichlormethan deprotoniert
und bei 0°C mit para-Nitrophenylchloroformat 145 umgesetzt. Aufgrund der Hydrolyseemp-
findlichkeit von Chloroformate, war es wichtig die Reaktion in wasserfreien Dichlormethan
durchzuftihren. Dabei konnten die aktivierten Polyethylenglykole 142c und 142d in Ausbeuten

bis 82% isoliert werden (Schema 52).
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O

O\
p-NPC o)L{o/\/fn R
H R 145
fo™>r -
n EtsN, CH,Cl,

NO,
R = Allyl, (138¢) R = Allyl, 80% (142c)
R = CH,CH,N;, (138d) R = CH,CH,N;, 82% (142d)

Schema 52  Aktivierung der Hydroxyl-Gruppe mittels p-NPC.

Der néchste Schritt bestand darin die Carbonate in die entsprechende Hydrazid-Gruppe zu tber-
fuhren. Die direkte Reaktion mit Hydrazinhydrat wirde zu verschiedenen Produktgemischen
aus Mono- und Dihydraziden, sowie dem Hydrolyseprodukt fuhren. Daher wurde das tert-Buty-
loxycarbonyl (Boc) geschiitzte Hydrazin als Reagenz verwendet. Die Aktivierten Alkohole
142c, 142d wurden daraufhin mit tert-Butylcarbazat 143 in Dichlormethan in einer Eintopfre-
aktion mit anschlieRender Entschitzung mit Trifluoressigsédure umgesetzt. Aufgrund der guten
Reinheit der Rohprodukte konnte in beiden Fallen auf eine chromatographische Produktaufrei-

nung verzichtet werden.
O )O]\
1) HN. J<
)% /\3[0\ ) HN o
2 TFA H,N < O.
) 2 N)L(O/\>/ R
H n

CH,Cl, 8 h, RT

NO,
R = Allyl, (142c) R = Allyl, 83% (144c)
R = CH,CH,N3, (142d) R = CH,CH,N3, 85% (144d)

Schema 53 Erfolgreiche Einfiihrung der Hydrazid-Gruppe.

Thiol/En-Kupplungspartner

Thiol-funktionalisierte Polyethylenglykole sind sehr gute PEGylierungsmittel. Durch die Funk-
tionalisierung von Nanopartikeln erhéhen sie zum Beispiel deren Stabilitdt und Hydrophilie,
was zur Folge hat, dass dadurch die Toxizitét in biologischen!*® Systemen reduziert wird.[*%"]

Aber auch die F&higkeit Hydrogele tber die Michael-Additionsreaktionen zu bilden wurden in
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verschiedenen Bereichen wie Drug Delivery,'%! Tissue Engineering!*®! sowie in Zellverkap-

selungen!?® peschrieben. %

Zunachst wurde die aktive Spezies 141d mit Cysteamin 146 in Dichlormethan fur 24 h umge-
setzt. Allerdings war der Umsatz nicht zielfiihrend, da eine Trennung von den Nebenprodunk-

ten (teils Dimere und Ausgangsverbindung) nicht erfolgreich war (Schema 54).

)CJ)\
o)
p-NPC o O/\/é \/th NS

o]
145 146
H(o\/>F]N3 - v . A HS\/\NJJ\O/\/{O\/%N;g
Et;N, CH,Cl, CH,Cl, H n
138d 82% NO, 142d 147
89% ,D-TSCl
EtsN, CH,Cl,
o)

A 0
Ts‘(o\/>\N3 149 )J\ /\/éo\/é\ 1) NaOH, MeOH /\/éo\/%
" K,COj3, DMF S N HS Ns

n '3 2)HCI, Hy,0

148 84% 150 78% 151

Schema 54 Synthesestrategie zur Darstellung von Thiol-PEG 151.

Aufgrund der Sensibilitat der Thiole gegenuber Oxidation durch die Bildung von Dimeren
(Disulfid-Bindung), wurde Thioacetat als Schutzgruppe eingefuhrt. Ausgehend von HO-PEG-
N3 138dwurde die freie Hydroxyfunktion mittels p-TsCl in eine Abgangsgruppe uberfiihrt. Die
erhaltene Tosyl-Gruppe wurde nun mit dem in situ gebildeten Kaliumthioacetat in DMF in ein
PEG mit geschutzter Schwefelfunktion 150 Uberfiihrt. Die Entschiitzung wurde unter Argonat-
mosphare und unter Sauerstoffausschluss mit Natriumhydroxid durchgefihrt. Anschlie3end
wurde mit Salzséure angesduert und mit Dichlormethan extrahiert, wodurch das gewiinschte

Thiol-PEG 151 in einer Ausbeute von 78% erhalten werden konnte.

Nun musste der passende Kupplungspartner fur die Michael-Additionsreaktion mit Thiolen
synthetisiert werden. Alternativ zu den beschriebenen Allyl-PEGs, eignen sich hierfir sehr gut
Maleimide. Maleimide werden oft mit Polyethylenglykolen verknupft, welche als Linker fir
die Biokonjugation und Markierung von Biomolekdilen, einschliellich Proteinen und Peptiden
verwendet werden.[?%!1 Diese elektrophilen Substanzen, die eine hohe Selektivitit gegeniiber
Thiolen aufweisen, reagieren in einer Michael-Addition in leicht saurem pH-Bereich mit Thio-

len unter Bildung von stabilen Thioetherbindungen (siehe Kapitel 2.2.3). Zur Synthese des 3-
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Maleimidpropanséurechlorids wurde die von Jing et al. beschriebene!?®l Methode verwen-
det.!28 Hierbei wurde 3-Maleinsiureanhydrid 152 in Eisessig gelost und mit g-Alanin 153 ver-
setzt. Die erhaltene S&ure 154 wurde anschliefend mit Thionylchlorid nahezu quantitativ zum

gewilinschten Saurechlorid 155 umgesetzt (Schema 55).

0O

P H2N/\)J\OH i Q i Q
H:éb 153 . E:iN/\\/J\OH sOCl, H:éN/\\/J\C
ACOH, 6 h, 120 °C CH,Cly, 5 h, 50 °C
e
155

o) 85% o 95%
152 154

Schema 55 Synthese des Saurechlorids 155.

Das erhaltene Saurechlorid (155) konnte nun in einer Schotten-Baumann-Reaktion mit der Al-
koholgruppe des Azido-PEGs 138d umgesetzt werden (Schema 56). Nach sédulenchromatogra-
phischer Reinigung konnte die Zielverbindung 156 in einer Ausbeute von 65% erfolgreich iso-
liert werden. Aufgrund der elektronenziehenden Gruppen und der daraus resultierenden Reak-
tivitat der Doppelbindung der Maleimid-Einheit, konnte eine Nebenreaktionen mit der Azid-
Gruppe nach 24 h beobachtet werden (Abbildung 23), so dass die Verbindung unter speziellen
Bedingungen (Eisfach) gelagert werden musste.

EtsN, CH,Cl,, RT, 24 h

0 o) 0 o)
138d o
E‘IEN/\)J\CI . E‘léN/\)J\O/\/é \/th
(0] (0]
155 65% 156

Schema 56 Erfolgreiche Einfihrung der Maleimidgruppe.
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4700 Reflector Spec #1[BP = 849.6, 1782]
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Abbildung 23 MALDI-TOF-Spektrem von Maleimid-PEG-Azid 156 (oben) und dem Nebenprodukt
(unten).
Die Doppelbindung der Maleimide dient, auBerdem als Dienophile in der Diels-Alder-Reak-

tion.

Diels-Alder-Kupplungspartner

Bei der Diels-Alder-Reaktion handelt es sich um eine pericyklische Reaktion, bei dem ein Dien
und ein Dienophil miteinander reagieren (siehe Kapitel 2.2.4). Die Tatsache, dass Diels-Alder-
Reaktionen in Wasser beschleunigt werden, macht es sie zu einem wichtigen Werkzeug flr die
post-synthetische Biokonjugation.[?°? Als Dien wurde hierfiir die 9-Anthracencarbonsaure 157

ausgesucht. Die ersten Veresterungsversuche nach Steglich lieferten jedoch nur Umsétze im
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Bereich von etwa 30-40%, so dass die Reaktivitdt der Carbonséuregruppe erhoht werden
musste. Dies gelang nach Bawa et al. durch die Umsetzung von 9-Anthracencarbonséure mit
Thionylchlorid bei 60 °C in einer Ausbeute von 92%.2%%1 Das erhaltene Saurechlorid 158 wurde
ohne weitere Aufreinigung mit dem Alkin-PEG-OH 138b unter Verwendung von Triethylamin
als Base in Dichlormethan zu dem entsprechenden Ester umgesetzt. Das gewiinschte Produkt
159 konnte nach saulenchromatographischer Reinigung in einer guten Ausbeute isoliert werden
(Schema 57).

L e
bty e bRl

NEt,, CH,Cl,

138b 70% 159 O

Schema 57 Erfolgreiche Synthese von a-acetyl,m-anthracenyl PEG 159.

4.2.3 Multivalente Polyethylenglykole

Eines der Hauptziele der Polymerchemie ist das Erreichen von gut definierten makromolekula-
ren Architekturen sowie das Steuern der Polymereigenschaften, um die Anforderungen von
neuen Technologien wie die Bio- und Nanotechnologie zu erfiillen.[2%4-2051 Dabei werden die
Polymereigenschaften hauptséachlich durch die prézise Steuerung der Zusammensetzung, des
Molekulargewichtes, der Polydispersitat und der Funktionalitit beeinflusst. Der Grad an Ver-
zweigung der Polymere ist eine nitzliche strukturelle Variable, die in Gegenwart von verschie-
dener Funktionalititen ausgenutzt werden kann.[?%8! Hierbei konnte gezeigt werden, dass ver-

zweigte Architekturen eine kompaktere Struktur im Vergleich zu linearen Polymeren mit dhn-
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licher Molekulargewicht aufweisen. Dadurch steigt die Beladungskapazitat und somit die An-
zahl der terminalen Gruppen fur Konjugation, was fur die Lieferung von niedermolekularen
Arzneimitteln entscheidend ist. Darlber hinaus ermdglichen verzweigte Polymere eine bessere
Kapselung von Medikamenten und verhindern somit deren Zersetzung im Organismus. Ebenso
veréndern sie die physikalischen und Verarbeitungseigenschaften wie Kristallinitat, Schmelz-
und Losungsviskositét eines Polymers. Eine verzweigte Polymerstruktur wird als ein nichtline-
ares Polymer beschrieben, dass aus mehreren Gertistketten ausgehend von Verzweigungspunk-
ten (dem sogenannten Core) besteht.l2%7-2%81 \verzweigte Polymere umfassen im Wesentlichen
Stern,[20%-210 Miktoarm Stern, 2112121 H-Typ, 223l makrocyclischel?4 und dendrimerartige Stern-
polymere, 252161 \welche im Vergleich zum linearen Analoga bessere Protein abweisende Ei-

genschaften besitzen.[?*"]

Zur Darstellung von Sternpoylmeren unterscheidet man hier im Wesentlichen zwischen drei
Methoden. Bei der ,,Core-first“-Methode werden multifunktionelle Initiator- oder Abbruchrea-
genzien eingesetzt, um Sternpolymere mit einer definierten Armzahl zu erhalten. Bei der ,,Arm-
first“-Methode wird zuerst ein lineares Polymer (der sogenannte Precursor) hergestellt. Dieser
wird dann im Anschluss mit einem bifunktionellen Monomer, meistens Divinyl-Verbindungen,
umgesetzt. Hierbei bildet sich ein Sternpolymer mit einem hochverzweigten Zentrum. Ein wei-
terer Ansatz ist die ,,Coupling-onto““-Methode, bei der ein lineares Precursor mit reaktiven funk-
tionellen Gruppen (ber Ligationsreaktionen mit einem multifunktionalen Zentrum geknupft
wird (Abbildung 24).



Hauptteil 82

Core-first
F e " izati
& o o poymenza}non
’ + e o —)
(F F) °
multifunctional monomers
core
Arm-first

polymerization crosslinking
ANGE V\‘& B
reactive I
precursor

Coupling-onto
chemical
reaction
NS o ~ 3

¥ AN

reactive " R
multifunctional
precursor core

Abbildung 24 Synthesestrategien zur Darstellung von Sternpolymeren. 2%

Obwonhl die erstgenannten Methoden ein leistungsfahiges Werkzeug flr Sternpolymere bieten,
bleiben dennoch einige Herausforderungen in Bezug auf die Reinheit, strukturelle Homogenitat
und Molekulargewichtsverteilung. Das Hauptproblem in der ,,Coupling-onto“-Methodik liegt
in der haufig ineffizienten Kupplungsreaktion zwischen den Polymerketten und der multifunk-
tionalen Kern. Durch die Einfihrung des Klick-Konzeptes durch Sharpless wurde das Konzept
unter anderem zur effektiven Synthese von Sternpolymeren verwendet. So konnten Matyjas-
zewski und Gao als erste tiber CUAAC die Synthese von A3- und A4-Typ homoarm Sternpoly-
meren erfolgreich durchfiihren.[?%! In einem weiteren Bericht von Tunca et al. wurde die Syn-
these von sogenannten Miktoarm-Sternpolymeren, d.h. zusammengesetzt aus Armen unter-
schiedlicher Polymerarten beschrieben. Dabei konnte mit einem trivalenten Kern, an dem in
drei aufeinanderfolgenden Schritten verschiedene Klick-Reaktionen wie Diels-Alder, CUAAC
und Nitroxid-Radikal Kupplungsreaktion (NRC) erfolgreich durchgefiihrt werden. Hierbei ent-
stand ein Miktoarm-Sternpolymer bei der jeder Arm aus einem anderen Polymer (Polyethyl-

englykol, Polystyrol, Polycaprolacton) bestand.[?8l
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Schema 58  Miktoarm Sternpolymer nach Tunca.[?8l

Jedoch konnte aufgrund der nicht vorhandenen Endgruppen im Sternpolymer keine Weiter-
funktionalisierung durchgefuhrt werden, welche zum Aufbau von komplexen Geometrien von
Noten sind. Da es fiir die Synthese solcher komplexen Strukturen bisher kaum Beispiele in der
Literatur gibt, sollte das Hauptaugenmerk hierauf liegen. Aufgrund der verschiedenen funktio-
nellen Gruppen im Kernmolekil musste fur eine orthogonale Ligation eine geeignete Route
entwickelt werden. Daher sollten zundchst die in der Diplomarbeit durchgefiihrten Synthesen
mit monosubstituiertern Methoxy PEGs und trivalenten Molekile im Hinblick auf die Durch-
flhrung mit heterobifunktionalierter PEGs Ubertragen werden. Dabei konnten aus Zeitgriinden
nur die Hydrazid/Aldehyd-Kupplungsmethode und die Kupfer-katalysierte Alkin-Azid-Cyc-
loaddition (siehe Kapitel 1.3) durchgefuhrt werden. Das trivalente Molekul 160 wurde zunéchst
mit dem zuvor synthetisierten a-Hydrazid-o-allyl PEG 144c in Methanol bei 60 °C umgesetzt
und nach saulenchromatographischer Aufreinigung konnte das trivalente PEG 161 in einer Aus-

beute von 70% erhalten werden (Schema 59).
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Schema 59  Synthese des a-bifunktionalierten PEGs 161 tiber Hydrazid/Aldehyd-Kupplung.

In Abbildung 25 wird das MALDI-TOF Massenspektrum der erfolgreich synthetisierten mul-
tifunktionalen PEG (161) gezeigt.
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MALDI-TOF-Spektrum von a-bifunktionaler-o-allyl PEG 161.
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Nachdem die Hydrazid-Kupplung erfolgreich durchgefiihrt werden konnte, sollte die CUAAC
getestet werden. Hierbei wurde das trivalente Ausgangsmolekil 92a in einer tert-Butanol/Was-
ser Mischung mit dem Alkin-funktionalisierten PEG 159 und Kupfersulfat umgesetzt. Durch
die Zugabe von Natriumascorbat wird das Cu(ll)-Salz zur katalytisch aktiven Cu(l)-Spezies
reduziert, welche wiederrum als Katalysator fungiert. Die Aufreinigung erwies sich hierbei je-
doch als schwierig, da nicht umgesetztes PEG eine vergleichbare Polaritadt wie das Produkt
aufwies, so dass die Ausbeute des Produkts 162 nur 20% betrug (Schema 60).
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Schema 60 Synthese des a-bifunktionalierten PEGs 162 Uber CUAAC.

Eine Optimierung der Reaktionsbedingungen konnte nicht durchgefuhrt werden. Eine Optimie-
rung der Reaktion konnte durch den Uberschuss des trivalenten Startermolekiils, Verlangerung
der Reaktionszeit, sowie durch Auswahl geeigneter Cu(l)-Katalysatoren erreicht werden. Auf-
grund des hydrophoben Charakters der Startermolekiile, wére zudem eine Optimierung durch

die Wahl geeigneter Losungsmittel moglich.
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4.3 Linkersysteme zur Funktionalisierung von Metallorganischen Gerdist-
verbindungen (MOFs)

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit bestand in der Synthese von sowohl neuen Primér- als auch
Sekundarlinkern (Crosslinker) flr die Funktionalisierung von SURMOFs (Surface Mounted
Metal Organic Framworks) und dessen Uberfiihrung in ein stabiles pordses Gel (SURGELS:
surface-grafted gels). Durch den Einsatz dieser Linker kdnnen die physio-chemischen Eigen-
schaften der Gele veréndert, und die PorengroRe dieser Materialien moduliert werden. Diese
Arbeiten wurden in Kooperation mit Dr. Manuel Tsotsalas aus dem Arbeitskreis von Prof. Woll

durchgefiihrt.

4.3.1 Metallorganische Gerustverbindungen

Die Klasse der Metal-Organic Frameworks wurde erstmals 1995 in der Literatur von Prof.
Yaghi erwahnt.?*% In den letzten sechszehn Jahren haben sich metall-organische Gertistverbin-
dungen (engl.: Metal-Organic-Framworks, MOFs) als eine neue Klasse pordser Hybridmateri-
alien entwickelt.[?29-2231 MOFs bestehen sowohl aus anorganischen Metalloxocluster als auch
aus mehrzahnigen organischen Linkern, die mehrere Cluster miteinander verknupfen und heben
sich dadurch gegenuber anderen pordsen Stoffen, wie z.B. Zeolithen Kohlenstoffmaterialien,
durch ihren modularen Aufbau ab. Durch die Wahl geeigneter Linker und Cluster lassen sich
so ein-, zwei-, oder dreidimensionale Geriiste aufbauen, wobei die Porengrofie als auch deren
Gestalt sich leicht und effizient variieren lassen. In den dadurch entstehenden Poren befinden
sich Losemittelmolekile (meist Formamide und Alkohole), die im Vakuum oder thermisch ent-
fernt werden, wodurch verschiedenste ,,Gastmolekiile” eingelagert und wieder abgegeben wer-
den konnen. Fir die Darstellung von MOFs wurden unterschiedliche Methoden entwickelt, wie
z.B. die Solvothermal-Synthese,??! Kolloidaldeposition,1??! Gellagen-Synthesel??! und die
Fliissigphasen-Epitaxie (LPE).1227-2281 Aufgrund ihrer chemischen Vielseitigkeit und ihrer be-
sonderen Struktureigenschaften sind MOFs préadestiniert fir Anwendungen wie, Gasspeiche-
rung,122°-231 Reinigung von Gasen,?% Sensorik, 233234 heterogene Katalysel?®! und zur kon-

trollierten Freisetzung von Wirkstoffen.[236-237]

4.3.2 Synthese der Vernetzter fur postsynthetische Modifikationen an MOFs

Im Bereich der Gesundheit liegt der Fokus von Forschungsgruppen auf der Erforschung von
unterschiedlichen Krankheiten um neue Therapieformen und innovative Arzneimittel zu entwi-

ckeln. Eine der grolRen Herausforderungen liegt in der effizienten Abgabe von Arzneimitteln
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(eng.: drug delivery) an ihrem Wirkungsort unter Verwendung von nicht-toxischen Nanocar-
riern. Die am haufigsten verwendeten Systeme, die im Bereich des Drug-Delivery untersucht
wurden, sind Polymere, dendritische Makromolekiile, Liposome und Zeolithe. So sind MOF-
Strukturen, die schichtweise auf der Oberflache von Substraten wachsen (SURMOF) lassen,
eine besonders interessante Klasse von MOFs bezogen auf die Anwendung in der Oberfléchen-
beschichtung. Jedoch eignen sich die SURMOFs selbst, aufgrund ihrer ausgepragten Wasser-
empfindlichkeit und der geringen Bioverfligbarkeit, nicht fiir den Einsatz in biologischen Um-

gebungen. 2%

Daher wurde versucht, einen alternativen Ansatz fir die Herstellung von metallfreien, 3D-
strukturierten Beschichtungen zu finden. Hierbei sollten Linker synthetisiert werden, die eine
Kupferfrei-Klickreaktion (siehe Kapitel 2.3.3) erlauben und dabei mindestens zwei solcher
Gruppen beinhalten, um eine Quervernetzung zu ermdglichen. Da jedoch Verbindungen, wie
z.B. zyklische Oktine, die eine Kupferfrei-Klickreaktion eingehen, meistens nicht kommerziell
erhaltlich oder sehr teuer sind und deren Synthese tber viele Stufen ablauft, sollte eine einfache
und zugleich effiziente Methode entwickelt werden um vergleichbare Linker darzustellen. Hier-
flr wurde Propiolséure (163) aufgrund seiner Dienophilie bzw. Dipolarophilie in Diels-Alder-
Reaktionen bzw. 1,3-dipolaren Cycloadditionen gewahlt, welches bereits im Arbeitskreis von
Prof. Lahann erfolgreich angewendet wurde.!% In einer Fischer-Veresterung konnte das Tri-
methylolethan(tripropiolat) 164 aus Trimethylolethan 163, welches in zwei Stufen aus Formal-
dehyd und Propanal zugénglich ist, und Propiolséure 163 unter Verwendung von katalytischen
Mengen an para-Toluolsulfonsdure in Toluol, nach saulenchromatographischer Aufreinigung

in einer Ausbeute von 90% erhalten werden (Schema 61).

p-TSA, Toluol, 24 h, A (0]

OH
92% 07N
4

162 16
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HO OH

Schema 61 Synthese des Triesters 164 tiber Fischer-Veresterung.

Im ersten Schritt der Synthese zur Darstellung von SURMOFs, wurde zuné&chst tber die Flis-
sigphasen-Epitaxie-Methode auf einem festen Substrat ein MOF mit Diazido-stilbendicarbon-

sédure 165 (DA-SBDC) aufgewachsen. Durch Rontgendiffraktion konnte die Anwesenheit
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hochgeordneter kristalliner Filme gezeigt werden. Im néchsten Schritt wurde der elektronen-
arme Alkin-Linker 164 in Abwesenheit eines Kupferkatalysators mit den AzidGruppen von
DA-SBDC 165 untereinander quervernetzt. Der Erfolg der Klickreaktion wurde durch Infrarot-
Reflexions-Absorbtions-Spektroskopie (IRRAS) nachgewiesen. Hier wurde die Azidbande bei
2127 cm™ nach der Reaktion wesentlich kleiner und das Erscheinen sowohl der C=0O Streck-
schwingungsbande bei 1730 cm™ als auch die C-O-C Streckbande bei 1250 cm™, die den Car-
bonylgruppen des Crosslinkers (164) zuzuordnen sind, deutlich zu erkennen (Abbildung 27).
Im letzten Schritt wurden die Kupferionen aus dem Ger(st durch das Eintauchen in Ethylendi-

amintetraessigsaure-Losung (EDTA) herausgeldst (Abbildung 26).
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Abbildung 26 Schematische Darstellung von der a) Synthese des SURMOFs, b) Quervernetzung mit
164, sowie c) Entstehung des SURGELSs nachdem Entfernen der Kupfer-lonen. (Grafik
Dr. Manuel Tsotsalas)

Das IRRA-Spektrum (Abbildung 27) zeigt, dass die Carboxylbanden (1610-1550 cm™ fiir die
asymmetrische und 1420-1300 cm™ fiir die symmetrische Schwingung), die nicht mehr an Kup-
ferionen koordiniert sind, nach der Behandlung mit EDTA verschwinden, sowie die Anwesen-
heit der Carbonylbanden (1730 cm™ und 1250 cm™ des Crosslinkers (164).
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Abbildung 27 IRRA-Spektren von SURMOF (schwarz), nach der Quervernetzung mit Tripropiolat
(rot) und des SURGELSs nach Behandlung mit EDTA (blau). (Grafik Dr. Manuel Tsot-
salas)2%

Um die Stabilitat der SURMOFs vor und nach der Quervernetzung zu demonstrieren, wurden
Rasterkraftmikroskop-Aufnahmen (Atomic Force Microscop, AFM) nach Behandlung mit
EDTA-LGsung durchgefiihrt. Nach bereits finf Minuten zeigte das unmodifizierte SURMOF
eine schnelle Zersetzung nach Eintauchen in ETDA-LGsung, wohingegen beim quervernetzten
SURMOF kein Zerfall beobachtet wurde (Abbildung 28). Somit konnte gezeigt werden, dass
nach Entfernen der Kupferionen ein SURGEL, mit einer hohen Stabilitat unter biologischen

Bedingungen, aus miteinander vernetzten organischen Bausteinen ubrig bleibt.
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Abbildung 28 AFM-Aufnahmen von strukturierten SURMOFs links: unmodifizierter SURMOF nach
Behandlung mit EDTA. Rechts: SURMOF nach Quervernetzung mit 164, sowie Be-
handlung mit EDTA. (Grafik Dr. Manuel Tsotsalas)

Um das Potential des SURGELS als Substrat fiir biologische und medizinische Anwendungen
zu demonstrieren, wurde das SURGEL mit Arabinose imprégniert und anschliefend mit gen-
modifizierten Bakterien, die einen GFP-Switch haben, besiedelt. Die Induktion der green flu-
orescent protein (GFP) Exprimierung zeigte, dass die freigesetzten Botenmolekiile ortsspezi-
fisch aufgenommen wurden. Abbildung 29 zeigt die fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen
von P. putida pJN::GFP Bakterien nach Inkubation an der mit Arabinose beladenen SURGEL
Oberflache und die entsprechende Referenz ohne Arabinose. Somit konnte gezeigt werden, dass

sich SURMOFs mit bioaktiven Molekiilen, flr die gezielte Manipulation von anhaftenden Zel-

len eignen.
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Abbildung 29 Schematisch Darstellung und fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen von P. putida
pJN::GFP Bakterien auf SURGEL Substrat nach 24 h Inkubation. Links: Bakterien an-
gesiedelt auf mit Arabinose geladenes SURMOF Substrat. Rechts: Mit Bakterien ange-
siedeltes ,,leeres SURGEL Substrat. (Grafik Dr. Manuel Tsotsalas)

In einer weiteren Publikation konnte die erfolgreiche Herstellung von SURGEL Kapseln (mag-
GELs) durch das Wachsen hierarchisch strukturierter SURMOF auf magnetischen Nanoparti-
kel, mit anschlieBender Quervernetzung durch Trimethylolethan(tripropiolat) 164 und Behand-
lung mit EDTA-L6sung, gezeigt werden. AulRerdem konnte demonstriert werden, dass mag-
GEL Kapseln mit kontrollierter GréRe und Form, Uber layer-by-layer Synthese (Schicht-fur-
Schicht; dies ermdglicht die Konstruktion von mehrschaligen Systemen, wobei jede MOF-
Schale mit unterschiedlichen Funktionen modifiziert werden kann) hergestellt und mit Farb-
stoffmolekiilen beladen werden konnen. Diese Kapseln erméglichen wiederrum die kontrol-
lierte Abgabe, bei dem die Innenschale als Reservoir und die AufRenschale mit einem Polymer-
netzwerk als Membran dient. Die beladenen Farbstoffmolekiile kénnen in Abhdngigkeit des
pH-Wertes der umgebenden Medien freigesetzt werden (Abbildung 30). Durch Freisetzungski-
netik Studien konnte im basischen pH Bereich die Freisetzung der Farbstoffmolekiile demons-

triert werden.[240]
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Abbildung 30 Schematische Darstellung der mehrstufigen Synthese der mit Farbstoff beladene und
quervernetzten magGEL Kapsel.[?% (Grafik Sophia Schmitt)

Dies zeigt unter anderem das hohe Potential solcher hierarchisch strukturierter Polymeren in
biologischen und medizinischen Anwendungen. So kdnnten unter anderem oral zu verabrei-
chende Medikamente in solche Systeme aufgenommen und an Orten mit entsprechenden pH-
Wert abgegeben werden. Statt in der sauren Umgebung des Magens, kann das Medikament erst
im Darm oder in der Blutbahn absorbiert werden. Das basische Milieu des Darms wiirde die
Freisetzung der Medikamente ermdglichen. Unter anderem kénnen durch Variation der Primar-
und Sekundarlinker sowohl die Netzwerktopologie als auch ihre physikalisch-chemischen Ei-

genschaften verandert werden.

Durch den erfolgreichen Einsatz des Quervernetzers (164) in SURGELSs, entsprang die Idee der
Synthese von neuen Quervernetzer der Form AB., welche zudem (ber freie funktionelle Grup-
pen eine Kontrolle Uber die Struktur des MOFs erlauben sollten. So sollte eine neue Gruppe
welche ebenfalls die Anforderung einer Klick-Reaktion erfillt, fir die postsynthetische Modi-
fikation von SURMOFs hergestellt werden. Die im Kapitel 4.1.1 in drei- bzw. zwei Stufen
bereits vorgestellten Allyl-Verbindungen 91c bzw. 117 wurden als Ausgangsverbindungen aus-
gewdhlt. Das Allyldiol 91c konnte unter den gleichen Bedingungen, wie bei der Synthese des
Tripropiolats (164), zum gewunschten Dipropiolat 166 in einer Ausbeute von 80% erhalten

werden (Schema 62).
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Schema 62 Synthese von Dipropiolat 166 mittels Fischer-Veresterung.

Als alternativer Quervernetzer flr das Dipropiolat (166) wurde ein aromatisches System ge-
wahlt, denn in der Literatur konnten gezeigt werden, dass die Adsorbtionskapazitat von Was-
serstoff durch die Erhéhung der Phenylringe in pordsen MOFs verbessert werden kann,[241-243]
Das Dimethoxyisophthalat 117 wurde zunéchst durch Reduktion mit Lithiumaluminiumhydrid
in THF unter Reflux in das korrespondierende Diol 167 (berflhrt. AnschlieBend wurde es mit

Propiolsaure (163) zum gewinschten Diester 168 verestert (Schema 63).

o) o}
e o
LIA|H4 163
THF, 24h.4 p-TSA, Toluol, A OL
\ 85% \ 79% =
17 167 168

Schema 63 Synthese der benzylischen Diester 168.

Obwohl beide Quervernetzer (166 und 168) bisher nicht in SURMOFs zum Einsatz kamen, so
erlauben diese Strukturen neben der dipolaren Cycloadditon mit Aziden, auch die Thiol-En-
Reaktion fir eine bioorthogonale postsynthetische Modifikation in SURGELSs mit anderen Bi-
omolekdlen.
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4.3.3 Synthese der Primarlinker

Die Synthese von Primarlinkern, die fur den Aufbau von SURMOFs verwendet werden, ist
meistens durch Kreuzkupplungsreaktion zu bewerkstelligen. Solche Kupplungsreaktionen sind
sehr anspruchsvoll und mit groem Aufwand verbunden, vor allem wenn die Linker noch funk-
tionelle Gruppen beinhalten. So sollte eine Syntheseroute ausgearbeitet werden, die einen leich-
ten und effizienten Zugang an funktionalisierten Primarlinkern ermdglicht. Als Ausgangsver-
bindung wurde das kommerziell erhéltliche 2,6-Dihydroxyanthraquinon (169) gewéhit. Im ers-
ten Schritt wurden die beiden Ketogruppen unter Verwendung von Natriumborhydrid und Nat-
riumcarbonat reduziert. Nach Ansduern mit Salzsaure konnte das 2,6-Dihydroxyanthracen 170
nach séulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 80% erhalten werden. 244!
Fur die Einflhrung der Sauregruppen, die fur den Aufbau der Metallclustern von Néten sind,
wurde Bromacetat 171 verwendet. So konnte in einer nukleophilen Reaktion unter Verwendung
von Kaliumcabonat als Base, das Dialkoxyanthracen 172 in guten Ausbeuten erhalten werden.
AbschlieRend wurden die tert-Butylgruppen unter Verwendung von Trifluoressigsaure in na-
hezu quantitativer Ausbeute zum gewunschten Dicarbonsdure 173 abgespalten werden
(Schema 64).
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Schema 64  Synthese des Primérlinkers 173.

In der Literatur gibt es lediglich eine Handvoll Beispiele von MOFs basierend auf Anthracen-

Derivaten. Neben ihrer Verwendung als Linker fur die Herstellung von MOFs, eignet sich das
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Anthracengerust ebenfalls zur kontrollierten Aufbau von MOF-Schichten. Durch die Wahl ge-
eigneter Crosslinker konnten somit die MOFs in einer Diels-Alder-Reaktion aufgebaut werden.

Wie schon bereits erwéhnt spielen bioorthogonale Ligationen flr biologische Anwendungen
eine groRe Rolle. Neben der Synthese des Primérlinkers (173) sollte ein neues System entwi-
ckelt werden, welche die Kriterien der bioorthogonalen Ligation erfillt. Wie bereits bei der
Synthese der Crosslinker und der Anwendung in der kupferfreien Cycloaddition gezeigt, erfullt
die Propiolséure (163) diese Kriterien. Propiolsédure wird in drei Stufen aus Maleinsdure zu-
nachst durch Bromierung, doppelter Dehalogenierung im basischen Medium und anschliel3en-

der Decarboxylierung dargestellt (Schema 65).

o) o) o MO0
HO B, Ho Br on "Op©
o ) T o — I —
Br -CO, l
o 0 HO™ Yo

174 175 176 163

Schema 65 Darstellung der Propiolséure (163).

Hierbei eignet sich die Vorstufe 176 zur Synthese von AB»-Primérlinkern. Zunéchst wurde die
Acetyldicarbonsdure (176) in einer Testreaktion einer kupferfreien Klickreaktion mit Benzyla-
zid 178 getestet. Dabei konnte mittels DC-Kontrolle (Dlnnschichtchromatographie) die voll-
standige Umsetzung nach nur 30 Minuten beobachtet werden (Schema 66).

N3

/—o o—\ 178 R _
CHCls, 30 min, RT oﬁo
3 S min, — N
177 179

Schema 66 Kupferfreie-Klick-Testreaktion mit Benzylazid.

Aufgrund ihrer hohen Reaktivitat wurde Acetyldicarbonsdure (176) als Kerngerist verwendet.
Fir die Einfihrung aromatischer Carbonsduren, wurde 4-Hydroxybenzoeséure (180) als

Veresterungspartner ausgewahlt. Um jedoch die Bildung von Nebenprodukten zu vermeiden,
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wurde zundchst die Carbonsdure der 4-Hydroxybenzoeséure 180 mit tert-Butanol in einer
Steglich-Veresterung zum tert-Butylester 181 in einer Ausbeute von 75% uberfihrt. Die an-
schlielende Veresterung mit Acetylendicarbonsdure 176 unter Verwendung von DCC als
Kupplungspartner, sowie DMAP als Katalysator, verlief in méRigen Ausbeuten. Hierbei wur-
den keine Versuche unternommen die Ausbeuten zu steigern, welche jedoch unter Verwendung
von unterschiedlichen Lésungsmitteln und reaktiveren Kupplungspartner hétte gesteigert wer-
den koénnen. AbschlieBend wurden die beiden tert-Butylgruppen unter Verwendung von Trif-
luoressigsaure in Dichlormethan abgespalten. Die gewiinschte Verbindung 183 konnte durch

Extraktion in einer sehr guten Ausbeute erhalten werden (Schema 67).

0]
>—< >—OH
HO

180

t-BuOH
75% | DCC, DMAP, THF

(0]
d -
(o}
) 0
O O —
>%< 181 O>_©70 04©—<O
HO OH DCC, DMAP, CH,ClI, %*O O‘é
182

25%

g79, | TFA
CH,Cl,

o 0
0 }%/{ 0
>—< >—o 04< >—/<
HO OH
183

Schema 67 Synthese der Acetylendiphenylcabonsdure (183).
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4.4  Acetyl-funktionalisierte MIBG-Derivate flr die Krebstherapie

Die Entwicklung neuer Arzneistoffe flr die Krebstherapie schreitet immer weiter voran. Jedoch
sind die meisten Arzneistoffe durch ihre verminderte Bioverfligbarkeit, ihre schlechten phy-
sikochemischen Eigenschaften und eine daraus resultierende schlechte Kdrperverteilung cha-
rakterisiert. Dabei kommt der Wirkstoff nicht in ausreichenden Konzentrationen in das befal-
lene Gewebe und schadigt dariiber hinaus daher das gesunde Gewebe. Aufgrund dieser Fakto-
ren treten oft unerwiinschte Nebenwirkungen (Ubelkeit, Haarausfall, Schleimhautprobleme, Er-
schopfung, Depression um nur einige zu nennen) auf. Einen Ansatzpunkt zur Losung dieser
Probleme bieten nanopartikuldre Arzneistofftragersysteme. Hierbei handelt es sich um nano-
strukturierte Tragersysteme, die als Transportsysteme fungieren und den Transport des Wirk-
stoffes in hoheren Konzentrationen in das gewinschte Zielorgan liefern, ohne dabei das umlie-
gende Gewebe zu schadigen. Im folgenden Teil der Arbeit wird zunéchst die Synthese von
MetaAcetylBenzylGuanidin (MABG) vorgestellt, sowie dessen Anbindung an Polyethylengly-
kol (PEG) Konjugate. Ebenso wird auf die Aktivitatsbestimmung in Neuroblastomzellen ein-
gegangen. Die Zelladhésionsexperimente wurden von Dr. Asish Misra und Daniel Quevedo

ausgefuhrt.

4.4.1 MIBG-Szintigrafie in der Detektion von L&sionen bei Neuroblastomen

MIBG ist ein Guanethidin-Analogon, welches dem Neurotransmitter Noradrenalin chemisch
dhnelt und wurde von Short et al. in den spaten 1960er Jahre entwickelt.*] Sie vereinigt in
sich die Benzylgruppe von Bretylium und die Guanin-Gruppe des Guanethidins (Abbildung
31).

NH
T NH JNJ\H HN//<
2 @N NH, H NH,
H N
HO
s ' )
184 185 186

Abbildung 31 Strukturformeln von Noradrenalin 184, MIBG 185 und Guanethindin 186.

Erste Ansatze zur szintigraphischen Darstellung des Nebennierenmarks mit MIBG stellten Wie-

land et al. 1979 vor.[2*1 Ein Jahr spater testeten Wieland et al. erstmals **!I-lodobenzylguanidin
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als ortho-, para- und meta-Isomer zur Darstellung des Nebennierenmarks bei Hunden.?41 Zur
Biodistrubtion dieser radioaktiven Substanzen wurden Studien durchgefihrt. Es wurde beim
Einsatz von para-3!1-Benzylguanidin eine um ca. 50% hohere Konzentration der radioaktiven
Substanz in der Leber festgestellt, so dass storende Uberlagerungen bei der Szintigraphie auf-
treten. Dadurch war das Radiopharmakon der Wahl das meta-lIsomer, das aufgrund seiner ho-
heren Resistenz gegen in vivo Dejodierung als vorteilhafter erwies.[2*8! Sisson et al. verwende-
ten 1981 erstmals **'1-MIBG zur Darstellung von Phaochromozytoms beim Menschen, unter
der Annahme, dass MIBG aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit zu Noradrenalin &hnlich
wie Katelcholamine aufgenommen wiirde.[*°! Drei Jahre spéter verwendeten Treuner et al. und
Kimming et al. unabhangig voneinander erstmals *!I-MIBG in der Diagnose des Neu-

roblastoms.[250-251]

4.4.2 Synthese Acetyl-modifizierter MIBG

Die erste Darstellung von MIBG gelang im Jahre 1967 durch Short, wobei MIBG durch die
Umsetzung von Metaiodobenzylamine 186 mit Cyanamid 187 oder 2-Methyl-2-thiopseudourea

erfolgreich dargestellt werden konnte (Schema 68).

H
P X
NH H
@ ? 187 ©/\N NH,
- H
|
|

186 185

Schema 68  Darstellung des MIBGs nach Short.[2%]

Zur Markierung von MIBG stehen hautséichlich die radioaktiven Isotope 3! (Gamma- und
Beta-Emitter) und 2 (reiner Gamma-Emitter) zur Verfiigung, die beide Gamma-Strahlung
emittieren und fiir szintigraphische Aufnahmen, sowie fiir die Radionuklidtherapie (1) geeig-
net sind. Fir die Radionuklidtherapie wurden in der Literatur als akute Nebenwirkungen Ubel-
keit und Erbrechen sowie eine radiogene Schadigung des Knochenmarks, aber auch die Isola-
tion der Kinder durch die Radioaktive Strahlung beschrieben.!?2 Um diese Nebenwirkungen
zu umgehen, wurde eine maogliche Strategie entwickelt um MIBG an Wirkstofftrager, wie z.B.
an PEGs anzubinden, um eine einfache Oberflachenmodifizierung von Nanocarriern fir die
gezielte Therapie an Neuroblastomen zu erlauben. Somit musste eine Syntheseroute entwickelt

werden, welche die spezifische Struktur von Guanidin aber auch eine funktionelle Gruppe —
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bevorzugt eine zur Klick-Chemie — an der meta Position erlaubt, da eine weiter Funktionalisie-

rung mit Nanopartikeln dadurch erméglicht werden sollte.

Eine strategisch einfache Moglichkeit fir die Einflihrung von Alkinen ist die Sonogashira-Re-
aktion bzw. Sonogashira-Hagihara-Kupplung.[?5® Sie stellt eine Palladium-katalysierte Kreuz-
kupplungsreaktion zwischen Arylhalogeniden 188 und endsténdigen Alkinen 189 dar, bei der

konjugierte Acetylene 190 erhalten werden (Schema 69).

Pd, Cul
R—X + =—R, I R———R,
Amin-Base
188 189 190
R4=Aryl, Vinyl  R,=Aryl, Alkyl, Alkenyl, SiR3 X=l, Br, OTf

Schema69  Reaktionsgleichung nach Sonogashira.[?3!

Dabei werden katalytische Mengen eines Pd-Komplexes (normalerweise Bis(tri(phenylphos-
phin)palladium(Il)dichlorid oder Tetrakis(triphenylphosphin)palladium(0)) und zusatzlich

Kupfer(l)iodid als Co-Katalysator verwendet.

Die Anwendung der Sonogashira-Kupplung zwischen MIBG und Trimethylsilyl (TMS)-ge-
schutzte Ethin lieferte jedoch kaum Umsatz, so dass auch eine Trennung von den Nebenpro-
dukten sédulenchromatographisch schwierig war. Daher wurde diese Syntheseroute nicht wei-

terverfolgt (Schema 70).

N)J\NHZ :—SIMG3
H 7 >
PdCI,(PPhs),,Cul,NEts,RT Il

185 191

Schema 70 Erfolglose Sonogashira-Kupplung.

Aufgrund der erfolglosen Kupplung, welche wahrscheinlich auf die nicht geschitzte Guanidin
Gruppe zurtickzufuhren ist, wurde ausgehend von 3-lodobenzonitril 192 die Sonogashira-
Kupplung nach Keck et al. in einer Ausbeute von 90% erfolgreich durchgefiihrt (Schema
71).1254]
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//N
N
Z = SiMe,
PdC|2(PPh3)2v Cul, NEt3, RT | |
| .
Sy
192 90% 193

Schema 71 Einflihrung der Acetylengruppe nach Sonogashira.

Der nachste Schritt bestand darin die Guanidin-Gruppe einzuftihren, welche Iminoderivate des
Harnstoffs sind und in der Natur im Saft der Zuckerribe und in den Samen der Wicken vor-
kommen. Guanidinderivate ibernehmen in vielen biologischen Prozessen eine groRe Rolle, bei-
spielsweise die proteinogene Aminoséure Arginin, die an der Bildung des Neurotransmitters
NO beteiligt ist, aber auch Kreatin (N-Methyl-guanidinoessigsdure) und Kreatinin enthalten
Guanidin-Gruppen (Abbildung 32). In der Industrie finden sie Verwendung in Flammschutz-

mitteln,?>°! Pharmazeutika, 65" sowie als Fungizide.[?®]

NH J\
L H,N N/\/\HJ\OH
HoN NH, H NH
2
Arginin
HN= :/[/ OH
H,N N/\[(
N
/ e
Kreatinin Kreatin

Abbildung 32 Guanidin (oben links) und natirlich vorkommende Guanidine.

Die Isolierung des Guanidins gelang erstmals 1861 von Strecker durch den oxidativen Abbau
von Guanin,®% wobei das stark hygroskopische Guanidin nur schwer zuganglich war. Der
zentrale Baustein aller Guanidine ist die Imin-Einheit, an dessen quartaren Kohlenstoff zwei
Aminogruppen gebunden sind. Die ausgeprégte Fahigkeit der Y-formigen CNz-Einheit ermog-
licht mit den freien Elektronenpaaren der Aminogruppe eine Mesomeriestabilisierung, woraus

eine Uberaus hohe Basizitat in wassriger Lésung ergibt (Abbildung 33).
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Abbildung 33 Mesomere Grenzformeln des Guanidins fiihrt zu einer gesteigerten Basizitat der Imino-
Gruppe.

Eine der &ltesten Methoden zur Darstellung von Guanidin-Verbindungen ist die nach

Rathke,[?%% bei der man Thioharnstoffe 194 mit Methyliodid umsetzt, wobei S-Methylthiuroni-

umsalze 195 entstehen, welche anschliefend mit Aminen umgesetzt werden (Schema 70).

® R
j “X v
Rs—NH
R1\’}1)J\I\II/R4 Mel R1\NJ\I\II/R4 5 2 R1\N)\’}1/R4
R, Rs R, Rs R, Rs
194 195 196

Schema 72  Darstellung von Guanidin-Verbindungen nach Rathke.[25%

Klassisch werden sie jedoch durch Umsetzung von Ammoniak oder Aminen mit S-Alkylisothi-
ouronium Salzen hergestellt. In der Literatur findet man jedoch weitere Synthesemethoden, wie
die Umsetzung von Amin-Derivaten mit Cyanamide, Carbodiimide, Chloroformamidin, Dich-
lorisocyanide, Aminoiminomethansulfonsdure und Pyrazol-Derivaten.[?®Xl Die meisten dieser
Methoden haben den Nachteil, dass sehr toxische- oder feuchtigkeitsempfindliche VVerbindun-
gen als Ausgangsmaterialen verwenden werden und hohe Temperaturen erforderlich sind. Aber
auch die weiteren Entschiitzungsstufen im letzten Schritt der polymergebundenen oder tert-
Butyloxycarbonyl (N-Boc) geschiitzten Guanidingruppe bereiten aufgrund der hohen Polaritét
und der sehr guten Wasserloslichkeit, sowohl bei der Aufreinigung als auch der Trennung von
Nebenprodukten Probleme. Als Synthesestrategie wurde die von Kirschning et al. beschriebe
Methode zur Amidierung von primaren und sekundéaren Aminen mit Pyrazolcarboxamidine ge-
wahlt (Schema 73).[262-263]
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R, NEt;, THF, 60 °C Rz ” NH;
197 R=O=Po|ystyro| 199
R=Ph

Schema 73 Amidierung von Aminen mit Pyrazolcarboxamid-Derivaten.

Dabei wurden verschiedene aliphatische und benzylische Amine bei 60 °C unter Verwendung
von Triethylamin als Base in Tetrahydrofuran zu den entsprechenden Guanidinen in exzellenten

Ausbeuten uberfihrt.

Das hierfir notwendige Amin 200 konnte durch Reduktion der Nitrilgruppe 191 unter Verwen-
dung von Lithiumaluminiumhydrid als Reduktionsmittel dargestellt werden. Dabei gelang
gleichzeitig auch die Entschutzung der Trimethylsilylgruppe, womit das 3-Ethinyl-Benzylamin
200 in einer Ausbeute von 70% erhalten werden konnte (Schema 74). Anhand des H-NMR-
Spektrums des isolierten 3-Ethinyl-Benzylamin 200 konnte zudem die vollstandige Entschit-

zung der Trimethylsilylgruppe zweifelsfrei nachgewiesen werden (Abbildung 34).

NH
N N\N
LiAIH, 19
Il THF NEts, 60 °C, THF
/SK: 70% 85%

191 200

Schema 74  Darstellung des MABG durch Reduktion, Entschiitzung und Amidierung.

Das erhaltene Amin 200 wurde nun bei 60 °C in Tetrahydrofuran mit 3,5-Dimethylpyrazole-1-
carboxamidin (Polymergebunden) 199 und Triethylamin umgesetzt. Nach vollstdndiger Reak-
tion des Startmaterials wurde das MABG 201 in einer sehr guten Ausbeute von 85% von dem
Nebenprodukt (Polymerharz) unter Verwendung des lonenaustauschers Amerberlite IRA 400
erhalten (Schema 73).
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Abbildung 34 H-NMR-Spektrum von 3-Ethinyl-Benzylamin 200.

4.4.3 Targeting von Neuroblastomzellen Giber Noradrenalin Transporter

Das Neuroblastom, ein hochmaligner Tumor des sympathischen Nervengewebes, gehort zur
Gruppe der neuroblastischen Tumore und geht genau wie das Phdochromozytom aus unreifen
embryonalen Zellen der Neuralleiste hervor und ist die zweithdufigste Krebserkrankung im
Kindesalter.[?642651  Der Anteil aller malignen Erkrankungen betragt 6-10%,2%! im
Sauglingsalter liegt er mit 20% deutlich héher.1?67] In 90% der Félle wird das Neuroblastom in
den ersten 5 Lebensjahren diagnostiziert und bei 40% der erkrankten Kinder bereits im ersten
Lebensjahr.[?%8l Bei der Diagnose besteht in etwa der Halfte der Félle bereits ausgepragte
Metastasierungen, besonders bei alteren Kindern.[?6°2701  Bej der Behandlung des
Neuroblastoms stehen dabei zur bildgebenden Diagnostik heute die MetalodoBenzylGuanidin
(MIBG)-Szintigraphie zur Verfligung. Der hohe Stellenwert gegentiber anderen Verfahren, wie
MagnetResonanzTomographie (MRT), griindet sich in erster Linie auf ihre hohe Sensitivitat
(Sensitivitatswerte bis zu 90%) und Spezifitit (Spezifitatswerte bis zu 100%).7* Ein weiterer
groRRer Vorteile ist, dass sie den Nachweis auch kleiner, vitaler L&sionen ermdglicht und auch
dessen Aussage Uber die Vitalitat ermdglicht und dadurch auch eine Beurteilung des

Therapieerfolges gegeben werden kann.[?72
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Pharmakologie von MIBG

Wie bereits erwéhnt ist MIBG ein Guanethidin-Analogon, das die Freisetzung von Noradrena-
lin blockiert. Daher wird sie wie der endogene Neurotransmitter Noradrenalin tber die spezifi-
schen Transporter in noradrenergem Gewebe aufgenommen und dort gespeichert. Die Auf-
nahme von MIBG in die Zellen erfolgt Giber zwei voneinander unabhangige Transportsysteme,
welche sich die Substanz mit Noradrenalin teilt: ein spezifisches, energieabhéngiges Transport-
protein (Uptake-1-Mechanismus) und ein unspezifisches, energieunabhéngiges System durch
passive Diffusion (Uptake-11-Mechanismus).l?”3-2"4 Bei der Therapie mit radioaktiv markier-
tem MIBG werden als Nebenwirkungen Ubelkeit und Erbechen,?”® orale Mukositis und Sial-

adenitis, 2762771 Bauchkrampfe, Diarrhoen sowie gelegentlich allergische Reaktionen beobach-
tet.[278]

Daher wurde eine zu der radioaktiven MIBG Behandlung, alternativ Strategie ausgedacht, bei
der MAGB auf pegylierte Nanopartikelsysteme (welche spéter chemotherapeutische Wirk-
stoffe enthalten kénnen) angebracht und anschlieRend mit Neuroblastomzellen kultiviert wird.

Um zu testen, ob eine Immobilisierung am MABG mdglich ist, wurde der PEG-Azid gekop-
pelter Reaktivfarbstoff Fluoresceinisothiocyanat (FITC) zusammen mit Kupfersulfat und Nat-
riumascorbat in einer tBuOH/H20-Mischung umgesetzt. Da freie Amingruppen bei Klick-Re-
aktionen haufig zu niedrigen Umsatzen filhren, musste MAGB im Uberschuss zugefiigt werden.
Die Aufreinigung des im Uberschuss eingesetzten MABG konnte mittels Dialyse gegen Wasser

mit Membranen eines Cutoff von 1000 Dalton erfolgreich getrennt werden (Schema 75).

HO o) (o]
)’\JI\H FITC-PEG-N,4 O ¥ ‘

202 NH
H NH kat. CuSQy, kat. Natriumascorbat HOOC HN—‘<

NH,

BuOH/H,0, RT, 24 h _

N N
|| HN\H/N\é/\O>/\/N\N/
n
S
201 203

Schema 75 Immobilisierung von MABG iiber eine ,,Klick“-Reaktion.

Die Charakterisierung erfolgte sowohl durch *H-NMR-Sprektroskopie (Abbildung 35), als
auch durch IR-Spektroskopie, wobei der Erfolg der Reaktion durch die Abnahme der Acety-
lene-Protonen im H-NMR bzw. der Azidbande im IR-Spetroskopie nachgewiesen werden

konnte.
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Abbildung 35 H-NMR-Spektrum von 203.

Nach der erfolgreichen Synthese von MABG-PEG-FITC (203), sollte eine in vitro Zellstudie
mit Neuroblastomzellen der Typen SK-N-BE(2) und BE(2) durchgefiihrt werden. Als Refe-

renzpolymer fur die Analytik (Fluoreszenzmikroskopie und Durchflusszytometrie) wurde das

Alkin-substituierte-PEG-FITC verwendet. Es konnte beobachtet werden, dass die Lokalisation

der Fluoreszenz von MABG-PEG-FITC auf Neuroblastomzellen im Vergleich zu Alkin-PEG-

FITC sich ein wenig unterschieden, wie in Abbildung 36a und b gezeigt.
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Abbildung 36 Mit Konfokalmikroskopie Erhaltene Bilder von SK-N-BE(2)-Zellen nach Inkubation
mit 100uM (a) Alkin-PEG-FITC und (b) MABG-PEG-FITC. (¢) Quantifizierung der
Fluoreszenz Intensitat mit ImageJ.

Der Unterschied ist jedoch schwer zu erkennen, so dass die Intensitéat der Fluoreszenz der Bilder
anhand der Software ImageJ quantifiziert werden musste. Wie im Abbildung 36c¢ gezeigt, ist
die durchschnittliche Fluoreszenz Intensitat der MABG-PEG-FITC (203) im Vergleich zu der
Intensitat der Alkin-PEG-FITC ungeféhr doppelt so hoch. Um eine quantitative Aussage Uber
die Spezifitat der Bindung von MABG-PEG-FITC zu tatigen, wurde Durchflusszytometrie ver-
wendet.

Desipramin, ein trizyklisches Antidepressiva, wirkt im zentralen Nervensystem und hemmt die
Wiederaufnahme von Neurotransmittern wie Serotonin, Noradrenlin aber auch die der
MIBG.[27%-281] Es konnte durch Durchflusszytometrie beobachtet werden, das nach der Inkuba-
tion mit MAGB-PEG-FITC ungeféhr 16,2% der Zellen eine h6here Fluoreszenz Intensitat hat-
ten, als im Vergleich zu Zellen (8,5%), welche mit Desipramin vorinkubiert wurden (Abbildung
37). Diese relative Abnahme zeigt die spezifische Wechselwirkung zwischen MABG-PEG-
FITC und SK-N-BE(2)-Zellen, welche von Desipramin gehemmt werden kénnten. Dadurch
gekonnte gezeigt werden, dass die Affinitdt von MABG gegeniiber Noradrenalin Transporter
dennoch vorhanden ist, selbst wenn Polyethylenglykol-Konjugate angebunden werden.
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Abbildung 37 Ergebnisse der Durchflusszytometrie nach Inkubation von SK-N-BE(2)-Zellen mit (A)
100 uM MABG-PEG-FITC und (B) 50 uM Desipramin gefolgt mit 100 uM MABG-
PEG-FITC.

Die Versuchsreihe wurde nun mit den BE(2)-C-Zellen, welche aus der Neuroblastom Zelllinie
stammen und héhere Noradrenalin-Transporter Bindungseigenschaften als die der SK-N-BE(2)
besitzen, erweitert. Anhand der Durchflusszytometrie Daten, konnte eine spezifische Anbin-
dung von 26,4% der MABG-PEG-FITC mit unbehandelten Zellen gefunden werden, wahrend
nur 8,9% der mit Desipramin behandelten Zellen mit MABG-PEG-FITC gebunden waren (Ab-
bildung 38).

256 256
C D.
192 192 4
z £
2 o
() ()
& T
Q 128 Q9 128
@ e
© ©
@ «©
< <
641 64-
0 T T T T 0 T T T T
100 101 102 103 104 105 100 107 102 103 104 105
FITC 488-513/26-Height Log_Comp FITC 488-513/26-Height Log_Comp

Abbildung 38 Ergebnisse der Durchflusszytometrie nach Inkubation von BE(2)-C-Zellen mit (A) 100
UM MABG-PEG-FITC und (B) 500 uM Desipramin gefolgt mit 100 uM MABG-PEG-
FITC.
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Anhand der Daten konnte somit sichergestellt werden, dass MABG als Targeting-Molekdil ver-
wendet werden kann. Der ndchste Schritt bestand nun darin, diese auf Partikeln in Zellkulturex-

perimenten zu verwenden.

4.4.4 Aktivitatsbestimmung in Zellkulturexperimenten

Nachdem die Eignung von MABG als Targeting-Molekiil gezeigt werden konnte, sollte diese
nun auf Alkin-funktionalisierte Nanopartikeln angebunden werden. Nanopartikel haben aulier-
gewohnliches Potential in einer Vielzahl von Bereichen, wie Diagnose und Therapie von
Krankheiten gezeigt.[?®2 Mittels Electrohydrodynamic (EHD) Co-Jetting

wurden in der Arbeitsgruppe Lahann modifizierbare, biologisch abbaubare Nanopartikel her-
gestellt, die fur vorhersehbare und kontrollierte Freisetzung von Therapeutika eingesetzt wer-
den koénnen 12 Die Herstellung der Alkin-funktionalisierte Nanopartikel wurden mittels EHD
Co-Jetting und Polylactid-co-Glycolid (Polylactic-co-glycolic acid, PLGA), als bioabbaubares
Polymer, durchgefihrt. Aufgrund ihrer physikochemischen Eigenschaften stellen Polyethyl-
englykole ideale Tragermolekiile fur die Entwicklung von neuen Polymer-Wirkstoff-Konjuga-
ten dar. Sie kdnnen die Wasserloslichkeit der wenig l6slichen Substanzen erhéhen und zugleich
die Toxizitét der freien Substanzen reduzieren. Zur Modifikation der Partikeloberflachen wurde
daher mittels CUAAC-Reaktion ein 8-armiges PEG-Azid eingefthrt. Dadurch kann die Halb-
wertszeit der Partikel in der Blutbahn verldngert werden, ausgeldst durch eine reduzierte Aus-
scheidung iber die Nieren.[*”2 Die Nanoarchitektur und GréRenverteilung der Partikeln konn-
ten mittels Rasterelektronenmikroskop und Dynamischer Lichtstreuung bestétigt werden (Ab-
bildung 39).
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Abbildung 39 Schematische Darstellung der Herstellung von Partikeln iber EHD-Jetting und deren
anschlieende Oberflachenmodifikation. (A) Oberflachenmodifikation der Nanoparti-
kel tber Klick-Chemie mit Azid-Star PEG und anschlieBend mit MABG. (B) SEM-
Analyse der Nanopartikel, gefolgt von der Messung der GroRenverteilung der Nanopar-
tikel nach der Pegylierung und nach MABG Funktionalisierung tiber DLS (C). (Grafik
Dr. Sahar Rahmani)

Um die Partikeln fur die Durchflusszytometrie und Konfokal Mikroskopie sichtbar zu machen,
wurde wahrend der Herstellung ein fluoreszierender Farbstoff zugegeben. Durch die Anwesen-
heit des Farbstoffs und die Thermoplastizitat des PLGA, konnten die Partikel nur durch Gam-
mastrahlung sterilisiert werden. Zur Uberpriifung der Fluoreszenz der Partikel nach Behand-
lung durch Gammastrahlung, wurden diese mit dem Konfokal-Mikroskop untersucht (Abbil-
dung 40).
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Abbildung 40 Konfokal Aufnahme der Partikel nach Behandlung durch Gammastrahlung. Die Partikel
sind intakt und fluoreszent, was die Sterilisierbarkeit duch Gamma-Bestrahlung verifi-
ziert.

AbschlieRend sollte die Rezeptor-vermittelte Aufnahme der MABG-funktionalisierten Nano-
partikeln demonstriert werden. Hierflr wurden drei verschiedene Zelllinien verwendet. Im
nachsten Schritt wird die Aufnahme der Neuroblastom Zellen SK-N-BE(2) und BE(2)-C, die
bereits im vorherigen Abschnitt getestet wurden, untersucht.
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5 Zusammenfassung

5.1 Synthese neuer polyvalenter Linker und deren Anwendungen

Eines der Ziele der vorliegenden Arbeit bestand in der Synthese einer Substanzbibliothek von
polyvalenten Linkern. Eine Bibliothek neuer trivalenter Linker wurde synthetisiert, neue Funk-
tionalisierungsmethoden entwickelt und deren Anwendungen zur Modifikation von Oberfla-

chen zur Herstellung von potentiellen Biomaterialien erforscht.

Im Rahmen dieser Arbeit konnte eine Synthesestrategie entwickelt werden, die einen effizien-
ten Aufbau trifunktioneller Strukturen mit unterschiedlichen Kombinationen an funktionellen
Gruppen ermdglicht. Hierbei wurde das 2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionsaure als Ausgangs-
verbindung gewéhlt und Gber Dimethoxypropan in das cyclisches Ketal 89 lberflhrt. Mittels
Veresterungsreaktionen an das cyclische Ketal 89 konnten somit die gewtinschten multivalen-

ten Linker effizient in vier Stufen aufgebaut werden (Schema 76).
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Schema 76  Ausgearbeitete Syntheseroute flr die Darstellung von trivalenten Strukturen.

Zudem konnte die Substanzbibliothek um AB2-Verbindungen mit Hydrazid-Gruppen erweitert
werden. Hierbei wurde eine dhnliche Synthesestrategie ausgearbeitet, durch die sich die Dihyd-
razid-Linker (122 und 119) jeweils in drei Stufen aus 5-(Hydroxyisophthalséure) in nahezu

quantitativen Ausbeuten aufbauen lassen (Abbildung 41).
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Abbildung 41 Synthetisierte AB,-Linker 122 und 118.

In einer Proof-of-Concept Studie konnte die Fahigkeit der Linker auf Carboxyl-funktionali-
sierte Partikel demonstriert werden, indem man die Kontrolle (iber die Oberflachenfunktionali-
taten (Erh6hung und kontrollierte Veranderung der Funktionalitaten) durch die Immobilsierung
von Thiol-PEG-Rhodamin und Streptavidin Alexa Fluor 647 mittels CLMS-Mikroskopie visu-

alisiert werden konnte.

Des Weiteren konnte das Potential der trivalenten Linker zur Postmodifikation von reaktiven
CVD-Polymeroberflachen demonstriert werden. Diese Methode erlaubt einen schnellen und
effizienten Aufbau von Oberflaichen mit mindestens zwei unterschiedlichen funktionellen

Gruppen.

5.2 Synthese a,m-Heterobifunktionalisierter Polyethylenglykole

Im zweiten Teil dieser Arbeit sollte neben der Entwicklung von trivalenten Linkern, ein allge-
meines Verfahren zur Darstellung von a,w-heterobifunktionalisierter Polyethylenglykole ent-
wickelt und angewendet werden. Hierbei wurden zur Einflihrung, funktionelle Gruppen ausge-
wahlt, die orthogonale Ligationsreaktionen mit den trivalenten Linkern eingehen kénnen. Dabei
konnten zwei generelle Strategien entwickelt werden. Durch die Einflhrung der Tosyl-Einheit
konnte, neben der Anbindung uber eine nukleophile Substitutionsreaktion der einzuftihrenden

funktionellen Gruppen, auch uber eine Veresterungsreaktion erfolgen.

Auf diese Weise war der Aufbau verschiedener heterobifunktioneller PEGs in wenigen Schrit-

ten und zugleich in guten Ausbeuten moglich (Abbildung 42).
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Abbildung 42 Synthetisierte heterobifunktionelle PEG-Derivate.

Die so synthetisierten heterobivalenten PEGs konnten daraufhin mit den geeigneten trivalenten
Linkern zur Darstellung von monofunktionalisierten Polyethylenglykole, fur die es in der Lite-
ratur kaum Beispiele gibt, eingesetzt werden. Hierbei konnten zwei unterschiedliche Klick-Re-
aktionen getestet werden. Zum einen konnte die Anbindung tber die CUAAC und zum anderen
uber die Hydrazid-Kupplung zielfiihrend realisiert werden (Abbildung 43).
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Abbildung 43 Synthetisierte a-heterobifunktioneller Polyethylengylkole.
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Auf diese Weise konnte der Aufbau verschiedener a-bifunktioneller Polyethylenglykole in je-
weils nur einem Schritt dargestellt werden, wenngleich noch weitere Optimierungen im Falle
der CUAAC nétig sind.

5.3 Neuartige Linkersysteme zur Funktionalisierung von MOFs

Der dritte Teil dieser Arbeit beschaftigte sich mit der Funktionalisierung von metallorganischen
GerUstverbindungen. Hierflr konnte mittels Fischer-Veresterung A3 und AB2 Quervernetzer
synthetisiert werden (Abbildung 44). Dabei konnte das Tripropiolester 164 in einer 1,3-dipola-
ren Cycloaddition mit einem Azid-funktionalisierten SURMOF quervernetzt werden, was eine
Stabilisierung des Gerustes zur Folge hat. Somit wird die Bildung eines Polymergels durch das

Herauslosen der Metallionen mit dem Komplexbildner EDTA ermdglicht.

O O O O
A N )J\ /J\O O)J\\
%0*0)\% O)Kk\ 0" _~ /\©/\ [
(@) 0
o)
N N k
164 166 168

Abbildung 44 Synthetisierte Quervernetzer 164, 166, 168.

Zudem konnte das neu entstandene Material erfolgreich als Biomaterial eingefuhrt werden. An-
hand des genmodifizierten Bakterienstammes P.putida pJN::GFP konnte das Beladen von Ara-

binose in den Poren des SURGELSs demonstriert werden.

Des Weiteren konnte das Tripropiolester 164 erfolgreich zur Synthese von hierarchisch aufge-
bauten, multilagigen SURGEL Kapseln eingesetzt werden. Dabei konnte eine pH abhangige

Freisetzung der mittels Thiol-In angebundenen Farbstoffmolekiile gezeigt werden.

Zwei verschiedene Primérlinker mit unterschiedlichen Funktionalitdten konnten synthetisiert
werden, wobei das Anthracen-Derivat 173 in drei Stufen ausgehend von Dihydroxyanthra-

quinon synthetisiert wurde. Beim Acetylendiester 183 gelang dies in nur zwei Stufen.
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Abbildung 45 Synthetisierte Priméarlinker 173 und 183.

5.4 Acetyl-funktionalisierte MIGB-Derivate fur die Krebstherapie

Im letzten Teil dieser Arbeit sollten neben der Einfihrung der Acetylen-Gruppe im MIBG-

Gerust sowie dessen Einsatz in Zelladhdsions-Experimenten untersucht werden.

Fur die Darstellung meta-substituierter Benzylguanidine, die eine Acetylen-Funktion tragen,
konnte ausgehend von 3-(Trimethylsilyl)-ethinyl-benzonitril 191 in zwei Stufen eine Strategie
entwickelt werden, durch die sich das MABG 201 aufbauen lasst (Schema 77).

)NLH
N~
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Schema 77  Zweistufige Synthese des MABG 201.

Zudem konnte das MABG (201) Uber eine kupferkatalysierte Huisgen-Cycloaddition modifi-
ziert und die Moglichkeit der Immobilisierung mit FITC-PEG-Ns demonstriert werden
(Schema 78).
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Schema 78 Immobilisierung des MABG (201) tber CuAAC.

Dartiber hinaus konnte mit dem PEGylierten MABG (201) erfolgreich in in vitro Experimenten
die Aktivitat der Guanidin-Gruppe gegeniiber Neuroblastom-Zellen gezeigt werden. Zudem
konnte das MABG (iber CUAAC auf Nanopartikel tbertragen und ebenfalls in Zelladhdsions-
Experimenten getestet werden. Eine klare Quantifizierung konnte jedoch aus Zeitgriinden nicht
mehr durchgefiihrt werden.
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6 Ausblick

Durch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Methoden sollten sich schnell und effizient
neue bisher unbekannte Substitutionsmuster am 2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionsaure und 5-
(Hydroxyisophthalséure)-Gerust aufzubauen lassen. Dies gilt insbesondere fiir neue Gruppen,
die fur die Klick-Chemie in Frage kommen. So sollte es mdoglich sein Triarylphosphine fir die
Staudinger-Ligation bzw. Biarylphosphine fr die spurlose Staudinger-Ligation oder Gruppen
flr die Photoimmobilisierung, wie z.B. Benzophenon-, Benzoin und o-Nitrobenzylestergrup-
pen durch die entwickelte Methode einzufiihren. Zudem kénnen die trivalenten Strukturen, wie
bereits an Oberflachen demonstriert, als Linkermolekile eingesetzt werden, um Gruppen ge-
zielt in andere umzuwandeln, die sonst schwer zuganglich sind. Diese sind vor allem fir die
Modifizierung von Partikeln oder Oberflachen von Interesse, da aufgrund derer Fabrikation nur
eine begrenzte Auswahl an funktionellen Gruppen direkt darstellbar ist. Zudem sind die Syn-
thesen der Monomere aufwendig, so dass sich die Herstellung von multivalenten Oberflachen
noch komplizierter gestaltet. Des Weiteren konnten die synthetisierten trivalenten Strukturen
zur Darstellung von multifunktionellen Dendrimeren dienen, deren Einsatzmdglichkeiten von
Tréger fur Gastmolekile, Bindemittel fur Schmiermittel bis hin zur Herstellung von unimole-
kulare Micellen wiederrum vielféltig sind. Durch den Einsatz von Dihydrazid-Linkern liel3en
sich so Dendrimere mit endstandigen Hydrazid-Gruppen darstellen, die als VVektoren fir die
Transfektion von Desoxyribonukleinsdure (DNA) dienen kénnten. Durch den konvergenten
Ansatz kdnnten aulRerdem Quinto-Dendrimere mit jeweils zwei unterschiedlichen Dendrons
synthetisiert werden. Zudem konnten diese Verbindungen auch in der Synthese von DYNA-
MERSs eine grof3e Rolle spielen.

Mit den im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten heterobifunktionellen Polyethylenglykole,
sollten sich mittels Klick-Reaktionen mit den trivalenten Linkern makromolekulare Systeme
erzeugen lassen, deren Anzahl an Funktionalitat gleich bleibt. Wie schon bereits in der Anbin-
dung Uber die Hydrazid-Kupplung gezeigt werden konnte, ist es méglich heterobifunktionali-
sierte PEGs gezielt umzuwandeln um Strukturen mit einer gréReren Anzahl an unterschiedli-
chen funktionellen Gruppen zu erzeugen, an denen gezielte Manipulationen durchgefihrt wer-
den konnen. Hierbei sollte es méglich sein, jede Gruppe selektiv anzusteuern und sowohl die
Geometrie als auch die Komplexitat des Systems beliebig zu variieren. Durch die Erzeugung
solcher Strukturen ist es ebenfalls moglich Biomolekile einzufiihren, was im medizinischen

Bereich sicherlich interessant werden konnte, da neben den positiven Eigenschaften von Po-
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lyethylenglykole auf den Wirkstoff auch andere Substrate angebunden werden kénnen und des-
sen Visualisierung dadurch erméglich wird. Hiermit sollte eine Art Baukastensystem zur Ver-
fligung stehen, durch das die polymeren Strukturen gezielt auf den entsprechenden Einsatz-
zweck abgestimmt werden kdnnen. Weiterhin sollte die Entwicklung von orthogonal funktio-
nalisierbaren Polymere zur Erzeugung nanostrukturierten Oberflachen, bei denen der seitliche
Abstand von unterschiedlichen heterofunktionellen Gruppen kontrolliert werden koénnen, fir

die Kultivierung von Stammzellen eine wichtige Rolle spielen.

Durch die im Rahmen dieser Arbeit entwickelten Synthesemethoden der polyvalenten Struktu-
ren, er6ffnen sich somit vielfaltige Mdglichkeiten u.a. zur Funktionalisierung von SURMOFs.
Ebenso sollte es moglich sein, mit den synthetisierten priméren Linkern neuartige MOFs auf-

zubauen, sowie die Eigenschaften zur Erzeugung von neuen Materialien zu untersuchen.

Die Immobilisierung des MABG durch eine Klick-Reaktion kdnnte zudem als eine echte Al-
ternativtherapie zur Behandlung von Neuroblastomen dienen. Durch die Wahl des geeigneten
Arzneistoffes, sowie die optimale Beladung der MABG-Partikeln mit z.B. Irenotecan, sollte es
mdoglich sein die Neuroblastom-Zellen spezifisch abzutdten, und gleichzeitig andere Zellen o-

der Organe des Patienten zu schonen.
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7 Experimenteller Teil

7.1 Analytik und Geréate

Kernspinresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden mit Gerdten der Firma BRUKER mit den angegebenen Messfre-
quenzen aufgenommen. Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur gemessen.

'H-NMR: BRUKER AVANCE Il (500 MHz). Chemische Verschiebungen & wurden in parts per
million [ppm] angegeben, wobei als Referenz die jeweiligen Restprotonensignale der Losungs-
mittel dienten: 7.26 ppm fir [D1]-Chloroform, 2.50 ppm fiir [D2]-Dimethylsulfoxid und 3.31
ppm fiir [D4]-Methanol. Die Signale wurden nach erster Ordnung ausgewertet. Bei zentrosym-
metrischen Signalen wurde der Signalschwerpunkt, bei Multipletts der Signalbereich angege-
ben. Zur Beschreibung der Multiplizitat der Signale wurde folgende Abkurzungen verwendet:
s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, quin = Quintett, m = Multiplett, dd =
doppeltes Dublett, ddd = Dublett von doppelten Dubletts, bs = breites Singulett, dt = doppeltes
Triplett und andere analog, sowie Har = aromatisch und Hpc = Proton der Ethylenbriicken des
[2.2]Paracyclophan. Die Kopplungskonstanten J wurden als Betrége in Hertz [Hz] angegeben.
Atome, welche explizit zugeordnet werden konnten, wurden kursiv angezeigt (zum Beispiel
CH20H).

13C-NMR: BRUKER Avance 11 (125 MHz). Chemische Verschiebungen & wurden in parts per
million [ppm] angegeben und und beziehen sich auf das Lésungsmittelsignal: 77.16 ppm fir
[D1]-Chloroform, 39.52 ppm fiir [De]-Dimethylsulfoxid und 49.00 ppm fir [D4]-Methanol. Die
Spektren wurden *H-Breitband entkoppelt aufgenommen und die Signale nach erster Ordnung
ausgewertet. Die Zuordnung der Signale in *3C-Spektren erfolgte unter Einbeziehung von
DEPT90- bzw. DEPT135-Spektren (DEPT = Distortionless Enhancement by Polarisation
Transfer) und wurden wie folgt angegeben. DEPT: + = primére oder tertidre (positives DEPT-
Signal), — = sekundére (negatives DEPT-Signal), Cquart = quarternare C-Atome (kein DEPT-
Signal). Im Falle von Kopplungen mit Heteroatomen (wie zum Beispiel Phosphor) wurde der
Schwerpunkt der Signalaufspaltung angegeben und mit den Abkiirzungen analog zu den ‘H-
Spektren bezeichnet. Die Kopplungskonstanten J wurden ebenfalls als Betrége in Hertz [Hz]
angegeben.

3IP_NMR: BRUKER Avance 11 (202 MHz). Bei 3'P-Spektren wurde die Verschiebung vom Ge-

rat ohne Standard berechnet.
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1F-NMR: BRUKER Avance 11 (471 MHz). Bei 1°F-Spektren wurde die Verschiebung vom Ge-
rat ohne Standard berechnet.

Infrarotspektroskopie (IR)

Die IR-Spektren wurden auf Geréten der Firma BRUKER, Modell IFS 88 oder Modell Alpha T
mittels DRIFT-Technik (DRIFT = Diffused Reflectance Infrared Fourier Transform
Spectroscopy) oder ATR-Technik (ATR = Attenuated Total Reflection) aufgenommen. Die
Lage der Absorptionsbanden wurde in Wellenzahlen v mit der Einheit cm~! wie folgt angege-
ben: vs = sehr stark (0-10% T), s = stark (11-40% T), m = mittel (41-70% T), w = schwach
(71-90% T), vw = sehr schwach (91-100% T), wobei T fur Transmission steht.

Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS)

Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektren wurden auf einem Gerét der Firma BRUKER, Modell

Vertex 80v mit einem Einstrahlwinkel von 80° aufgenommen.

Massenspektrometrie (EI-MS, FAB-MS, MALDI)

Die Proben wurden entweder mittels EI-MS (ElektronenstoR-lonisationsmassenspektrometrie)
oder FAB-MS (Fast Atom Bombardment Mass Spectroscopy) gemessen. El- und FAB-Mas-
senspektren wurden auf dem Gerat FINNIGAN MAT 95 aufgenommen. Die Angabe der Mole-
kulfragmente erfolgte als Masse/Ladungsverhaltnis m/z; die Intensitaten als prozentualer Wert
relativ zur Intensitét des Basissignals (100%) angegeben. Am selben Gerat wurde die hochauf-

geloste Massenspektrometrie (HRMS, High Resolution Mass Spectroscopy).
EI-MS: Fir das Molekiilion wurde die Abkiirzung [M*] verwendet.

FAB-MS: Fir das protonierte Molekilion wurde die Abkiirzung [M + H]* verwendet. HRMS:
ber. = theoretischer Wert (berechnet), gef. = durch die Messung erhaltener Wert (gefunden).

MALDI-TOF Spektren wurden mit einem Gerat der Firma AB SCIEX, 4800 Proteomics Analy-

zer, gemessen. Als Matrix wurde Dithranol und Natriumiodid als lonisierungsagent verwendet.

Elementaranalysen (EA)
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Die Messung der Elementaranalysen wurde mit einem Gerét der Firma ELEMENTAR, Modell
vario Micro cube, durchgefuhrt. Als Analysenwaage wurde das Gerdt SARTORIUS M2P ver-
wendet. Die Angabe der Werte flr Kohlenstoff (C), Wasserstoff (H) sowie Stickstoff (N) er-
folgt dabei in Massenprozent. Es wurden folgende Abkirzungen verwendet: ber. = theoreti-

scher Wert (berechnet), gef. = durch die Analyse erhaltener Wert.

Ellipsometrie

Die Schichtdicken der Polymerbeschichtungen wurden mit dem Ellipsometer J.A. woLLAM Co.
M-44 (75 W Xenon Lichtquelle) mit einem Einstrahlwinkel von 75° gemessen. Die Auswertung
der Daten erfolgte mit dem Programm WVASE32 unter Verwendung eines Cauchy-Modells. Die
Messungen wurden von Dr. Meike Konig am Institut fur Funktionelle Grenzflachen (IFG) des

Karlsruher Instituts fir Technologie (KIT) durchgefihrt.

UV-Lampe

Zur Visualisierung von Spots auf Diinnschichtchromatographie-Platten wurde eine UV-Lampe
der Firma Handheld UV Lamp UVGL-58, verwendet.

Analysenwaage

Einwaagen und Ausbeuten wurden mit einer Waage der Firma AccuLAB, Modell Atilon be-

stimmt.

Rontgenphotoelektronenspektroskopie (XPS)

Die Messungen per Rontgenphotoelektronenspektroskopie wurden von VANESSA TROUILLET
aus dem Arbeitskreis von Dr. MICHAEL BRUNS am Institut fir Angewandte Materialien — Ener-
giespeichersysteme (IAM-ESS) des Karlsruher Instituts fir Technologie (KIT) durchgefihrt.
Dabei wurde ein Gerdt der Firma THERMO FISCHER SCIENTIFIC K-Alpha XP Spektro-meter ver-
wendet. Zur Anregung wurde mikrofokussierte, monochromatisierte AlKa-Rdntgenstrahlung
benutzt (400 um Anregungsfleckdurchmesser). Wéhrend der Analyse wird die Aufladung der
Proben mittels Elektronen mit 8 eV Energie und niederenergetischen Argon-lonen vermieden.
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Die Datenerfassung und Auswertung wurde mit der THERMO AVANTAGE Software durchge-
fiihrt,124 die Peakanpassung erfolgte dabei mit einer oder mehreren Voigt-Funktionen. Zur
Quantifizierung werden die Transmissionsfunktion des Analysators, die mittleren freien Weg-
ldngen der Photoelektronen sowie die Wirkungsquerschnitte fir die Photoionisation nach Sco-
field berticksichtigt.[?8%1 Die Messungen wurden von Dr. Meike Konig am Institut fir Funktio-
nelle Grenzflachen (IFG) des Karlsruher Instituts fur Technologie (KIT) durchgefthrt.

Zelladhéasions-Experimente

Die Zelladhasions-Experimente sowie die Quanitfizierung der Zellen an der Oberflache wurden
von Daniel Quevedo am Institut fir Funktionelle Grenzflachen (IFG) des Karlsruher Instituts
fir Technologie (KIT) durchgefiihrt.

Rasterkraftmikroskopie (AFM, Atomic Force Microscopy)

AFM Aufnahmen wurden mit einem Gerat der Firma AsyLUM RESEARCH, Modell MFP-3D-
Bio im Intermittierenden Modus an Luft gemessen. Es wurde eine Spitze der Firma BUDGETS-
ENSORS, Modell Multi75AI-G aus Silicium mit Aluminium Reflexbeschichtung mit einer Fe-
derkonstante von 3 Nm™, einer Resonanzfrequenz von 75 Hz und einem Spitzenradius von
<10 nm benutzt. Die Aufnahmen wurden mittels der Mess-Software IGORPRO (Version 6.35
A5) mit der Flatten-Funktion 1. Ordnung geglattet.
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7.2 Praparatives Arbeiten
Allgemeines

Bei der Durchfiihrung von Reaktionen mit luft- und/oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagen-
zien wurden die verwendeten Glasgerate vor Gebrauch unter Hochvakuum erhitzt. Nach dem
Abkuhlen wurden die Glasgerédte im Argongegenstrom gegebenenfalls mit Gummisepten ver-
sehen. Die Reaktionen wurden dann nach der iblichen SCHLENK-Technik unter Verwendung
von Argon als Schutzgas durchgefuhrt. Flussigkeiten wurden mit Hilfe von Kunststoffspritzen
und V2A-Kanulen tberflhrt. Feststoffe wurden in pulverisierter Form eingesetzt. Bei Verwen-
dung der Vial-Technik wurden 20 mL Glasvials der Firma SUPLECO (23 x 75 mm) eingesetzt.
Falls Schutzgastechnik erforderlich war, wurden die Vials mit Aluminium/PTFE Septen der
Firma SupLECO verschlossen und Uber eine Kanlle evakuiert. Umsetzungen ohne Temperatur-
angabe wurden bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt. Reaktionen bei 0 °C wurden mit einer
Kaltemischung Eis/H>O gekuhlt. Reaktionen bei -78 °C wurden mit einer Kéltemischung aus
iIso-Propanol/Trockeneis gekiihlt. Die Reaktionskontrolle erfolgte diinnschicht-chromatogra-
phisch.

Trocknungsmethoden

Zur Trocknung der Produktldsungen mach Extraktions- und Waschvorgingen wurde, wenn
nicht anders angegeben, eine geséattigte, wassrige Natriumchlorid-Losung (,,Brine*) verwendet
und die Reaktionsmischung tber Magnesiumsulfat getrocknet. Die Lésungsmittel wurden in
der Regel bei moglichst tiefer Temperatur (40 °C) am Rotationsverdampfer unter vermindertem

Druck entfernt und die Riickstande im Hochvakuum (~0.1 mbar) getrocknet

Losungsmittel und Reagenzien

Die Losungsmittel wurden in der Regel von den Firmen SIGMA-ALDRICH, FLUKA, ACROS und
MERCK in der ,,per analysi“-Qualitat (p.a.) bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Absolute Losungsmittel wurden kauflich erworben oder wie im Folgenden beschrieben per
Destillation unter Argon gewonnen:

Abs. THF: Destillation von kommerziell erhédltlichem Tetrahydrofuran (p.a.- Qualitat) Uber

Natrium/Benzophenon unter Argon.
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Alle Reagenzien wurden kommerziell von den Firmen SIGMA-ALDRICH, FLUKA, ACROS, ABCR
und MERCK erworben. Wenn nicht anders angegeben, wurden die Reagenzien ohne vorherige

Reinigung eingesetzt.

Reaktionskontrolle

Die Reaktionskontrolle erfolgte diinnschichtchromatographisch (DC). Fir die analytische DC
wurden DC-Aluminiumfolien der Firma MERcK mit Fluoreszenzindikator verwendet (Kiesel-
gel 60, F2s4, Schichtdicke 0.25 mm). Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzldschung unter
UV-Licht bei A = 254 nm mit Hilfe einer UV-Lampe der Firma MERCK. Zur Detektion UV-

inaktiver Substanzen wurden folgende Anféarbereagenzien verwendet:

e SEEBACH-Reagenz: Losung von 1.0 g Cer(1V)-sulfat-Tetrahydrat und 2.5 g Molybdato-
phosphorsdure in einer Mischung aus 94 mL Wasser und 6 mL konz. H2SOa.

e Kaliumpermanganat-Reagenz: Ldsung von 1.0 g Kaliumpermanganat und 5.0 g Natri-
umcarbonat in 250 mL Wasser.

e Ninhydrin-Reagenz: Lésung von 1.5 g Ninhydrin in einer Mischung aus 15 mL Essig-
saure und 15 mL Methanol.

Die Chromatogramme wurden zunéchst unter der UV-Lampe auf Fluoreszenzausldschung un-
tersucht, dann in die jeweiligen Ldsungen eingetaucht und durch Erhitzen mit einem Heil3-luft-

geblase entwickelt.

Produktaufreinigung

Die Rohprodukte wurden durch saulenchromatographische Trennung in der Variante Flash-
Chromatographie aufgereinigt. Als stationdre Phase wurden Kieselgel 60 der Firma MERCK
(Korngrofie 0.063-0.200 mm, 70-230 mesh ASTM bzw. KorngréRe 0.040-0.063 mm, 230—
400 mesh ASTM) sowie Seesand (gegliiht, mit Salzsdure gereinigt, MERCK) verwendet. Die
Laufmittel (mobile Phase) wurden in p.a.-Qualitat oder destilliert eingesetzt und einzeln volu-

metrisch abgemessen.
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7.3 Synthesevorschriften und analytische Daten

7.3.1 Synthese der multivalenten Verbindungen

2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan-5-carbonsaure (89)

In einem 250-mL-Einhalskolben wurden 20.0 g (149 mmol, 1.00 Aquiv.) 2,2-Bis-(hydroxyme-
thyl)-propionsaure (88) und 27.6 mL (23.3 g, 224 mmol, 1.50 Aquiv.) 2,2-Dimethoxypropan in
100 mL Aceton vorgelegt. Unter Rihren wurden Uber einen Zeitraum von 3 Minuten 1.42 g
(8.25 mmol, 0.05 Aquiv.) p-Toluolsulfonsaure, zugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 2
h bei Raumtemperatur gerthrt. Anschlielend wurde 2 mL einer Losung aus 30%-igem Ammo-
niak und Ethanol (1/1) zugegeben, um den Katalysator zu neutralisieren. Das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und der Riickstand mit 40 ml Wasser aufgenommen.
Das Gemisch wurde dreimal mit je 40 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden Gber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach dem Entfernen des Lésungsmit-

tels wurden 21.4 g (82%) der Zielverbindung als weiRer Feststoff erhalten.

—H-NMR (500 MHz, CD3s0D): § = 4.16-3.65 (m, 4H, C(CH20)>), 1.41 (s, 3H, OCCHs), 1.34
(s, 3H, OCCHy), 1.14 (s, 3H, CCHg), ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CD30D): § = 178.9 (Cquar,
C, C=0), 99.3 (Cquart, C, C(CHz3)2), 67.1 (-, C, OCHy), 65.9 (-, C, OCHy), 42.7 (Cquar, C,
CCO2H), 25.6 (+, C, OCCHs3), 24.2 (+, C, OCCHpg), 17.5 (+, C, CCHs) ppm. — IR (ATR): v =
2981 (w), 1718 (m), 1456 (w), 1380 (w), 1351 (vw), 1284 (w), 1254 (m), 1200 (w), 1157 (w),
1138 (m), 1071 (m), 1021 (w), 987 (w), 936 (w), 867 (w), 825 (m), 789 (w), 716 (m), 597 (w),
518 (w), 437 (vw). — HRMS m/z CgH1504, ber.: 175.0970, gef.: 175.0973. Die analytischen

Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[t17]



Experimenteller Teil 127

4-(2-Hydroxy-ethyl)-10-oxa-4-aza-tricyclo[5.2.1.02,6]-dec-8-en-3,5-dion (99)

o)

0
ﬂ:I::éN " 0OH

0]

In einem 250-mL-Einhalskolben wurden 6.00 g (36.0 mmol, 1.00 Aquiv.) exo-3,6-Epoxy-
1,2,3,6-tetrahydrophthalanhydrid (97) in 150 mL MeOH geldst. Die Reaktionsmischung wurde
auf 0 °C abgekihlt und uber einen Zeitraum von 4 Minuten 2.16 mL (2.20 g, 36.0 mmol, 1.00
Aquiv.) Monoethanolamin zugetropft. AnschlieBend wurde die Losung fir 4 Stunden auf 67
°C erwarmt. Nach Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Reaktionsgemisch fiir 24 Stunden
geruhrt. Das Losungsmittel wurde dann unter vermindertem Druck entfernt. Das Produkt wurde
durch Kristallisation aus Hexan gewonnen und unter vermindertem Druck getrocknet. Hierbei

wurde ein weilBer Feststoff in einer Ausbeute von 5.00 g (66%) erhalten.

~ 1H-NMR (500 MHz, CDCls): 5 = 6.52 (s, 2H, HC=CH), 5.28 (s, 2H, CHOCH), 3.78-3.75
(m, 2H, CH20H), 3.72-3.69 (m, 2H, NCH;), 2.89 (s, 2H, CHCON) ppm. — *C-NMR (125
MHz, CDCls): & = 176.9 (Cquan, 2 X C, C=0), 1365 (+, 2 x C, HC=CH), 81.1 (+, 2 x C,
HCOCH), 60.1 (-, C, CH20H), 47.6 (+, 2 x C, CHCON), 41.8 (~, C, NCH,) ppm. Die analyti-

schen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[1%]

2-Azidoethanol (96)

Nose™on

In einem 100-ml- Einhalskolben wurde 11.3 g (17.3 mmol, 1.23 Aquiv.) Natriumazid in 30 ml
Wasser geldst. AnschlieRend wurde 10.0 ml (14.1 mmol, 0.10 Aquiv.) 2-Bromethanol zugege-
ben. Die Reaktionsmischung wurde fiir 24 h bei 80°C geriihrt. Nachdem die Reaktion auf
Raumtemperatur gekuihlt wurde, wurde mit dreimal mit je 75 ml Diethylether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet. Nach entfernen des
Trockenmittels wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 10.9
g (90%) der Zielverbindung als farbloses Ol erhalten.[*€]
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~ 14-NMR (500 MHz, CDCls): & = 3.80-3.77 (m, 2H, OCH2CH2Ns), 3.45 (t, J = 5.0 Hz, 2.0
Hz, 2H, CH2CH2N3) ppm. — C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 61.7 (-, C, CHy), 53.7 (-, C,

CH>) ppm. Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur Gberein.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 (AAV1): Veresterung der cyclischen Acetale

In einem 100-mL-Einhalskolben wurden 2,2,5-Trimethyl-1,3-dioxan-5-carbonsdure (1.00
Aquiv.), das entsprechende Alkohol (1.20 Aquiv.) und 4-(Dimethylamino)-pyridin (0.05
Aquiv.) in 30 mL Dichlormethan vorgelegt. Die Losung wurde auf 0 °C abgekiihlt. Unter Riih-
ren wurden Uber einen Zeitraum von 5 Minuten Diisopropylcarbodiimid (1.20 Aquiv.) zu ge-
tropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 7 h bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde
der gebildete Harnstoff abfiltriert. Hiernach wurde das Ldsungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt. Der Rickstand wurde anschlieRend sdulenchromatographisch aufgereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 (AAV2): Entschitzung der cyclischen Acetale

In einem 50-mL-Einhalskolben wurden die jeweiligen Acetale (1.00 Aquiv.) in einer Mischung
aus 10 mL THF und 10 mL einer 1M Salzsaurelosung geldst. AnschlieRend wurde fiir 3 h bei
Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung wurde zweimal mit je 20 mL Essigester ex-
trahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden anschlieRend Gber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde

schlielich sdulenchromatisch aufgereinigt.

Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 (AAV3): Einfuhrung von Terephthalaldehydséure

In einem 100-mL-Einhalskolben wurden die entsprechenden Diole (1.00 Aquiv.), 4-(Dimethyl-
amino)-pyridin (0.20 Aquiv.) und Terephthalaldehyds&ure (1.10 Aquiv.) in 30 mL Dichlorme-
than vorgelegt. Die Losung wurde auf 0 °C abgekuhlt. Unter Ruhren wurden tiber einen Zeit-
raum von 10 Minuten Diisopropylcarbodiimid (1.10 Aquiv.) zu getropft. Die Reaktionsldsung
wurde flr 24 h bei Raumtemperatur gertihrt. AnschlieBend wurde der entstandene Harnstoff
abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde an-

schlieRend sdulenchromatographisch aufgereinigt.
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2-Azidoethyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90a)

0]

Ngwo)gbj(

0]

Ausgehend von 2-Azidoethanol (96) konnten 3.75 g (77%) der Titelverbindung nach AAV1 als

gelbliches Ol erhalten werden.

Rt = 0.38 (Hexan/Essigsaureethylester 4:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 4.34-4.31 (m,
2H, CH20) 4.19 (d, J = 11.9 Hz, 2H, CH20), 3.65 (d, J = 11.9 Hz, 2H, CH:0), 3.50-3.46 (m,
2H, CH2N3), 1.42 (s, 3H, OCCHs3), 1.37 (s, 3H, OCCHs3), 1.20 (s, 3H, CCH3) ppm. - *C-NMR
(125 MHz, CDClz): 6 =173.9 (Cquart, C, C=0), 98.1 (Cguart, C, C(CH3)2), 65.9 (-, 2 x C, OCHy>),
63.6 (—, C, N3CH2CHy), 49.8 (-, C, CH2N3), 41.9 (Cquart, C, CCOy), 24.8 (+, C, OCCH3), 22.4
(+, C, OCCHg), 18.4 (+, C, CCHs3) ppm. — IR (KBr): v = 3559 (m), 2992 (m), 2880 (w), 2107
(s), 1735 (s), 1455 (m), 1375 (m), 1352 (w), 1220 (m), 1200 (m), 1158 (m), 1082 (s), 1042 (m),
936 (w), 830 (m), 669 (w), 521 (w). — MS (FAB, 3-NBA) m/z (%): 244 (100) [M* + H], 228
(54) [M* — CHj3], 186 (59) [M* — C3Hs0]; — HRMS m/z C10H18N3Oa, ber.: 244.1297, gef.:
244.1295.

Propargyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90b)

Ausgehend von Propargylalkohol konnten 3.21 g (80%) der Titelverbindung nach AAV1 als
gelbliches Ol erhalten werden.

Rf = 0.27 (Hexan/Essigester 20:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCl3): § =4.75 (d, J = 2.4 Hz, 2H,
CH>C=CH) 4.16 (d, J = 12.0 Hz, 2H, CH:0), 3.70 (d, J = 12.0 Hz, 2H, CH20), 2.93 (t, J = 2.5
Hz, 2H, C=CH), 1.42 (s, 3H, OCCHs), 1.38 (s, 3H, OCCHs), 1.22 (s, 3H, CCHs3) ppm. — C-
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NMR (125 MHZ, CDC|3) 6 = 1749 (Cquart, C, C:O), 994 (Cquart, C, C(CH3)2), 786 (Cquart, C,
C=CH), 76.3 (+, C, C=CH), 66.9 (-, 2 x C, CH20), 53.2 (-, C, CH2C=CH), 43.1 (Cqua, C,
CCHz), 26.0 (+, C, OCCHs3), 21.9 (+, C, OCCHz), 18.4 (+, C, CCHz3) ppm. Die analytischen

Daten stimmen mit denen der Literatur Gberein.[!17]

Anthracen-9-ylmethyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90d)

Ausgehend von Anthracenalkohol konnten 1.27 g (70%) der Titelverbindung nach AAV1 als

gelblicher Feststoff erhalten werden.

Rf = 0.38 (Hexan/Essigester 4:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8.50 (s, 1H, Har), 8.34
(d, J=8.9 Hz, 2H, Ha/), 8.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ha/), 7.59-7.54 (m, 2H, Har), 7.52-7.48 (m,
2H, Har), 6.21 (s, 2H, CH20CO), 4.16 (d, J = 11.8 Hz, 2H, CH20), 3.59 (d, J = 11.8 Hz, 2H,
CH0), 1.38 (d, J = 9.5 Hz, 6H, OC(CHs)2), 1.10 (s, 3H, CCH3) ppm. — ¥C-NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 = 176.5 (Cquart, C, C=0), 131.9 (Cguart, C, Car), 130.7 (Cquart, 2 x C, Car), 129.1 (+,
C, CHar), 128.9 (+, 2x C, CHar), 127.6 (+, 2x C, CHar), 126.2 (Cquart, 2 x C, Car), 125.1 (+, 2x
C, CHar), 124.1 (+, 2% C, CHar), 98.7 (Cquartt, C, C(CH3)2), 68.5 (-, 2 x C, OCH>), 65.7 (-, C,
CH2Car), 41.8 (Cquart, C, CCOy), 24.8 (+, C, OCCHj3), 22.4 (+, C, OCCHj3), 18.4 (+, C, CCHs)
ppm. — IR (KBr): v = 2991 (w), 2969 (w), 1729 (m), 1450 (w), 1370 (w), 1352 (w), 1323 (w),
1278 (w), 1237 (m), 1215 (m), 1155 (m), 1123 (m), 1078 (m), 1039 (m), 1022 (w), 991 (w),
964 (w), 950 (w), 919 (w), 886 (m), 830 (m), 788 (w), 731 (m), 699 (w), 665 (w), 648 (w), 635
(w), 600 (w), 586 (w), 563 (w), 521 (m), 470 (w), 402 (w). — EI-MS m/z (%): 364 (58) [M*],
206 (11), 192 (20) [CisHi2], 191 (100) [CisHi1], 178 (5). — HRMS m/z C23H2404, ber.:
364.1669, gef.: 364.1668.
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3-4-(2-Ethyl)-10-oxa-4-aza-tricyclo[5.2.1.02,6]dec-8-en-3,5-dion-2,2,5-trimethyl-1,3-di-
oxan-5-carboxylat (90e)

et
0
N\/\O)Kk\o
0 /%
0]
Ausgehend von 4-(2-Hydroxy-ethyl)-10-oxa-4-aza-tricyclo[5.2.1.02,6]-dec-8-en-3,5-dion (99)
konnten 1.73 g (73%) der Titelverbindung nach AAV1 als farbloser Feststoff erhalten werden.

Rt = 0.43 (Dichlormethan/Methanol 30:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 6.50 (s, 2H,
HC=CH), 5.24 (s, 2H, CHOCH), 4.28-4.26 (m, 2H, CH:0), 4.11 (d, J = 11.8 Hz, 2H, CH>0),
3.77-3.74 (m, 2H, CH;0), 3.35 (d, J = 11.8 Hz, 2H, NCHy), 2.84 (s, 2H, CHCON), 1.38 (s,
3H, C(CHs)2), 1.35 (s, 3H, C(CHs3)2), 1.16 (s, 3H, CCH3) ppm. — *C-NMR (125 MHz, CDCls):
8 =175.9 (Cquart, 2 X C, CON), 173.9 (Cquart, C=0), 136.4 (+, 2 x C, H2.C=CH?>), 98.0 (Cquart, C
C(CHs)2), 80.8 (+, 2 x C, CHOCH), 65.7 (-, 2 x C, C(CHy>)2), 61.7 (-, C, NCH2CHy), 47.4 (+,
2 x C, CHCON), 41.7 (Cquart, C, C(CHz2)2), 37.8 (-, C, NCHy), 24.0 (+, C, CH,OCCHz), 23.2
(+, C, CH20CCHa), 18.4 (+, C, COOCCHj3) ppm. — IR (ATR): v = 3349 (vw), 3028 (vw), 2996
(vw), 2073 (vw), 1771 (vw), 1695 (w), 1524 (vw), 1487 (vw), 1453 (w), 1431 (w), 1396 (w),
1377 (w), 1358 (w), 1338 (w), 1279 (w), 1247 (w), 1221 (w), 1190 (w), 1168 (w), 1153 (w),
1119 (w), 1081 (w), 1042 (w), 1015 (w), 984 (w), 952 (w), 936 (w), 918 (w), 876 (w), 853 (w),
828 (w), 800 (vw), 781 (vw), 720 (w), 705 (w), 658 (w), 609 (w), 591 (w), 545 (vw), 520 (w),
502 (vw), 479 (vw), 429 (vw). — EI-MS m/z (%): 366 (1) [M* + H], 350 (51) [M* - O], 282 (55)
[C13H16NO6*], 209 (10) [M* — CgH1303], 191 (10), 142 (19), 124 (100) [CsHsNO2*], 68 (92)
[C2H40™]; — HRMS m/z C1gH24NO7 [M* + H], ber.: 366.1552, gef.: 366.1550.
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2-Azidoethyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat (91a)

o)
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Ausgehend von 2-Azidoethyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90a) konnten 1.10 g
(93%) der Titelverbindung nach AAV?2 als gelbliches Ol erhalten werden.

~1H-NMR (500 MHz, CD30D): & = 4.23 (m, 2H, CH20), 3.64 (d, J = 10.9 Hz, 2H, CH,0H),
3.50 (d, J = 10.9 Hz, 2H, CH20H), 3.17 (m, 2H, CH:Ns), 1.18 (s, 3H, CCHa) ppm. — 3C-NMR
(125 MHz, CD3;0D): § = 176.3 (Cquat, C, C=0), 65.8 (-, 2 x C, OCH2)2), 64.7 (-, C,
N3CH2CHs), 51.7 (Cquart, C, CCO3), 51.0 (—, C, CH2N3), 17.3 (+, C CHs) ppm. — IR (KBr): v =
3406 (), 2944 (s), 2886 (s), 2108 (vs), 1728 (s), 1460 (s), 1389 (s), 1301 (), 1137 (s), 1042 (s),
911 (m), 862 (M), 646 (M), 557 (m). — MS (FAB, 3-NBA) m/z (%): 204 (100) [M* + H], 193
(19), 176 (12) [M* — N3], 154 (19), 137 (24); — HRMS m/z C7H14N3Os, ber.: 204.0984, gef.:
204.0981.

Propargyl-2,2-Bis(hydroxymethyl)propionat (91b)

/OJKKOH

OH

Ausgehend von Propargyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90b) konnten 1.22 g
(91%) der Titelverbindung nach AAV?2 als gelbliches Ol erhalten werden.

—H-NMR (500 MHz, CDClg): § = 4.76 (s, 2H, CH2.C=CH), 3.93 (d, J = 11.3 Hz, 2H, CH,0H),
3.74 (d, J=11.3 Hz, 2H, CH20H), 2.49 (t, J = 2.4 Hz, 1H, C=CH), 1.10 (s, 3H, CCH3) ppm. —
13C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 175.2 (Cquart, C, C=0), 77.4 (Cquar, C, C=CH), 75.4 (+, C,
C=CH), 68.3 (-, 2 x C, CH20H), 52.6 (-, C, CH.C=CH), 49.5 (Cquart, C, CCH3), 17.1 (+, C,
CHj3) ppm. — HRMS m/z CgH1204 [M + H]", ber.: 173.0808, gef.: 173.00809. Die analytischen

Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[288]
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Allyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat (91c)

\/\O)KKOH

OH

Ausgehend von Allyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90c) konnten 2.33 g (92%) der
Titelverbindung nach AAV?2 als gelbliches Ol erhalten werden.

— H-NMR (500 MHz, CD3s0D): & = 5.95 (ddt, J = 17.2 Hz, 10.7 Hz, 5.5 Hz, 1H, CH=CH>)
5.31 (dg, J = 17.2 Hz, 1.6 Hz, 1H, CH=CHy), 5.21 (dq, J = 10.5 Hz, 1.4 Hz, 1H, CH=CHy),
4.60 (dt, J = 5.4 Hz, 1.5 Hz, 2H, CH0), 3.70 (d, J = 10.9 Hz, 2H, CH>0H), 3.63 (d, J = 10.9
Hz, 2H, CH,0H), 1.17 (s, 3H, CCHs) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CD30D): § = 175.5 (Cquart,
C, C=0), 131.7 (+, C, CH=CHy), 1185 (-, C, CH=CHy), 68.4 (-, C, CH2CH=CH>), 65.4 (-, 2
x C, OCHy), 49.2 (Cquart, C, CCH20), 17.4 (+, C, CCH3) ppm. — IR (ATR): v = 3381 (w), 2942
(w), 2882 (w), 1712 (m), 1648 (w), 1458 (w), 1376 (w), 1217 (m), 1126 (m), 1032 (m), 982
(m), 930 (m), 551 (w). — EI-MS m/z (%): 175 (100) [M* + H]. - HRMS m/z CgH150a, ber.:
175.0965, gef.: 175.0964. Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[287]

Anthracen-9-ylmethyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat (91d)

DU
o
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Ausgehend von Antracen-9-ylmethyl-2,2,5-trimethyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90d) konnten
1.44 g (90%) der Titelverbindung nach AAV?2 als gelblicher Feststoff erhalten werden.

~ IH-NMR (500 MHz, CDs0OD): & = 8.51(s, 1H, Ha:), 8.38 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ha), 8.07 (d, J
= 8.5 Hz, 2H, Ha), 7.59-7.54 (m, 2H, Ha), 7.52-7.48 (M, 2H, Ha), 6.18 (s, 2H, CH0CO),
3.65 (d, J = 10.9 Hz, 2H, CH,0H), 3.59 (d, J = 10.9 Hz, 2H, CH,0H), 1.08 (s, 3H, CCH3) ppm.
— BC-NMR (125 MHz, CD30D): § = 176.5 (Cquart, C, C=0), 131.9 (Cquart, C, Car), 130.7 (Cquart,
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2 xC,Car), 129.1 (+, C, CHar), 128.9 (+, 2% C, CHar), 127.6 (+, 2% C, CHar), 126.2 (Cquart, 2
x C, Car), 125.1 (+, 2% C, CHar), 124.1 (+, 2x C, CHar), 65.7 (-, C, CH2Car), 60.1 (-, 2 x C,
OCHy), 51.8 (Cquart, C, CCH3), 17.3 (+, C, CCHa) ppm. — IR (KBr): v = 3487 (w), 3435 (w),
3040 (vw), 2996 (w), 2911 (w), 1944 (vw), 1707 (m), 1621 (w), 1524 (vw), 1494 (vw), 1480
(w), 1469 (vw), 1435 (w), 1373 (w), 1321 (w), 1262 (w), 1242 (w), 1215 (m), 1181 (w), 1138
(m), 1070 (w), 1041 (m), 1028 (m), 997 (w), 973 (w), 956 (w), 937 (m), 918 (w), 885 (m), 867
(w), 841 (w), 785 (w), 737 (m), 698 (w), 670 (vw), 667 (vw), 647 (vw), 635 (w), 583 (w), 565
(w), 539 (m), 494 (m), 411 (w).— HRMS m/z C20H2004, ber.: 324.1362, gef.: 324.1360.

exo-N-2-(Ethyl-3"-hydroxy-2"-(hydroxymethyl)-2"-methylpropanoat)-7-oxab-
icyclo[2.2.1]hept-5-en-2,3-dicarboximid (91e)

O
(0]
N\/\
(0] OH
(0]

OH

Ausgehend von 3-4-(2-Ethyl)-10-oxa-4-aza-tricyclo[5.2.1.02,6]dec-8-en-3,5-dion-2,2,5-trime-
thyl-1,3-dioxan-5-carboxylat (90e) konnten 1.60 g (86%) der Titelverbindung nach AAV2 als
farbloses Ol erhalten werden.

R¢ = 0.38 (Dichlormethan/Methanol 15:1). — *H-NMR (500 MHz, CD30D): & = 6.55 (s, 2H,
HC=CH), 5.17 (s, 2H, CHOCH), 4.23-4.21 (m, 2H, CH20H), 3.76-3.74 (m, 2H, CH>0OH),
3.63 (d, J =10.94 Hz, 2H, NCHy>), 3.58 (d, J = 10.94, 2H, CH20), 2.94 (s, 2H, CHCON), 1.10
(s, 3H, CCH3) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CD3OD): & = 178.4 (Cqua, 2 X C, CON), 176.3
(Cquart, C, C=0), 137.7 (+, 2 x C, H2C=CHy), 82.3 (+, 2 x C, CHOCH), 65.7 (—, 2 x C, C(CHy>)>),
62.1 (-, C, NCH2CH?>), 51.6 (Cquart, C, C(CH2)2), 48.8 (+, C, CHCON), 38.7 (-, C, NCHy), 17.2
(+, C, COOCCHsz) ppm. — IR (ATR): v = 3459 (w), 2944 (w), 1773 (w), 1690 (s), 1429 (m),
1399 (m), 1336 (m), 1221 (m), 1191 (m), 1152 (m) 1120 (m), 1017 (s), 915 (w), 876 (s), 853
(m), 825 (w), 802 (w), 771 (vw), 720 (w), 650 (m), 606 (w), 429 (vw). — MS (FAB, 3-NBA)
m/z (%): 326 (85) [M™ + H], 258 (12) [M* — C4H40], 209 (18) [M* — CsHy03], 158 (13), 153
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(30) [C7HNOs*], 141 (100) [CeH7NOs', 123 (50), 96 (63) [CsH2NO2]. — HR-FABMS m/z
C1sH24NO7 [M* + H], ber.: 326.1239, gef.: 326.1237.

3-(2-Azidoethoxy)-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat (92a)

0] @]
0]
OH Z

Ausgehend von 2-Azidoethyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat (91a) konn-
ten 0.78 g (60%) der Titelverbindung nach AAV3 als farbloses Ol erhalten werden.

Rf = 0.11 (Hexan/Essigsaureethylester 2:1). — *H-NMR (500 MHz, CDs0D): & = 10.08 (s, 1H,
CHO), 8.18 (d, J =8.3 Hz, 2H, Ha), 8.06-8.02 (m, 2H, Har), 4.56 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH0),
4.48 (d, J =10.9 Hz, 1H, CH:0), 4.32-4.28 (m, 2H, CH>0), 3.85-3.77 (m, 2H, CH:0), 3.52—
3.48 (m, 2H, CH2Ns), 1.33 (s, 3H, CH3) ppm. — C-NMR (125 MHz, CD30D): § = 193.5 (+,
C, CHO), 175.3 (Cquart, C, C=0), 167.5 (Cquart, C, O2CCar), 147.9 (Cquart, C CaCHO), 136.2
(Cquart, C, OOCCay), 131.2 (+, C, CHar), 130.7 (+, C, CHa), 130.4 (+, C, CHar), 1275 (+, C,
CHar), 67.5 (—, C, OCH2), 65.5 (-, C, N3CH2CHy), 65.0 (-, C, CH20H), 51.0 (-, C, N3CHy),
50.0 (Cquart, C, CCHBg), 17.8 (+, C, CCHa) ppm. — IR (ATR): v= 13338 (w), 2966 (w), 2104 (m),
1723 (m), 1702 (m), 1612 (w), 1576 (w), 1504 (w), 1461 (w), 1384 (w), 1271 (s), 1201 (m),
1103 (s), 1048 (m), 1015 (m), 920 (vw), 854 (w), 832 (w), 757 (m), 732 (vw), 685 (w), 630
(w), 556 (w), 512 (w), 465 (w), 414 (w). — EI-MS m/z (%): 336 (1) [M™ + H], 249 (22)
[C13H1405"], 133 (100) [CeH602"]. — HRMS m/z C15H18N30e, ber.: 336.1195, gef.: 336.1196.
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2-(Hydroxymethyl)-2-methyl-3-o0xo0-3-(prop-2-yn-1-yloxy)propyl-4-formylbenzoat (92b)

Ausgehend von Propargyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat (91b) konnten
0.35 g (58%) der Titelverbindung nach AAV3 als farbloses Ol erhalten werden.

Rt = 0.34 (Hexan/Essigsaureethylester 5:1). — tH-NMR (500 MHz, CDs0D): & = 10.06 (s, 1H,
CHO), 8.21-8.17 (m, 2H, Har), 8.07-8.03 (m, 2H, Ha), 6.19 (s, 1H, CH20OH), 4.75 (s, 2H,
CH2C=CH), 4.35-4.29 (m, 2H, CH20), 3.74 (d, J = 11.3 Hz, 2H, CH.0H), 2.48 (t, J = 2.5 Hz,
1H, C=CH), 1.11 (s, 3H, CH3) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CD30D): § = 192.8 (+, C, CHO),
175.2 (Cquart, C, C=0), 167.5 (Cquart, C, 02CCar), 147.9 (Cquart, C, Ca:CHO), 136.2 (Cguar, C,
Car), 131.3 (+, C, CHar), 130.6 (+, C, CHar), 130.7 (+, C, CHar), 127.5 (+, C, CHar), 77.5 (Cquart,
C,C=CH), 75.4 (+,C, C=CH), 68.3 (-, C, CH), 65.6 (-, C, CHy), 52.6 (-, C, CH.C=CH), 49.5
(Cquart, C, CCH3), 17.1 (+, C, CHz3) ppm. — IR (ATR): v = 3426 (vw), 3240 (w), 2966 (w), 1850
(vw), 1710 (m), 1700 (w), 1570 (vw), 1460 (w), 1384 (m), 1271 (m), 1201 (w), 1103 (m), 1040
(m), 1016 (m), 923 (w), 854 (vw), 832 (w), 755 (m), 732 (vw), 685 (w), 630 (w), 556 (w), 512
(w), 466 (w). — EI-MS m/z (%): 305 (6) [M™ + H], 175 (5), 174 (8), 133 (100) [CgHsO2], 69
(23), 56 (10). - HRMS m/z C16H160s, ber.: 305.1025, gef.: 305.1025.

3-(Allyloxy)-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat (92c)

O o
\/\OJ\KOJ\@\/
OH 0
Ausgehend von Allyl-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat (91c) konnten 1.42 g

(56%) der Titelverbindung nach AAV3 als farbloses Ol erhalten werden.

R¢ = 0.31 (Hexan/Essigsdueethylester 6:1). — *H-NMR (500 MHz, CDsOD): & = 10.08 (s, 1H,
CHO), 8.18 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Har), 8.06-8.03 (m, 2H, Har), 6.18 (s, 1H, CH.OH), 5.95 (ddt,
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J=17.2Hz, 10.7 Hz, 5.5 Hz, 1H, CH=CH) 5.28 (dg, J = 17.2 Hz, 1.6 Hz, 1H, CH=CH>), 5.21
(dg, J =10.5 Hz, 1.4 Hz, 1H, CH=CH), 4.60 (dt, J = 5.4 Hz, 1.5 Hz, 2H, CH:0), 4.32-4.28
(m, 2H, CH20), 3.70 (d, J = 10.9 Hz, 2H, CH,0H), 1.17 (s, 3H, CH3) ppm. — 33C-NMR (125
MHz, CD30OD): 6 =192.8 (+, C, CHO), 175.6 (Cquart, C, C=0), 167.5 (Cguart, C, O2CCar), 147.9
(Cquart, C, CarCHO), 136.2 (Cquart, C, Car), 131.6 (+, C, CH=CH>), 131.3 (+, C, CHa/), 130.6
(+, C, CHar), 130.7 (+, C, CHar), 127.5 (+, C, CHar), 1185 (-, C, CH=CH), 68.5 (-, C, CH>),
66.3 (-, C, CH2), 65.6 (-, C, CH20H), 49.5 (Cquart, C, CCH3), 17.8 (+, C, CCHz) ppm. — IR
(ATR): v= 3049 (vw), 2966 (w), 2882 (w), 1722 (m), 1702 (m), 1614 (w), 1576 (w), 1504 (w),
1461 (w), 1384 (w), 1271 (s), 1201 (m), 1103 (s), 1048 (m), 1015 (m), 920 (vw), 854 (w), 832
(w), 757 (m), 732 (w), 685 (vw), 630 (w), 556 (w), 512 (w), 465 (w), 414 (w). — EI-MS m/z
(%): 307 (3) [M* + H], 267 (35), 174 (16), 135 (5), 133 (100) [CsHsO2"], 69 (26). - HRMS m/z
C16H100s, ber.: 307.1182, gef.: 307.1181.

3-(Anthracen-9-ylmethoxy)-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat
(92d)

Ausgehend von  Anthracen9-ylmethoxy-3-hydroxy-2-(hydroxymethyl)-2-methylpropanoat
(91d) konnten 1.95 g (50%) der Titelverbindung nach AAV3 als gelbliches Ol erhalten werden.

Rf = 0.21 (Hexan/Essigsaureethylester 2:1). — *H-NMR (500 MHz, CD30D): § = 10.06 (s, 1H,
CHO), 8.50(s, 1H, Har), 8.37 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ha/), 8.21-8.17 (m, 2H, Ha), 8.07-8.03 (m,
4H, Har), 7.61-7.55 (m, 2H, Har), 7.52-7.47 (m, 2H, Har), 6.18 (s, 2H, CH20CO), 4.35-4.29
(m, 2H, CH20), 3.65 (d, J = 10.8 Hz, 2H, CH,0H), 1.09 (s, 3H, CH3) ppm. — 3C-NMR (125
MHz, CD30D): § = 192.8 (+, C, CHO), 176.5 (Cquart, C, C=0), 175.2 (Cquart, C, C=0), 167.5
(Cquart, C, 02CCar), 141.2 (Cquart, C, CACHO), 136.2 (Cquart, C, Car), 131.9 (Cquart, C, Car), 131.3
(+, C, CHar), 130.7 (Cquart, 2 X C, Car), 130.6 (+, 2 x C, CHar), 129.1 (+, C, CHar), 128.9 (+,
2x C, CHav), 127.6 (+, 2% C, CHar), 127.5 (+, C, CHar), 126.2 (Cquart, 2 x C, Car), 125.1 (+, 2%
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C, CHar), 124.1 (+, 2x C, CHar), 66.2 (-, C, CH>), 65.7 (-, C, CH>), 60.4 (-, C, OCH?>), 51.8
(Cquart, C, CCHg), 17.3 (+, C, CCHa). — IR (KBr): v = 3494 (w), 2928 (w), 1700 (s), 1577 (w),
1502 (w), 1448 (w), 1384 (w), 1270 (s), 1200 (m), 1102 (s), 1044 (m), 1015 (m), 958 (m), 888
(m), 834 (m), 756 (m), 731 (s), 684 (m), 634 (w), 601 (w), 567 (w), 516 (w). — EI-MS m/z (%):
456 (33) [M™], 366 (20), 208 (15), 207 (5), 192 (28), 191 (100), 190 (7), 189 (8), 160 (5), 152
(9), 151 (9), 150 (13), 149 (21), 133 (40), 105 (8), 59 (5), 57 (6), 45 (5), 43 (20). —- HRMS m/z
C28H240s, ber.: 456.1573, gef.: 456.1573.

3-(Anthracen-9-ylmethoxy)-2-((2-bromoacetoxy)methyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-
SUN U
o%o
J g -
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Br

In einem 50-mL-Rundkolben wurden 500 mg (1.10 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(Anthracen-9-ylme-

formylbenzoat (111)

thoxy)-2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat (92d), 230 mg (1.65 mmol,
1.50 Aquiv.) Bromessigsaure und 27 mg (0.22 mmol, 0.20 Aquiv.) 4-(Dimethylamino)-pyridin
in 30 mL Dichlormethan vorgelegt. Die Losung wurde auf 0 °C abgekiihlt und 340 mg (1.65
mmol, 1.50 Aquiv.) Diisocyclohexylcarbodiimid in 10 mL Dichlormethan (ber einen Zeitraum
von 40 Minuten zugetropft. Die Reaktionslosung wurde fur 24 h bei Raumtemperatur gerhrt.
Anschliefend wurde der gebildete Harnstoff abfiltriert. Hiernach wurde das Losungsmittel un-
ter vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie an Kie-
selgel gereinigt (Hexan/Essigsaureethylester 4:1) und 510 mg (68%) der Titelverbindung als
gelblicher Feststoff erhalten.

Rf = 0.32 (Hexan/Essigsaureethylester 4:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 10.08 (s, 1H,
CHO), 8.50(s, 1H, Ha), 8.36 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Ha(), 8.22-8.18 (m, 2H, Ha), 8.09-8.04 (m,
4H, Har), 7.60-7.55 (m, 2H, Har), 7.52-7.47 (m, 2H, Ha), 6.17 (s, 2H, CH.0OCO), 4.57 (d, J
=11.2 1H, CH20), 454 (d, J = 11.2, 2H, CH20), 4.49 (d, J = 11.2, 2H, CH20), 4.45(d, J =
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11.2, 2H, CH0), 3.84 (s, 2H, CH2Br), 1.39 (s, 3H, CHs) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls):
8=191.8 (+, C, CHO), 176.5 (Cquart, C, C=0), 172.2 (Cquart, C, C=0), 166.8 (Cquart, C, CCH2BI),
165.0 (Cquart, C, O2CCar), 139.5 (Cquart, C, CA:CHO), 135.2 (Cguart, C, Car), 131.9 (Cquart, C, Car),
131.3 (+, C, CHar), 130.7 (Cquart, 2 x C, Car), 130.6 (+, 2 x C, CHar), 129.1 (+, C, CHar), 128.9
(+, 2% C, CHar), 127.6 (+, 2x C, CHar), 127.5 (+, C, CHar), 126.2 (Cquart, 2 X C, Car), 125.1 (+,
2x C, CHar), 124.1 (+, 2x C, CHay), 66.7 (-, C, CH2), 65.7 (-, C, CH2), 64.1 (-, C, OCH>), 46.9
(Cquart, C, CCHBa), 25.2 (-, C, CH2Br), 17.3 (+, C, CCHa). — IR (ATR): v = 2961 (w), 1723 (s),
1702 (s), 1624 (w), 1577 (w), 1527 (vw), 1503 (w), 1468 (w), 1370 (w), 1262 (s), 1201 (s),
1100 (s), 1013 (m), 940 (m), 888 (m), 835 (m), 807 (w), 756 (m), 732 (s), 684 (m), 634 (W),
601 (w), 568 (w), 518 (w), 466 (w), 422 (w). — HRMS m/z C3oH2sBrO7, ber.: 576.0784, gef..
576.0787.

2-(Acryloyloxy)methyl-3-(2-azidoethoxy)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat (93a)
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In einem 50-mL-Einhalskolben wurden 2.80 g (8.33 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(2-Azidoethoxy)-2-
(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat (92a) und 2.35 mL (1.70 g, 16.7
mmol, 2.00 Aquiv.) Triethylamin in 25 mL Dichlormethan vorgelegt. Die Losung wurde auf 0
°C abgekhlt und fur 5 min geriihrt. Anschliefend wurden tber einen Zeitraum von 30 Minuten
1.09 mL (1.21 g, 13.3 mmol, 1.60 Aquiv.) Acryloylchlorid zugetropft und fir 12 h bei Raum-
temperatur geriihrt. Der Reaktionsldsung wurden dann 80 mL Wasser zugegeben und in Schei-
detrichter zweimal mit je 40 mL Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt.
Nach sédulenchromatographischer Aufreinigung (Hexan/Essigsaureethylester 2:1) wurden 2.25
g (69%) der Zielverbindung als farbloses Ol erhalten.
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Rf = 0.32 (Hexan/Essigsaureethylester 2:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCl3): § = 10.11 (s, 1H,
CHO), 8.16 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Har), 7.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha/), 6.42 (d, J = 17.3 Hz, 1H,
CH=CHy), 6.17-6.08 (m, 1H, CH=CHy), 5.87 (d, J = 10.5, 1H, CH=CHy), 4.62-4.55 (m, 2H,
CH20), 4.49-4.44 (m, 2H, CH0), 4.39-4.29 (m, 2H, CH20), 3.52-3.45 (m, 2H, CH2N3), 1.42
(s, 3H, CH3) ppm. — 13C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 191.5 (+, C, CHO), 172.4 (Cquart, C,
C=0), 167.5 (Cquart, C, CCH), 164.9 (Cquart, C, 02CCar), 139.4 (Cquart, C, CArCHO), 134.5 (Cquart,
C, OOCCa), 131.7 (-, C, CH=CHy), 130.7 (+, 2 x C, CHar), 129.6 (+, C, CHar), 127.7 (+, C,
CH=CH), 66.4 (-, C, OCHy), 65.5 (-, C, N3CH2CH?>), 63.9 (-, C, OCH2), 49.7 (-, C, N3CH>),
46.8 (Cquart, C, CCH3), 17.8 (+, C, CCHz) ppm. — IR (ATR): v=2919 (m), 2850 (w), 2091 (vw),
1722 (w), 1614 (w), 1546 (w), 1461 (w), 1376 (w), 1264 (w), 1200 (w), 1094 (w), 1013 (w),
920 (vw), 852 (vw), 832 (w), 755 (w), 682 (w), 630 (w), 467 (vw). — EI-MS m/z (%): 389 (5)
[M™], 262 (15), 133 (100) [CsHsO2"], 69 (30). — HRMS m/z C1sH19N3Oy7, ber.: 389.1223, gef.:
389.1224.

3-(2-Azidoethoxy)-2-((2-brom-2-methylpropanoyloxy)methyl-2-methyl-3-oxopropyl-4-
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In einem 100-mL-Einhalskolben wurden 1.40 g (4.16 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(2-Azidoethoxy)-
2-(hydroxymethyl)-2-methyl-3-oxopropyl-4-formylbenzoat (92a) und 1.17 mL (0.85 g, 8.35

formylbenzoat (160)

mmol, 2.00 Aquiv.) Triethylamin in 50 mL Dichlormethan vorgelegt. Die L6sung wurde auf 0
°C abgekdihlt und fir 5 min geruhrt. Anschlielend wurden tber einen Zeitraum von 3 Minuten
0.93 mL (1.73 g, 7.52 mmol, 1.80 Aquiv.) Bromisobutyrylbromid zugetropft. Die braun-oran-
gene Losung wurde fur 6 Stunden bei Raumtemperatur geruhrt. Der Reaktionslésung wurden
dann 100 mL Wasser zugegeben und in Scheidetrichter zweimal mit je 30 mL Dichlormethan

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber Magnesiumsulfat getrocknet, fil-
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triert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Nach sdulenchromatographischer Aufreini-
gung (Hexan/Essigsaureethylester 3:1) wurden 1.23 g (62%) der Zielverbindung als farbloses
Ol erhalten.

R = 0.22 (Hexan/Essigsaureethylester 3:1). — 'H-NMR (500 MHz, CDClz): 6 = 10.10 (s, 1H,
CHO), 8.15 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Ha), 7.96 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Har), 4.57 (d, J = 11.2 Hz, 1H,
CH:0), 4.53 (d, J = 11.2 Hz, 1H, CH:0), 4.49 (d, J = 11.2 Hz, 1H, CH:0), 4.44 (d, J =11.2
Hz, 1H, CH>0), 4.35-4.32 (m, 2H, CH;0), 3.52-3.48 (m, 2H, N3CHJ>), 1.92 (s, 6H, C(CHz3)>),
1.44 (s, 3H, CHs) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 191.5 (+, C, CHO), 172.2 (Cquar,
C, C=0), 171.0 (Cquart, C, C=0), 164.9 (Cquart, C, C=0Car), 139.4 (Cquart, C, CA.CHO), 134.4
(Cquart, C, OOCCar), 130.2 (+, C, CHar), 129.6 (+, C, CHar), 66.5 (-, C, OCH>), 66.2 (-, C,
N3CH2CH?>), 64.0 (-, C, CH20), 55.3 (Cquart, C, C(CHz3)2Br), 49.6 (-, C, N3CH?>), 46.9 (Cquart,
C, CCHs3), 30.6 (+, C, C(CHa)2), 17.8 (+, C, CCHa) ppm. - IR (KBr): v = 3449 (vw), 2980 (w),
2107 (s), 1737 (vs), 1707 (s), 1578 (w), 1503 (w), 1466 (m), 1388 (m), 1372 (m), 1271 (vs),
1203 (s), 1162 (s), 1106 (s), 1016 (m), 936 (w), 855 (m), 758 (m), 688 (w), 643 (w), 475 (W). —
EI-MS m/z (%): 485 (1) [M*], 483 (1) [M*], 134 (14), 133 (100) [CgHs0"], 69 (16); — HRMS
m/z C19H22BrNsOy, ber.: 484.0719, gef.: 484.0716.

2-(Allyloxy)methyl-2-(hydroxymethyl)butylpropiolat (212)
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In einem 50-mL-Rundkolben wurden 1.00 g (5.74 mmol, 1.00 Aquiv.) 2-(Allyloxymethyl)-2-
ethyl-1,3-propandiol, 0.39 mL (0.44 g, 6.31 mmol, 1.10 Aquiv.) Propiolsaure und 28 mg (2.30
mmol, 0.40 Aquiv.) 4-(Dimethylamino)-pyridin in 25 mL Dichlormethan vorgelegt. Die Lo-
sung wurde auf 0 °C abgekiihlt und 1.30 g (6.31 mmol, 1.10 Aquiv.) Diisocyclohexylcar-
bodiimid in 10 mL Dichlormethan tber einen Zeitraum von 50 Minuten zugetropft. Die Reak-
tionslésung wurde fir 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieBend wurde der gebildete

Harnstoff abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck. Das Rohprodukt wurde
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mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Hexan/Essigsaureethylester 6:1) und
650 mg (50%) der Titelverbindung als farbloses Ol erhalten.

Rf = 0.21 (Hexan/Essigsaureethylester 6:1). — *TH-NMR (500 MHz, CDCls): § = 5.86 (ddt, J =
17.2 Hz, 10.6 Hz, 5.4 Hz, 1H, CH=CHpy), 5.25 (dd, J = 17.2 Hz, 1.2 Hz, 1H, CH=CHy>), 5.19
(d, J =10.4 Hz, 1H, CH=CHy), 4.28-4.21 (m, 2H, CH:0), 3.99-3.94 (m, 2H, CH20), 3.59 (s,
2H, CH?>), 3.46-3.38 (m, 2H, CH>0H), 2.90 (s, 1H, C=CH), 1.38 (g, J = 7.6 Hz, 2H, CH2>CHp3),
0.87 (t, J=7.6 Hz, 3H, CH3) ppm. — BC-NMR (125 MHz, CD30D): § = 152.9 (Cquart, C, C=0),
134.1 (+, C, CH=CH), 117.2 (-, C, CH=CH), 74.9 (Cquart, C, C=CH), 74.6 (+, C, C=CH), 72.9
(-, C, CH2CH=CHpy), 72.6 (-, C, CH2C), 66.3 (-, C, CH>), 65.6 (-, C, CH20H), 42.2 (Cquart, C,
CCH20H), 22.8 (-, C, CH2CHa), 7.4 (+, C, CH3) ppm. — IR (KBr): v = 3449 (vw), 3260 (w),
2966 (w), 2882 (w), 2116 (w), 1710 (m), 1460 (w), 1421 (vw), 1380 (w), 1223 (s), 1137 (w),
1088 (m), 1045 (m), 986 (m), 924 (m), 753 (m), 662 (w), 563 (w). — EI-MS m/z (%): 227 (37)
[M*™ + H], 219 (8), 212 (5), 211 (20), 210 (5), 209 (45), 197 (11), 196 (6), 186 (5), 185 (55),
183 (12), 181 (100), 179 (5). — HRMS m/z C12H1504, ber.: 227.1278, gef.: 227.1279.

2-((Allyloxy)methyl)-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)butan-1-ol (130)

OH

In einem 100-mL-Rundkolben mit Rickflusskihler wurden unter Argon 3.00 g (17.2 mmol,
1.00 Aquiv.) 2-(Allyloxymethyl)-2-ethyl-1,3-propandiol, 5.70 g (42.0 mmol, 2.44 Aquiv.) Ka-
liumcarbonat, 285 mg (1.72 mmol, 0.10 Aquiv.) Kaliumiodid und 1.44 mL (2.26 g, 19.0 mmol,
1.10 Aquiv) Propargylbromid in 40 mL abs. Aceton vorgelegt und fiir 12 h refluxiert. Anschlie-
Rend wurde der Rickstand filtriert, mit Aceton gespult und das Lésungsmittel unter verminder-
tem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gerei-
nigt (Hexan/Essigsaureethylester 6:1) und 2.00 g (55%) der Titelverbindung als gelbliches Ol

erhalten.

Rf = 0.20 (Hexan/Essigsaureethylester 6:1). — *H-NMR (500 MHz, CD3OD): § = 5.90 (ddt, J =
17.2Hz,10.6 Hz, 5.4 Hz, 1H, CH=CHy>), 5.25 (ddd, J =17.2 Hz, 3.5 Hz, 1.7 Hz, 1H, CH=CH)>),
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5.12 (ddd, J = 10.5 Hz, 3.2 Hz, 1.4 Hz, 1H, CH=CH>), 4.11 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH20), 3.95
(dt, J = 5.4 Hz, 1.5 Hz, 2H, CH:0), 3.47 (s, 2H, CH2), 3.42-3.39 (m, 2H, CH20H), 3.32 (s,
2H, CH2), 2.79 (t, J = 2.4 Hz, C=CH), 1.38 (q, J = 7.6 Hz, 2H, CH2CH3), 0.87 (t, J = 7.6 Hz,
3H, CHs) ppm. — *C-NMR (125 MHz, CD30D): § = 135.1 (+, C, CH=CH,), 115.2 (-, C,
CH=CHy), 79.5 (Cquart, C, C=CH), 74.1 (+, C, C=CH), 71.9 (-, C, CH2), 70.4 (-, C, CH>), 69.9
(- C,CHy), 62.5 (-, C, CH20H), 57.9 (-, C, CH2C=CH), 42.9 (Cguart, C, CCH.0OH), 22.1 (-, C,
CH2CHa), 6.4 (+, C, CH3) ppm. — MS (FAB, 3-NBA) m/z (%): 213 (11) [M* + H], 197 (16),
183 (74), 173 (20), 171 (16), 155 (30), 145 (33), 154 (34), 137 (53), 123 (30), 99 (100). - HRMS
m/z C12H2103, ber.: 213.1492, gef.: 213.1492.

4-(2-Allyloxy)methyl)-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)butoxy)-4-oxobutansaure (132)

o)

O
O

OH

In einem 100-mL-Rundkolben mit Rickflusskihler wurden unter Argon 1.40 g (6.59 mmol,
1.00 Aquiv.) 2-((Allyloxy)methyl)-2-((prop-2-yn-1-yloxy)methyl)butan-1-ol (130), 1.21 g
(9.89 mmol, 1.50 Aquiv.) 4-(Dimethylamino)-pyridin und 3.65 mL (2.66 g, 26.4 mmol, 4.00
Aquiv.) Triethylamin in 40 mL abs. Dichlormethan vorgelegt. Das Gemisch wurde auf 0 °C
gekuhlt und portionsweise 4.61 g (46.1 mmol, 7.00 Aquiv.) Bernsteinsiureanhydid zugegeben.
Die Reaktionsmischung wurde fiir 5 h refluxiert und anschlieRend fir weiter 12 h bei Raum-
temperatur gertihrt. AnschlieRend wurde Eiswasser zugegeben, die organische Phase getrennt.
und mit 1 m HCI-Lésung (50 mL) und gesattigter NaCl-Losung (2 x 50 mL) gewaschen. Die
organische Phase wurde tiber MgSO4 getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und 1.86 g (90%) der Titelverbindung als gelblicher Feststoff erhalten.

— H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 5.86 (ddt, J = 17.2 Hz, 10.6 Hz, 5.4 Hz, 1H, CH=CH,),
5.24 (ddd, J =17.2 Hz, 3.5 Hz, 1.7 Hz, 1H, CH=CH), 5.15 (ddd, J = 10.4 Hz, 2.9 Hz, 1.4 Hz,



Experimenteller Teil 144

1H, CH=CHy), 4.10 (d, J = 2.4 Hz, 2H, CH20), 4.06 (s, 2H, CH,0), 3.92 (dt, J = 5.4 Hz, 1.4
Hz, 2H, CH20), 3.41 (s, 2H, CH3), 3.30 (s, 2H, CH2), 2.70-2.62 (m, 4H, (CH2);COOH), 2.40
(t, J=2.4 Hz, C=CH), 1.43 (q, J = 7.6 Hz, 2H, CH,CH3), 0.85 (t, J = 7.6 Hz, 3H, CH3) ppm. —
BBC-NMR (125 MHz, CDCl3): 6 = 171.9 (Cquart, C, C=0), 170.6 (Cquart, C, C=0), 134.9 (+, C,
CH=CHy), 116.5 (-, C, CH=CHy2), 79.9 (Cquart, C, C=CH), 74.2 (+, C, C=CH), 72.3 (-, C, CHy),
70.1 (-, C, CHy), 70.0 (-, C, CHy), 65.3 (-, C, CH20CO), 58.6 (-, C, CH2C=CH), 42.2 (Cquan,
C, CCH2CHs), 22.8 (-, C, CH2CHs), 7.5 (+, C, CHs) ppm. — IR (ATR): v = 2928 (m), 2625 (w),
2530 (W), 1680 (s), 1408 (s), 1304 (m), 1194 (s), 1174 (s), 1095 (m), 906 (s), 890 (s), 800 (m),
634 (), 580 (M), 544 (M), 444 (W). — EI-MS m/z (%): 313 (84) [M*], 311 (28), 287 (6), 258 (6),
257 (40), 255 (82), 217 (5), 213 (35), 195 (100), 185 (7), 172 (12), 153 (8), 141 (29), 139 (32),
137 (39), 123 (36), 109 (20), 101 (66), 99 (60). — HRMS m/z C16H250s, ber.: 313.1646, gef.:
313.1645.

Dimethyl-5-hydroxyisophthalat (115)

OH

In einem 250-mL-Rundkolben mit Wasserabscheider und Riickflusskiihler wurden 10.0 g (54.9
mmol, 1.00 Aquiv.) 5-Hydroxyisophthalsaure (88) und 6 mL Schwefelsaure in 150 mL Metha-
nol vorgelegt. AnschlieRend wurde die Reaktionsmischung fur 12 h refluxiert. Nun wurde die
Reaktionsmischung vorsichtig auf 300 mL Eiswasser hinzugegeben. Der Riickstand wurde fil-
triert und mit 150 mL Wasser gewaschen. Hiernach wurde das Filtrat im Hochvakuum getrock-
net. und 11.0 g (95%) der Titelverbindung als weilRer Feststoff erhalten.

— 1H-NMR (500 MHz, CDCls): = 8.24 (t, J = 1.0 Hz, 1H, Ha), 7.78 (d, J = 1.0 Hz, 2H, Ha),
3.95 (s, 6H, CH3) ppm. — *C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 165.7 (Cquar, 2 X C, COOCHs),
157.8 (Cquart, C, COH), 131.2 (Cquart, 2 X C, Car), 1205 (+, C, Car), 120.1 (+, 2 x C, Car), 52.5

(+, 2 x C, CHs) ppm. Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[28]



Experimenteller Teil 145

Dimethyl-5-(allyloxy)isophthalat (117)

In einem 50-mL-Rundkolben mit Ruckflusskuhler wurden unter Argon 2.60 g (12.4 mmol, 1.00
Aquiv.) Dimethyl 5-hydroxyisophthalat (115), 2.77 g (19.8 mmol, 1.60 Aquiv.) Kaliumcarbo-
nat und 1.71 mL (2.40 g, 19.8 mmol, 1.60 Aquiv) Allylbromid in 25 mL abs. DMF vorgelegt
und fur 12 h bei 65 °C geruhrt. Die Reaktionsmischung wurde mit 100 mL Wasser verdunnt
und mit Ether (3x200 mL) extrahiert. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit einer gesét-
tigten Natriumchlorid-Ldsung (3 x 100 mL) gewaschen und tber Magnesiumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wurde hiernach unter vermindertem Druck entfernt und 2.82 g (91%) der

Titelverbindung als weiller Feststoff erhalten.

—1H-NMR (500 MHz, CDCls): § =8.29-8.27 (m, 1H, Ha/), 7.78-7.76 (m, 2H, Ha/), 6.10-6.00
(m, 1H, CH=CHy), 5.44 (dd, J = 17.3 Hz, 1.2 Hz, 1H, CH=CHy), 5.32 (dd, J = 10.5 Hz, 1.2 Hz,
1H, CH=CHy), 4.62 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CHy), 3.94 (s, 6H, CH3) ppm. — *C-NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 =166.1 (Cquart, 2 X C, COOCHpg), 158.7 (Cquart, C, Car), 132.4 (+, C, CH=CH>), 131.8
(Cquart, 2 X C, Car), 123.1 (+, C, Car), 120.1 (+, 2 x C, Car), 118.2 (-, C, CH=CH), 69.2 (-, C,
CHy), 52.4 (+, 2 x C, CH3) ppm. — HRMS m/z C13H140s, ber.: 250.0836, gef.: 250.0835. Die

analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[28]
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5-(Allyloxy)isophthalohydrazid (119)

Iz
Iz

HoN. _NH,
o)

IS

In einem 50-mL-Rundkolben mit Riickflusskiihler wurden 1.00 g (3.99 mmol, 1.00 Aquiv.)
Dimethyl 5-(allyloxy)isophthalat (117) und 1.50 g (29.9 mmol, 7.50 Aquiv.) Hydrazin-Mono-
hydrat in 25 mL Ethanol vorgelegt und fiir 6 h refluxiert. Der Niederschlag wird abfiltriert und
mit kaltem Ethanol gewaschen. Hiernach wurde der Rickstand im Hochvakuum getrocknet.

und 0.96 g (96%) der Titelverbindung als weilRer Feststoff erhalten.

—1H-NMR (500 MHz, DMSO): & = 9.80 (s, 2H, NHNHy), 7.92-7.87 (m, 1H, Ha), 7.53-7.50
(M, 2H, Hay), 6.10-6.00 (M, 1H, CH=CHy), 5.44 (dd, J = 17.3 Hz, 1.2 Hz, 1H, CH=CHy), 5.32
(dd, J = 10.5 Hz, 1.2 Hz, 1H, CH=CHy), 4.62 (d, J = 5.2 Hz, 2H, CHs), 4.53 (s, 4H, NH5) ppm.
— BC-NMR (125 MHz, DMSO): & = 165.1 (Cquart, 2 X C, Car), 158.7 (Cquart, C, Car), 134.9
(Cquart, 2 X C, Car), 132. 5 (+, C, CH=CHy), 118.8 (+, C, Car), 118.2 (-, C, CH=CHy), 115.6 (+,
C, Car), 69.2(~, C, CH2) ppm. — EI-MS m/z (%): 250 (36) [M*], 249 (6), 223 (12), 218 (100),
184 (14), 150 (7), 130 (13), 69 (10). — HRMS m/z C11H14N4Os, ber.: 250.1066, gef.: 250.1064.
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Dimethyl-5-(propargyloxy)isophthalat (121)

In einem 50-mL-Rundkolben mit Riickflusskihler wurden unter Argon 5.00 g (23.8 mmol, 1.00
Aquiv.) Dimethyl 5-hydroxyisophthalat (115), 5.00 g (35.7 mmol, 1.50 Aquiv.) Kaliumcarbo-
nat und 2.71 mL (4.25 g, 35.7 mmol, 1.50 Aquiv) Propargylbromid in 35 mL abs. DMF vorge-
legt und fuir 12 h bei 70 °C gerthrt. Der Rickstand wurde filtriert, mit Aceton gewaschen und
das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde in Ethanol um-
kristalisiert und 5.51 g (93%) der Titelverbindung als weiRer Feststoff erhalten.

~ H-NMR (500 MHz, MeOD): & = 8.25 (s, 1H, Ha), 7.74 (s, 2H, Ha), 4.85 (s, 2H,
CH,C=CH), 3.94 (s, 6H, CHs), 2.56 (t, J = 2.0 Hz, 1.0 Hz, 1H, C=CH) ppm. — 3C-NMR (125
MHz, MeOD): & = 166.1 (Cquart, 2 X C, COOCHs), 157.7 (Cquart, C, Car), 133.2 (Cquart, 2 % C,
Car), 124.1 (+, C, Car), 1214 (+, 2 x C, Car), 77.8 (Cquart, C, C=CH), 76.5 (+, C, C=CH), 57.4
(-, C, CH2), 53.1 (+, 2 x C, CH3) ppm. — IR (KBr): v = 3272 (w), 3251 (w), 2958 (vw), 2118
(vw), 1719 (s), 1595 (m), 1456 (w), 1430 (m), 1377 (w), 1332 (m), 1315 (m), 1240 (s), 1186
(m), 1117 (m), 1104 (m), 1050 (m), 1022 (m), 994 (m), 915 (w), 885 (m), 874 (m), 792 (w),
754 (s), 721 (W), 697 (m), 668 (m), 548 (Vw), 467 (W), 394 (vw). — HRMS m/z C1sH120s, ber.:
248.0679, gef.: 248.0678. Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[?%°!
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5-(Prop-2-yn-1-yloxy))isophthalsiure (125)

HO OH

1

In einem 100-mL-Rundkolben mit Riickflusskiihler wurden 3.00 g (12.0 mmol, 1.00 Aquiv.)
Dimethyl-5-(propargyloxy)isophthalat (121) und 2.40 g (50.0 mmol, 5.00 Aquiv) Natriumhyd-
roxid in 50 mL THF vorgelegt und fur 5 h refluxiert. Das Lésungsmittel wurde unter vermin-
dertem Druck entfernt und der Riickstand mit Wasser aufgenommen. AnschlieBend wurde fil-
triert und mit Salzséure (100 mL) angeséuert. Der Niederschlag wurde anschlie3end mit Wasser
gewaschen. Hiernach wurde der Rickstand im Hochvakuum getrocknet. und 2.52 g (95%) der

Titelverbindung als weiler Feststoff erhalten.

— 1H-NMR (500 MHz, DMSO): & = 8.21 (s, 1H, Ha), 7.80 (s, 2H, Har), 4.85 (s, 2H,
CH2C=CH), 2.52 (s, 1H, C=CH) ppm. — ¥C-NMR (125 MHz, DMSO): & = 169.7 (Cquart, 2 X
C, COOH), 161.0 (Cquart, C, Car), 133.2 (Cquart, 2 x C, Car), 123.3 (+, C, Car), 120.1 (+, 2 x C,
Car), 79.0 (Cquart, C, C=CH), 76.5 (+, C, C=CH), 57.4 (-, C, CH) ppm. Die analytischen Daten

stimmen mit denen der Literatur iberein.[2°4
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5-(Prop-2-yn-1-yloxy))isophthaloyldichlorid (126)

R

In einem 50-mL-Rundkolben mit Riickflusskihler wurden unter Argon 1.00 g (4.55 mmol, 1.00
Aquiv.) 5-(Prop-2-yn-1-yloxy)isophthalsiure und 3.63 mL (5.95 g, 50.05 mmol, 11.00 Aquiv.)
Thionylchlorid vorgelegt. AnschlieRend wurden zwei Tropfen DMF hinzugegeben und die Re-
aktion fur 3 h refluxiert. Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Uberschussige
Thionylchlorid unter vermindertem Druck entfernt und der Rickstand mit Diethylether gewa-
schen. Es konnten 1.09 g (93%) der Titelverbindung als gelblicher Feststoff erhalten werden.

—1H-NMR (500 MHz, CDCls): 8 = 7.99 (s, 2H, Har), 7.90 (s, 1H, Ha), 4.85 (s, 2H, CH.C=CH),
2.55 (s, 1H, C=CH) ppm. — ®C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 167.3 (Cquar, 2 x C, COCI), 161.2
(Cquart, C, Car), 134.2 (Cquart, 2 X C, Car), 124.2 (+, C, Car), 120.4 (+, 2 x C, Car), 79.0 (Cquart,
C, C=CH), 76.5 (+, C, C=CH), 57.4 (-, C, CH>) ppm. Die analytischen Daten stimmen mit

denen der Literatur tiberein.[292]
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5-(Propargloxy)isophthalohydrazid (122)

Iz
Iz

0]

|

In einem 50-mL-Rundkolben mit Riickflusskiihler wurden 2.20 g (8.86 mmol, 1.00 Aquiv.)
Dimethyl 5-(propargyloxy)isophthalat (121) und 3.32 g (66.5 mmol, 7.50 Aquiv.) Hydrazin-
Monohydrat in 35 mL Ethanol vorgelegt und fir 6 h refluxiert. Der Niederschlag wird abfiltriert
und mit kaltem Ethanol gewaschen. Hiernach wurde der Rickstand im Hochvakuum getrock-
net. und 2.14 g (97%) der Titelverbindung als weier Feststoff erhalten.

— 1H-NMR (500 MHz, DMSO): 5 = 9.80 (s, 2H, NHNH>), 7.89 (s, 1H, Har), 7.52 (s, 2H, Ha),
4.89 (d, J = 1.8 Hz, 2H, CH3), 4.53 (s, 4H, NHy) 3.61 (t, J = 1.8 Hz, 1.0 Hz, 1H, C=CH) ppm.
— BC-NMR (125 MHz, DMSO): & = 165.0 (Cquart, 2 X C, Car), 157.0 (Cquart, C, Car), 134.9
(Cquart, 2 % C, Ca), 119.0 (+, C, Car), 115.7 (+, 2 x C, Car), 78.9 (Cquar, C, C=CH), 78.7 (+, C,
C=CH), 55.8 (~, C, CH2) ppm. — IR (ATR): v = 3368 (), 3288 (W), 3194 (w), 3076 (vw), 2120
(vw), 1716 (vw), 1625 (w), 1592 (w), 1517 (m), 1454 (w), 1380 (vw), 1334 (vw), 1308 (w),
1251 (w), 1162 (w), 1126 (vw), 1053 (w), 1017 (w), 988 (W), 967 (w), 931 (w), 902 (w), 883
(W), 834 (vw), 734 (w), 678 (m), 638 (W), 611 (W), 586 (W), 539 (W), 470 (vw), 439 (vw), 382
(VW). — EI-MS m/z (%): 248 (27) [M*], 247 (5), 231 (5), 221 (14), 219 (12), 218 (13), 217 (100),
181 (10), 150 (5), 131 (10), 69 (15), 59 (5). — HRMS m/z C11H12N4Os, ber.: 248.0904, gef.:
248.0903.
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7.3.2 Synthese der heterobifunktionellen Polyethylenglykole

Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 (AVV4): Synthese der a-funktionalisierten PEGs (138a—
e)

In einem 100-mL-Zweihalskolben wurden unter Argonatmosphare die entsprechenden Alko-
hole (2.50 Aquiv.) in 20 mL abs. THF vorgelegt. Die Lésung wurde auf 0 °C abgekiihlt und
langsam NaH (60% in Mineralél, 2.00 Aquiv.) hinzugegeben. Die Suspension wurde 2 h bei
Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde o-tosyl-o-hydroxy PEG (1.00 Aquiv.) in 10 mL abs.
THF Uber einen Zeitraum von 40 min zugetropft. Nach 12 h wurde das Reaktionsgemisch mit
Wasser versetzt, die wassrige Phase mit Dichlormethan extrahiert, Giber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. AnschlieBend wurde das

Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt.

a-Tosyl-eo-hydroxy PEG (137)

In einem 250-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 31.5 mL (52.5 mmol, 5.00 Aquiv.) Po-
lyethylenglykol und 1.64 mL (1.17 g, 11.6 mmol, 1.10 Aquiv.) Triethylamin in abs. Dichlor-
methan (60 mL) vorgelegt. Dann wurden 2.00 g (10.5 mmol, 1.00 Aquiv.) p-Toluolsulfonsiu-
rechlorid in abs. DCM (10 mL) (iber einen Zeitraum von 40 min zugetropft. Die Reaktionsmi-
schung wurde fur 24 h geriihrt. Anschlieend wurde die Losung mit 1 m wassriger HCI-L6sung
(15 mL), Wasser (15 mL) und mit gesattigter NaCl-Ldsung (15 mL) gewaschen. Die organische
Phase wurde tber MgSO4 getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck ent-
fernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Dichlor-
methan/Methanol 20:1) und 32.8 g (83%) der Titelverbindung als farbloses Ol erhalten.

Rt = 0.25 (Dichlormethan/Methanol 20:1). — *H-NMR (500 MHz, DMSO): § =7.78 (d, J = 8.0
Hz, 2H, Ha), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Ha), 4.56 (t, J = 5.4 Hz, 1H, OH), 4.11 (t, J = 4.4 Hz,
2H, CH20S), 3.59-3.49 (m, 50H, CHpec), 2.42 (s, 3H, CHs) ppm. — 3C-NMR (125 MHz,
CD30D): & = 145.2 (Cquart, C, Car), 135.2 (Cquart, C, CCH3), 130.1 (+, 2 x C, CHar), 128.2 (+, 2
x C, CHar), 72.2-69.4 (-, CH>), 61.9 (-, C, CH20H), 21.5 (+, C, CCHz) ppm.
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a-Methylanthracen-w-hydroxy PEG (138a)

(
Hfo /\9;0 OO

Ausgehend von a-tosyl-e-hydroxy PEG (137) konnten 1.64 g (70%) der Titelverbindung nach
AAV4 als gelbliches Ol erhalten werden.

Rt = 0.20 (Dichlormethan/Methanol 23:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.45 (s, 1H, H-
10), 8.41 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Har), 8.04 (d, J = 8.9 Hz, 2H, Har), 7.48-7.45 (m, 4H, Ha/), 5.55
(s, 2H, CH:C), 3.68-3.59 (m, 55H, CHpec) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 131.2
(Cquart, Car), 130.6 (Cquart, 2 X Car), 128.8 (Cquart, 2 X Car), 128.6 (+, 2 x Car) 126.1 (+, Ca),
124.8 (+, 2 x Cay), 124.4 (+, 4 x Cay), 70.2-69.7 (—, CH2), 61.9 (—, C, CH20H), ppm.

a-Propargyl-e-hydroxy PEG (138b)
/
H N
o

Ausgehend von a-tosyl--hydroxy PEG (137) konnten 2.20 g (75%) der Titelverbindung nach
AAV4 als farbloses Ol erhalten werden.

R¢ = 0.20 (Dichlormethan/Methanol 25:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § =4.21 (d, J = 2.4
Hz, 2H, CH2C), 3.72-3.70 (m, 2H, CH>0H), 3.68-3.65 (m, 52H, CHpeg), 2.44 (t, J = 2.4 Hz,
1H, CCH) ppm. — C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 79.7 (Cquan, C, CCH), 74.6 (+, C, CCH),
72.7 (-, CH2), 70.2-69.7 (-, CH>), 61.9 (-, CH.0OH), 58.3 (-, CH2C) ppm.
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a-Allyl-o-hydroxy PEG (138c)

H( O/\%S\/\

Ausgehend von a-tosyl-e-hydroxy PEG (137) konnten 3.72 g (80%) der Titelverbindung nach
AAV4 als farbloses Ol erhalten werden.

R¢ = 0.20 (Dichlormethan/Methanol 23:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 5.96-5.87 (m,
1H, HC=CH), 5.30 (ddt, J = 10.4 Hz, J = 2.8 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, CH=CHy), 5.24 (ddt, J =
10.4 Hz, J = 2.8 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, CH=CHy>), 4.03-4.01 (m, 2H, CH,=CH), 3.73-3.71 (m,
2H, CH,0H), 3.66-3.64 (m, 55H, CHpec) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 134.2 (+,
C, CH=CHy), 117.6 (-, C, CH=CH,), 71.1 (-, C, CH»=CH), 70.2-69.7 (-, CH2), 61.9 (-, C,
CH2OH), ppm.

a-Azido-e-hydroxy PEG (138d)

H{OV%]N\O,

In einem 100-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 1.50 g (2.10 mmol, 1.00 Aquiv.) a-
tosyl-o-hydroxy PEG (137) und 0.71 g (10.5 mmol, 5.00 Aquiv.) Natriumazid in abs. DMF (30
mL) vorgelegt. Die Reaktionslosung wurde dann fir 24 h auf 90 °C erwarmt. Nach abkihlen
des Reaktionsgemisches auf Raumtemperatur wurden die Rickstande abfiltriert und das DMF
unter vermindertem Druck entfernt. Der Riickstand wurde anschlieBend mit DCM (30 mL) auf-
genommen und daraufhin jeweils zweimal mit geséattigter NaCl-Ldsung und mit Wasser gewa-
schen. Die organische Phase wurde anschliel3end tiber MgSOa4 getrocknet und das Lésungsmit-
tel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie
an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Methanol 16:1) und 1.18 g (90%) der Titelverbindung
als farbloses Ol erhalten.

R¢ = 0.29 (Dichlormethan/Methanol 16:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 =3.71 (t, J = 5.0
Hz, 2H, CH2CH:2NG3), 3.65-3.63 (M, 52H, CHpec), 3.37 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH20H) ppm. — 3C-
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NMR (125 MHz, CDCls): 8 = 71.9 (—, CHz), 70.2-69.4 (-, CH>), 61.9 (—, CH,0H), 50.5 (, C,
CH2N3s) ppm.

a-Thioacetat-m-hydroxy PEG (138e)

Ho/\%ov%nsﬂ\

In einem 50-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.25 g (0.35 mmol, 1.00 Aquiv.) a-tosyl-
o-hydroxy PEG (137) in abs. DMF (15 mL) gelést und 0.38 g (3.50 mmol, 10.0 Aquiv.) Kali-
umthioacetat zu gegeben. Die Reaktionslésung wurde flr 24 h bei Raumtemperatur geruhrt.
Anschlielend wurde das DMF unter vermindertem Druck entfernt. Der Ruckstand wurde mit
DCM (20 mL) aufgenommen, tiber Celite® filtriert und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(Dichlormethan/Methanol 20:1) und 175 mg (76%) der Titelverbindung als farbloses Ol erhal-

ten.

Rt = 0.31 (Dichlormethan/Methanol 19:1). — *H-NMR (500 MHz, DMSO): § = 4.57 (t, J = 5.6
Hz, 1H, OH), 3.52-3.50 (m, 51H, CHpec), 3.01 (t, J = 6.6Hz, 2H, CH>S), 2.33 (s, 3H, CH3)
ppm. — BC-NMR (125 MHz, DMSO): & = 195.3 (Cquat, C=0), 72.2-69.4 (-, CH>), 61.8 (-,
CH20H), 30.7 (-, CS), 29.1 (+, CH3) ppm.
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a-Allyl-eo-formyl PEG (140)

T

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 30 pL (44.7 mg, 0.36 mmol, 1.50 Aquiv.)
Oxalylchlorid in abs. DCM (2 mL) geldst. Nachdem die Lésung auf —78 °C gekuhlt wurde,
wurden 56 pL (0.72 mmol, 3.00 Aquiv.) DMSO in abs. DCM (1 mL) vorsichtig zugetropft und
die Losung fir 30 min bei —78 °C geriihrt. Nun wurden 0.15 g (0.24 mmol, 1.00 Aquiv.) a-
allyl-o-hydroxy PEG (138c) in abs. DCM (10 mL) langsam zugegeben und fur weitere 30 min
geriihrt. AnschlieRend wurden 0.15 mL (1.44 mmol, 6.00 Aquiv.) Triethylamin tiber einen Zeit-
raum von 20 min zugetropft. Die Reaktionslésung wurde dann fiir 30 min bei —78 °C geruhrt
und innerhalb von 2 h auf Raumtemperatur erwarmt. Nach vollstdndigem Umsatz wurde mit
geséttigter NaHCOs-L6sung gequencht. Nach Trennung der Phasen, wurde die organische
Phase mit gesattigter NaCl-Lésung gewaschen und tiber MgSO4 getrocknet. Das Rohprodukt
wurde nach dem Entfernen des Lésungsmittels im Vakuum sdaulenchromatographisch gereinigt.

Es wurden 127 mg (83%) der Titelverbindung als gelbliches Ol erhalten.

Rt = 0.34 (Dichlormethan/Methanol 15:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 9.72 (s, 1H ,
CHO), 5.96-5.87 (m, 1H, HC=CH,), 5.30 (dd, J = 2.8 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, CH=CH,), 5.19 (dd,
J=28Hz,J=14Hz 1H, CH=CH), 4.16 (m, 2H, CH2CHO), 4.03-4.01 (m, 2H, CH>=CH),
3.66-3.62 (M, 69H, CHpec) ppm. — ¥C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 200.1 (+, CHO), 134.2
(+, CH=CH), 117.6 (-, CH=CHy), 74.2 (-, CH2CHO) 71.1 (-, CH2=CH), 70.2-69.7 (-, CH2)
ppm.
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a-Allyl-o-formylbenzoe PEG (141)

O
Josa e
Ox

In einem 25-mL-Einhalskolben wurden 0.14 g (0.22 mmol, 1.00 Aquiv.) a-allyl-o-hydroxy
PEG (138c), 66 mg (0.44 mmol, 2.0 Aquiv.) 4-Formylbenzoeséure und 15 mg (0.11 mmol, 0.5
Aquiv.) 4-(Dimethylamino)-pyridin in 15 mL Dichlormethan vorgelegt. Nachdem die Lésung
auf 0 °C gekihlt wurde, wurden 70 pL (55.4 mg, 0.44 mmol, 2.00 Aquiv.) Diisopropylcar-
bodiimid (ber einen Zeitraum von 5 Minuten zugetropft. Die Reaktionslésung wurde fur 24 h
bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde der Harnstoff abfiltriert. Die Losung wurde
unter vermindertem Druck eingeengt und auf Kieselgel gezogen. Nach saulenchromatographi-
scher Aufreinigung (Dichlormethan/Methanol 18:1) wurden 118 mg (68%) der Titelverbindung

als leicht gelbliches Ol erhalten.

Rt = 0.39 (Dichlormethan/Methanol 18:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 10.08 (s, 1H,
CHO), 8.18 (d, J = 8.3 Hz, 2H, Har), 8.06-8.02 (m, 2H, Har), 4.56 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH0),
4.48 (d, J = 10.9 Hz, 1H, CH:0), 5.96-5.87 (m, 1H, HC=CH>), 5.30 (dd, J =2.8 Hz,J=1.4
Hz, 1H, CH=CH>), 5.19 (dd, J = 2.8 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, CH=CHy>), 4.49 (m, 2H, CH2CO),
4.03-4.01 (m, 2H, CH>=CH), 3.82 (m, 2H, CH>), 3.66-3.62 (m, 56H, CHpec) ppm. — *C-NMR
(125 MHz, CDClg): 6 = 191.5 (+,C, CHO), 165.3 (Cquart, C, C=0), 147.9 (Cquart, C, CA-CHO),
136.2 (Cquart, C, OOCCay), 134.2 (+, C, CH=CH), 131.2 (+, C, CHa), 130.7 (+, C, CHar), 130.4
(+, C, CHar), 1275 (+, C, CHar), 117.6 (-, C, CH=CH), 74.2 (-, CH.CHO) 71.1 (-, C,
CH2=CH), 70.2-69.5 (-, CH2), 64.8 (-, CH202C) ppm.
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a-Allyl-m-4-nitrophenylcarbonat PEG (142c)

0]

o)L(o/\/} r?\/\

NO,

In einem 50-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 1.60 g (2.56 mmol, 1.00 Aquiv.) a-allyl-
o-hydroxy PEG (138c) und 1.13 mL (0.82 g, 8.11 mmol, 3.00 Aquiv.) Triethylamin in abs.
DCM (20 mL) geldst. Nachdem die Losung auf O °C gekihlt wurde, wurden 1.13 g (5.63 mmol,
2.20 Aquiv.) p-Nitrophenylchloroformat in abs. DCM (5 mL) zugetropft und 3 h bei 0 °C ge-
rihrt. Die Reaktionsldsung wurde fur 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieRend wurde
der Niederschlag abfiltriert und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Me-
thanol 23:1) und 1.68 g (80%) der Titelverbindung als gelbliches Ol erhalten.

R¢ = 0.26 (Dichlormethan/Methanol 23:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8.28 (d, J = 9.0
Hz, 2H, Har), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Hay), 5.96-5.89 (m, 1H, HC=CHy), 5.30 (dd, J = 2.8 Hz,
J=1.4Hz, 1H, CH=CH>), 5.24 (ddt, J = 10.4 Hz, J = 2.8 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, CH=CH>), 4.42
(t, J = 4.5 Hz, 2H, CH20C), 4.03-4.01 (m, 2H, CH>=CH), 3.80 (t, J = 4.5 Hz, 2H, CH-0),
3.66-3.63 (m, 60H, CHpec) ppm. — C-NMR (125 MHz, CDCl3): & = 158.2 (Cquart, C, Car),
152.5 (Cquart, C, CO3), 145.2 (Cquart, C, Car), 134.2 (+, C, CH=CHy), 125.1 (+,2 x C, Car), 122.1
(+,2xC,Car), 117.6 (-, C,CH=CHy), 71.1 (-, C, CH2=CH), 70.2-69.7 (-, CH2), 69.2 (—, CH>),
68.7 (—, CH2) ppm.
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a-Azido-w-4-nitrophenyl carbonat PEG (142d)
@)
n

NO,

In einem 50-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.50 g (0.80 mmol, 1.00 Aquiv.) a-azido-
o-hydroxy PEG (138d) und 0.33 mL (0.24 g, 2.40 mmol, 3.00 Aquiv.) Triethylamin in abs.
DCM (15 mL) geldst. Nachdem die Losung auf O °C gekuhlt wurde, wurden 0.32 g (1.76 mmol,
2.20 Aquiv.) p-Nitrophenylchloroformat in abs. DCM (5 mL) zugetropft und 3 h bei 0 °C ge-
rihrt. Die Reaktionsldsung wurde fur 24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde
der Niederschlag abfiltriert und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Me-
thanol 16:1) und 0.53 g (82%) der Titelverbindung als gelbliches Ol erhalten.

R¢ = 0.25 (Dichlormethan/Methanol 16:1). —*H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8.28 (d, J = 9.0
Hz, 2H, Har), 7.39 (d, J = 9.0 Hz, 2H, Har), 4.42 (t, J = 4.5 Hz, 2H, CH.02C), (3.71 (t,J=5.0
Hz, 2H, CH2CHN3), 3.65-3.63 (m, 57H, CHpec) ppm. —*C-NMR (125 MHz, CDCls): § =
158.2 (Cquart, C, Car), 152.5 (Cquart, C, CO3), 145.2 (Cquart, C, Car), 125.1 (+, 2 x C, Car), 122.1
(+,2%C, Car), 71.9 (-, CHy), 70.2-69.7 (-, CH2), 69.2 (-, CH2), 50.5 (-, C, CH2N3) ppm.
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a-Allyl-o-hydrazid PEG (144c)

0]

HZN\”J\(O/\%?\/\

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden 123 mg (0.16 mmol, 1.00 Aquiv.) a-allyl-o-4-nitro-
phenylcarbonat PEG (142c) und 128 mg (0.96 mmol, 6.00 Aquiv.) t-Butylcarbazat in abs. DCM
(15 mL) gel6st. Die Reaktionslésung wurde nun flr 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. An-
schlielend wurde die Lésung mit geséttigter NaCl-Losung gewaschen und tber MgSOs ge-
trocknet. Das Rohprodukt wurde auf 0 °C gekiihlt. Zur L6sung wurden 2 mL Trifluoressigséure
zugetropft und fir weitere 2 h bei 0 °C geruhrt. AnschlieRend wurde die Losung unter vermin-
dertem Druck entfernt, der Riickstand mit DCM (10 mL) aufgenommen, Triethylamin (1 mL)
zugegeben und fir weitere 8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde das Gemisch mit ge-
séttigter NaCl-Losung gewaschen und tiber MgSO4 getrocknet. Nach dem Entfernen des L6-
sungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie
an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Methanol 17:1) und 93 mg (83%) der Titelverbindung

als gelbliches Ol erhalten.

Rt = 0.24 (Dichlormethan/Methanol 17:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8.18 (s, 1H,
NH), 5.96-5.89 (m, 1H, HC=CH), 5.30 (dd, J = 2.8 Hz, J = 1.4 Hz, 1H, CH=CH), 5.24 (ddt,
J=10.4Hz,J=28Hz,J=14Hz, 1H, CH=CH>), 4.28 (m, 2H, CH20), 4.03-4.01 (m, 2H,
CH,=CH), 3.67-3.63 (m, 60H, CHpec) ppm. — *C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 152.5 (Cquart,
C, CNH), 134.2 (+, C, CH=CHy), 117.6 (-, C, CH=CHy), 71.1 (-, C, CH2=CH), 70.2-69.7 (-,
CHz2), 69.2 (-, CH2), 64.7 (—, CH2) ppm.
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a-Azido-w-hydrazid PEG (144d)

o)
HoN ©)
2 N)]\O/\/< \/é\Ng
H n

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden 101 mg (0.13 mmol, 1.00 Aquiv.) a-azido-m-4-nitro-
phenylcarbonat PEG (142d) und 104 mg (0.78 mmol, 6.00 Aquiv.) t-Butylcarbazat in abs. DCM
(15 mL) gel6st. Die Reaktionslosung wurde nun fir 24 h bei Raumtemperatur geruhrt. An-
schlielend wurde die Losung mit geséttigter NaCl-Lésung gewaschen und tber MgSOs ge-
trocknet. Das Rohprodukt wurde auf 0 °C gekihlt. Zur Lésung wurden 2 mL Trifluoressigséure
zugetropft und fir weitere 2 h bei 0 °C geruhrt. AnschlieRend wurde die Ldsung unter vermin-
dertem Druck entfernt, der Rickstand mit DCM (10 mL) aufgenommen, Triethylamin (1 mL)
zugegeben und fir weitere 8 h bei Raumtemperatur geriihrt. Dann wurde das Gemisch mit ge-
sattigter NaCl-Losung gewaschen und iber MgSQO4 getrocknet. Nach dem Entfernen des Lo6-
sungsmittels unter vermindertem Druck wurde das Rohprodukt mittels Sdulenchromatographie
an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Methanol 17:1) und 75 mg (85%) der Titelverbindung
als gelbliches Ol erhalten.

Rt = 0.24 (Dichlormethan/Methanol 17:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.18 (s, 1H,
NH), 4.29 (m, 2H, CH.0>), 3.71 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2CH:Ns3), 3.67-3.63 (m, 58H, CHpeg),
3.40 (t, J = 5.0 Hz, CH2N3) ppm. — ®C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 152.5 (Cquart, C, CNH),
71.2-69.7 (-, CHy), 69.2 (-, CHy), 50.5 (-, C, CH2N3) ppm.
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a-Azido-m-tosyl PEG (148)

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.50 g (0.80 mmol, 1.00 Aquiv.) a-azido-
o-hyydroxy PEG (138d), 0.18 mL (0.13 g, 1.28 mmol, 1.60 Aquiv.) Triethylamin und 0.24 g
(1.28 mmol, 1.60 Aquiv.) p-Toluolsulfonsdurechlorid in abs. Dichlormethan (20 mL) gel6st.
Die Reaktionsmischung wurde fir 24 h gerthrt. Anschlieend wurde die Losung mit 1 M wass-
riger HCI-L6sung (15 mL), Wasser (15 mL) und mit gesattigter NaCl-Loésung (15 mL) gewa-
schen. Die organische Phase wurde iber MgSO4 getrocknet und das Ldsungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (Dichlormethan/Methanol 25:1) und 0.55 g (89%) der Titelverbindung als leicht gelb-

liches Ol erhalten.

Rt = 0.22 (Dichlormethan/Methanol 25:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 7.76 (d, J = 8.0
Hz, 2H, Har), 7.46 (d, J = 8.0 Hz, 2H, Har), 4.11 (t, J = 4.4 Hz, 2H, CH20S), 3.71 (t, J = 5.0
Hz, 2H, CH2CH2N3), 3.66-3.61 (m, 53H, CHerec), 3.40 (t, J = 5.0 Hz, CH2N3), 2.42 (s, 3H,
CHs) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CD30D): 6 = 145.2 (Cquart, C, Car), 135.2 (Cquart, C, CCHa),
130.1 (+, C, CHa), 128.2 (+, C, CHar), 72.2-69.4 (-, CH>), 50.5 (-, C, CH2N3), 21.5 (+, C,
CH3) ppm.

a-Azido-m-thioacetat PEG (150)

A~ OVﬁNa

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.16 g (0.21 mmol, 1.00 Aquiv.) a-azido-
o-tosly PEG (148) in abs. DMF (15 mL) geldst und 0.24 g (2.10 mmol, 10.0 Aquiv.) Kalium-
thioacetat zugegeben. Die Reaktionslésung wurde fur 24 h bei Raumtemperatur gerihrt. An-
schliefend wurde das DMF unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde mit
DCM (20 mL) aufgenommen, tiber Celite® filtriert und das Losungsmittel unter vermindertem
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Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt
(Dichlormethan/Methanol 16:1) und 124 mg (84%) der Titelverbindung als gelbliches Ol er-

halten.

R¢ = 0.36 (Dichlormethan/Methanol 16:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): 6 =3.71 (t, J = 5.0
Hz, 2H, CH2CH:N3), 3.64-3.59 (m, 54H, CHpec), 3.55 (m, 2H, CH?>), 3.40 (t, J = 5.0 Hz,
CH2Ns), 3.01 (t, J = 6.6Hz, 2H, CH,S), 2.33 (s, 3H, CH3) ppm. — *C-NMR (125 MHz, CDCls):
8 =195.3 (Cquart, C, C=0), 72.2-69.4 (, CH2), 50.5 (—, C, CH2N3), 33.7 (-, CCH3), 29.1 (+, C,
CHa) ppm.

3-Maleimidopropansaure (154)
o o)
[‘IEN/\)J\OH
o)

In einem 50-mL-Rundkolben wurden unter Argon 9.80 g (0.10 mol, 1.00 Aquiv.) Maleinséu-
reanhydrid in 100 mL Eisessig vorgelegt. Nun wurden unter starkem riihren 8.90 g (0.10 mol,
1.00 Aquiv.) g-Alanin zugegeben und die Reaktionslésung fir 10 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Der weil3e Niederschlag wurde abfiltriert und zweimal mit kaltem Wasser (30 mL) ge-
waschen. Der weil3e Feststoff wurde mit 200 mL Wasser aufgenommen und fir 2 h refluxiert.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und nach Gefriertrocknung 14.4 g (85%) der Titelverbindung als weiRer Feststoff er-

halten.

~14-NMR (500 MHz, DMSO): § = 6.07 (s, 2H, CH=CH), 3.00 (t, = 7.0 Hz, 2H, NCHy), 2.57
(t, J= 7.0 Hz, 2H, CH2COOH) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, DMSO): § = 172.1 (Cquar, COOH),
170.1 (Cquart, 2 X C, C=0), 134.5 (+, 2 x C, CCH), 31.9 (—, CH2COOH), 35.2 (~, NCH) ppm.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur Giberein.?*l
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3-Maleimidopropansaurechlorid (155)
o o)
E‘IEN/\)J\CI
o)

In einem 50-mL-Rundkolben wurden unter Argon 1.13 g (6.64 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-Ma-
leimidopropanséure (154) in abs. DCM (20 mL) vorgelegt. Nun wurden 3.85 mL (6.32 g, 53.1
mmol, 8.00 Aquiv.) Thionylchlorid zugetropft und die Reaktionslosung fiir 24 h refluxiert.
Nach dem Abkihlen auf Raumtemperatur wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt und 1.18 g (95%) der Titelverbindung als gelbliches Ol erhalten.

~!H-NMR (500 MHz, CDCls): 5 = 6.73 (5, 2H, CH=CH), 3.86 (t, J = 6.9 Hz, 2H, NCH>), 3.25
(t, J = 6.9 Hz, 2H, CH,COCI) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 171.5 (Cquar, C(O)CI),
170.1 (Cquar, 2 X C, C=0), 134.5 (+, 2 x C, CCH), 44.9 (~, CH2C(O)CI), 33.2 (—, NCH) ppm.

Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur iiberein.[*?3l

a-Azido-w-maleimidopropanoat PEG (156)
O 0
[léN/\)J\O{/\/O%ﬁN?’
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In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.16 g (0.26 mmol, 1.00 Aquiv.) a-azido-
o-hydroxy PEG (138d) und 0.11 mL (79.1 mg, 0.78 mmol, 3.00 Aquiv.) Triethylamin in abs.
DCM (15 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Nun wurden 97.5 mg (0.52 mmol, 2.00 Aquiv.)
Maleimidopropansaurechlorid in abs. DCM (1 mL) zugegeben und fur 6 h bei Raumtemperatur
gerhrt. AnschlieBend wurde Wasser hinzugegeben, die organischen Phasen getrennt und die
waéssrige Phase mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Giber MgSOa4
getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mit-
tels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Methanol 18:1) und 132 mg
(65%) der Titelverbindung als gelbliches Ol erhalten.
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Rt = 0.37 (Dichlormethan/Methanol 18:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 6.71 (s, 2H,
CH=CH), 4.22 (m, 2H, CHy), 3.81 (t, J = 5.0 Hz, 2H, CH2CH2N3), 3.66-3.62 (m, 54H, CHpeg),
3.39 (t, J = 5.0 Hz, CH2N3), 2.67 (t, J = 7.0 Hz, 2H, CH,COO) ppm. — ¥C-NMR (125 MHz,
CDCl3): 6 =195.3 (Cquart, C, C=0), 72.2-69.4 (-, CH>), 50.5 (-, C, CH2N3), 33.7 (-, CH2), 29.1
(+, C, CHa) ppm.

9-Anthracencarbonsaurechlorid (158)

In einem 50-mL-Rundkolben mit Riickflusskihler wurden unter Argon 3.00 g (13.5 mmol, 1.00
Aquiv.) 9-Anthracencarbonsaure und 10.7 mL (17.8 g, 0.15 mol, 11.00 Aquiv.) Thionylchlorid
vorgelegt. AnschlieBend wurden zwei Tropfen DMF hinzugegeben und die Reaktion auf 60 °C
erwarmt. Die Reaktionslosung wurde fir 5 h bei dieser Temperatur geruhrt. Nach dem Abkiih-
len auf Raumtemperatur wurde das Uberschussige Thionylchlorid unter vermindertem Druck
entfernt und der Rickstand mit Diethylether gewaschen. Es konnten 2.98 g (92%) der Titelver-
bindung als gelblicher Feststoff erhalten werden.

— H-NMR (500 MHz, CDCl3): § = 8.62 (s, 1H, H-10), 8.14 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha), 8.07 (d,
J=8.4 Hz, 2H, Har), 7.67 (dd, J = 8.7 Hz, J = 6.6 Hz, Ha/), 7.56 (dd, J = 8.4 Hz, J = 6.6 Hz,
2H, Har) ppm. — IR (KBr): v = 2863 (w), 1787 (vw), 1674 (m), 1556 (vw), 1522 (vw), 1486
(W), 1445 (w), 1422 (w), 1341 (w), 1290 (w), 1250 (m), 1228 (w), 1176 (w), 1153 (w), 1073
(w), 1018 (vw), 952 (w), 915 (w), 888 (w), 846 (w), 791 (w), 736 (w), 720 (m), 637 (w), 596
(w), 558 (w), 512 (w), 445 (w), 382 (vw). — HRMS m/z Ci1sHoO1®Cly, ber.: 240.0336, gef.:

240.0336. Die analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.[2%4
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a-Propargyl-m-anthracencarboxyl PEG (159)

/O/é\/ O%Ao I O‘
P

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.16 g (0.25 mmol, 1.00 Aquiv.) a-pro-
pargl-w-hydroxy PEG (138b) und 0.10 mL (75.8 mg, 0.75 mmol, 3.00 Aquiv.) Triethylamin in
abs. DCM (15 mL) vorgelegt und auf 0 °C gekdihlt. Nun wurden 111 mg (0.50 mmol, 2.00
Aquiv.) 9-Anthracencarbonsaurechlorid in abs. DCM (1 mL) zugegeben und fiir 6 h bei 40 °C
gertihrt. Anschliefend wurde Wasser hinzugegeben, die organischen Phasen getrennt und die
waéssrige Phase mit DCM extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO4
getrocknet, das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mit-
tels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Methanol 30:1) und 0.15 g
(70%) der Titelverbindung als gelbliches Ol erhalten.

Rt = 0.28 (Dichlormethan/Methanol 30:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 8.53 (s, 1H, H-
10), 8.12 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Ha/), 8.03 (d, J = 8.4 Hz, 2H, Ha(), 7.52 (dd, J =8.7 Hz, J = 6.6
Hz, 2H, Har), 7.46 (dd, J = 8.4 Hz, J = 6.6 Hz, 2H, Ha), 4.78 (m, 2H, CH.00C), 4.21 (d, J =
2.4 Hz, 2H, CHC), 3.68-3.65 (m, 60H, CHpec), 2.4 (t, J = 2.4 Hz, 1H, CCH) ppm. - **C-
NMR (125 MHz, CDCls): & = 169.7 (Cquart, C, C=0), (131.1 (Cquart, C, Car), 129.3 (Cquart, 2 X
Car), 128.7 (Cquart, 2 X Car), 128.4 (+, 2 x Car) 126.9 (+, Car), 125.4 (+, 2 x Car), 125.1 (+, 4 x
Car), 79.7 (Cquart, C, CCH), 74.7 (+, C, CCH), 72.7 (-, CH>), 70.3-69.8 (-, CH2), 58.3 (—, CH>)

ppm.
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7.3.3 Synthese der Priméar- und Sekundéar-Linker

2,6-Dihydroxyanthracen (170)

o
HO

In einem 250-mL-Rundkolben wurden 4.01 g (105.7 mmol, 12.7 Aquiv.) Natriumborhydrid in
1 m Natriumcarbonat-Lésung (100 mL) vorgelegt. Nun wurde vorsichtig in kleinen Portionen
2.00 g (8.30 mmol, 1.00 Aquiv.) Anthraflavinsiure zugegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir
24 h bei Raumtemperatur geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung langsam mit 3 m HCI-Lo-
sung angesduert, der Niederschlag filtriert und mit Aceton aufgenommen. Die organische Phase
wurde mit gesattigter NaHCO3-L6sung gewaschen und tiber MgSO4 getrocknet. Das Rohpro-
dukt wurde, nach Entfernen des Ldsungsmittels unter vermindertem Druck, saulenchromato-
graphisch gereinigt (Hexan/Essigsaureethylester 3:1). Es wurden 1.39 g (80%) der Titelverbin-

dung als brauner Feststoff erhalten.

Rt = 0.20 (Hexan/Essigsaureethylester 3:1). — *H-NMR (500 MHz, Aceton): § = 9.69 (s, 2H,
H-10), 8.16 (s, 2H, Hay), 7.87 (d, J = 7.5 Hz, 2H, Has), 7.17 (d, J = 1.5 Hz, J = 6.6 Hz, 2H,
Har), 7.12 (dd, J = 7.5 Hz, J = 1.5 Hz, 2H, Har) ppm. — ¥C-NMR (125 MHz, Aceton): & =
154.3 (Cquart, 2 x C, COH), 132.2 (Cquart, 2 x C, CCH), 130.2 (+, 2 x C, CH), 124.2 (+, 2 x C,
CH), 120.9 (+, C, CH), 107.9 (+, C, CH) ppm. — IR (ATR): v = 3235 (w), 2921 (w), 1696 (vw),
1632 (m), 1546 (w), 1463 (m), 1403 (w), 1370 (w), 1321 (m), 1254 (w), 1190 (m), 1141 (m),
1129 (m), 953 (w), 887 (m), 796 (m), 775 (w), 654 (w), 607 (w), 581 (w), 525 (m), 471 (m),
460 (m). — HRMS m/z C14H1002, ber.: 210.0675, gef.: 210.0674. Die analytischen Daten stim-

men mit denen der Literatur tiberein.[2%]
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Di-tert-butyl-2,2-(anthracen-2,6-diylbis(oxy))diacetat (172)

o Mok
>f0\fho OOO

In einem 100-mL-Rundkolben wurden 0.68 g (3.24 mmol, 1.00 Aquiv.) 2,6-Dihydro-
xyanthracen (170), 1.34 g (9.72 mmol, 3.00 Aquiv.) Kaliumcarbonat und 1.90 g (9.72 mmol,
3.00 Aquiv.) tert-Butylbromacetat in Aceton (50 mL) gel6st und die Lésung 24 h auf 70 °C
erhitzt. Nun wurde die Mischung auf Raumtemperatur gekihlt und durch Zugabe von 1 m HCI-
Losung (30 mL) hydrolysiert, mit DCM (2 x 100 mL) extrahiert und mit gesattigter NaCl-
Losung (100 mL) gewaschen. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO4 ge-
trocknet. Das Rohprodukt wurde, nach Entfernen des Losungsmittels unter vermindertem
Druck, saulenchromatographisch gereinigt (Dichlormethan/Hexan 6:1). Es wurden 0.95 ¢

(67%) der Titelverbindung als gelblicher Feststoff erhalten.

Rt = 0.20 (Dichlormethan/Hexan 6:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8.18 (s, 2H, H-10),
7.88 (d, J =9.2 Hz, 2H, Har), 7.24 (d, J = 9.2 Hz, 2H, Har), 7.10 (m, 2H, Har), 4.66 (s, 4H,
OCHp), 1.52 (s, 18H, CCHa3) ppm. — *C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 167.8 (Cquar, 2 X C,
COO0), 154.8 (Cquart, 2 x C, CCH), 130.9 (Cquart, 2 x C, CCH), 129.2 (+, 2 x C, CH), 128.2
(Cquart, 2 X C, CCH), 124.4 (+, 2 x C, CH), 120.3 (+, 2 x C, CH), 105.1 (+, 2 x C, CH), 82.3
(Cquart, 2 x C, CCHs3), 65.6 (—, CH2), 27.9 (+, 6 x C, CH3) ppm. — IR (ATR): v =2976 (w), 1753
(m), 1626 (m), 1470 (m), 1445 (w), 1394 (m), 1367 (m), 1345 (w), 1296 (vw), 1271 (w), 1234
(m), 1202 (m), 1144 (s), 1071 (m), 965 (m), 884 (s), 847 (m), 801 (m), 757 (m), 605 (w), 587
(w), 552 (w), 501 (w), 466 (m), 420 (w). — EI-MS m/z (%): 438 (100) [M*], 383 (6), 382 (20),
365 (11), 327 (18), 326 (91) [M*—CgH1s], 267 (15), 239 (11), 57 (10). — HRMS m/z C26H300s,
ber.: 438.2037, gef.: 438.2039
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2,2-(Anthracen-2,6-diylbis(oxy))diessigsaure (173)

(@)
OO
Hom/\o
(@)

In einem 25-mL-Rundkolben wurden 0.37 g (0.84 mmol, 1.00 Aquiv.) Di-tert-butyl-2,2-(anth-
racen-2,6-diylbis(oxy))diacetat (172) in DCM (10 mL) gel6st und Trifluoressigsaure (5 mL)
zugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 3 h bei Raumtemperatur geriihrt. Nach Entfernen
des Losungsmittels unter vermindertem Druck wurden 0.27 g (98%) der Titelverbindung als

gelbliches Feststoff erhalten.

—H-NMR (500 MHz, DMSO0): § = 12.2 (s, 2H, COOH), 8.31 (s, 2H, H-10), 7.94 (d, J = 9.2
Hz, 2H, Har), 7.29-7.28 (m, 2H, Har), 7.23-7.20 (M, 2H, Har), 4.82 (s, 4H, OCH,) ppm. — 3C-
NMR (125 MHz, DMSO): § = 169.9 (Cquart, 2 X C, COO0), 154.4 (Cquart, 2 x C, CCH), 130.5
(Cquart, 2 X C, CCH), 129.2 (+, 2 x C, CH), 128.2 (Cquart, 2 X C, CCH), 124.2 (Cquart, 2 x C,
CCH), 120.1 (+, 2 x C, CH), 104.9 (+, 2 x C, CH), 64.4 (-, C, CH2) ppm. — IR (ATR): v = 2910
(w), 17340 (m), 1629 (m), 1470 (m), 1422 (m), 1401 (w), 1346 (w), 1295 (w), 1252 (m), 1201
(s), 1149 (m), 1132 (m), 1075 (m), 1021 (w), 961 (w), 883 (s), 801 (m), 788 (W), 695 (m), 649
(W), 563 (w), 461 (m), 400 (w). — EI-MS m/z (%): 326 (73) [M"], 281 (5), 267 (29), 262 (10),
243 (5), 239 (39), 231 (17), 181 (86), 162 (7), 131 (57), 69 (100), 57 (6). - HRMS m/z C1gH140s,
ber.: 326.0790, gef.: 326.0791.
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tert-Butyl-4-hydroxybenzoat (181)
o)
o
o

In einem 250-mL-Rundkolben wurden 5.00 g (36.2 mmol, 1.00 Aquiv.) 4-Hydroxybenzoe-
sdure, 0.22 g (1.81 mmol, 0.05 Aquiv.) 4-(Dimethylamino)-pyridin und 67.8 mL (53.6 g, 724
mmol, 20.0 Aquiv.) tert-Butanol in 100 mL THF vorgelegt. Die Lésung wurde auf 0 °C abge-
kiihlt. Unter Riihren wurden 8.00 g (38.8 mmol, 1.10 Aquiv.) Diisocyclohexylcarbodiimid in
15 mL THF Uber einen Zeitraum von 30 Minuten zugetropft. Die Reaktionslésung wurde fiir
24 h bei Raumtemperatur geruhrt. AnschlieBend wurde der gebildete Harnstoff abfiltriert. Hier-
nach wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mit-
tels Saulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Essigsaureethylester/Hexan 6:1) und 6.72

g (75%) der Titelverbindung als weiller Feststoff erhalten.

Rt = 0.25 (Essigsaureethylester/Hexan 6:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): §=7.89 (d, J = 8.6
Hz, 2H, Ha), 6.85 (d, J = 8.6 Hz, 2H, Ha/), 6.18 (s, 1H, OH), 1.57 (s, 9H, CH3) ppm. — 13C-
NMR (125 MHz, CDClz3): & = 165.9 (Cquart, C, COOQ), 159.4 (Cguart, C, Car), 131.5 (+, 2 x C,
Car), 124.2 (Cquart, C, Car), 114.7 (+, 2 x C, Car), 80.9 (Cquart, C, CCH3), 28.2 (+, 3 x C, CHa)
ppm. — IR (ATR): v = 3289 (w), 2979 (w), 1673 (m), 1605 (m), 1589 (m), 1514 (w), 1442 (w),
1393 (w), 1367 (m), 1317 (m), 1298 (m), 1280 (m), 1226 (m), 1154 (m), 1129 (m), 850 (m),
774 (m), 753 (w), 700 (m), 638 (w), 617 (m), 520 (w), 499 (w), 466 (w), 388 (vw). — HRMS
m/z C11H140s3, ber.: 194.0937, gef.: 194.0936. Die analytischen Daten stimmen mit denen der

Literatur Uberein.[2%I
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Bis(4-(tert-butoxycarbonyl)phenyl)but-2-yndioat (182)

g O K

In einem 25-mL-Rundkolben wurden 0.15 g (1.31 mmol, 1.00 Aquiv.) Acetylendicarbonsaure
(176), 0.61 g (3.14 mmol, 2.40 Aquiv.) tert-butyl-4-hydroxybenzoat (181) und 15.8 mg (0.13
mmol, 0.10 Aquiv.) 4-(Dimethylamino)-pyridin in 10 mL THF vorgelegt. Die Losung wurde
auf 0 °C abgekiihlt. Unter Riihren wurden 0.65 g (3.14 mmol, 2.40 Aquiv.) Diisocyclohexylcar-
bodiimid in 8 mL THF Uber einen Zeitraum von 40 Minuten zugetropft. Die Reaktionsldsung
wurde fur 24 h bei Raumtemperatur gerthrt. AnschlieRend wurde der gebildete Harnstoff ab-
filtriert. Hiernach wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohpro-
dukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel gereinigt (Dichlormethan/Methanol
15:1) und 0.15 g (25%) der Titelverbindung als gelblicher Feststoff erhalten.

Rf = 0.30 (Dichlormethan/Methanol 15:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 8.08-7.91 (m,
4H, Har), 7.49-7.31 (m, 4H, Ha), 1.55 (s, 18H, CH3) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): &
= 165.3 (Cquart, 2 X C, COO), 157.1 (Cquart, 2 X C, Car), 141.1 (Cquart, 2 X C, COO), 131.2 (+, 2
x C, Car), 124.7 (Cquart, 2 X C, Car), 122.1 (+, 2 X C, Car), 81.2 (Cquart, 2 X C, CCH3), 80.2 (Cquart,
2 x C, C=C), 28.2 (+, 9 x C, CH3) ppm. — IR (ATR): v = 2976 (w), 1754 (m), 1708 (s), 1651
(m), 1598 (m), 1503 (m), 1456 (w), 1412 (m), 1366 (m), 1290 (s), 1152 (s), 1115 (s), 1081 (s),
1027 (m), 1015 (s), 929 (m), 866 (m), 848 (m), 768 (m), 716 (m), 687 (m), 633 (w), 585 (w),
565 (w) 515 (w), 462 (w), 417 (w). — HRMS m/z C26H260s, ber.: 466.1628, gef.: 466.1626.
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Trimethylolethan(tripropiolat) (164)
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In einem 250-mL-Rundkolben mit Wasserabscheider und Ruckflusskiihler wurden 3.00 g (24.9
mmol, 1.00 Aquiv.) Trimethylolethan und 0.48 g (2.49 mmol, 0.10 Aquiv.) p-Toluolsulfon-
sédure-Monohydrat in 150 mL abs. Toluol vorgelegt. AnschlieRend wurde 5.05 mL (5.70 g, 82.2
mmol, 3.30 Aquiv.) Propiolsdure zugetropft und die Reaktionsmischung fiir 5 h refluxiert. Die
Reaktionsmischung wurde mit 150 mL Essigséureethylester versetzt, mit wassriger Natrium-
hydroxid-Ldsung (5%ig) gewaschen und uber MgSOs4 getrocknet. Hiernach wurde das L0-
sungsmittel unter vermindertem Druck entfernt und 6.32 g (92%) der Titelverbindung als gelb-

licher Feststoff erhalten.

—H-NMR (500 MHz, DMSO): § = 4.63 (s, 3H, C=CH), 4.13 (s, 6H, CH-0), 0.98 (s, 3H, CH3)
ppm. — 3C-NMR (125 MHz, DMSO0): § = 152.5 (Cquart, 3 X C, C=0), 80.1 (Cquart, 3 X C, C=CH),
74.8 (+,3 x C, C=CH), 67.2 (-, 3 x C, CH20), 23.1 (Cquart, C, CCHy), 15.2 (+, C, CH3) ppm. —
IR (ATR): v = 3285 (m), 3249 (m), 2976 (m), 2115 (m), 1718 (s), 1701 (s), 1476 (m), 1402
(w), 1376 (w), 1287 (m), 1217 (vs), 1078 (w), 999 (m), 980 (s), 908 (m), 875 (w), 749 (s), 695
(s), 667 (s), 604 (m), 549 (m), 522 (w), 475 (w), 381 (w). — EI-MS m/z (%): 277 (52) [M* + H],
275 (5), 269 (20), 262 (43), 261 (10), 250 (9), 249 (6), 243 (59), 237 (7), 232 (5), 231 (100). —
HRMS m/z C14H1306 [M* + H], ber.: 277.0707, gef.: 277.0705.
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2-((Allyloxy)carbonyl)-2-methylpropan-1,3-diyldipropiolat (166)
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In einem 250-mL-Rundkolben mit Wasserabscheider und Riickflusskihler wurden 1.00 g (5.74
mmol, 1.00 Aquiv.) (2,2-dihydroxymethyl)propionyloxy-2-propenylester und 0.11 g (0.57
mmol, 0.10 Aquiv.) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat in 100 mL abs. Toluol vorgelegt. An-
schlieBend wurde 1.17 mL (1.32 g, 18.9 mmol, 3.30 Aquiv.) Propiolsaure zugetropft und die
Reaktionsmischung fur 5 h refluxiert. Die Reaktionsmischung wurde mit 150 mL Essigséureet-
hylester versetzt, mit wassriger Natriumhydroxid-Lésung (5%ig) gewaschen und Gber MgSQO4
getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels S&ulenchromatographie an Kieselgel gereinigt

(Dichlormethan) und 1.29 g (80%) der Titelverbindung als gelblicher Feststoff erhalten.

Rt = 0.40 (Dichlormethan). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 5.94-5.85 (m, 1H, CH=CH,),
4.63 (s, 3H, C=CH), 5.35-5.26 (m, 2H, CH=CH>), 4.64 (dt, J = 5.8 Hz, 1.3 Hz, 2H,
CH2C=CH), 4.42 (d, J = 11.2 Hz, 2H, CH20), 4.36 (d, J = 11.2 Hz, 2H, CH:0), 2.91 (s, 2H,
C=CH), 1.12 (s, 3H, CH3) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 171.7 (Cquart, C, C=0),
152.2 (Cquart, 2 x C, CC=CH), 131.5 (+, C, CH=CHy), 119.1 (-, C, CH=CHy), 76.7 (Cquart, 2 X
C,C=CH), 75.8 (+,2 x C, C=CH), 66.7 (-, C, CH20), 66.2 (-, C, CH20), 46.2 (Cquart, C, CCHa),
17.9 (+, C, CHz) ppm. — HRMS m/z C14H1506 [M™], ber.: 279.0869, gef.: 279.0867.
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1-Allylbenzol-3,5-dimethanol (167)

HO/\QAOH
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In einem 100-mL-Zweihalskolben wurde unter Argon 1.40 g (36.8 mmol, 3.50 Aquiv.) Lithi-
umaluminiumhydrid in 40 mL abs. THF vorgelegt und bei 0 °C gekdihlt. Dann wurden 2.00 g
(10.3 mmol, 1.00 Aquiv.) Dimethyl-5-(allyloxy)isophthalat (117) in 20 mL abs. THF zuge-
tropft. Die Reaktionsmischung wurde dann fir 1 h bei 0 °C gerihrt. Danach wurde das Eisbad
entfernt und die Reaktionsmischung fur 12 h refluxiert. AnschlieBend wurde unter Kihlung
vorsichtig mit Wasser gequencht und mit verdinnter Salzsaure auf pH 7 gebracht. Der Ruck-
stand wurde filtriert, mit THF gewaschen und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde aus Hexan/Essigsaureethylester umkristalisiert und 1.70 g

(85%) der Titelverbindung als weiRer Feststoff erhalten.

— 'H-NMR (500 MHz, CDCls): & = 6.83 (s, 1H, Har), 6.72 (s, 2H, Har), 6.06-6.01 (m, 1H,
CH=CHy>), 5.47-5.41 (m, 1H, CH=CH,), 5.32 (d, J = 10.5 Hz, 1H, CH=CHy), 4.48 (s, 4H,
CH>), 4.46 (d, J = 5.0 Hz, 2H, CH2) ppm. — ¥C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 158.7 (Cquan, C,
Car), 142.7 (Cqua, 2 X C, Car), 133.2 (+, C, Car), 117.5 (+, C, Car), 117.4 (-, C, CH=CH,),
112.1 (+, C, Car), 68.7 (-, C, CH2CH=CHy), 64.7 (-, C, CH20OH) ppm. Die analytischen Daten

stimmen mit denen der Literatur tiberein.[2°7}
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7.3.4 Synthese der Acetyl-funktionalisierten MIBG

3-(2-(Trimethylsilyl)ethinyl)benzonitril (191)

In einem ausgeheizten 50-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 2.50 g (10.9 mmol, 1.00
Aquiv.) 3-lodobenzonitril und Triethylamin (25 mL) vorgelegt und entgast. AnschlieRend wur-
den 0.21 g (1.10 mmol, 0.10 Aquiv.) Kupferiodid und 0.38 g (0.55 mmol, 0.05 Aquiv.) Bis(tri-
penylphosphin)palladium(ll)dichlorid zugegeben. Die Reaktion wurde fir 10 min bei RT ge-
rihrt. Danach wurde 1.70 mL (1.17 g, 12.0 mmol, 1.10 Aquiv.) Timethylsilyacetylen (iber einen
Zeitraum von 15 min zugetropft. Die Reaktionslosung wurde fiir 24 h bei Raumtemperatur ge-
rihrt. Die schwarze Suspension wurde mit 15 mL DCM verdunnt, Gber Celite filtriert und das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchro-
matographie an Kieselgel gereinigt (Hexan/Essigsaureethylester 15:1) und 1.94 g (90%) der

Titelverbindung als brauner Feststoff erhalten.

Rf = 0.20 (Hexan/Essigsaureethylester 15:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 7.78-7.77 (m,
1H, Har), 7.63-7.60 (m, 1H, Has), 7.57 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Ha/), 7.45 (t, J = 8.0 Hz, 1H, Ha),
0.26 (s, 9H, CH3) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): § = 136.9 (+, C, Car), 136.4 (+, C, Car),
131.8 (+, C, Car), 129.2 (+, C, Car), 123.2 (Cquart, C, Car), 115.7 (Cquart, C, Car), 114.4 (Cquar,
C, C=N), 99.2 (Cquart, C, C=C), 53.3 (Cquart, C, Ctms), 3.41 (+, 3 x C, CHs) ppm. Die analyti-

schen Daten stimmen mit denen der Literatur {iberein.[?>4]
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(3-Ethinylphenyl)methanamin (200)

NH,

In einem 50-mL-Rundkolben wurde 5 mL Lithiumaluminiumhydrid (1 M in THF) mit 20 mL
THF verdiinnt und bei 0 °C 0.78 g (3.91 mmol, 1.00 Aquiv.) 3-(2-(trimethylsilyl)ethinyl)ben-
zonitril (191) zugegeben. Anschlielend wurde die Suspension fur 1 h bei 0 °C geriihrt. Danach
wurde das Eisbad entfernt und die Reaktionsmischung fiir 5 h bei Raumtemperatur gerthrt. Zur
Reaktionsmischung wurde unter Kihlung vorsichtig wassrige Kaliumhydroxid-Lésung
(25%ig) zugegeben. Anschliefend wurde mit Diethylether (3 x 30 mL) extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden tiber MgSQO4 getrocknet und das Ldsungsmittel unter ver-
mindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Sdulenchromatographie an Kieselgel
gereinigt (Chloroform/MeOH 20:1) und 0.36 g (70%) der Titelverbindung als gelbliches Ol

erhalten.

Rt = 0.18 (Chloroform/MeOH 15:1). — *H-NMR (500 MHz, CDCls): § = 7.45 (s, 1H, Ha/),
7.39-7.36 (m, 1H, Har), 7.31-7.28 (m, 2H, Har), 3.85 (s, 2H, CH2NH?2), 3.06 (s, 1H, C=CH)
ppm. — 3C-NMR (125 MHz, CDCls): & = 143.4 (Cquar, C, Car), 130.7 (+, C, Car), 130.5 (+, C,
Car), 128.5 (+, C, Car), 127.7 (+, C, Car), 122.3 (Cquart, C, Car), 83.7 (Cquart, C, C=C), 77.1 (+,
C, C=CH), 46.1 (-, C, CH2NH2) ppm. — IR (ATR): v = 3279 (m), 2637 (w), 1642 (w), 1579
(m), 1470 (m), 1413 (m), 1371 (s), 1322 (s), 1281 (m), 1161 (m), 1088 (m), 1042 (w), 1000
(w), 908 (w), 882 (w), 821 (m), 802 (m), 788 (s), 739 (w), 691 (m), 661 (s), 638 (S), 606 (S),
524 (m), 456 (m). — EI-MS m/z (%): 131 (51) [M*], 130 (100) [M* — H], 115 (8), 103 (21), 102
(8), 77 (12), 75 (7), 69 (13), 51 (6). — HRMS m/z C9oHgNy, ber.: 131.0730, gef.: 131.0730.
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1-(3-Ethinylbenzyl)guanidin (201)

Iz

NH,

In einem 25-mL-Zweihalskolben wurden unter Argon 0.10 g (0.76 mmol, 1.00 Aquiv.) (3-Ethi-
nylphenyl)methanamin (200), 1.12 g (1.90 mmol, 2.50 Aquiv.) 3,5-Dimethyl-1H-pyrazol-1-
carboxamidinhydrochlorid, 0.21 mL (0.15 g, 1.52 mmol, 2.00 Aquiv.) Triethylamin in 7 mL
abs. THF vorgelegt. Die Reaktionsmischung wurde flr 24 h bei 60 °C gerihrt. Anschliel3end
wurde die Mischung auf Raumtemperatur gekihlt und der Rickstand filtriert. Das Lésungsmit-
tel wurde unter vermindertem Druck entfernt, mit Wasser aufgenommen und die wéssrige
Phase mit Essigsaureethylester (3 x 15 mL) gewaschen. Das Rohprodukt wurde mittels Saulen-
chromatographie an Amberlite IRA-400 gereinigt (Wasser) und 0.11 g (85%) der Titelverbin-

dung nach Gefriertrocknung als griin-gelblicher Feststoff erhalten.

—H-NMR (500 MHz, MeOD): & = 7.44-7.33 (m, 4H, Hay), 4.41 (s, 2H, CH2NH), 3.54 (s, 1H,
C=CH) ppm. — 3C-NMR (125 MHz, MeOD): & = 157.1 (Cquart, C, CNHNH,), 138.1 (Cquart, C,
Car), 130.7 (+, C, Car), 130.3 (+, C, Car), 129.0 (+, C, Car), 127.8 (Cquart, C, Car), 121.9 (Cquart,
C, Car), 83.2 (Cquart, C, C=C), 81.1 (+, C, C=CH), 455 (-, C, CH2NH) ppm. — HRMS m/z
C10H11Ns3, ber.: 173.0953, gef.: 173.0953.
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8 Abkilrzungsverzeichnis

AAV
AFM
allg.
AOG
Aquiv.
Ar
ATR
ATRP
ber.
Boc
bzw.
BODYPI
ca.
CLSM
CROP
CuAAC
CVvD
A

d

d
DA-SBDC
DC
DCC
DCM
ddd
DEPT
DIC
DIFO
DLS
DMAP
DMF
DMP

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Atomic Force Microscopy (Rasterkraftmikroskopie)
allgemein

N-Amino-N"-1-octylguanidin

Aquivalent(e)

Aryl/Aromat

Attenuated Total Reflection

Atom Transfer Radical Polymerization

berechnet

tert-Butyloxycarbonyl

beziehungsweise

Bordipyrromethen

circa

Confocal Laser Scanning Microscopy (Laser-Scanning-Mikroskopie)
Lebende kationische Ringdffnungspolymerisation
Cu(l)katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition
Chemical Vapor Deposition

Refluxtemperatur

Chemische Verschiebung

Dublett (NMR)

Diazido-Stilbendicarbonsdure
Dinnschichtchromatographie
N,N”-Dicyclohexylcarbodiimid

Dichlormethan

Duplett vom Duplett vom Duplett (NMR)
Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
Diisopropylcarbodiimid

Difluoriertes Cyclooctin-Konjugat

Dynamic Light Scattering (Dynamische Lichtsteuung)
4-(Dimethylamino)-pyridin

N,N-Dimethylformamid

Dimethoxypropan
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DMSO
DPN
DRIFT

Dimethylsulfoxid
Dip-Pen-Nanolithographie

Diffused Reflectance Infrared Fourier Transform Spectroscopy

DYNAMATS Dynamic Materials
DYNAMERS Dynamic Polymers

dt
dqg

EDC

EO
EDTA
EI-MS
Et
FAB-MS
FITC
FRET

gef.

GFP
GPC
GSH

HTS
HOMO
Hal.
HR-MS
HV

Hz

IRRAS

KHMDS
konz.
LPE
LUMO

Dublett von Tripletts (NMR)

Dublett von Quartetts (NMR)
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
Ethylenoxid

Ethylendiamintetraessigséure
ElektronenstolR-lonisationsmassenspektrometrie
Ethyl

Fast Atom Bombardment Mass-Spectroscopy
Fluorescein Isothiocyanat
Fluoreszenzenergietransfer

Gramm

gefunden

Green Fluorescent Protein
Gel-Permeations-Chromatographie

Glutathion

Stunde(n)

High-Throughput-Screening (Hochdurchsatz-Screening)
Highest Occupied Molecular Orbitak
Halogenid

High Resolution Mass Spectroscopy
Hochvakuum

Herz

Infrarotspektroskopie
Infrarot-Reflexions-Absorptions-Spektroskopie
Kopplungskonstante
Kaliumhexamethyldisilazid

konzentriert(e)

Flussigphasen-Epitaxie

Lowest Unoccupied Molecular Orbital
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m Mittel

M Molar

MABG MetaAcetylBenzylGuanidin

MALDI Matrix-Assistierte Laser-Desorption-lonisierung

ManLev N-L&avulinoylmannosamin

mbar Millibar

Me Methyl

MeOH Methanol

MeOD deuteriertes Methanol

mg Milligramm

MHz Megaherz

MIBG Meta

min Minute(n)

mind. Mindestens

mL Milliliter

MMA Methylmethacrylat

mmol Millimol

MOF Metal Organic Framework(Metallorganische Geriistverbindung)
m/z Masse zu Ladungsverhaltnis

n Innerer Ladungsabstand (Anzahl der Methylengruppen zwischen den Ladungen

zwitterionischer Molekiile)

NMP Nitroxide-Mediated Radical Polymerization
NRC Nitroxid-Radikal Kupplungsreaktion
NMR Nuclear Magnetic Resonance

p para

p.a. per analysi

PCP [2.2]Paracyclophan(e)

PDI Polydispersitatsindex

PDMS Poly(dimethylsiloxan)

PEG Polyethylenglykol

Ph Phenyl

PHA Polyhydroxyalkanoat

PLGA Polylactic-co-glycolic acid

p-NPC p-Nitrophenylchloroformat
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ppm
PPTS
PPX
p-TSA

q

quart.
quint
RAFT

R

RGD
ROMP
ROP

RT

SAM
sccm
SEM
SPAAC
Str
SURGEL
SURMOF
Sulfo-NHS
t

t

tBuOH

td

TEA
TEC
TFA
THF
TMS
TOF-SIMS
USW.

uv

\

Parts Per Million

Pyridinium-p-toluolsulfonat
Poly-para-xylylen

p-Toluolsulfonséure

Quartett

quarternar

Quintett (NMR)

Reversible Addition-Fragmentation Chain Transfer Polymerization
Ratio of Fronts
Arginyl-Glycyl-Asparaginséure

Ringdffnende Methathese-Polymerisation
Ringdffnungspolymerisation

Raumtemperatur

Selbstorganisierte Monoschichten
Standardkubikzentimeter

Scanning Electron Microscopy (Rasterelektronenmikroskopie)
Strain-Promoted [3+2]-Azide-Alkyne-Cycloaddition
Streptavidin

Surface-Grafted Gel

Surface Mounted Metal Organic Framwork
N-Hydroxysulfosuccinimid

tert

Triplett (NMR)

tert-Butanol

Triplett von Dupletts (NMR)

Triethylamin

Thiol-En-Kupplung

Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran

Trimethylsilyl
Flugzeit-Sekundarionen-Massenspektroskopie
und so weiter

Ultraviolett

Volumen
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pnCP Microcontact Printing (Mikrokontaktdruck)
XPS X-ray Photoelectron Spectroscopy (Rontgenphotoelektronenspektroskopie)
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