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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

1.1 Nanodiamant

1.1.1 Herstellung von Nanodiamant-Partikeln

Als Nanodiamant in den 1960er Jahren entdeckt wurde, war sein enormes Anwendungs-
potential noch nicht absehbar.!!! Zur Zeit weckt er groBes Interesse in der Erforschung fiir seine
Anwendung im Bereich der Energieumwandlung und -speicherung, Katalyse, Elektronik,

Optoelektronik und Biomedizin.[*!

Bei der Herstellung von Nanodiamant wird grundlegend zwischen zwei verschiedenen
Verfahren, der Schockwellenmethode und der Detonationssynthese, unterschieden.*! Hier-
nach folgen noch einige Aufreinigungsschritte, bevor der Nanodiamant weiter funktionalisiert

werden kann.

1.1.2 Struktur und Eigenschaften von Nanodiamant

Nanodiamant besitzt aufgrund seiner Grofle und Struktur sehr interessante physikalische und
chemische Eigenschaften, die zum groBten Teil von der Beschaffenheit seiner Oberfldche
abhéngt. Da die Teilchen mit ca. 3-5 nm GroBe 20-30 % ihrer Kohlenstoffatome auf der
Oberfldache priasentieren, sind diese malBigeblich fiir die Reaktivitdt und Dispersionsfahigkeit
entscheidend.[®! Diamant besitzt eine auBergewdhnliche Stabilitit, einen hohen Hirtegrad und
eine sehr hohe Wirmeleitfihigkeit.”®! Detonationsnanodiamant weist eine durch
Elektronenenergieverlustspektroskopie (EELS) ermittelte Bandliicke von ca. 3.5 eV auf, je
nach seinem Graphitisierungsgrad oder der Einbettung von Fremdatomen in der Gitterstruktur,

-111 Makroskopischer

was ihn zu einem interessanten Material in der Elektronik macht.
Diamant hingegen besitzt eine Bandliicke von etwa 5.5 eV und ist somit ein guter Isolator.
Nanodiamant kann verschiedene Defekte besitzen, die ihn lumineszent machen. Als Beispiel
sei hier der fluoreszente Nanodiamant zu nennen, der ein sogenanntes nitrogen-vacancy center
(NV- Zentrum) aufweist.[>13] Hierbei ist ein Kohlenstoffatom durch ein Stickstoffatom ersetzt,

dem eine Fehlstelle benachbart ist. Aufgrund dieses Zentrums besitzt dieser Diamant eine



EINLEITUNG

eigene Fluoreszenz im roten und infraroten Bereich, die mit einem Laser, der Licht in einem

4] Diese

Wellenléingenbereich von 400 nm — 600 nm ausstrahlt, angeregt werden kann.!
Fluoreszenz bleibt iiber die Zeit stabil, blinkt nicht und bleicht nicht aus, was fluoreszenten
Nanodiamant zu einem hervorragenden Kandidaten fiir biologische und medizinische

Untersuchungen von Zellen, DNA oder Mikroorganismen macht.[!>17]

1.1.3 Ubersicht iiber die Funktionalisierung der Oberfliche von Nano-
diamant

Die Oberflichenstruktur von Nanodiamant hingt sehr stark von der Herstellungsmethode ab.!'%-
1 Allein wie der Diamant hergestellt wurde, ob durch das high-pressure-high-temperature
(HPHT)-Verfahren, wobei zuerst groBere Partikel entstehen, die anschliefend auf die
gewlinschte GroBle durch vielféltige weitere Verfahren verkleinert werden konnen, durch
chemical-vapour-decomposition ~ (CVD)  oder durch das  Detonationsverfahren
Nanodiamantpartikel erzeugt werden, macht einen groBen Unterschied in der Art der
Oberflaichengruppen und damit auch in der Reaktivitit aus. Durch die relativ kleine
Partikelgrofle von 3 — 5 nm besitzt Detonationsnanodiamant eine sehr grof3e Oberfliche, auf
der hauptsédchlich sauerstoffreiche Gruppen wie Hydroxygruppen, Ether oder Carbonséduren

(Abb. 1), aber auch eine groBe Anzahl an Doppelbindungen prisentiert werden* 20-22]

HO )

‘/\@\T\\fo\//%

Abb. 1: Schematische Darstellung der Nanodiamantoberflache, die vorwiegend sauerstoffhaltige
Gruppen tragt.

Diese inhomogene Oberfldche fordert aufgrund elektrostatischer Wechselwirkungen, inter-
molekularer Wechselwirkungen oder kovalenter Bindungen die Agglomeratbildung.*¥) So
konnen sich die erhaltenen Primirpartikel zu groBeren Verbunden durch Adsorption oder
Wasserstoffbriickenbindungen, wie auch durch kovalente Wechselwirkungen zwischen den

einzelnen Oberflichengruppen, zusammenschlieBen.

Fiir die Deagglomeration werden unterschiedliche Wege beschritten. Einer der effektivsten
Wege, um Primérpartikel des Detonationsnanodiamanten zu erhalten, ist die Verwendung der

2
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Riithrwerkskugelmiihle.?*! Zum Aufbrechen der gebildeten Agglomerate wird auch oft das
sogenannte BASD-Verfahren (bead-assisted sonic disintegration) verwendet, wobei unter
starkem Ultraschall und dem Einsatz von Zirkoniumoxid als Mahlkérper Primérpartikel
entstehen.!?’! Ebenfalls kann man durch chemische Behandlung und gleichzeitiger Beschallung

im Ultraschallbad Primérpartikel erhalten. 2]

Um den Abrieb der Mahlkorper zu vermeiden, werden auch nicht-toxische und nicht-
kontaminierende kristalline Verbindungen wie Sucrose oder Natriumchlorid als zusitzliche
Mahlkédrper verwendet und eine trockene Vermahlung durchgefiihrt.?”! Die GroBe der Partikel
belduft sich dabei auf < 10 nm und beide Stoffe kdnnen durch einfaches Herauswaschen mit

Wasser entfernt werden.

Die so erhaltenen Nanopartikel konnen nun mit unterschiedlichen Reagenzien und Methoden

auf ithrer Oberflache funktionalisiert werden.

1.1.4 Homogenisierung und Funktionalisierung der Oberfliche von Nano-
diamant

Bevor die Oberfliche der Nanodiamantpartikel funktionalisiert werden kann, muss sie
homogenisiert werden. Hierflir werden unterschiedliche Verfahren wie Oxidation, Reduktion,
Graphitisierung, Halogenierung oder Hydrierung der Oberfliche durchgefiihrt. Folgende
Abbildung gibt eine Ubersicht iiber die unterschiedlichen Verfahren (Abb. 2).
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HNO4/H,SOy,, Fol A

KCIO3, Ox/A
o LiAIH,, BH3, FeSO,/
HO H
HOOC )
o
H,-Plasma, Vakuum/A

Hy A

Abb. 2: Verschiedene Methoden zur Homogenisierung der Nanodiamantoberflédche.

Durch nasschemische Reaktionen kénnen Oxidation bzw. Reduktion der Oberfldchengruppen
durchgefiihrt werden. Wird eine Mischung aus Salpetersdure und Schwefelsdure verwendet,
werden Carboxylgruppen auf der Oberfliche generiert und die anschlieBende Kupplung von
Aminogruppen kann sehr einfach gelingen.!”®! Soll eine mdglichst homogene Hydroxylierung
auf der Oberfldche realisiert werden, verwendet man Reduktionsmittel wie Borhydrid oder
Lithiumaluminiumhydrid.”?*’ Auch das Fenton-Reagenz (Eisen(II)sulfat und Wasserstoff-
peroxid in Schwefelsiure) erzeugt Hydroxylgruppen auf der Oberfliche.*®! Durch die Anwen-
dung eines Wasserstoffplasmas konnten Girard et al. zeigen, dass die Nanodiamantoberflidche

fast vollstindig hydriert werden kann.[*!]

An der homogenisierten Oberfliche konnen nun gezielt weitere Funktionalisierungen, ob
kovalent oder nicht-kovalent, stattfinden. Oxidierter Nanodiamant mit Carboxylgruppen auf der
Oberfliche kann nun durch Veresterungen mit Molekiilen, die Hydroxylgruppen tragen,
modifiziert werden.??l  Auch konnen carboxylfunktionalisierte Primérpartikel zu
hydroxylterminierten reduziert werden, die dann z.B. Paclitaxel, ein Krebstherapeutikum,
physisorbieren konnen.[*’] Es ist aber auch méglich, Alkylketten an die Hydroxygruppen

kovalent anzubinden und nach zwei weiteren Reaktionen ebenfalls Paclitaxel kovalent
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anzubringen.** Uber Peptidkupplungsreagenzien konnen Aminogruppen an die Carbonséuren

der Nanodiamantoberflichen angebunden werden.!!

Alkine bieten eine breite Anwendung zur Anbindung verschiedenster Biomolekiile. 2001 wurde
von Kolb et al das ungeheure Anwendungspotential von ,,Click“~- Chemie in der
Naturstoffsynthese und Arzneimittelherstellung herausgestellt.2®3%1 Thnen war wichtig,
Mechanismen zu préisentieren, in denen man auf teure Enzymreaktionen verzichten kann, um
Kohlenstoff-Heteroatom-Bindungen, die unverzichtbar beim Aufbau von neuen Pharmazeutika

und Naturstoffen sind, zu kniipfen.

Um ausgedehnte sp-hybridisierte Bereiche auf der Oberfliche vorzufinden, muss diese graphi-
tisiert werden.®”! Hierfiir wird das Diamantmaterial im Vakuum fiir eine bestimmte Zeit bei
600 - 800 °C ausgeheizt, wodurch die sauerstofthaltigen Gruppen verbrannt und unter-
schiedliche Arten an Doppelbindungssystemen entstehen.[*”! Werden die Temperaturgrenzen
iiberschritten und die Zeitspanne ausgedehnt, so werden auch weiter innen gelegene Bereiche
der Nanodiamanten in sp>-hybridisierte Schichten umgewandelt und es entstehen sogenannte
Nanozwiebeln (carbon onions).*!! Dieses Material wird z.B. analog der Hummer-Methode
oxidiert, anschlieBend mit Harnstoff vermischt und einer Pyrolyse unterworfen, um Stickstoff-
dotierte Nanozwiebeln zu erhalten, die Anwendung als elektrokatalytisches Material finden

sollen.[*%]

Mit Nanodiamant, der eine hydrierte Oberfliche aufweist, sind ebenfalls Reaktionen
durchfiihrbar, die liber einen Mechanismus des Elektronentransfers zur Funktionalisierung
fiihren konnen.[*3 So zeigte Yeap et al., dass die Immobilisierung von Diazoniumsalzen auf der
Oberfldche, wobei Elektronen vom Nanodiamant an das Nitrophenyldiazoniumsalz tibertragen
werden, zu einer kovalenten Anbindung fiihrt. Weitere Funktionalisierungen {iber
Linkersysteme konnen nun dazu verwendet werden, um Wirkstoffe oder andere Molekiile

anzubinden.
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1.1.5 Das Anwendungspotential von Nanodiamant im medizinischen und
biologischen Bereich

Gerade im medizinischen und biologischen Bereich haben Nanopartikel allgemein viele

n.[*4461 Die Herausforderungen, wie Stabilitit in biolo-

Kriterien und Anforderungen zu erfiille
gischen Medien, Abhidngigkeit der Agglomeration von GroBe oder Oberflichenfunktio-
nalisierung, sowie die Ausbildung der Proteincorona und deren Steuerung sind nach wie vor

Gegenstand der aktuellen Forschung.[47->"

1.1.5.1 Nanopartikel als Wirkstofftrdger

Nanopartikel, wie Liposomen, magnetische Partikel, PLGA (Poly Lactic-co-Glycolic Acid)-
Partikel, Gold- oder Platinpartikel, spielen schon seit einiger Zeit eine wichtige Rolle als
Wirkstofftransportsysteme. Gerade in der Krebsforschung, in der bereits Medikamente wie
Doxil® und Abraxane® Einzug in den Markt gefunden haben, sind die Vorteile der

>1-53] Einer davon

Nanopartikel gegeniiber herkommlichen Therapeutika besonders interessant.!
ist der gezielte Transport eines Wirkstoffes zum Wirkort.’*>3] Hierdurch kénnen zukiinftig
geringere Wirkstoffmengen verabreicht werden, wodurch eine bessere Vertriglichkeit fiir den
Patienten erreicht werden kann und auftretende Nebenwirkungen eingeschrénkt oder sogar
beseitigt werden kdénnen.*® Weitere Vorteile von Nanopartikeln sind eine hohe Wirkstoff-
beladung, eine gewiinschte Langzeitstabilitit der Konjugate, sowie geringe Produktions-

kosten.7]

1.1.5.1.2 Anforderungen an Nanopartikel als Wirkstofftriager

Nanodiamanten sind als Tridger von Wirkstoffen aufgrund dieser genannten und noch einer
weiteren, sehr bedeutenden Eigenschaft im Fokus der Forschung: ihrer geringen Toxizitit.[®>

381 Vor allem diese Eigenschaft macht sie fiir die medizinische Anwendung interessant.

Es stellt sich jedoch immer noch die Frage, wie funktionalisierte Nanodiamanten oder auch
Nanodiamanten selbst auf die unterschiedlichen Zellarten wirken.[>> 3621 Als Wirkstofftriger
sollten sie keine lebensbeeintriachtigenden Eigenschaften mit sich bringen. Schrand et al
untersuchte unterschiedliche Zelltypen unter dem Einfluss funktionalisierter und unfunk-
tionalisieter Nanodiamanten und stellte fest, dass kaum bis keine toxischen Auswirkungen auf

die Zellkulturen zu finden waren.!%>!
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Abb. 3: Verschiedene Mechanismen der Endocytose und das Verhiltnis der GroBBe oder endoge-
nem/exogenem Transport (entnommen aus Lit. 64 mit freundlicher Genehmigung des CSH Perspectives
Verlag).

Nanomaterialien, die tiber Endocytose in die Zelle aufgenommen werden, wurden bereits auf
die Oberflichenchemie, PartikelgroBBe, Form, Oberflichenbeschaffenheit und die Freisetzung
aus den Endosomen in der Zelle untersucht (Abb. 3).[¢4 Kationische Partikel werden besser
aufgenommen als anionische oder neutrale. Grund hierfiir ist die nicht-clathrin und nicht-
caveolae-vermittelte Zellaufnahme der kationischen Spezies durch die negativ geladenen
Proteoglykane auf der Zelloberfliche.[®® Jedoch weisen diese Partikel auch eine hdéhere
Cytotoxizitdt auf. Anionische Partikel hingegen sind weniger cytotoxisch, zeigen aber starke
Interaktionen mit Plasmaproteinen, so dass sie erst gar nicht die Zelloberflache erreichen und
somit eine geringere Einschleusung in die Zelle geschieht.[®® Ebenso spielt die Form eine
entscheidende Rolle bei der Aufnahme in die Zelle. So werden z.B. Goldpartikel, die
kugelformig sind, besser von HeLa-Zellen aufgenommen als zylindrische.'”) Auch die
Anordnung von anionischen und hydrophoben Gruppen auf der Oberfliche der Goldpartikel
fiihrt zu einem unterschiedlichen Aufnahmeweg in die Zelle.!%*! Als hydrophobe Gruppe dient
1-Octanthiol und als hydrophile Oberflichengruppe vewendet die Gruppe um Verma et al. 11-

Mercapto-1-undecansulfonat. Sind die Gruppen abwechselnd und strukturiert angeordnet, so
7
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werden die Partikel iiber Membranporen aufgenommen. Ist deren Verteilung zufillig und

unstrukturiert auf der Oberfldche, werden sie liber Endocytose eingeschleust.

Um die Partikeloberfliche nach auflen hin abzuschirmen, aber immer noch kleine
PartikelgroBen und eine gute Loslichkeit zu erhalten, werden Nanopariktel-Systeme entwickelt,
die in organischen, wissrigen bzw. biologischen Medien diese Eigenschaften aufweisen. Tasaki
et al. modifizierten die Oberfliche der Detonationsnanodiamanten mit Stearinsdure oder Tri-
butylhexadecylphosphoniumbromid, um eine bessere Ldslichkeit in organischen Ldsungs-
mitteln zu erreichen.!®”! Andere Gruppen wie die um Zhang et al. versuchen die Solubilisierung
iiber Anbindung oder Physisorption von Lipiden an der Oberfliche von Nanodiamanten zu
verbessern.[’”) Auf diese lipidbeladenen Nanodiamanten wurde das hydrophobe Krebsthera-
peutikum Sorafenib, ein Therapeutikum, was Anwendung bei fortgeschrittenen Tumoren
findet, geladen und die Freisetzung untersucht. Die Konzentration des Wirkstoffs ist 15fach
hoher im primidren Tumorgewebe verglichen mit dem freien Medikament und die
Metastasenbildung bei Magenkrebs wird unterdriickt. Dieses System gilt als weisend fiir die

Solubilisierung von hydrophoben Medikamenten und deren bessere Aufnahme.!””!

Rotello et al. zeigt eine weitere Moglichkeit mit Zwitterionen fiir eine bessere Solubilisierung
von Nanopartikeln auf!”!"7?! Die Gruppe untersuchte Zwitterionen unterschiedlicher
Polyethylenglykol (PEG)-Kettenldngen, die sie an Goldpartikel angebunden haben sowie deren

Affinitdt zu bestimmten Antibiotika, um multiresistente Bakterien zu bekdmpfen.

Die Idee, Wirkstoffe liber PEG-Ketten an Liposomen anzubinden, stammt aus dem Jahre
1994.11 Die Verwendung von PEG hat zwei Vorteile: Die Vermeidung der Phagozytose durch
das Retikuloendotheliale System (RES), heute auch Retikulohistiozytires System (RHS)
genannt, und die Verwendung als Spacer bzw. Abstandhalter des endstéindigen Molekiils zur
Partikeloberflache. Hierdurch wird z.B. Folsdure, ein Rezeptoragonist, sehr gut auf der

Liposomenoberfliche prisentiert und kann von Rezeptoren besser erkannt werden.!”’!

Ebenfalls wird versucht durch die Funktionalisierung von Nanodiamant mit PEG-Ketten auf
der Oberfliche die Stabilisierung der Nanopartikel in biologischen Systemen voran zu
treiben.’*7®! In unterschiedlichen Medien zeigt sich, dass die Physisorption von Doxorubicin,
einem Krebstherapeutikum, z.B. in Natriumcitratlosung fiinfmal hoher ist als in destilliertem
Wasser. Uber 150 Tage in PBS bei 4 °C betragen die PartikelgroBen von PEGylierten

Nanodiamant 185 nm mit einem Zetapotential von -25 mV, wobei die Beladung zu einer Grof3e
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von 211 nm mit einem Potential von -28 mV fiihrt. Die Autoren weisen hier auf den
sogenannten EPR (enhanced permeability and retention)-Effekt hin, der dazu fithren wiirde,
dass sich die groferen Konjugate im Tumorgewebe anreichern wiirden. Der EPR-Effekt
begiinstigt den passiven Wirkstofftransport.”’781 Hierbei kommt es durch die erhdhte
Permeabilitit der Membran zur Diffusion von groBeren Molekiilen wie Lipiden, Makro-
molekiilen oder Nanopartikeln (100-400 nm) ins Zellinnere. Die erhohte Permeabilitit entsteht
durch die Ausbildung neuer Blutgefi3e, deren Epithelzellen Méngel in der vaskularen Struktur,
sogenannte vergroBerte Fenestrierungen, die fiir den besseren Wirkstofftransport verant-
wortlich sind, aufweisen. Aufgrund des schlecht ausgebildeten Lymphsystems des Tumors
kommt es kaum zum Abtransport aus der Zelle, so dass sich groflere Partikel, grofer als 40 kDa
(ca. 6 nm), anreichern konnen. /n vitro Tests zeigen eine erhohte Mortalitét der Krebszellen als
mit freiem Wirkstoff allein, wie auch eine langsamere aber insgesamt erhdhte Freisetzung des
Wirkstoffs aus dem Konjugat.””! Dies fiihrt in vivo zu einer verlidngerten Zirkulationszeit, da
die Freisetzung iiber einen ldngeren Zeitraum geschieht und aufgrund der geringen freien

Wirkstoffmenge, die zirkuliert, zu weniger Nebenwirkungen.

Ein weiterer Ansatz ist die Prisentation von PEG-Ketten unterschiedlicher Linge auf der
Nanopartikeloberfiche. Es wurde untersucht, was fiir Auswirkungen auf die Blut-
zirkulationsdauer und die Aufnahme in Zellen bzw. Organen sie haben.””! Dabei zeigte sich,
wie auch schon bei anderen Gruppen, dass die Blutzirkulationsdauer zunimmt, je mehr Poly-
ethylenglykol-Einheiten sich auf der Oberfldche der Polymernanopartikel (Poly-g-caprolacton,
PCL) befinden. Durch unterschiedliche Oberflichenbelegungen erhielten sie auch
unterschiedliche Eigenschaften und die Nanopartikel wurden in die Gruppen ,brush*
(NPEGo.19, NPEGo.25, NPEGo 36), d.h. eine PEG-Dichte von 0.19 — 0.36 PEG/nm?, und ,,dense
brush“(NPEGo.ss, NPEGo72, NPEGoss), d.h. eine PEG-Dichte von iiber 0.55 PEG/nm?,
unterteilt. Die Nanopartikel mit einer Gréfe von circa 100 nm wurden fiir in vivo Tests an
Maiusen verwendet, um einen Vergleich der “brush“- und ,,dense brush*“-Gruppen realistisch

durchfiihren zu konnen (Abb. 4).

Die Akkumulation in Leber und Milz nahm mit steigender PEG-Oberflachendichte ab, was in
Einklang mit der Blutzirkulationsdauer steht. Ebenfalls zeigte die ,,dense brush“-Gruppe eine
hohere Akkumulation in Tumorzellen, was auf die verldngerte Zirkulationsdauer
zuriickzufiihren ist. Auch die Adsorption von Serumproteinen nahm ab, je hoher die PEG-
Dichte auf der Nanopartikeloberfliche war (Abb. 4).
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Abb. 4: Schematische Darstellung der Zunahme des Durchmessers der Polymer-Nanopartikel sowie die
systemischen Auswirkungen, Anteil der Poly-g-caprolacton (PCL, rot), Anteil der PEG-Einheiten
(blau), ausgebildete Hydrathiille (hellblau) (in Anlehnung an Lit. 79).

Ein weiterer Aufnahmeweg fiir Nanopartikel findet {iber Rezeptoren, die fiir
Signaltransduktion, Einschleusung oder Apoptose verantwortlich sind, statt. Einer dieser
Rezeptoren ist der Transferrin-Rezeptor, ein transmembranes Transportprotein, das Transferrin
iiber Endozytose in die Zelle, vor allem in Mitochondrien, einschleust.®”! So wurden schon
Gold-Nanopartikel, an die Transferrin iiber ein sdurelabiles Diaminoketal angebunden ist,
hinsichtlich der Uberwindung der Blut-Hirnschranke beobachtet.®!) Aber auch die
rezeptorvermittelte Aufnahme in Krebszellen, sowie die Auswirkungen von Transferrin-
modifiziertem Nanodiamanten hinsichtlich der Zellaufnahme in unterschiedliche Zelltypen

wurden untersucht.®?]

Ein ebenso interessanter Rezeptor, von denen es verschiedene Typen gibt, bindet Folsdure und
schleust diese in die Zelle liber unterschiedliche Wege ein. Der Erste ist ein Carrierprotein, der
sogenannte Folatrezeptor 1 (engl.: reduced folate receptor (RFC)), der das Ein- und Aus-

schleusen reduzierter Folsiuren vereinfacht.[®3! Uber ihn werden die meisten folsdureahnlichen
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Wirkstoffe, wie Methotrexat, in die Zelle eingebracht. Bei dem zweiten Rezeptor handelt es
sich um den protonengekoppelten Folattransporter, der ausschlieBlich Folsédure (PCFT) und
Folsiurederivate transportiert.®*! Wibowo et al. postulierten 2013 das Vorhandensein von drei
verschiedenen Rezeptortypen, hFRa, hFRP und hFRy, wohingegen Ledermann et al. 2015
schon vier unterschiedliche Transporter vorstellten.® Der zuletzt entdeckte wird FRS bzw.
Juno genannt, jedoch ist dieser nicht in der Lage reduzierte Folsdure oder Folséure selbst zu
binden, sondern stellt den Ei-Izumo-Rezeptor dar, der fiir die Erkennung der Eizelle durch das
Spermium verantwortlich ist. Die Gruppe um Salazar zeigte 2008 auf, dass vorwiegend FRa
auf Tumorzellen iiberexprimiert wird und damit ein guter Rezeptor fiir die Aufnahme von
Folsiurekonjugaten darstellt.[*>6] Diese Folatrezeptoren sind auf Tumorzellen der Eierstdcke
wie auch des Uterus zu finden, ebenso sind sie Bestandteile der ependymalen Gehirn- und
malignente Pleuramesotheliome, und sind auch auf der Oberfliche von Lungen-, Nieren-,
Brust- und Darmkarzinomen gehiuft anzufinden.’’®¥! Die einzelnen Bindungsmodi des
Rezeptors, ob a, B oder v, sagen nichts dariiber aus, welche und ob die a-oder y- Carbonséure
der Folsdure mit der Bindetasche interagiert oder nicht. In den bisherigen Ver6ffentlichungen
wurde die Anbindung iiber die y-Carbonsédure gezeigt, jedoch nicht iiber die a-Carbonsdure,
obwohl diese chemisch gleich reaktiv sind und beide mit Kupplungsreagenzien zur Aktivierung

reagieren konnen. 3%

Einige Systeme, die iiber Folatrezeptor-vermittelte Endocytose in die Zelle eingebracht werden,
setzen ihren Wirkstoff lichtinduziert als sauerstofffreie Alternative zur Photodynamischen
Therapie frei.’*!! Die Freisetzung des Therapeutikums fand in den ersten vier Minuten statt,
jedoch besitzt die Photothermale Therapie die Einschridnkung, dass es tiefere Gewebeschichten

mit den verwendeten Wellenléingen nicht erreicht werden konnen.[*”

Die Grofle von Nanodiamantpartikeln und deren Aufnahme in die Zellen, sowie die

Beladungskapazitit mit Wirkstoff wurde von Ryu et al. 2015 untersucht.®” Sie stellten drei

verschiedene Fraktionen von Nanodiamant-Konjugaten, beladen mit Folsdure und

Doxorubicin, her (45.8, 102 und 207 nm) und untersuchten deren Aufnahme in KB-Zellen
11
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(Zellen, die auf ihrer Oberfliche Folsdurerezeptoren iiberexprimiert haben) mit zwei
unterschiedlichen Nanodiamant-Konjugat-Konzentrationen (0.01 und 0.05 wt%). Die beste
Zellaufnahme und Wirkstofffreisetzung zeigte sich bei den kleinsten Teilchen und in der
Konzentration von 0.01 wt%. Das Zetapotential der Konjugate lag bei -40.2 mV. Bei der
Zellaufnahme gab es bis zum Zeitpunkt von 20 h zwischen dem freien Doxorubicin und dem
an Nanodiamant physisorbierten Wirkstoff keinen Unterschied. Danach jedoch stieg die
Aufnahme des Konjugats, bis es ein Plateau erreichte, wohingegen der Spiegel des freien
Wirkstoffs sank. Die Autoren fiihrten dies auf den MDR (multidrug resistence)-Effekt zuriick,
der besagt, dass die Zelle vermehrt Pumpen in der Membran aktiviert, um den Wirkstoff wieder
auszuschleusen. Ist er jedoch gebunden an Nanodiamant, wird er nicht erkannt und kann in der
Zelle verweilen. So findet bei einer geringen Konzentration an Wirkstoff kein Efflux aus der
Zelle statt, der Wirkstoff wird kontinuierlich freigesetzt und kann selbst nach 72 h sein
Wirkprofil entfalten. Somit wére eine bessere Vertraglichkeit gewihrleistet, denn aufgrund des
niedrigen Wirkstoffspiegels wiirden auch mogliche Nebenwirkungen reduziert. In einem
neueren Paper wurde die Aufnahme von Nanodiamant-Folsdure/Doxorubicin-Konjugaten iiber
einen lingeren Zeitraum untersucht.”’! Die GroBe der Konjugatpartikel betrug 61.9 nm und das
Zetapotential lag bei +27.4 mV. Ebenfalls untersuchten Ryu et al. die kolloidale Stabilitdt der
Partikel und das Zetapotential in PBS, das mit 20% FBS versetzt war, und konnten feststellen,
dass sie liber einen Zeitraum von 14 Tagen stabil waren. Das Konjugat wurde Méusen iiber die
Schwanzvene injiziert, die mehrere Tumore aufwiesen. FEinzig bei Gabe des
Folsdure/Doxorubicin-Nanodiamant-Konjugats konnte eine Verkleinerung des Tumors nach 14
Tagen festgestellt werden. Alle anderen Testgruppen, die nur Nanodiamant, Folsdure-
Nanodiamant-Konjugat oder Doxorubicin-Nanodiamant-Konjugat erhielten, wiesen weiteres

Tumorwachstum auf.

Neuere Arbeiten verwenden den Vorteil, mehrere unterschiedliche Molekiile auf der
Nanodiamantoberfldche anzubinden. So wurde inzwischen ein Nanodiamantsystem etnwickelt,
das Doxorubicin, welches durch p-glycoproteingesteuerte Effluxpumpen ausgeschleust wird,
und Malaridin, welches einen Inhibitor des p-Glycoproteins darstellt, trigt.”*! Durch die
vermehrte Ausbildung von Effluxpumpen, hervorgerufen durch den MDR-Effekt, fiihrt eine
Kombination dieser beiden Wirkstoffe zu einer verbesserten Wirkung. So kann Malaridin die
Effluxpumpen inhibieren und das gleichzeitig eingeschleuste Doxorubicin seine volle Wirkung

entfalten.
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Zusatzlich kann man am Nanodiamanten neben dem Wirkstoff noch eine funktionelle Gruppe,
z.B. eine Alkin- oder Azideinheit, anbringen, die kovalent mit einem Azid oder Alkin verkniipft
werden kann. Hier konnen z.B. Signalmolekiile wie Folsdure oder Hyaluronséure, die mit einem
Azid versehen sind, am Nanodiamanten gebunden werden, so dass eine Aufnahme {iber

Rezeptoren in die Zelle ermdglicht wird, um gezielt den Wirkstoff in der Zelle freizusetzen.

1.1.5.2 Nanopartikel in biologischen Medien

Setzt man Nanopartikel einem Medium mit hohem Salzgehalt aus, so kann es zur Aggregation
kommen.” Ahnliches passiert, wenn ein Nanopartikel einem biologischem Medium, z.B.
Plasmaserum, ausgesetzt wird und sich in kiirzester Zeit eine Proteincorona um den Partikel

bildet.

KDesorption %"
Emm——

KAdsorption

Proteine mit unterschiedlicher
Adsorptionsgeschwindigkeiten

Soft corona

Hard corona

Abb. 5: Nanopartikel mit einer ,,hard corona“ und ,,soft corona“. Die unterschiedlichen Proteine
binden unterschiedlich stark, schnell und lange am Partikel (in Anlehnung an Lit. [97]).

Diese Corona besteht aus einer sogenannten ,,hard corona®, die den Partikel direkt umgibt und
mit ihm iiber unterschiedliche Wechselwirkungen interagiert, und eine ,,soft corona®, die sehr
dynamisch die Proteinzusammensetzung wechseln kann. Hier sind die Wechselwirkungen eher
schwach (Abb. 5).50:96-97]

13



EINLEITUNG

Die Entstehung einer umgebenden Hiille hat also einen grof3en Einfluss auf den ,,Werdegang*
des Nanopartikels. Im Zusammenhang mit einem Nanopartikel im biologischen Medium, so
bedeutet dies eine Beeinflussung der Biodistribution, Cytotoxizitdt und Endocytose von

Nanopartikeln.[*®]

Mirshafiee et al. versuchten die Herausforderung, dass die Proteinhiille, die sich bei Eintritt der
Nanopartikel in biologische Medien um sie herum bildet und damit eine effiziente Wirkung der
funktionalisierten Oberfldche verhindert, damit zu beeinflussen, dass sie vor dem Einbringen
ins Medium schon den Partikel mit y-Globulinen ,,umhiillen“.””! Damit wollten sie erreichen,
dass die Globuline, die die sogenannte ,.hard corona® bilden, von Opsoninen und Kom-
plementirfaktoren, z.B. im Blut, erkannt und gleich der Phagozytose durch Makrophagen
zugefiihrt werden. Die Makrophagen stellen in dem gewihlten Beispiel den Wirkort des
Partikels dar. Jedoch beobachtete die Gruppe, dass die Opsonine und Komplementérfaktoren,
die sich angelagerten, wiederum von anderen Proteinen aus der gebildeten sogenannten ,,soft
corona“ gegen eine phagozytotische Aufnahme abgeschirmt wurden. Sie gaben y-Globulin
umhiillte Partikel, die zuvor nicht einem Zellmedium ausgesetzt waren, in ein Medium mit
Makrophagen, um zu beobachten, ob eine Aufnahme im Vergleich mit den ,,corona“-umhiillten
Globulin-Partikeln, also mit Opsoninen dekoriert, geschieht. Das Resultat war, dass die reinen
Globulin-Nanopartikel vermehrt aufgenommen wurden im Gegensatz zu den mit Opsoninen
belegten Partikeln. Dieses Ergebnis unterstiitzt ihre Hypothese, dass die ,,soft corona“ fiir das
Ausbleiben einer erfolgreichen Zellaufnahme in Makrophagen verantwortlich ist. Mirschafiee
vertritt die Ansicht, dass man sich nicht nur die ,hard corona‘“-Struktur und die Protein-
zusammensetzung anschauen sollte, um auf die grundsétzlichen Interaktionen zwischen

Partikel und Biomedium zu schlief3en.

Bisher wurden diese Wechselwirkungen intensiv fiir Silica-, Zinkoxid-, Gold-, Silber- oder
auch Polystyren-Partikel untersucht, zu Nanodiamant und deren Wechselwirkungen mit

Proteinen liegen bisher nur wenige Ergebnisse vor.[!%]

Hier stellt sich nun die Frage, welche Proteine bilden die ,hard corona*“ und welche
iiberwiegend die ,,soft corona®. Diese Corona beeinflusst die Bioverfiigbarkeit des Partikels, da
die auf der Oberfliche befindlichen funktionellen Gruppen nicht mehr zuginglich sind, bzw.
von den Proteinen bedeckt sind. Zudem wird die Partikelgrof3e stark beeinflusst und somit auch

die Erreichbarkeit des Wirkorts enorm eingegrenzt. Der Zweck der Aggregation der Proteine
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mit dem Nanopartikel dient der Erkennung durch z.B. Makrophagen und fordert eine schnelle
Eliminierung dieser ,,Fremdkorper®. Somit ist der Aufenthalt des Partikels im Kdrper begrenzt

oder es koénnen sich z.B. Thromboembolien bilden.['*!]

Je nachdem, was sich fiir Proteine anlagern, wird eine schnelle Opsonierung eingeleitet, d.h.
Fremdzellen werden von Faktoren des Komplementsystems bedeckt und konnen somit von z.B.
Makrophagen entdeckt, aufgenommen und eliminiert werden. Andere Proteine, die sich
anlagern konnen, entscheiden iiber eine schnelle Einschleusung in Zielzellen oder die
Anlagerung an die Zellwand derselben. So werden Apolipoprotein H- umbhiillte Nanopartikel
hauptsichlich in die Zelle aufgenommen, wohingegen Apolipoproteine ApoA4 und ApoC3
wenig aufgenommen werden, ungeachtet der Funktionalisierung der Oberfliche der

untersuchten Polystyrolpartikel.[*®!

Ebenfalls wurde eine zeitabhédngige Proteincorona-Bildung untersucht, wobei unterschiedlich
grof3e, negativ bzw. positiv geladene Polystyrol- und Silicapartikel nach unterschiedlichen
Verweilzeiten (0.5 Minuten und 480 Minuten) im Plasma beobachtet wurden.[*¥! Die
Anlagerung der Proteine beruht auf dem sogenannten Vroman-Effekt, der besagt, dass sich die
Identitit der adsorbierten Proteine iiber die Zeit verdndern kann, auch wenn die Anzahl gleich
bleibt.[*’) Die schnelle Anlagerung der Proteine stabilisiert die Nanopartikel gegen Aggregation
im biologischen Medium und ist auch abhéngig vom Nanomaterial selbst. Jedoch wurde auch
ersichtlich, dass die Proteine, die den groften Anteil an der Proteincorona bilden, sich schon
nach 0.5 Minuten angelagert haben. Diejenigen, die iiber die Zeit hinweg noch variieren, sind
eher die Proteine, die wenig zur Coronabildung beitragen.!*8! Mit reinen Silicananopartikeln
kam es zur Haemolyse der Erythrozyten in vitro, bei den umhiillten Partikeln fand diese nicht
statt.!*¥] Die Gruppe um Walkey et al. fiihrte fiinf KenngroBen fiir die Charakterisierung der
Proteincorona und —zusammensetzung an.[*! Dicke und Dichte, Identitit und Quantitit,
Orientierung und Anordnung, Konfirmation sowie Affinitdt gaben ihrer Meinung nach die
Interaktion des Partikels mit dem biologischen Medium wieder. Dicke und Dichte bestimmen
die Gesamtgrofle des Nanopartikels und die Exposition der tieferliegenden Oberfliche, die
Identitidt und Quantitdt der adsorbierten Proteine gibt die mdglichen Wechselwirkungen mit
dem biologischen Medium an, die Orientierung und Anordnung ist ein MaBl flir die
Erreichbarkeit flir mogliche Bindungs- und katalytische Doménen, die Konformation
beeinflusst die Proteinaktivitdt und die Affinitét gibt an, ob das Protein adsorbiert, bindet oder
wiéhrend der Proteininteraktionen wieder dissoziiert. Zudem adsorbieren geladene oder
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hydrophobe Nanomaterialien eine hohere Proteinmenge und deren Konformation wird stirker
verdndert als bei hydrophilen Partikeln. Die Ausbildung der Proteincorona kann in frithe und
spéte Stadien unterteilt und die Proteine analysiert werden, die vorwiegend daran beteiligt sind.
In der frithen Phase der Proteinadsorbtion werden die Proteine Albumin, IgG und Fibrinogen
asorbiert, die dann wiederum gegen Apolipoproteine und Koagulationsfaktoren ausgetauscht
werden. Jedoch wird diese friilhe Phase nicht bei jedem Material beobachtet.[!”?] Die
Zusammensetzung der Proteinhiille ist nanomaterialabhéngig und viele der Proteine sind in
wichtigen Zellprozessen involviert, wie z.B. Lipidtransport, Blutgerinnung, Komplementfak-
torenaktivierung, Erkennung von Krankheitserregern und Ionentransport.l'®! Hauptsichlich
sind aber zwei bis sechs Proteine an der Hiillenformation beteiligt, alle weiteren kommen nur
in geringen Konzentrationen vor. So wurden schon carboxylierte Nanodiamanten der Grof3e
5nm und 100 nm hinsichtlich ihrer Auswirkung auf menschliches Blutplasma untersucht.
Dabei zeigte sich, dass keine Koagulation selbst bei hoheren Konzentrationen eintritt und keine

1041 Somit lagern sich keine

signifikante Anderung der Plasmaproteinkonfirmation auftritt.!
Proteine an Nanodiamant an, die eine Komplementfaktoraktivierung oder eine Phagozytose

einleiten.

Die Formation der Proteincorona hat einen erheblichen FEinfluss auf die Identitit der
Nanopartikel, da die Proteinhiille die Oberflaichenenergie verringert und die Verteilung im
Koérper dadurch begiinstigt wird.>®! Auch wenn viele Gruppen das Problem der Coronabildung
iiber die Belegung der Oberflidche der Nanopartikel mit Polyethylenglykolgruppen zu umgehen
versuchen und dadurch die Proteinadsorption abschwichen, so ist es nicht moglich, Partikel
komplett ohne Proteinhiille in biologischen Medien zu erhalten. Wenn ein Partikel z.B. alveolar,
d.h. iiber die Atemwege aufgenommen wird, so kdnnen Proteine, die vorwiegend in der Lunge
vorkommen, sich an die Nanopartikel haften und deren Wechselwirkungen mit nachfolgenden
Zellen stark beeinflussen. Nach wie vor gibt es starke Anhaltspunkte, dass die Oberfléachen-
kriimmung einen entscheidenden Einfluss auf die Oberflachenenergie und damit auch auf die

Auswahl der Proteine, die die Proteincorona ausbilden, hat.!>"!

Durch die Prasentation der unterschiedlichen funktionellen Gruppen auf der Nanodiamant-
oberfliche konnen auch unterschiedliche Proteine adsorbiert werden und es bildet sich eine
unterschiedliche Corona aus.['%! Aber auch physikalische Eigenschaften wie PartikelgroBe, -
form und Oberfldcheneigenschaften spielen eine grof3e Rolle in der Beeinflussung der Bindung
zwischen Protein und Nanodiamant.!'%-1%) Erste Versuche, die Oberfliche von HPHT-
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Nanodiamanten (HPHT-ND) mit Serumalbumin zu belegen, zeigten ein gutes Disper-

sionsverhalten in biologischen Medien wie Phosphatpuffer.!!?’

I Es wurde auch genauer die
Konformation des Proteins betrachtet und anhand unterschiedlicher spektroskopischer
Methoden gezeigt, dass sich die Konformation des Serumalbumins dndert.l'®®! Eine Struktur-
dnderung eines Proteins bedeutet meist auch eine Verinderung der Funktion.l'”®! Bei BSA
(bovine serum albumine) jedoch zeigte sich, dass trotz Konformationsinderung die Funktion
erhalten blieb. Es zeigte sich sogar einen Vorteil: BSA bindet so stark an Detonations-
nanodiamant, das es in der Lage ist, die Aggregate aufzubrechen und kleinere ND-BSA-
Konjugate zu bilden. Dies wurde auch mit carboxyliertem Nanodiamanten durchgefiihrt und
die Sauerstoffaufnahme, Aggregation der Thrombozyten und weitere Entziindungszeichen

untersucht, die bei geringen Dosen keine Beeinflussung zeigten.['?”]

Es ist essentiell fiir die Nanopartikelforschung zu wissen, welche Proteine wie adsorbiert
werden und welche weiteren Auswirkungen dies auch auf den Gesamtorganismus hat. Zudem
soll untersucht werden, ob die Aggregation durch unterschiedliche Oberfldchengruppen
unterschiedlich schnell stattfindet und ob dies vom Ort, z.B. im Zielorgan oder Blut abhédngig
ist. Dann stellt sich anschlieBend die Frage, ob die Aggregation durch unterschiedliche
Oberflachenmodifikation, wie PEG oder amphiphile Molekiile, eingeddmmt werden kann oder
ob schon eine Solvathiille, die eine hohere Affinitdat zu der Oberflache als zu den Proteinen

besitzt, fir das Erreichen des Zielorts ausreicht.
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1.2 Stimuli-Responsive Anbindung an Nanopartikel

Auf Nanopartikel konnen viele unterschiedliche Molekiile an der Oberfldche prisentiert

werden, die unterschiedliche Wirkorte auf (Rezeptoren, Membranen, Kanile) oder in (Nucleus,
Membran, Cytoplasma) der Zelle adressieren.[!!%!

Dabei werden unterschiedliche Stimuli angesprochen, die dies moglich machen sollen (Abb.
6).[111-116] Hierbei unterscheidet man zwischen zwei unterschiedlichen Arten, wie dieser Stimuli
auf den Nanopartikel wirken, der exogene und der endogene Anreiz, die dann auf
unterschiedliche Weisen den Wirkstoff freisetzen. Zu den exogenen Parametern gehoren die

thermal-induzierte Wirkstofffreisetzung, die ultraschall-gestiitzte Responsive, eine iiber

[113

Strahlung induzierte Freisetzung und magnetisch erzeugte Anreize.[''¥] Die endogenen Stimuli

umfassen Redox-Systeme, Enzyme, Anderung des pH-Wertes sowie ebenfalls die Temperatur.

Stimuli:
pH-Wertiinderung @»

Enzyme

w — > @@‘ @‘

Magnetisches Feld
ﬁ’m Ultraschall

Laserbstrahlung

Temperatur

Abb. 6: Der beladene Nanopartikel setzt den Wirkstoff durch einen der aufgefiihrten Stimuli in der Zelle
frei.

Auf Nanodiamant sind bisher nicht alle diese Anreize angwendet worden. Bisher gibt es
Bespiele im Bereich der Wirkstofffreisetzung {iiber enzymgesteuerte Freisetzung, pH-

Werténderung und Hyperthermie.[# 117123

Es befinden sich z.B. schon Nanomaterialien, die nicht auf Nanodiamant basieren, auf dem
Markt oder in klinischen Studien, die mit Proteinen wie TAT (Trans-Activator of
Transcription), Hemagglutinin oder mitochondrialen Lokalisierungssequenzen dekoriert sind,
um besser in die jeweilige Zelle aufgenommen und dort den angebunden Wirkstoff

[126

freizusetzen.['?8] Zudem finden auch Priparate Einsatz, die den EPR-Effekt ausnutzen, durch

Bestrahlung aktiviert werden oder als Kontrastmittel Anwendung finden. Sogenannte Prodrugs,
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die einen kovalenten Molekiilteil besitzen, der erst in der Zelle abgespalten wird und den

eigentlichen Wirkstoff erst am Wirkort freisetzt, konnen den EPR-Effekt gut fiir sich nutzen.

Kurze Peptidsequenzen wurden synthetisiert und auf die Oberfliche von Nanodiamanten iiber
einen p-Aminobenzylcarbonyl (PABC)-Spacer angebracht.['*”) Das Peptid-Linkersystem,
bestehend aus dem Dipeptid Phenylalanin und Lysin, trdgt am freien Ende Doxorubicin. Durch
Cathepsin B erkannt, wird das Dipeptid gespalten, um Doxorubicin gezielt freizusetzen.
Zusétzlich wurde noch eine TAT-Sequenz an Doxorubicin adsorbiert, um eine bessere

Zellgingigkeit zu ermdglichen.!?7]

Die Gruppe um Kim et al. entwickelte Wirkstoff-geladene Kontaktlinsen, die enzym-gesteuert
Timolol freisetzen.''”) Dabei wurde die Oberfliche der Nanodiamanten zu Carbon-
sduregruppen oxidiert und diese mit Polyethylenimin (PEI) umhiillt. Diese Partikel werden
zusammen mit dem Wirkstoff Timolol in N-Acetyliertem Chitosan eingebettet und bilden ein
Nanodiamant-Nanogel. Dieses Nanogel wird in die Polymermatrix der Kontaktlinse
eingebracht und am Wirkort angekommen, baut Lysozym das Nanogel ab und setzt Timolol

frei.

Aus vorherigen Arbeiten unserer und auch anderer Gruppen sind bereits pH-labile Linker, z.B.
Hydrazone, die kovalent an Nanodiamanten gebunden werden, bekannt.[?> 1281 Diese funk-
tionelle Gruppe kann Ketone, die z.B. in DOX vorkommen, anbinden, die sich dann pH-labil
wieder ablosen. Um keine schnelle Immunantwort hervorzurufen und eine nicht-spezifische
Zellaufnahme zu gewihrleisten, wurde der Partikel von der Gruppe um Zhao et al. mit
Polyethylenglykol umhiillt.!?’! Zur Steigerung der Zellaufnahme wurde iiber eine ,,Click-
Reaktion* kovalent eine RGD-Sequenz angebunden, die spezifisch von Integrin-Rezeptoren an
der Zelloberfliche erkannt werden. So kann man einen gezielten Wirkstofftransport in ein

saures Zellmedium generieren und der Wirkstoff wird in der Zelle vom Linker gespalten.

Li et al untersuchte den Wirkstofftransport von Doxorubicin/all-frans-Retinsdure-Nano-

1231 Doxorubicin wurde pH-sensitiv freigesetzt, ebenso die Retinsiure, die als

diamantpartikeln.!
Verstirker des Wirkstoffs in der Chemotherapie gilt. Eine noch bessere Wirkstofffreisetzung
wird durch die zusitzliche Anwendung von Ultraschall generiert, da dieser die Zellwinde

permeabler macht und mehr Wirkstoff in die Zelle aufgenommen wird.
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Weitere Beispiele der Stimuli-responsiven Freisetzung finden sich im Bereich der
Hyperthermie. Hier entwickelten Cheng er al. Gold/Silber-Nanopartikel mit einer Seeigel-
artigen Struktur, die mit fluoreszentem Nanodiamant konjugiert sind.'?l' Durch dieses
Konjugat kann eine Verfolgung mittels der Fluoreszenzeigenschaften stattfinden, wie auch eine

Hyperthermie induziert werden, sobald die Partikel ihren Wirkort erreicht haben.

Ebenfalls im Bereich der Hyperthermie konnen stark Bor-dotierte Nanodiamanten Anwendung
finden.!'*”) Die Gruppe um Vervald et al. untersuchte diesen Diamanttyp mittels Raman-
spektroskopie und beobachtete, dass er in der Lage war, in wissrigen Losungen mittels
Laserbestrahlung mit einer Wellenldnge im sichtbaren Bereich das den Partikel umgebende

Wasser stiarker aufzuheizen als bei undotierten Nanodiamanten.

1.3 Verwendete Wirkstoffe

1.3.1 Chloramphenicol

Chloramphenicol (Abb. 7) wurde als Breitbandantibiotikum verwendet und wird aufgrund von
Nebenwirkungen wie Neurotoxizitét, aplastischer Andmie und allergischen Reaktionen nur

noch als Reserveantibiotikum eingesetzt.[!?-132!

OH OH

m

Cl Cl

Abb. 7: Breitbandantibiotikum Chloramphenicol (6).

Obwohl von der topischen Anwendung abgeraten wurde, findet es immer noch Einsatz in
Augensalben und —tropfen, so wie in Ohrentropfen und anderen Hautarzneien. Bei schweren
Infektionen, die durch gram-positive Bakterien (auch MRSA-Stimme), gram-negative Bak-
terien und Anaerobier hervorgerufen werden, wird es angewendet. Darunter fallen Krankheiten

wie Diphtherie, Ruhr, Fleckfieber, Typhus, Paratyphus, Pest und Malaria. Chloramphenicol
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blockiert fundamentale ribosomale Funktionen und stort die Proteinbiosynthese. Es ist in der
Lage, in tiefere Gewebsschichten zu penetrieren und auch die Blut-Hirn-Schranke zu iiber-

winden.

1.3.2 Folsdiure

Folsdure (Abb. 8) ist auch bekannt unter dem Namen Vitamin Bound ist essenziell, d.h. es wird
vom menschlichen Organismus bendtigt, kann aber nicht selbst hergestellt werden.
Nahrungsmittel, die einen hohen Gehalt an Folsdure aufweisen, sind Linsen, Kalbs- und
Gefliigelleber, frisches griines Gemiise und Mohnsamen, es wird aber synthetisch aus Guanidin
und Cyanoessigsiurethylester hergestellt.['*>134! In einer anschlieBenden Reaktion mit 1,1,3-

Trichloraceton und N-(4-Aminobenzoyl)-L-glutaminséure entsteht Folsiure.

OO OH

e

'T\)ﬁNj/\H OH
HN" SN N7 ©
7

Abb. 8: Folsdure oder Vitamin By (7).

Folséure ist die Vorstufe zu dem Coenzym Tetrahydrofolsdure, das mal3geblich an der Synthese
von Purinbasen und Desoxythymidinmonophosphat, einem DNA-Baustein, beteiligt ist. Sie ist
ein wichtiger Bestandteil in der Embryonalentwicklung und spielt eine entscheidende Rolle bei
der Zellteilung, z.B. die des Knochenmarks. Ein Defekt oder ein Mangel fiihrt zu
Neuralrohrdefekten des Embryos, hemmt die Sprachentwicklung und spielt eine Rolle im
Zusammenhang mit Autismus.['*>137 Eine Uberversorgung kann jedoch einen Mangel an
Vitamin Bi2 verdecken, was zu einer Schidigung des Nervensystems fiithren kann. In dieser
Arbeit ist von Interesse, dass Folsdurerezeptoren auf der Oberfliche von Zellen préisentiert
werden und Tumorzellen auf ihrer Oberfliche eine erhdhte Anzahl an Folsdure- Rezeptoren
aufweisen.[!3¥13% Folsiure bindet an die Rezeptoren und wird so in die Zelle eingeschleust. Ist
nun ein Nanopartikel mit Wirkstoff beladen und Folsdure ist ebenfalls angebunden, so kann

dies die Aufnahme der Nanopartikel in die Zelle noch unterstiitzen.
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1.3.3 Doxorubicin

Doxorubicin (Abb. 9) ist ein Anthracyclin und das Hydroxyderivat des Daunorubicins.!*!

Abb. 9: Das Zytostatikum Doxorubicin (8).

Es wird als Zytostatikum eingesetzt und stort die DNA-Synthese. Hierbei lagern sich die
Wirkstoffmolekiile zwischen die DNA-Basenpaare und stéren die Replikation, so dass es zu
Rastermutationen kommt. Ausserdem wird die Topoisomerase II, die fiir das Auflockern und
Losen der DNA-Doppelhelix zustindig ist, gchemmt und damit ebenfalls die Zellteilung

141]

gemindert.! Durch seine guten Fluoreszenzeigenschaften kann es mikroskopisch

hevorragend untersucht werden.!*!

Es findet vorwiegend Anwendung bei Mammakarzinomen, Bronchialkarzinomen und
Lymphomen und wird intravends verabreicht.['*!! Da Doxorubicin chronische Toxizitit, eine
schwache Bioverfiigbarkeit und zunehmende Resistenzbildung aufweist, miissen andere
Mbglichkeiten der Verabreichung gefunden werden.['*?] Als Nebenwirkungen sind vor allem
Knochenmarksdepression, Nephrotoxizitit, Kardiotoxizitdt, Ulcerationen und dermatoxische
Effekte zu nennen.!'*!: 1431441 Doxorubicin wird verwendet, da es eines der wichtigsten
Antitumorantibiotika ist und einfache fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen moglich

macht.
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2 ZIELSETZUNG

Das Projektziel dieser Arbeit bestand darin, einen pH-labilen Linker, der Hydroxylgruppen
bzw. Ketone bekannter Arzneistoffe oder anderen Wirkstoffe binden kann, zu synthetisieren
und diese bei acidem pH-Wert wieder freizugeben. Konkreter bedeutet dies, dass der Wirkstoff
zusammen mit dem Nanodiamanten ein Konjugat bei neutralem pH-Wert bildet und zusammen
z.B. iliber die Blutbahn zu dem gewiinschten Kompartiment, z.B. einer Zelle oder einem
Zielorgan transportiert wird, dessen Zellmedium einen sauren pH-Wert besitzt. Dort wird dann
der Wirkstoff vom Nanodiamanten freigesetzt, um in der Zelle, einem Zellkompartiment oder

dem gewiinschten Organ gezielt wirken zu konnen.

Endocytose

Rezeptor

Zellwand

Abb. 10: Schematische Darstellung der orthogonalen Funktionalisierung der Nanodiamanten,
anschlieBende Immobilisierung von Wirk- und Farbstoffen, sowie Rezeptorliganden und
unterschiedlichen Aufnahmewege zur Freisetzung in der Zelle.
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Hierflir sollen orthogonal-funktionalisierte Linkersysteme am Nanodiamanten angebunden
werden,die zum einen stabil kovalent mit einem fluoreszenzaktiven Farbstoff oder einem
Rezeptormolekiil funktionalisiert werden und zum anderen mit dem zu synthetisierenden
Linkersystem, das eine kovalent labile Anbindungsstelle besitzt, an der ein Wirkstoff

angebunden werden soll, der sich dann im sauren pH-Milieu ablst.

Desweiteren wurden grundlegende Stabilitits- und Toxizitdtsuntersuchungen von gemahlenem
Detonationsdiamanten in biologischen Medien durchgefiihrt, sowie die Bildung der
Proteincorona bei Wechselwirkung verschiedener Nanodiamantmaterialien mit physiologisch

relevanten Medien untersucht.
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3 HAUPTTEIL

Nanodiamant kann als vielseitiges Tragermaterial verwendet werden. In der Biomedizin kann
es als ,,Trojanisches Pferd* eingesetzt werden, um gezielt Wirkstoffe, Farbstoffe oder andere
aktive Substanzen zu ihrem Wirkort zu bringen.'*>'*1 Bisher werden die meisten
Medikamente oral verabreicht oder aber, um ecinen schnellen Wirkeintritt zu erhalten,
intravends.!'%! Hierbei durchlaufen die verabreichten Substanzen mehrere Organe zum
Aufnahmeort, so dass auch hier Wirkstoffe freigesetzt werden und wirken konnen.['>!] Bei
vielen Medikamenten ist dies jedoch nicht erwiinscht und Nebenwirkungen sind die Folge. Ein
sehr bekanntes Beispiel findet man im Bereich der Krebstherapeutika.['*?! Wihrend der
Chemotherapie bekommt der Patient ein Therapeutikum in hohen Dosen, um auch wirklich alle
erkrankten Zellen zu schwichen oder zu tten.!'33! Da der Wirkstoff nicht zwischen Tumorzelle
und ,,gesunder* Zelle differenzieren kann und alle Zellen gleichermalen angreift, erfahrt der
Organismus eine extreme Belastung und Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen,

Appetitlosigkeit und Haarausfall konnen auftreten.

Wiirde man nun ein System entwickeln, was den Wirkstoff erst in den Zielzellen oder —organen
freisetzt und nicht schon im Blut oder anderen Organen, so konnte man niedrigere Dosierungen
anstreben und damit auch weniger Nebenwirkungen wie auch bessere Vertrdglichkeiten

erzielen.

Hier greift nun das Konzept eines pH-labilen Linkersystems ein, das bei einem pH-Wert von
7.4, dem pH-Wert von Blut, den Wirkstoff pH-sensitiv am Linker angebunden hat. Kommt es
aber zu einem pH-Wert-Abfall auf z. B. Werte von 4.5 — 6.5, wie er in den meisten Krebszellen
vorkommt, so wird der Wirkstoff freigesetzt und kann an Ort und Stelle wirken.[!3*15¢] Da der
Wirkstoff erst bei Erreichen seines Wirkortes frei vorliegt, kann man dem Patienten geringere
Dosen verabreichen, so dass es aufgrund dessen zu weniger Nebenwirkungen kommen kann.
Ein Beispiel ist Doxil®, das bei AIDS-Patienten mit Kaposi-Syndrom, Patienten mit
metastasierendem Brustkrebs, fortgeschrittenem Eierstockkrebs oder bei wiederkehrenden
bzw. refraktiren multiplen Myelomen, angewendet wird.!'>""1*"1 Dieses Wirkstoffsystem
besteht aus dem Wirkstoff Doxorubicin, das in Liposomen, die Polyethylenglykolketten auf der

Hiille tragen, eingekapselt ist.

25



HAUPTTEIL

Doxil® ist nur ein Beispiel fiir die erfolgreiche Anwendung von Nanopartikeln in der Medizin.
Seitdem haben viele Wissenschaftler es sich zur Aufgabe gemacht, weitere Nanopartikel zu
entwickeln und zu untersuchen, die Wirkstoffe einkapseln, adsorbieren oder kovalent anbinden
konnen. Nanodiamant ist ebenfalls ein aussichtsreicher Kandidat in der Nanopartikelforschung
durch die Méglichkeit der hohen Oberflachenbeladung gemessen am giinstigen Oberfldchen-

zu-Volumen-Verhiltnisses und der nicht vorhandenen cytotoxischen Wirkung,!3- 52 160-167]

Unsere Arbeitsgruppe und auch andere Gruppen im Bereich der Nanodiamantchemie haben
unterschiedliche Systeme filir den pH-labilen Wirkstofftransport synthetisiert und vorgestellt.
Ho et al. zeigten eine pH-abhédngige Freisetzung von Doxorubicin, das an Nanodiamant

1991 Bei der Herstellung des Konjugats wird ein pH-Wert von 8 verwendet. Bei

physisorbiert ist.!
einer Einschleusung iiber Endocytose in die Krebszelle wird der Wirkstoff freigesetzt, da in der
Zelle ein aciderer pH-Wert herrscht.['®®! Die ersten kovalent angebundenen Systeme wurden
von Liu ef al. synthetisiert. Die Gruppe zeigte 2010 die kovalente Anbindung von Paclitaxel,
ein Krebstherapeutikum, welches eine schlechte Wasserloslichkeit besitzt, an Nanodiamanten
iiber eine pH-labile Esterbindung.!'®-!7% Jedoch wurde der Wirkstoff nicht direkt iiber die
Hydroxylfunktion des Nanodiamanten angebunden, sondern es wurde ein Alkylspacer
generiert, der eine Aminogruppe tridgt (Abb. 11). Diese bildet dann mit Paclitaxel eine
Amidbindung aus und der Wirkstoff wird im sauren Milieu wieder abgespalten. Neuere
Konjugatsysteme basieren auf einem Co-Delivery. So zeigten Lin et al, dass das zuvor
gebildete Nanodiamant-Paclitaxel-System zusammen mit Cetuximab, einem monoklonalen

Antikorper der gezielt den EGF-Rezeptor blockiert, komplexiert werden kann, um noch

effizienter auf Krebszellen zu wirken.[!”!]
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Abb. 11: Diverse pH-labile Linkersysteme zur Anbindung unterschiedlich funktionalisierter Wirkstoffe.

Eine weitere pH-labile Anbindungsmdglichkeit an Nanodiamant stellten Zhao et al. 2014 mit
der Gruppe der Hydrazone vor. Doxorubicin wurde kovalent iiber das Hydrazon angebunden
und zusitzlich iiber ein Triazol eine RGD-Einheit (Sequenz der drei Aminosduren Arginin,
Glycin und Asparaginsdure), die fiir die Einschleusung in Mitochondrien verantwortlich ist,
angebunden.['>] Auch gibt es Arbeiten, bei denen pH-sensitive N-Ethoxybenzylimidazole
(NEBI) als Crosslinker eingesetzt werden (Abb. 11).['721731 Bei der Einwirkung von Siure wird

es in ein Imidazol und in einen Aldehyd aufgespalten, so dass ein Wirkstoff, der eine

n N

Aldehydgruppe beinhaltet, freigesetzt werden kann.

Um das Feld der pH-labilen Linker noch zu erweitern, sollte in dieser Arbeit ein Orthoester-

Linkersystem synthetisiert werden, um weitere Hydroxylgruppen-haltige Wirkstoffe direkt,

ohne weiteren Alkylspacer, kovalent an Nanodiamant anbinden zu kdnnen.
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3.1 Herstellung des Linkersystems zur Anbindung an Nano-

diamant

3.1.1 Synthese des Orthoesters 1 und dessen versuchte Anbindung an
Nanodiamant

Da Nanodiamanten eine gute Plattform als Wirkstofftragersystem darstellen, kann man
unterschiedliche Wirkstoffe daran adsorbieren oder kovalent binden. Um eine gezielte
Freisetzung in der Zielzelle zu gewihrleisten, werden die Wirkstoffe bevorzugt kovalent
angebunden. Zhao et al. demonstrierten dies 2014 an Doxorubicin, einem Chemotherapeu-

tikum, das sie kovalent iiber ein Hydrazon-Linkersystem immobilisierten.['?"]

_(|) (,)_
o o
pp o
F,C~ 0~ “CF, _ o™
J;OH MeOH o OH p-TsOH o O$
OH J/\/ J/\/
HoN THF Fac)J\” on CHoCl F3CJ\N ©
H
11 12 (95 %) 13 (84 %)
1 N NaOH
THF
O\
fe) O/\
o) L EEDQ o
N DMF o
H,N
1 15 14 (60 %)
Orthoester 1
PPTS Wirkstoff-OH
MeCN Wirkstoff, OH OH
O,N

HN
OHO CI\(&O

Cl Cl .
6 Chloramphenicol

Cl

NO,

g

Abb. 12: Schema zur Herstellung des pH-labilen Linkersystems zur Anbindung an Nanodiamant.

28



HAUPTTEIL

Bis jetzt wurde noch kein Linkersystem synthetisiert und an Nanodiamanten gebunden, das
kovalent Hydroxylgruppen binden kann und den Wirkstoff pH-labil im sauren Milieu wieder
abspaltet. In Anlehnung an Masson et al. wurde folgendes Linkersystem erfolgreich hergestellt

und an Nanodiamanten gebunden.!!7#!

Ausgehend von dem im Handel erhiltlichen Serinol (11) wurde die Aminofunktion mit einer
Trifluoracetatgruppe durch Trifluoressigsdureanhydrid in absolutiertem THF geschiitzt. An
dieser Stelle besteht schon ein Problem, das die Ausbeute stark erniedrigt. Trifluoressig-
sdureanhydrid ist auch in der Lage mit Alkoholen zu reagieren und so entstehen bei diesem

Reaktionsschritt zwei weitere Produkte (Abb. 13).

OYCF3 oﬁ/c:F3

0] 0]

FSC)OL LOH Fac)oL J/\/O\H/CF3

N
H
18 19

Abb. 13: Nebenprodukte, die bei der Schiitzung mit Trifluoressigsdureanhydrid entstehen.

Anfangs wurde versucht, das Produktgemisch sdulenchromatographisch zu trennen, doch
erhielt man N-(1,3-dihydroxypropan-2-yl)-2,2,2-trifluoracetamid (12) stets mit Nebenprodukt
18 erhalten, trotz unterschiedlichen Laufverhaltens bei der S&dulenchromatographie. Die
Ausbeuten lagen bei Anwendung dieser Methode bei 27 %. Gab man nun aber zu dem vom
Losemittel befreiten Riickstand vor der sdulenchromatographischen Aufreinigung wiederum
frisches absolutiertes THF und absolutiertes Methanol, wurde die Ausbeute des Produktes auf
95 % gesteigert. Der Grund hierfiir ist, dass der veresterte Alkohol durch die Zugabe von
Methanol ganz einfach hydrolysiert werden kann und die Schutzgruppe der Aminofunktion
dennoch bestehen bleibt (Abb. 13).

Der niachste Reaktionsschritt beinhaltete die Bildung des Orthoesters. Das geschiitzte Diol 12
wurde mit 1.60 Aquivalenten Triethylorthoacetat und 0.01 Aquivalenten p-Toluolsulfonsiure
versetzt und bei Raumtemperatur 90 min. geriihrt. Das entstandende N-(2-ethoxy-2-methyl-1,3-
dioxan-5-yl)-2,2,2-trifluoracetamid (13) wurde durch Umfillen in Dichlormethan/Pentan in
84 %iger Ausbeute erhalten. Dabei musste beachtet werden, dass 13 unterhalb von 250 mbar

fliichtig ist.
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Die Entschiitzung der Aminofunktion verlief umproblematisch. Der Orthoester 13 wurde mit
1 N Natronlauge in THF versetzt. Auch hier musste darauf geachtet werden, dass 2-Ethoxy-2-
methyl-1,3-dioxan-5-amin (14) ebenfalls unterhalb von 250 mbar fliichtig ist.

Im ndchsten Schritt wurde 14 an carbonsdurefunktionalisierten Nanodiamant (15) mittels eines

Peptidkupplungsreagenzes angebunden.

Der carbonsdurefunktionalisierte Nanodiamant wurde mit in DMF gelostem N-Ethoxy-
carbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinolin (EEDQ) versetzt, und nach zehnminiitiger Ultraschall-
behandlung im Ultraschallbad wird das primdre Amin 14 zugegeben. Nach 16 h Riihren bei
37 °C wurde die Suspension mehreren Waschzyklen unterzogen, bevor die Anbindung des

Wirkstoffs stattfindet.

Der Austausch der Ethoxygruppe des Orthoesters gegen den Wirkstoff wurde von Pyridinium-
p-toluolsulfonat (PPTS) katalysiert und das Reaktionsgemisch 3 h bei 90 °C in Acetonitril
refluxiert, um das Wirkstoff-Nanodiamant-Konjugat 17 zu erhalten (Abb. 14).
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Abb. 14: Vergleich der IR-Spektren von Nanodiamant (ND), carboxyliertem Nanodiamant (ND-
COOH), Orthoester (OE), Nanodiamant-Orthoester-Konjugat (ND-OE) und Nanodiamant-Orthoester-
Chloramphenicol-Konjugat (ND-OE-CA).
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Nach mehreren Waschzyklen wurde das erhaltene Konjugat einem Freisetzungstest
unterworfen. Hierfiir wurden je zweimal zwei Proben herangezogen. Zwei Proben wurden mit
PBS-Puffer, der einen pH-Wert von 7.4 besitzt, und die zwei anderen Proben wurden mit einem
PBS-Puffer, der einen pH-Wert von 4.6 besitzt, versetzt. Nach einer, zwei, vier und
64.5 Stunden wurden die Proben zentrifugiert und der Uberstand UV-spektroskopisch

vermessen.

Es stellte sich heraus, dass eine Freisetzung des Wirkstoffes nicht erfolgte. Die Ursache hierfiir
ist nicht ersichtlich, jedoch liegt die Vermutung nahe, dass kein Austausch der Ethoxygruppe
gegen den Wirkstoff stattgefunden hat.

Um die Moglichkeit des Austausches der Ethoxygruppe des Orthoesters durch den Wirkstoff
zu belegen, wurde das Modellsystem ohne Nanodiamant hergestellt (Abb. 15).

O/\ o—Wirkstoff
ji Jijk Wirkstoff-OH o J/VO\F
F3C ” © MeCN F3CJ\” o

13 20

Abb. 15: Austausch der Ethoxygruppe ohne Anbindung an Nanodiamanten.

Hierbei wurde der Orthoester 13 mit dem Wirkstoff unter den gleichen Bedingungen wie bei
der Wirkstoff-Nanodiamant-Konjugat-Bildung gegen die Ethoxygruppe ausgetauscht. Das so
mit Chloramphenicol 6 hergestellte Konjugat 20 konnte nicht isoliert werden. Um die Ursache
des Ausbleibens der Reaktion herauszufinden, wurden unterschiedliche Ansitze mit

Chloramphenicol 6 getestet.

Da der geschiitzte Orthoester 13 einen Schmelzpunkt von 83 °C aufweist, besteht die
Moglichkeit, dass Temperaturen grofler 90 °C den Ester zersetzen. Daher wurde Acetonitril
gegen Dichlormethan und auch THF ausgewechselt, um den Siedepunkt herabzusetzen und zu
beobachten, ob die Temperatur eine entscheidene Rolle beim Ausbleiben des Produktes 20
spielt. Dies war jedoch nicht der Fall. Das '"H-NMR-Spektrum zeigt, dass die beiden Edukte

nebeneinander vorliegen.

Nun wurde der Orthoester alleine unter den Bedingungen bei 90 °C gertihrt und es zeigte sich

eine Hydrolyse. Um zu sehen, ob dies temperaturabhingig ist, wurde der Orthoester bei
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Raumtemperatur mit Pyridinium-p-toluolsulfonat geriihrt. Ebenfalls wurde absolutiertes THF
verwendet, um zu verhindern, dass Spuren von Wasser der Grund fiir die Hydrolyse sind. Aber
auch hier zeigte sich, dass eine Umlagerung des Esters stattfindet, die eine weitere Reaktion

verhindert (Abb. 16).

0
(o) PPTS OH
j\ L\é\ THF L Lo o
FsC™ N FaC” N \g/
13 21

Abb. 16: Umlagerung des Orthoesters.

Da dies ein limitierender Schritt ist und der Orthoester essentiell fiir die erfolgreiche Anbindung

des Wirkstoffs ist, musste an dieser Stelle ein neuer Ansatz gewéhlt werden.

3.1.2 Synthese des Orthoesters 2
3.1.2.1 Reaktion des Diols 27 mit Triethylorthoacetat zum Orthoester 29

Da die vorherige Linkersynthese nicht erfolgreich war, wurde ein weiterer Syntheseplan eines
Orthoesters 28 entwickelt, der allerdings sechs Stufen umfasst (Abb. 17). Die Uberlegung riihrt
daher, dass der Benzolring, der sich zwischen Aminogruppe und Orthoestergruppe befindet, die
Umlagerung verhindert, bzw. die Orbitale des entstehenden Dioxans stabilisiert. Hinzu kommt,
dass das angestrebte System einen hoheren Siedepunkt haben muss und damit viele Losemittel

und hohere Reaktionstemperaturen moglich waren.

Ausgehend von 4-Brom-1-nitrobenzol (22) wurde Diethyl-2-(4-nitrophenyl)malonat (24) durch
Umsetzung mit Diethylmalonat (23) hergestellt. Als Base zur Deprotonierung des Diketons
dient Kalium-tert-butanolat in DMSO. Das gebildete Carbanion greift in einem Additions-
Eliminierungs-Mechanismus am Brom-substituierten Kohlenstoffatom am Benzolring an.
AnschlieBend wurde die Nitrogruppe von 24 an Palladium/Kohle mit Wasserstoff in 99 %iger
Ausbeute reduziert. Der folgende Syntheseschritt gelang nur mit moderater Ausbeute. Die
Reduktion der Estergruppen tiber Lithiumalumiumhydrid in THF zu dem entsprechenden 2-(4-
Aminophenyl)propan-1,3-diol (26) dauert vier Tage. Die Aufarbeitung gestaltete sich
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schwierig, da 26 durch seine hydrophilen Gruppen in der Lage ist, in beiden Phasen

(organisch/wissrig) vorhanden zu sein.

EtO.__O EtO.__O
KO'B Pd/C, H
IGARINS We S 6 8 4y :
+ I DMSO EtOAc
O,N EtO OEt O,N OEt H,N OFEt
22 23 24 (73 %) 25 (99 %)
LiAIH, | THF
P A o
o><
p-TsOH )
CH,Cl,
7(74 %) 26 (30 %)
O/\
1N NaOH
1 >
FsC N
8(90 %) 29 (97 %)
Orthoester 2

Abb. 17: Neue Synthese eines Orthoester-Linkersystems zur Anbindung an Nanodiamant.

Zehnmaliges Ausschiitteln der wéssrigen Phase mit Ethylacetat, welches liber Kaliumcarbonat
entsduert wurde, reichte zur Isolierung nicht aus. Ein Aussalzen mit Natriumchlorid oder
Natriumhydrogencarbonat brachte ebenfalls nicht den gewlinschten Erfolg. Es wurde dazu
iibergegangen, die wéssrige Phase durch Filtration von den Lithiumsalzen abzutrennen und eine
Sdulenchromatographie durchzufiihren. Dies erbrachte eine zusétzliche Ausbeute von 16 %, so

dass die Gesamtausbeute auf 46 % gesteigert wurde.

Die Schiitzung der Aminofunktion geschieht in Anlehnung an die Synthese von 12. Hierbei
wird 26 mit 1.7 Aquivalenten Trifluoressigsiureanhydrid versetzt und bei 0 °C geriihrt. Auch
hierbei entstehen die abgebildeten Nebenprodukte 30 und 31 (Abb. 18). Die Reaktion wird

unter Schutzgas und mit trockenem Losungsmittel durchgefiihrt.
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OH O._CF
F3CJ\N F3CJ\N ©

Abb. 18: Nebenprodukte, die bei der Schiitzung mit Trifluoressigsdureanhydrid entstehen.

Auch hier wurde zu dem erhaltenen Rohprodukt frisches absolutiertes THF und absolutiertes
Methanol gegeben, um die entstandenen Ester 30 und 31 zu hydrolysieren. Die Amidgruppe

bleibt bestehen und die Reaktion verlduft mit einer 74 %igen Ausbeute.

Das geschiitzte Diol 27 wurde mit Triethylorthoacetat umgesetzt und mit Toluol/Pentan

umkristallisiert.

Als letzter Schritt wird der geschiitzte Orthoester 28 in Acetonitril vorgelegt und mit
Pyridinium-p-toluolsulfonat und Chloramphenicol 6 versetzt (Abb. 19).

NO,
o NO,
O\’/\
PPTS O
(@] + \FO
(6] OH —H— 0
JU HsCCN 0 OH
3
FsC H OH HN.__O
HN._O FoC™ N I
I clI” >l
cl” cl
28 (23%) 6 32

Abb. 19: Herstellung des Test-Linkersystems 32 mit versuchter Anbindung von Chloramphenicol.

Nach dreistiindigem Refluxieren wird die Losung i.Vak. eingeengt und nochmals mit
entsduertem Ethylacetat ausgeschiittelt, um N-(4-(2-(2-(2,2-Dichloroacetamido)-3-hydroxy-3-
(4-nitrophenyl)propoxy)-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (32) zu

erhalten.

Das erste 'H-Roh-NMR-Spektrum des zweiten Versuchs deutete an, dass sich der Orthoester
gedffnet und umgelagert hat (Abb. 20) und der Wirkstoff nicht angebunden wurde.
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FsC™ N 0 F3CJ\N

H

33
Abb. 20: Siurekatalysierte Umlagerung und Offnung des Orthoesters.

Die Substanz wurde im Exsikkator gelagert, um das restliche Losungsmittel zu entfernen und
die NMR-Daten des gedffneten Esters aufzunehmen. Das erhaltene NMR (Abb. 21) wiederum
zeigte keine Anzeichen eines gedffneten Ringes mehr, sondern stellte das vermeintliche

Produkt dar.

32 drei Tage
nach Lagerung
im Exsikkator

32 nach
Herstellung

A
| JLM‘_QJB_JJUJLAJW A
IS

6 5

| L@iil”ljtjub_dbudd_&

-
=
=
Qo
©w
o |
~ -

2 1 ppm

Abb. 21: 'H-NMR des vermeintlichen Produktes 32.
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Das Dublett des Edukts Chloramphenicol 6 bei 6.05 ppm ist nun ein breites Signal fiir die
verbleibende Hydroxygruppe und die beiden breiten Signale bei 5.0 ppm und niedriger sind

nicht mehr vorhanden.

Weitere Aufklirung bietet das '*C-NMR-Spektrum des vermeintlichen Produktes 32 (Abb. 22).
Schaut man auf die Verschiebung des quartiren C-Atoms des Orthoesters, so liegt er bei
170 ppm, einem Bereich, der fiir eine Carbonylgruppe und somit fiir eine Ringéffnung spricht.
Der signifikante Peak bei ca. 110 ppm, der fiir ein quartéres C-Atom eines Orthoesters, wie das

von 29, spricht, ist nicht mehr vorhanden.

O/\
O\F
Quartéres C des Orthoesters o

HaN
i 1 l m 2
\V/

O,N
HO.

P

’ 6 a

NO,

L g

Quartéres C der Carbonylgruppe FC N HNIO
32 Cl Cl
N | “ | | .
T \V[ T T T T T T T T
150 100

Abb. 22: BC-NMR-Spektren von 29, 6 und 32 im Vergleich.

Da die augenommenen IR-Spektren der an Nanodiamanten angebundenen Linkersysteme nie
eindeutig auf einen Orthoester hindeuten, wurden Modellsysteme synthetisiert, um das

Verhalten der Orthoestergruppe zu untersuchen.

Als erstes wurde die Anbindung des Orthoesters an carbonsdurefunktionalisierten Nanodia-
manten untersucht. Hierfiir wurde eine Amidbindung zwischen Benzoesdure 34 und dem ent-
schiitzten Orthoester 29 iiber N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydroquinoline (EEDQ)
gekniipft (Abb. 23).

36



HAUPTTEIL

34 29 35

Abb. 23: Testreaktion mit EEDQ.

Die erhaltenen NMR-Daten zeigen eine erfolgreiche Anbindung des Orthoesters an die

Carbonsédure. Dieser Schritt der Funktionalisierung stellt also kein Problem dar.

Nach der jetzigen Datenlage ist zu sagen, dass eine erfolgreiche Anbindung des Wirkstoffes 6

an den Orthoester 29 nicht stattgefunden hat.

Um die Umlagerung ein weiteres Mal zu vermeiden, wurden stérendes Wasser oder andere
Protonentrager entfernt. Dazu wurden unterschiedliche Synthesen hauptsédchlich mit trockenen

Losungsmitteln und unter Schutzgas durchgefiihrt (Abb. 24).

NO,
0 OoN
O\]/\\\ a,b,cde, o
OHO f, g, hoderi O
) - -

o] + HO cl o ° OH

F C)J\N ” JJ\ HN O

3 H Cl Fsc H
28 6
Cl Cl

32

Abb. 24: Unterschiedliche Routen fiir den Austausch der Ethoxygruppe gegen den Wirkstoff 6. a) PPTS,
Toluol abs, AT, b) pTSA, THF/Toluol abs., ¢c) PPTS, CH,Cl, abs., Molsieb 4A, d) PPTS, MeCN abs.,
e) pTSA, CH:Clo/MeCN abs., f) PPTS, Toluol abs., g) PPTS, MeCN abs., h) PPTS, DMF abs.

Es wurden verschiedene Katalysatoren und Losungmittel ausprobiert, um den gewiinschten

Orthoester zu synthetisieren, doch alle Versuche schlugen fehl.

Laut NMR-Spektren fand jedes Mal eine Hydrolyse statt, so dass kein Austausch der
Hydroxylgruppen stattfinden konnte.

In der Literatur findet man Beispiele, auf denen die anfangs geduBerten Uberlegungen beruhen.
Tang et al. tauschte die Methoxygruppe von 36 gegen Ethylenglykol bei 130 °C aus und

beobachtete keine Hydrolyse (Abb. 25).117*) Das Losungsmitel in diesem Fall war Toluol.
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~_0._°0 Ethylenglykol ~_0_ 0~ _~
OE ~ p-TsOH, AT OE OH
36 37

Octadecanol oder

0 O0— (3-Hydroxypropyl)cholesterylcarbamat 0 O—R
0 J/\/\F p-TsOH, AT 0 J/\/\A
F3C)J\N 0] Toluol F3C)J\N (6]
H H
38 39:R = C18H37
40: R = (3-Hydroxypropyl)-
cholesterylcarbamat
0 0 2-(2-Ethoxyethoxy)ethanol o) (o)
j\ YO PPTS, AT )OL NN o0
O
FoC™ N'R © Toluol F:C N'R
R, R,
41:R,R1=H 44:R Ry =H
42:R=H, Ry =Ph 45:R=H, R{=Ph
43:R=Me, Ry=H 46:R=Me, Ry=H

Abb. 25: Beispiele der Umesterung aus unterschiedlichen Literaturquellen.

Masson et al. zeigte den Austausch der Methoxygruppe gegen einen Octadecyl- sowie
Cholesterylrest (39 und 40) (Abb. 25).['761 Beide Systeme wurden als racemische Gemische

isoliert, jedoch kam es nicht zur Hydrolyse.

Bruyere et al. zeigte an einem dhnlichem Molekiil den Austausch der Methoxygruppe, bei der
eine Phenylgruppe in Nachbarschaft positioniert ist (45) (Abb. 25).117") Auch hier fand ein

Austausch statt, bei diesem Reaktionsschritt wurde ebenfalls keine Hydrolyse beobachtet.

Vergleicht man nun 32 mit den Molekiilen und Synthesevorschriften aus der Literatur, so wird
nicht ersichtlich, wieso es vorwiegend zu einer Hydrolyse kam. Der Wirkstoff 6 besitzt eine
primire und eine sekundire Alkoholgruppe. Vergleichbar ist dies mit den Systemen von
Masson, da der Cholesterylrest auch iiber einen sekundédren Alkohol gegen die Methoxygruppe

ausgetauscht wird, ohne dass Hydrolyseprodukte entstehen.

Nun wurde untersucht, ob der Wirkstoff sterisch zu anspruchs-voll ist, um ausgetauscht zu
werden. Hierfiir sollte Ethanol gegen n-Butanol 47, einem priméren Alkohol, ausgetauscht

werden (Abb. 26). Auch dieser Versuch zeigte nicht die gewiinschte Umesterung.
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Abb. 26: Austausch der Ethoxygruppe gegen n-Butanol 47.

Die Ursache fiir das Fehlschlagen der Umesterungen liegt in der Hydrolyse der Orthoester.
Deslongchamps et al. untersuchte die Hydrolyserate von cyclischen Orthoestern und die
Gruppe kam zu dem Schluss, dass je hoher die Substitution am zentralen C-Atom vorliegt, desto

schneller findet eine Hydrolyse statt.[!78!

Der Grund hierfiir liegt in der sterischen
Dekompression bzw. in der Stabilitdt des entstehenden Alkoxy-Carbeniumions. Hinzu kommt
die Basizitit der Sauerstoffatome, die aufgrund ihrer antiperiplanaren Stellung zu der

Abgangsgruppe, in diesem Fall Ethoxy, die Abgangsgiite noch erhéhen.[!””]

In der Abb. 27 ist die Umlagerung des Orthoesters mit der Methoxygruppe als Abgangsgruppe
dargestellt. Aufgrund der Basizitit und besseren Protonierbarkeit der Ethoxygruppe, die ja im

Orthoester 28 vorhanden ist, ist eine Umlagerung noch wahrscheinlicher.!!78-17"]
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H20 -H+
“ MeOAc \ / ‘ 2OH

Abb. 27: Hydrolyse des Orthoesters (mit freundlicher Genehmigung aus Lit. [178], Copyright 2010

Elsevier).

Repetto et al. haben ebenfalls die Hydrolyse von geminalen Ethern untersucht und geben als

Grund fiir die schnelle Hydrolyse den kinetischen anomeren Effekt an. Sie unterstreichen das

Resultat der Gruppe um Deslongchamps mit Kristallstrukturen, die eine verldngerte C — O

Bindung zeigen, die bevorzugt von Lewissiuren gespalten wird (Abb. 28).[1%]

Abb. 28: Anomerer Effekt fiir die bevorzugte Abgangsgruppe nach Literatur [180]. Die gestrichelte

Linie wird bevorzugt gespalten.
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3.1.2.2 Reaktion des Chloramphenicols 6 mit Triethylorthoacetat und

anschlieffender Reation mit 28 zum Orthoester 32

Da der bisher beschrittene Syntheseweg zu keinem zufriedenstellenden Ergebnis fiihrte, wurde

eine neue Syntheseroute entwickelt (Abb. 29).

NO,

!
CIO o
OH 0~ NH NO: OI
~ofon _mon 2sJe)
OH + ! OME %o I

Cl
NH NO,
HN ) )
I (CA) ) 5 o1

oN
cl” ~cl W CA
6 49 50
_|_
OH
0 O CA pTsOH
Y~ - OH
0 0
0 CH,Cl, L
P§ FsC” N
F,C~ °N H
H
0 27
1N NaOH
THF
o 0-CA
0 0-CA \ﬁ

Y EEDQ o
o) +O—©—COOH - 0

Iz

HoN
51 15 52

Abb. 29:Neue Syntheseroute zum gewlinschten Orthester 52.

Zuerst wurde ein Uberschuss an Chloramphenicol (6) mit Triethylorthoacetat umgesetzt, um
das dreifach mit Chloramphenicol substituierte Produkt als Hauptprodukt zu erhalten. Dies
blieb jedoch aus und es bildeten sich 49 und 50, das einfach und zweifach substituierte Produkt,
was mittels NMR nachgewiesen wurde. Durch Erhitzen am Wasserabscheider sollte das

entstandene Wasser der Reaktion entzogen werden, um das Gleichgewicht auf die Produktseite
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zu verschieben. Eine weitere Aufreinigung wurde mit aktiviertem Aluminiumoxid
durchgefiihrt, um die entstandenen Produkte von iiberschiissigen Chloramphenicol (6) zu
trennen. Dies gelang jedoch auch nach mehrmaliger chromatographischer Aufreinigung nur in
geringer Ausbeute und es entstand immer ein Gemisch aus abgespaltenem Chloramphenicol (6)
und Nebenprodukt. Die Fraktionen, die rein waren (49: 18.7 %, 50: 27.3 %), wurden analysiert

und beide wurden auch in einer weiteren Reaktion mit Diol 27 umgesetzt (Abb. 30).

CIICI
NH NO; OH o. O-CA
PPTS ~
OH
+ 0 0 0
O)(O P CH,CL/THF P§
FoC” N

Cl Cl
j/i NO, OH A

o -C
OH PPTS
o. .0 CH3CN abs
_— »t

o
ol< gz
/ T
+
o

Abb. 30: Versuchte Umsetzung von 49 und 50 mit Diol 27 zum Produkt 32.

Nach erfolgter Reaktion und sdulenchromatographischer Aufreinigung an Aluminiumoxid
konnte lediglich das Hydrolyseprodukt 33 bzw. die Abtrennung des Chloramphenicols 6 iiber
NMR-Spektroskopie nachgewiesen werden.

Darauthin wurde das System geédndert und Chloramphenicol (6) gegen Nitrobenzylalkohol
ausgetauscht, um zu beobachten, ob die Umsetzung nur durch die Diol-Struktur scheitert oder

generell problematisch in der Handhabung ist (Abb. 31).
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Abb. 31: Orthoester mit Nitrobenzylalkohol 53.

Nach mehrmaliger chromatographischer Aufreinigung iiber basischem Aluminiumoxid
Aktivititsstufe I wurde das gewiinschte Produkt in sehr geringer Menge isoliert und ein 'H-
NMR-Spektrum aufgenommen. Da die Ausbeute mit 0.39 % sehr gering ausfiel, wurde auch

dieser Syntheseweg zum gewiinschten Orthoester 32 verworfen.

3.1.3 Reaktionen der Diole 27 und 12 mit Acrolein
3.1.3.1 Reaktion des Diols 27 mit Acrolein zum Orthoester 58

Fir den folgenden Syntheseweg wurde ausgehend von Diol 27 eine weitere Alternative
synthetisiert (Abb. 32). Hierflir wurde Diol 27 mit Acrolein umgesetzt, um das Vollacetal 55
zu erhalten. Ausgehend von 55 kommen zwei weitere Synthesemdglichkeiten in Frage, um zum
gewlinschten Produkt 58 zu gelangen. Zuerst wurde versucht, 58 in einer Eintopfsynthese
herzustellen. Hierfiir wurde ein Rutheniumkatalysator eingesetzt, um die endstindige
Doppelbindung zu isomerisieren.!!8!) Laut Literatur ist dieser Katalysator dafiir bestens
geeignet. Nach erfolgter Isomerisierung der Doppelbindung sollte der Wirkstoff direkt
zugegeben werden und Natriumcarbonat als Ethanol-/Wasserfinger fungieren.['®?l In der
Literatur wurde dies sogar mit einem phenolischen Wirkstoff durchgefiihrt.['®3] Daher wurde

als Wirkstoff Dopamin-Hydrochlorid verwendet (Abb. 32).

Als weitere Route wurde die vorherige Isolierung der isomerisierten Zwischenstufe 56
vorgenommen, um von dieser Stufe aus den hydroxylhaltigen Wirkstoff anzubinden (Abb. 32).
Ebenfalls wurde versucht, 56 iiber die Zugabe von Butyllithium und Ethylendiamin zu erhalten.

Jedoch fiihrte keine dieser Routen zum Erfolg.
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Abb. 32: Syntheseroute zum gewiinschten Orthoester 58 iiber 55.

Keine der gezeigten Syntheserouten filihrte zu einer Isomerisierung, so dass eine weitere

Anbindung eines hydroxylhaltigen Wirkstoffs nicht moglich war.
3.1.3.2 Reaktion des Diols 12 mit Acrolein zum Orthoester 20

Es konnte zum jetzigen Zeitpunkt keine erfolgreiche Syntheseroute zum Erhalt der Orthoester
32 oder 20 durchgefiihrt werden. Grund hierfiir konnte das Losungsmittel selbst sein. Da das
Molekiil 55 mit der terminalen Doppelbindung ein Feststoft ist, wurde es in Toluol gelost. Laut
Literatur konnte aber die Isomerisierung nur sehr langsam von statten gehen und auch

18] Es wird auch beschrieben, dass hohere

Temperaturen von 190 °C wiren notwendig.!
Temperaturen die Isomerisierungsrate steigern, aber auch die Menge der Nebenprodukte
erhohen. Eine Verldngerung der Reaktionszeiten wiirde die Ausbeuten verringern und auch die

Polymerisation begiinstigen. Die Polymerisation wiirde sogar bei Anwesenheit von Spuren von
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Saure stattfinden und auch eine Lagerung in Glasgefdlen wiirde ausreichen, eine spontane
Polymerisation des Produktes durchzufiihren. Es wurde die Uberlegung unternommen, dass
induktive und stabilisierende Effekte des Phenylringes die Polymerisation, aber auch eine
Isomerisierung behindern wiirden. Daher wurde wieder das erste Testsystem herangezogen, um

es mit Acrolein zum entsprechenden Orthoester 20 umzusetzen (Abb. 33).

0]

OH 1) TFAA, 0°C, THF OH HJ\/ o |
L 2) MeOH abs., THF j\ L/ p-TsOH j\ J/\/
OH - o)
HoN FsC~ "N o Toluol FsC N
H H
11 12 (95 %) 59 (17 %)
RuCly(PPh3); % Toluol abs.
5 O/erkstoff 0\2
=
j\ J/\:OA Wirkstoff-OH j\ J/\/o
FsC~ N FsC~ N
H H
20 60

Abb. 33: Syntheseroute zum Orthoester 20.

Jedoch kam es auch bei dieser Syntheseroute zu keinem gewiinschten Produkt. Es stellte sich
sogar heraus, dass der Phenylring fiir die Bildung des Orthoesters notig ist. Es wére aber auch
moglich, dass das Edukt 12 der Temperatur von 125 °C, die fiir die Bildung notwendig ist, nicht
iiber den bendtigten Zeitraum standhélt. Abschliefend ldsst sich sagen, dass es zu keiner

gewlinschten Produktbildung kommt.

3.1.4 Weitere Syntheseversuche zur Herstellung eines Orthoesters

Alle bisherigen Synthesen wiirden zu einem erhdhten Verbrauch an Wirkstoff fithren, um eine
geringe Menge an Nanodiamant-Wirkstoff-Konjugat herzustellen und daher sind die

vorgestellten Routen 6konomisch nicht von Interesse. Ein letzter Versuch, um zu zeigen, dass
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es zur Bildung eines Orthoesters mit einem Wirkstoff und desssen Freisetzung kommt, wurde

nach folgenden Schemata durchgefiihrt (Abb. 34 und Abb. 35).

0O O
o OH X 7 BF,- OEt,
JJ\ )/\/OH +
FsC7 N HO OH CH,Cl,
H OCHj OCH,
12 61 62

Abb. 34: Umsetzung des Diols 12 mit Curcurmin 61.

Zuerst wurde versucht, den Wirkstoff Curcurmin (61) an das Diol 12 iiber den Mechanismus
der Ketalbildung anzubinden. Jedoch wurde nach erfolgter sdulenchromatographischer Auf-

reinigung kein gewiinschtes Produkt, sondern beide Edukte isoliert.

Daraufhin wurde iiberlegt, ob auch hier der sperrige Wirkstoff eventuell eine Anbindung
verhindern wiirde. Es wurde ein einfacheres System ausgewdhlt, was bei einer Freisetzung

mittels UV-Vis-Spektroskopie detektierbar und nicht zu sperrig fiir eine Anbindung ist.

NO,
OH oﬂ
o TsOH
OH SR 5
Q H ol
. C)J\N + Toluol P
< N NO, F2C7 N

27 63 64

Abb. 35: Synthese des geschiitzen Acetals 64.

Hierbei wird Diol 27 in Anlehnung an Literatur [185] mit Nitrobenzaldehyd 63 unter Reflux in
Toluol mit Wasserabscheider umgesetzt, um das geschiitzte Acetal 64 zu erhalten. Nach
erfolgter Synthese wurde das Produkt iiber neutralem Aluminiumoxid Stufe II

sdulenchromatographisch gereinigt. Es wurden jedoch zwei, nicht trennbare Produkte erhalten.

Da bisher keiner der zuvor dargestellten Synthesewege funktionierte, wurde eine weitere

Synthesestrategie angewendet, um Wirkstoffe pH-labil anzubinden.
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3.2 Synthese eines Hydrazons zur Anbindung an Nanodiamant

Aus vorherigen Arbeiten unserer und auch anderer Gruppen sind bereits pH-labile Hydrazone,
die kovalent an Nanodiamanten gebunden werden, bekannt.['?> 28] Diese funktionelle Gruppe
kann Ketone anbinden, die sich dann pH-labil wieder abspalten. Um keine schnelle
Immunantwort hervorzurufen und eine nicht-spezifische Zellaufhahme zu gewihrleisten,
wurde der Partikel von der Gruppe um Zhao et al. mit Polyethylenglykol umhiillt.['>>] Zur
Steigerung der Zellaufhahme wurde kovalent eine RGD-Sequenz angebunden, die spezifisch
von Integrin-Rezeptoren an der Zelloberflache erkannt werden. So kann man einen gezielten
Wirkstofftransport in ein saures Zellmedium generieren und der Wirkstoff wird in der Zelle

vom Linker abgespalten.

Waag et al. hat ebenfalls pH-sensitive Systeme am Nanodiamanten angebunden. Hier wurde

Isoniazid, ein Wirkstoff gegen Tuberkulose, der ein Hydrazid enthélt, iiber Nanodiamant, der

128

Acetophenon-Gruppen auf der Oberfliche triigt, angebunden.!'”] Die Freisetzung geschieht

dann in Makrophagen, die als Fresszellen das Nanodiamant-Konjugat als Fremdstoff erkennen

[186-187

und phagozytieren. I Auf diesem Wege wird gezielt der Wirkstoff am Wirkort freigesetzt.
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3.2.1 Synthese eines Linkersystems zur pH-labilen Anbindung von DOX und
kovalenten Anbindung von Folsdure
3.2.1.1 Funktionalisierung des Nanodiamanten 65 mit Alkin- und Carbonsdure-

gruppen

O o Pz
BF, NZQO 0\// 0\///
O . p» = D) HoN-NH, . O
e © o DMF
4 2 < > 2
6 OH QOH O 0
67

0] HN.
68 69 NH
+

H
Ng\/\o/\/O\/\o/\/Nonlséure
70 O

Cul

Ascorbat
DMF

N=N 0
O\)\/N\\ N>\\folséure
O o~ H
N:N\ o <‘O/\/
>\\folséure
/N
s~

HN 7

0 OH 0
_ OH

(LT o

0 O OH 0, 0
OH

8 NH,

Abb. 36: Syntheseplan eines pH-labilen Linkersystems zur Anbindung von DOX iiber Hydrazon.

Die Sythesestrategie des beschriebenen Systems beruht auf der orthogonalen Funktionali-
sierung des Nanodiamant und die kovalente Anbindung von Folsdure, iiber welches eine
verbesserte Rezeptoraufnahme stattfindet und die Anbindung eines Hydrazons, das pH-sensitiv
DOX binden kann, um den Wirkstoff dann im sauren Milieu wieder freizusetzen. Hierfiir

wurden unterschiedliche Nanodiamant-Konjugat-Systeme entwickelt und untersucht.

Zuerst wurden beide Diazoniumsalze 66 und 67 an Nanodiamant 65 kovalent gebunden.

Danach wird die Carboxylgruppe mit Hydrazin zum Hydrazid 69 umgesetzt und anschlieend
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die Azid-terminierte Folsdure 70 iiber eine Clickreaktion angebunden. AbschlieBend wird der

Wirkstoff Doxorubicin 8 iiber das Hydrazid pH-labil angebunden (Abb. 36).

Um das Nanodiamant-Konjugat zu synthetisieren, wurde zuerst die funktionalisierte Folsdure

70 hergestellt.

3.2.1.2 Synthese der funktionalisierten Folsdure 70

TsCl, NEts

HO\/\O/\/O\/\O/\/OH T TSO\/\O/\/O\/\O/\/OTS
THF
3 74 (67 %)
NaN; | DMF
N3~~~ O o~ NH PPhy
° © H;PO Ns\/\o/\/o\/\o/\/Ns
3P0O4
76 (68 %) 1507%
DCC
Pyr|d|n H
/@)J\ DMSO Na\/\o/\/o\/\o/\/N\n/folséure
N o)
H 70 (35 %)
H2N .

Abb. 37: Darstellung des Azido-Folsdure-Linkers 70 zur Anbindung an Nanodiamant.

Ausgehend von Tetraethylenglykol 73 (TEG) wurde das doppelt tosylierte Derivat 74
hergestellt.['®) Nach siulenchromatographischer Aufreinigung wurde das erhaltene farblose Ol
in Dimethylformamid mit Natriumazid versetzt, um 75 in 97%iger Ausbeute zu erhalten.[!®”]
Durch weitere Umsetzung mit Triphenylphosphin in Phosphorsdure wurde selektiv ein Azid
zur Aminogruppe reduziert, um 76 zu erhalten.!'®” Folsiure wurde in DMSO mit DCC und
Pyridin vorgelegt und eine Stunde geriihrt, um die Carbonsduren zu aktivieren. AnschlieBend

wured 76 zugegeben und iiber Nacht im Dunkeln geriihrt (Abb. 37).

Aufgrund der Eigenschaften der Folsdure wie Hygroskopie, Lichtempfindlichkeit, Temperatur-

und Sauerstoffempfindlichkeit stellte die Aufreinigung von 70 eine Herausforderung dar.[!°!]

Laut Literatur [192] kann man die erhaltenen a- und y- Isomere der Folsdurederivate {iber eine
semi-priparative HPLC nicht trennen. Lediglich konnen die unreagierte Folsdure und das

Nebenprodukt, bei dem beide Carbonséduren funktionalisiert sind, getrennt werden. Die Autoren
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fanden zudem heraus, dass es fiir eine Anbindung an die Folatrezeptoren nicht von Bedeutung

ist, ob Folsdure in a- oder y- Position funktionalisiert ist, beide binden gleich affin.

Durch Aufreinigung iiber eine analytische HPLC-Séule konnte das disubstituierte Produkt nach
34 min Retentionszeit erhalten werden. Die erhaltene Reinsubstanzmenge geniigte flir die
Messung eines 'H-NMR-Spektrums, um die Ergebnisse in der Literatur zu bestitigen.[!?]
Unreagierte Folsdure 8, wie auch das a- und y-Isomer werden in den ersten acht Minuten
detektiert und sind nicht trennbar. Die disubstitierte Folsdure erreichte eine Detektionszeit von

34 min und konnte isoliert werden.

Zudem wurde versucht, die Folsdure iiber Aktivierungsreagenzien zu aktivieren, so dass

bevorzugt nur ein Isomer entsteht (Abb. 38).

DCC
NE
N)\/[Nj/\N on DMS% N)\/[Nj/\N SN
| H | H
P o] PN o

H,N” N7 N H,N” N7 N
7 77 (62 %)

Abb. 38: Aktivierung der Carbonsdure von Folsdure 7.

Hier ist leider nicht auszuschlieflen, dass auch die o-Position aktiviert wurde. Die Reaktion
wurde in DMSO durchgefiihrt, was bei der Aufarbeitung als Restlosemittel im Produkt bleibt.
Selbst zwei Tage an der Olpumpe konnten nicht alle Reste des Losungsmittels entfernen.
Sinnvoll wire es, den Feststoff mit einem Losungsmittel zu waschen, was DMSO co-evapuriert,
da die Signale unterhalb 2.5 ppm storen. In diesem Bereich werden die Protonensignale der

Ethyleinheit zwischen den Carbonsduren detektiert.

Fir weitere Reaktionen wurde die zweifach substituierte Folsdure verwendet, da eine

Herstellung des y-Isomers nicht moglich war.

Fir den Aufbau des Linkersystems wurd nun das erste Diamantsystem nach folgendem

Schaubild erstellt (Abb. 39).
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Abb. 39: Herstellung des orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 69.

Gemahlener Nanodiamant 65 wurde in einer Reaktion mit Carbonsdure- (67) und Alkingruppen
(66) funktionalisiert. Im nichsten Schritt wurde die Carbonsdure zum Hydrazid umgesetzt. Hier
zeigte sich, dass die terminale Alkingruppe im FT-IR-Spetkrum nicht mehr detektiert wurde.
Es wurde davon ausgegangen, dass Hydrazinhydrat eine Reaktion mit dem Alkin eingeht, so
dass die Dreifachbindung reduziert wird."**1%4 Auch ein erneuter Syntheseversuch fiihrte zum

gleichen Ergebnis.

Aufgrund dieser Sachlage wurde das Linkersystem nochmals umgestellt und die Alkingruppe

nach diesen auftretenden Schwierigkeiten gegen eine Azidgruppe getauscht.
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3.2.1.3 Funktionalisierung des Nanodiamanten 78 mit Azid- und Carbonsdure-

gruppen

H2N©_¥ )\A \ N;  EDC,NHS Ng
N3 0" ~o HoN-NH,
Q- 7 TN g it
0 H,0 MeCN
78 H2N©—< OH o)
OH

(e} HN.
NH;
80 81

+
a) TsCl, NEts, DCM

IOH b) NaN;, EtOH H
o] ¢) Bocy0, Pd/C, Hy O~~~ N Folsaure
p = o ¢l 70(
Q d) NaH, //\OH
\_\ IOH 7
(0] e) TFA, DCM 82
f) Folsaure,
73 HOBt, HBTU
Cul
Ascorbat
DMF

o]
N=N o) O\A/N\\O N>\\Folséure
<N >\\Folséure O/©/ & /\/O\/\H
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_ OH
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8 OH
NH,

Abb. 40: Linkersystem zur Anbindung von Folsdure 7 und Doxoribicin 8.

Wasserstoffterminierter Nanodiamant 78 wurde in einer Reaktion mit Carbonsdure- und
Azidgruppen (79) funktionalisiert (Abb. 40). Im nichsten Schritt wurde die Carbonsdure zum
Hydrazon umgesetzt. In den aufgenommenen FT-IR-Spektren ist eine Azidbande bei 2104 cm”
!in beiden Nanodiamant-Konjugaten erkennbar, sowie eine Verschiebung der Carbonylbande
von 1687 cm’! zu 1633 cm’!, was fiir die Carbonylschwingung einer Amidbande spricht (Abb.
41). Ebenfalls ist eine Amid II-Schwingung bei 1545 cm™ sichtbar, so dass von einer

erfolgreichen Synthese des Hydrazids 81 ausgegangen wird.
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Abb. 41: Vergleich der FT-IR-Spektren der Nanodiamantsysteme 80 und 81.

Da nun eine Azid- und keine Alkineinheit auf dem Diamanten vorhanden ist, musste auch das

Linkersystem abgedndert werden.

3.2.1.4 Synthese des Linkersystems zur Anbindung der Folsdure

TsCl, NEt
HO_~ o O g OH °.  TsO_~ o0 O OH
THF
73 83
NaN, | EtOH
TsCI,NEt,
N3\/\o/\/o\/\o/\/OTS chc N3\/\o/\/o\/\0/\/OH
85 zre 84 (97 %)

Abb. 42: Herstellung des Linkersystems zur Anbindung an Folsdure 7.
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Auch hier wurde ausgehend von Tetraethylenglykol 73 das einfach tosylierte Derivat 83
hergestellt. Das Zwischenprodukt 83 war mit 8 % in der Ausbeute sehr gering, was darauf
zurlickzufithren ist, dass es das Nebenprodukt und das doppelt tosylierte Derivat das
Hauptprodukt darstellt. 83 wurde wiederum mit Natriumazid zu 84 umgesetzt (Abb. 42). Hier
sollte nun die Hydroxygruppe ebenfalls tosyliert werden, nur schlug diese Reaktion fehl.
Daraufhin wurde die Route erneut umgestellt und ausgehend von 73 das zweifach tosylierte
Derivat 74 hergestellt, von dem aus dann eine Tosylgruppe gegen eine Azidgruppe ausgetauscht
wurde, um 85 zu erhalten. Ausgehend von 85 wurde die Alkingruppe eingefiihrt und
anschliefend das Azid zum Amin 87 reduziert (Abb. 43).

TsCl, NEt
HO_~ g O g OH L TS0 A OO
THF
73 74 (67 %)

NaN; | EtOH
//\OH
/
gz
Ns\/\O/\/o\/\O/\/O\// - Ns\/\o/\/O\/\O/\/OTS
a
86 (95 %) 85 (28 %)

PPh, | THF/H,O

gz
H5N \/\O/\/O\/\O/\/O\//
87 (28 %)

Abb. 43: Neues Linkersystem zur Anbindung an Nanodiamant 81.

Die Aufreinigung des bei der Reduktion der Azidgruppe in 86 mittels Triphenylphosphin
erhaltene Produkt 87 bereitete Schwierigkeiten. Ein Zusatz von Triethylamin zum Laufmittel
war notwendig, um das Produkt durch Sdulenchromatographie zu erhalten, jedoch mischte sich
mit dem Produkt immer Triethylammoiumsalz, das zwar durch eine Extraktion mit Natronlauge
abzutrennen war, wobei sich aber auch die Alkingruppe von 87 zersetzte. Somit musste ein

anderer Weg zur Herstellung der Aminogruppe in 87 beschritten werden (Abb. 43).

Die Umsetzung von 87 mit Kaliumphthalimid brachte ebenfalls nicht den gewiinschten Erfolg.
Das verwendete Imid hatte sich leider schon begonnen zu zersetzen, so dass der Linker zweimal

an die Phthalsdure addierte (Abb. 44).
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Abb. 44: Versuch der reinen Darstellung de PEG-Derivats 87.

Die Reduktion von 85 mit Palladium/Kohle und gleichzeitiger Schiitzung der entstandenen
Aminogruppe mit Di-fert-butyldicarbonat wurde mit 32 % Ausbeute durchgefiihrt (Abb. 45).
Anschlieend erfolgte die Umsetzung der aktivierten Alkoholgruppe in 91 mit Natriumhydrid
und Propargylalkohol zum gewiinschten Alkin 92 mit 92 % Ausbeute. Die Schutzgruppe wurde
mittels Triflouressigsdure mit 89 %iger Ausbeute abgespalten und das Losemittel i.Vak.
entfernt, um das gewiinschte Linkersystem 87 zu erhalten. Die Gesamtausbeute ausgehend von

73 ist mit 6 % iiber 5 Synthesestufen sehr gering.

TsCl, NEt,

HO\/\O/\/O\/\O/\/OH e TsO\/\O/\/O\/\O/\/OTS
THF
73 74 (67 %)
NaN, | DMF
Pd/C, H,
H Boc,O
XO\H/N\/\O/\/O\/\O/\/OTS MeOH Ns\/\o/\/o\/\o/\/OTS
0 91 (32 %) 85 (28 %)
///\OH
NaH
H =
XO\H/N\/\O/\/O\/\O/\/O\/// —>TFA |-|2N\/\O/\/O\/\O/\/o\//
o 92 (92 %) CH,Cl, 87 (89 %)

Abb. 45: Erfolgreiche Synthese des Linkersystems fiir die Anbindung an Folséure 7.
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Ebenfalls wurde versucht, 92 aus der Azidverbindung 84 herzustellen. Hierflir wurde 84 mit
Palladium/Kohle und gleichzeitiger Schiitzung der entstandenen Aminogruppe mit Di-tert-
butyldicarbonat in 49 % Ausbeute zu 92 umgesetzt. Die anschlieBende Umsetzung des

Alkohols mit Natriumhydrid und Propargylbromid blieb jedoch erfolglos (Abb. 46).

Pd/C, H,
Boc,0 H
N O OH —————*
I O MeOH >(O\H/N\/\O/\/O\/\O/\/OH
(@]
84 93 (49 %)

NaH

THF abs
Br/\

H g
D A R

O
92

Abb. 46: Versuch der Darstellung von 92 ausgehend von 93.

Da Folsédure zwei Carbonsduren tragt und eine selektive Funktionalisierung auch nicht iiber die
Anzahl der Aquivalente gesteuert werden kann, bekommt man eine Produktmischung aus
mono- und difunktionalisierten Folsdurederivaten. Bei der Aufreinigung mittels Saulen-
chromatographie wurden das disubstituierte Folsdurederivat und Folsdure erhalten. Das

monosubstituierte Derivat konnte nicht isoliert werden.

ﬁrd

Abb. 47: Folsdure 7.

In der Literatur existieren widerspriichliche Aussagen iiber die Wirkungsweise von Folséure,
die entweder iiber die a- oder y-Carbonsduregruppe der in Folsdure enthaltenen Glutaminsdure
angebunden ist (Abb. 47).%% ¥ Egs gibt Hinweise, dass es keinen Einfluss auf den

Bindemechanismus hat, wenn beide Carbonsiuren gebunden werden.!'*>1%¢! Stallivieri et al.
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berichten jedoch, dass eine Anbindung iiber die a-Carbonsiure dazu fiihrt, dass Folsdure nicht

an den Rezeptor binden kann und somit eine gezielte Einschleusung in die Zelle ausbleibt.[*"!

3.2.1.5 Aufbau des Folsdurekonjugats 82

Daher wurde dazu iibergegangen, die Folsdure 7 zur Pteroinsidure 95 abzubauen, um dann
gezielt eine Glutaminsdure, deren a-Carbonsdure geschiitzt ist, anzubinden (Abb. 48). Dies
gelang nur mit 17 % Ausbeute, da die Umkristallisation von 96 sehr langsam und nicht

vollstiandig erfolgte.

Oy -OH ON-0ocF;

TFAA
OH N ", OH N
N)\/[N\ OH THF )\/EN
N

0

HCI konz. OH N
N7 N\ N Nl AN \j/\N S
0 ) w JL AT A
NN

96 (17 %) 95

HoN

Abb. 48: Abbau der Folsdure 7 zur Pteroinsdure 96.

AnschlieBend wurde die a-Carbonsdure der geschiitzten Glutaminsdure 97 durch einen
Methoxyrest geschiitzt, die Umsetzung von 97 mit Dimethylsulfat lieferte 98 in 71 %iger
Ausbeute. Daraufhin wurde die y-Carbonsdure mittels Trifluoressigsdure in 75 %iger Ausbeute
entschiitzt und 98 tiber HBTU und DIPEA an das synthetisierte Alkinderivat 87 angebunden
(Abb. 49). Die nachfolgende Entschiitzung von 100 wurde ohne weitere Aufarbeitung mittels
frisch destillierten DBU durchgefiihrt und schlug fehl. Darauthin wurde die Anbindung von 87
an Folsdure durchgefiihrt und das disubstituierte Produkt erhalten.
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oji;j\/\oi\go\\/ DMEC:Z:% *\ j\/\/\ff \k
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M IOI .

HN /\/O\/\O/\/O\/\O/\\\
100
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DBU

OO
N
2N 1
© (0]
o\L jo\)
IH 0
101
Abb. 49: Umschiitzung der Glutaminsdure 97 und anschlie3ende Kupplung mit 87.

3.2.1.6 Anbindung des Linkers 87 an Folsdure 7

Andere Gruppen wiederum gehen davon aus, dass, wenn beide Carbonsdurefunktionen
gebunden sind, es keinen Einfluss auf den Bindemechanismus hat und die erhaltenen Resultate
deren Versuchsreihen belegen dies.[!”>1% So wurde die direkte Funktionalisierung beider

Carbonsduren durchgefiihrt, was auch Gegenstand dieser Arbeit ist.
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Abb. 50: Zweifache Funktionalisierung der Folsdure 7 mit 87.

Folsdure 7 wurde tiber die Kupplungsreagenzien 2-(1 H-benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyl-
uroniumhexafluorophosphat (HBTU) und 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) an das synthetisierte
Amin 87 angebunden (Abb. 50). Die Ausbeute hierbei betrug 37 %, da bei der Reaktion auch
die monosubstituierten Derivate entstehen, die aber durch die Aufreinigung nicht rein isoliert

werden konnten.

Nun wurden 81 und 82 in einer Clickreaktion miteinander zur Reaktion gebracht (Abb. 51).

N:N

Ns O\A/Nj

O Cul 0o
+ /OH J Ascorbat S
\©\fo Folséiure\n/N\/\O DMF o o] o
i O 8 >‘Folsaure
< HN
NH2 \NH2 O\/\

81 82 71

Abb. 51: Funktionalisierung des Nanodiamant-Konjugates 81 mit dem Folsaurederivat 82.

Diese verlief problemlos. Die Teilchengrof3e von 90 % der Partikel lag bei 200 nm und das
Zetapotential betrug +21.3 mV. Vergleicht man nun die aufgenommenen FT-IR-Spektren von
81 und 82 mit 71, so erkennt man, dass die Azidbande bei 2104 cm™' nicht mehr vorhanden ist,

was fiir eine erfolgreiche Anbindung iiber ,,Click-Chemie* spricht. Zudem sind Banden der

59



HAUPTTEIL

Ethylenschwingung bei 1097 cm™! aus 82 in 71 sichtbar, was ebenfalls fiir eine erfolgreiche

Funktionalisierung spricht (Abb. 52).

Transmission [a.u.]

5 Ueco  UNeH, Amid i

: I ) I : I ; ! 4 ] L |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
Wellenzahl [em|

Abb. 52: Vergleich der FT-IR-Spektren der Nanodiamantsysteme 81 und des Produktes 82 mit 71.

3.2.1.7 Anbindung von Doxorubicin 8 an die Nanodiamantsysteme 71 und 102

Fir den Vergleich der unterschiedlichen Zellaufnahme iiber die Zellrezeptoren durch die
Anbindung von Folsdure wurde ein System aufgebaut, das nur Doxorubicin iiber Hydrazon
angebunden tragt. So wurde Nanodiamant mit 4-Aminobenzoesdure funktionalisiert, die Séure-
funktion zum Hydrazid {iber Hydrazinhydrat und EDC/NHS umgesetzt und anschliefend
Doxorubicin angebunden (Abb. 53).
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Abb. 53: Synthese des Nanodiamant-Konjugats 103.

Ebenfalls wurde Doxorubicin 8 iiber das Hydrazon kovalent an das Nanodiamantsystem 71
angebunden (Abb. 54). Nach 24 h Riihren der Nanodiamant-Suspension 72 bei pH =7 und
50 °C wurden die erhaltenen Konjugate mit Wasser, welches mit 25%iger Ammoniaklosung
auf pH= 8 eingestellt wurde, gewaschen, bis kein Doxorubicin 8 mehr im Uberstand iiber UV-

Vis-Spektrometrie detektiert wurde.

N:N\
O\/g/N\\ 0
0 s
g N=N N olsaure

(o]
(0]
0
\©\f 8 »\Folsaure
HN /N
“NH,  ©
71
H,O, pH 7
_|_
OH 72

Abb. 54: Anbindung von Doxorubicin 8 an Nanodiamant-Konjugat 71.
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Abb. 55: Vergleich der FT-IR-Spektren von ND 71 und DOX 8 mit ND 72.

Vergleicht man nun die FT-IR-Spektren beider Systeme 71 und 72 miteinander, so sind die
Schwingungen des Konjugates 71 sowie die des Wirkstoffes 8 zu erkennen (Abb. 55). Die
Amidschwingungen haben sich verschoben und resultieren aus 8 bei 1614 cm™ und 1515 ecm™.
Die Carbonylschwingung des Doxorubicins bei 1722 cm™ findet sich auch im Konjugat 72
wieder. Die C-O-C-Streckschwingung bei 1288 cm™!, die C-C-Schwingung bei 1415 cm™ und
die C-O-Schwingung bei 1111 cm™! weisen alle auf eine erfolgreiche Anbindung von Wirkstoff

8 hin.

Die aufgenommenen UV/Vis-Spektren der ND-Konjugate 71 und 72 zeigen ebenfalls eine
erfolgreiche Funktionalsierung (Abb. 56). 71 zeigt keinerlei UV-Aktivitit, wohingegen 72 klar
die UV-Vis-Absorption des Wirkstoffes 8 aufweist.
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Abb. 56: UV/Vis- Spektren der ND-Konjugate 71 und 72. Die Absorption von Doxorubicin ist bei
480 nm klar erkennbar.

Da viele Tumorzellen bekannterweise Folatrezeptoren auf ihrer Oberfldche iliberexprimieren,
wurde das Nanodiamantsystem 81 mit dem Folsdurederivat 82 iiber eine Clickreaktion versehen
und es wurde das Nanodiamantsystem 71 erhalten.!'3¥13) AnschlieBend wurde kovalent iiber
die Hydrazidfunktion Doxorubicin 8 angebunden. Die Erwartung an dieses Gesamtsystem 72
ist, dass der Wirkstoff Doxorubicin 8 iiber die Folatrezeptoren vermehrt in die Zelle
aufgenommen und im Tumorgewebe angereichert werden kann. Dort soll der Wirkstoff 8 dann

pH-gesteuert und lokal konzentriert freigesetzt werden.
3.2.1.8 Anbindung von Doxorubicin 8 an Hydrazinderivat 104

Um zu zeigen, dass das gewiinschte System 103 mit einer Anbindung {iber das Hydrazid

vorliegt, wurde die Kontrollsubstanz 105 hergestellt.
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Hierbei wurde Benzoesdure 34 erst zum Methylester und anschlieBend in situ zum Hydrazid
104 umgesetzt. Die Verbindung wurde nach der Isolierung in Methanol geldst und unter Licht-
ausschluss bei Raumtemperatur 24 Stunden mit 8 und einer katalytischen Menge Triflour-
essigsdure geriihrt. Nach anschlieBender Umkristallisation wurde Hydrazon 105 erhalten (Abb.
57). Dieses System soll verdeutlichen, dass Doxorubicin 8 {iber die funktionelle Gruppe des

Hydrazids und nicht {iber eine andere funktionelle Gruppe angebunden wird.

(@) 1) MeOH/HQSO4

0 O OH
@ o S L COC
H +
0O O OH O, 0
34 104 (75 %) 8 OH

NH,

TFA MeOH

Abb. 57: Synthese der Kontrollverbindung 105.

Mit dem System 103 wurden nun Freisetzungsversuche durchgefiihrt und die Wirkstoffmenge
mittels Absorption in der UV-Vis-Spektroskopie detektiert. Als Vergleichssystem wurde das
Nanodiamant-Konjugat 106 der Gruppe um Dean Ho herangezogen und nach deren Vorschrift
hergestellt, nach der Doxorubicin 8 iiber die Anderung des pH-Wertes an Nanodiamant 65
physisorbiert wurde, wobei die Partikel aggregieren (Abb. 58).%1
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Abb. 58: Adsorption von Doxorubicin 8 an Nanodiamant 65.

3.2.1.9 Freisetzung von Doxorubicin 8 der unterschiedlichen Nanodiamant-

Konjugat-Systeme 103 und 106

Um eine pH-Wert-abhéngige Freisetzung zu zeigen, wurden die Nanodiamantkonjugate 103
und 106 mit PBS-Puffern, die unterschiedliche pH-Werte (4.6 und 7.4) aufweisen, vermischt
und nach bestimmten Zeitabstdnden die Freisetzung des DOX 8 mittels UV/Vis-Spektroskopie
gemessen. Hierfiir wurde die Probe bei 10000 rpm fiir 5 min. zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen und im UV/Vis-Spektrometer vermessen. Der Riickstand wurde erneut mit PBS-
Puffer des jeweiligen pH-Wertes versetzt, redispergiert und nach einer bestimmten Zeit
wiederum zentrifugiert, um den Gehalt an freigesetztem Wirkstoff 8 im abgenommenen
Uberstand zu vermessen. Diese Prozedur wurde so lange wiederholt, bis keine nennenswerte

Mengen an 8 im Uberstand UV-spektroskopisch detektiert werden konnten.

Die Freisetzungsdaten wurden in folgender Grafik zusammengestellt. Wie erwartet, wurde
unabhingig davon, ob 103 oder 106 untersucht wurde, eine pH-Wert-abhidngige Freisetzung
beobachtet. Bei pH 4.6 wurde bei beiden untersuchten Nanodiamant-Konjugaten eine hdhere

Freisetzung von 8 gemessen als bei pH 7.4 (Abb. 59).
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Vergleich der Freisetzung von 103 und 106 bei pH=4,6 und pH=7,4

0,0004
0,00035 & $ 106 pH 4,6
0,0003
0,00025
35— -5 — 106 pH 7,4
0,0002
0,0001> + ﬂ 103 pH 4,6
0,0001
0,00005 hd ? 103pH 7,4
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Abb. 59: Vergleich der Freisetzung von ND-DOX 103 und DOX adsorbiert 106 bei pH 4.6 und 7.4.

Das nicht-kovalent angebundene Konjugat 106 setzte direkt eine groBe Menge Wirkstoff 8 bei
beiden pH-Werten frei, jedoch ndhert es sich schnell einem Minimum an (Abb. 60 und Abb.
61). Diese Freisetzung zeigt, dass der Wirkstoff nicht-kovalent an Nanodiamant adsorbiert ist

und der Hauptteil in den ersten Stunden freigesetzt wird.

Das kovalent angebundene Doxorubicin wurde langsam und gleichméBig iiber mehrere
Stunden und Wochen abgegeben. Die Freisetzung bei pH = 4.6 lag wie erwartet hoher als bei
pH = 7.4. Nach vier Wochen wurde die Versuchsreihe beendet, obwohl noch kein Abfall der
freigesetzten Menge ersichtlich war (Abb. 60 und Abb. 61).
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Abb. 60: Vergleich der Einzelmengen der Freisetzung von ND-DOX 103 und DOX adsorbiert 106 bei
pH = 4.6 nach unterschiedlichen Zeitpunkten.
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Abb. 61: Vergleich der Einzelkonzentrationen des Release von ND-DOX 103 und DOX adsorbiert 106
bei pH =7.4.
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Auch ein optischer Hinweis fiir die abnehmende Beladung der ND-Konjugate ist vorhanden. In
Abb. 62 ist zu erkennen, dass die Partikel des nicht-kovalent-gebundenen Konjugates 106 schon
deutlich ausbleichen verglichen mit dem konjugierten System 103, wo die rote Farbe des
Wirkstoffs noch deutlich zu erkennen ist. Die Lagerung der Proben war zu jedem Zeitpunkt

gleich, so dass dies keinen Einfluss auf das Bleichen hat.

Abb. 62: Die Proben 103 und 106 bei verschiedenen pH-Werten im Vergleich nach 4 Wochen. Das
Losungsmittel war PBS-Puffer.

Unsere Kooperationspartner in Bergen haben sich bereit erklért, Zell- und Toxizitdtstests der
erhaltenen Konjugate 103 durchzufiihren (Abb. 63). Hierbei fiihrten sie Viabilitétstests in drei
unterschiedlichen Konzentrationen (0.02 mg/L, 0.20 mg/L, 2.00 mg/L) mit Knochenzellen des
Typs saos2 durch, um zu erkennen, welche Konzentration benétigt wird, dass die Zellen die
Apoptose einleiten. Bei dieser Zelllinie handelt es sich um proliferierende Zellen des
Osteosarkoms, die das Folat-Carrier-Protein expremieren.!'””] Das Wachstum der Zellen nahm
jedoch eher zu, als das sie zu grunde gingen. Bei den beiden niedrigsten Konzentrationen
zeigten alle Partikel, die untersucht wurden (65, 72, 81, 102, 103) ecine gleichmiBige
Uberlebensrate. Ab einer Konzentration von 2.00 mg/L zeigten sich erste Unterschiede. So wies
81 die stdrktste Einschrankung auf und es iiberlebten nur noch 70 % der Zellen. Dies ist
aufgrund der freien Azidfunktion nicht verwunderlich, da Azide als Zellgift wirken und
unweigerlich zum Zelltod fiihren kdnnen.['”®] Auch die Nanopartikel 102 zeigten bei hdheren
Konzentrationen eine Apoptoseneigung. So lag ihre Viabilitit nur bei 79 %. Die Verbindungen
72 und 103 wiesen eine Zellviabilitit von 89 % und 88 % auf, und zeigten bei allen
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Konzentrationen keine nennenswerten Apoptoseeigenschaften, so wie die Ausgangsverbindung
65 ebenfalls eine gute Viabilitdt von 91% lieferte. Zusammenfassend zeigen alle Verbindungen

eine konzentrationsabhiingige Abnahme des Uberlebens der Zellen.

0.02 mg/L 0.2 mg/L

Control

Abb. 63: Live (griin) Dead (rot) Stain des Zellviabilitétstests an Knochen-
zellen des Typ saos2 mit den Verbindungen 65, 72, 81, 102 und 103. Eine Konzentration
von 2 mg/L konnte bei Verbindungen 72 und 103 nicht gemessen werden.
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Desweiteren sollten noch Versuche mit hdheren Konzentrationen durchgefiihrt werden, um eine
genauere Differenzierung der Zellviabilititen, die von den genannten Verbindungen verursacht

werden, untersuchen zu konnen.

3.2.2 Anwendung der Nanodiamantsystem 71 und 102 auf weitere Keton-
derivate

3.2.2.1 Anbindung von Ketonderivat 107 an Nanodiamantsystem 71 und 102

Um die hergestellten Nanodiamantsysteme 71 und 102 auch an anderen Zellen oder auch die

Wirkung gegen Bakterien zu testen, wurde diese mit anderen Wirkstoffen versehen.

So wurde im Labor von Frau Prof. Tanja Schirmeister in Mainz von Herrn Sascha Jung ein
Ketonderivat 107 hergestellt, welches an die Konjugate 71 und 102 angebunden wurde und auf

seine Wirkung auf Trypanosomen untersucht wurde.

Trypanosomen sind Parasiten und rufen die Afrikanische Schlafkrankheit hervor.!*”
Ubertriiger dieser Krankheit mit schwerem Verlauf sind hauptsichlich Tsetsefliegen, die iiber

2001 Hierbei wird hauptsichlich

einen Stich die Trypanosomen in die Blutbahn einbringen.!
zwischen zwei Unterarten entschieden, den Trypanosoma brucei gambiense (Erreger der
Westafrikanischen Schlafkrankheit) und den Trypanosoma brucei rhodesiense (Erreger der
Ostafrikanischen Schlafkrankheit).”°!! Wie auch Malaria ist diese Tropenkrankheit regional
unterschiedlich stark verbreitet und kommt iiberwiegend in den afrikanischen Tropen vor. Der
Krankheitsverlauf ist von dem auslosenden Erreger abhéngig, bei der Gambiense-Unterart ist
er langsamer, bei der Rhodesiense-Art ist er schneller und extremer. Es treten drei
Krankheitsphasen auf. Das erste Stadium umfasst die Aufnahme des Parasiten ins Gehirn.[2%?]
Nach einigen Wochen treten Symptome wie Fieber, Schiittelfrost, Kopf- und Glieder-
schmerzen, Juckreiz und Lymphknotenschwellung auf. Besonders aufféllig ist ein erhohter
Antikorperspiegel. Phase zwei tritt nach einigen Monaten ein, wobei der Patient
Verwirrungszustinde, Krampfanfille, Koordinations- und Schlafstérungen sowei Apathie
aufweist. Diese Symptome treten auf, wenn der Parasit ins Zentralnervensystem eingedrungen

ist. Im Endstadium ist im Liquor eine Zellvermehrung der Granulozyten zu beobachten und der

Patient fillt in einen Ddmmerzustand; der Krankheitsverlauf endet todlich. In den letzten Jahren
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ist die Zahl der Erkrankungen gestiegen und es sind Medikamente entwickelt worden, die

unterschiedliche Targets in der Zelle ansprechen.!203-204]

Das Ketonderivat 107 stellt ein Modellmolekiil fiir einen spéteren Inhibtor dar und besteht aus
einer Linkerkette mit einem ,,Warhead®, der die funktionelle Gruppe darstellt, die die aktive
Bindung, auch spéter im Inhibitormolekiil, zum Rezeptor ausfiihrt. Der Inhibitor soll dann in
den Zellen Rhodesain, eine Cysteinprotease, inhibieren. Durch diese Inhibierung wird der

Ubertritt der Blut-Hirn-Schranke durch die Parasiten verhindert.[203-207]

O

H
)J\/\WN\/\/\/\/SOZPh

0]
107

Abb. 64: Ketonderivat 107 zur kovalenten Anbindung an die Nanodiamantsysteme 71 und 102.

Das Nanodiamantsystem 102 wurde mit 107 bei pH =7 zur Ausbildung des Hydrazons
24 Stunden in einem Ethanol/Wasser-Gemisch geriihrt (Abb. 65). Da sich das Ketonderivat
aufgrund seiner hydrophoben Eigenschaften schlecht in Wasser 16st, wurde Ethanol zur

Losungsvermittlung zugegeben.

78 15

EDC, NHS | pmeCN

H,N-NH,
PhO,S
Q \ Q-
oH=7 HN—NH,
0 102
H,O/EtOH +
HN\N NH 0 ’
>\/\\< )J\/\H/N\/\/\/\/SOZPh
O
108 ° 107

Abb. 65: Herstellung des funktionalisierten Nanodiamant-Konjugats 108.
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Nach 24 Stunden Riihren bei 50 °C wurde die Suspension mehrmals mit Wasser/Ethanol
gewaschen, wobei das Gemisch mit 25 %iger Ammoniaklosung auf pH = 8§ eingestellt wurde.
Das erhaltene Konjugat wurde zur weiteren Testung an Trypanosomen an Frau Annika Wagner

in Mainz versandt.

Vergleicht man nun die aufgenommenen FT-IR-Spektren der Nanodiamant-Konjugate 102,
107 und 108 miteinander, so erkennt man eine erfolgreiche Funktionalisierung (Abb. 66). Die
Valenzschwingungen der gesittigten Kohlenstoffe bei 2933 cm™ und 2866 cm™, wie auch die
Sulfonylgruppenschwingung bei 1142 cm™! belegen dies. Ebenfalls sind Valenzschwingungen
der aromatischen Kohlenwasserstoffe bei 1412 cm.; sowie eine Deformationsschwingung der

Amidfunktionen bei 1304 cm™! zu erkennen.

100 - 4120
ND 102
. 100
=
S,
= 80
S 107
= 60 -
4
z
& 60
£ 40~ ND 10
40
20
/ V' cuom 8C-N, Ahig®
5 U VUIN-H,/'«mid I

y T y T T T y T J
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenlinge [cm™]

Abb. 66: Vergleich der FT-IR-Spektren der Nanodiamant-Konjugate 102, 107 und 108.

Die Partikelgrofle von 90 % der Teilchen steigt von 173 nm bei Konjugat 102 auf 222 nm bei
108 an. Das Zetapotential féllt von +35.6 mV bei 102 bei einem pH-Wert von 6.17
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auf -36.3 mV bei dem Keton-konjugierten Nanodiamant 108, dessen pH-Wert bei 9.36 in
wissriger Losung liegt, ab. Phenylsulfongruppen besitzen ein negatives Zetapotential, so dass

dieses Ergebnis ebenfalls ein Indiz fiir eine erfolgreiche Anbindung ist.[?®]

Es wurde auch 71 mit dem Ketonderivat 107 funktionalisiert (Abb. 67). Hier befindet sich
zusitzlich Folsdure kovalent am Diamanten gebunden und es sollte untersucht werden, ob dies
eine bessere Zellaufnahme bewirkt. Dazu wurde das Nanodiamantsystem 81 wie in 3.2.1.3
beschrieben hergestellt, der Folsdure-PEG-Linker 82 iiber eine Clickreaktion an den
Nanodiamanten 81 angebunden und dann mit dem Keton 107 bei 50 °C iiber 24 Stunden in

einem Ethanol/Wasser-Gemisch geriihrt.

N:N\ (@]
<N N>\\Folséure
0 O\/\H N:N\ O
&O/\/ X N“\ )\Folséure
o o /N
o - . & Vand
(0]
HN SO,Ph
\NHz 71 \©\fo \/\/\/:/ 2
+ HN—y HN

S
o] H o]
)K/WN S X SOPh

o} 109
107

Abb. 67: Funktionalisierung des Nanodiamantsystems 71 mit Keton 107.

Die Proben wurden anschlieBend wieder mit einem Wasser/Ethanol-Gemisch, das mit 25 %iger
Ammoniaklosung auf pH =28 eingestellt wurde, gewaschen und Frau Annika Wagner

zugesandt, um sie in Zelltests an Trypanosomen zu untersuchen.
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Abb. 68: Vergleich der FT-IR-Spektren der Nanodiamant-Konjugate 71, 107 und 109.

Werden nun die aufgenommenen FT-IR-Spektren der Nanodiamant-Konjugate 71, 107 und 109
verglichen, so erkennt man eine erfolgreiche Funktionalisierung (Abb. 68). Die Valenz-
schwingungen der gesittigten Kohlenstoffe bei 2927 cm! und 2862 cm™, die Sulfonyl-
gruppenschwingung bei 1144 cm™, die Valenzschwingungen der aromatischen Kohlenwasser-
stoffe bei 1410 cm™ sowie eine Deformationsschwingung der Amidfunktionen bei 1306 cm™!

zu erkennen.

Die Teilchengréfle von 90 % der Partikel sinkt von 200 nm bei Konjugat 71 auf 180 nm bei 109
ab. Das Zetapotential féllt von +21.3 mV bei 71 bei einem pH-Wert von 5.92 im wissrigen
auf -30.1 mV bei dem Keton-konjugierten Nanodiamant 109, dessen pH-Wert bei 9.31 in
wassriger Losung liegt, ab. Die Ergebnisse sind im Einklang mit der Literatur, laut der
Phenylsulfongruppen ein negatives Zetapotential besitzen und die Ergebnisse weisen somit auf

eine erfolgreiche Anbindung hin.[2%%]
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Die Nanodiamant-Konjugate 108 und 109 werden an Trypanosoma brucei brucei 449 cells
(Lister strain 427) getestet. Erste Tests zeigen, dass Messungen von 108 und 109 im Bereich
von 13 ng/mL bis 6.7 pg/mL keinen cytotoxischen Effekt auf die verwendeteten Zellen
aufweisen. Zu dem verwendeten Warhead wurden bisher noch keine Toxizititstests
durchgefiihrt, so dass man nicht mit Gewissheit sagen kann, dass der Warhead alleine schon
eine inhibierende Wirkung auf Trypanosomen aufweist. Nanodiamant mit dem Warhead und
Folsdure besitzen keine Wirkung auf Trypanosomen, die auf eine Toxizitdt in den verwendeten

Mengen hinweisen.

3.3 Interaktionen von Nanodiamant mit physiologischen Medien

und Proteinen

3.3.1 Stabilitiit von Nanodiamant in physiologischen Medien

Im Rahmen dieser Doktorarbeit wird auch die kolloidale Stabilisierung von Nanodiamant in

physiologischen Medien untersucht.

Der nach den bekannten Methoden hergestellte und desagglomerierte Nanodiamant liegt meist
im wissrigen Medium vor und ist in diesem lange Zeit kolloidal stabil.l**) Méchte man nun die
Interaktion von Nanodiamant mit biologischen Medien untersuchen, so fiihrt dies auch zu
einem Wechsel des Mediums. Hierbei werden verschiedene Medien in Betracht gezogen: PBS-
Puffer, Ringerldsung und eine 5%ige Glucoselosung. Nanodiamant neigt, wenn die Oberflidche
nicht modifiziert ist, zur Agglomeration in biologischen Medien.”> 2% Wiirde eine
Agglomeration in den Venen bei Versuchtieren erfolgen, so fiihrte es zu Thrombosen und

letztlich konnte ein Infarkt eine mogliche Folge sein.?!"]

3.3.1.1 Stabilitit von Nanodiamant in physiologischer 5%iger Glucoselosung
(110)

Zahlreiche Versuche zur Dispergierstabilitit von Nanodiamant in verschiedenen Medien

wurden durchgefiihrt. Einzig mit 5 %iger Glucose-Losung kam es auch in fetalem Kélberserum
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(FBS), was als Serumproteinquelle diente, nicht zu einer Agglomeration der

Nanodiamantpartikel.

Hierfiir wurden drei unterschiedliche Konzentrationen (2 mg Nanodiamant in 1 mL 5%iger
Glucoselosung (b), 10 mg Nanodiamant in 1 mL 5%iger Glucoseldsung (c) und 20 mg
Nanodiamant in 1 mL 5%iger Glucoselosung (d)) (110) an Nanodiamant in einer

physiologischen 5%igen Glucoseldsung hergestellt (Abb. 69).

Abb. 69: Nanodiamant-Glucoseldsung 110 mit einer Konzentration von 2 mg pro mL 5 %iger
Glucoselosung.

Die gemessenen Teilchengroflen und Zetapotentiale bleiben tiber einen Zeitraum von 20 Tagen
konstant und auch eine Gelbildung, sowie eine Agglomeration treten nicht auf (Tab. 1 und Tab.
2).

Tab. 1: Stabilitit der Nanopartikel via DLS-Messungen! von verschiedenen Losungen zu verschie-
denen Zeiten.

ND Glucose 2mg ND-Glucose 10mg ND-Glucose 20mg [nm]

[nm] [nm]

0 51.0 12.4 9.79
1d 52.2 13.2 9.67
3d 56.1 144 8.29
20d 54.0 25.6 11.1

Ialle Werte d(V, 90 %).
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Tab. 2: Zetapotential von ND-Glucose-Losungen verschiedener Konzentrationen.

ND Glucose 2mg ND-Glucose 10mg ND-Glucose 20mg
[mV] [mV] [mV]
1d +36.9 +37.8 +36.3
3d +33.4 +35.0

Um nun die Interaktionen mit Serum zu untersuchen wurden je 20 pL derNanodiamant-
Glucoselosungen mit unterschiedlichen Konzentrationen, sowie eine Nanodiamantlésung in

Wasser mit einer Konzentration von 28.3 mg/mL (a) in 1.5 mL FBS gegeben (Abb. 70).

TR SVES
] ‘1?:._: : =

-

FBS-Lsg. ND (a) 2 mg (b) 10 mg (c) | .20 mg (d)
in FBS

Abb. 70: Nanodiamant-Glucose-Loung 110 in FBS nach Zugabe der Nanodiamant-Glucose-Losung
sowie eine Blindprobe (FBS-Ldsung) zum Vergleich. Zu 1.5 mL FBS wurden jeweils 20 pL
a) wassriges Nanodiamant-Kolloid der Konzentration 28.3 mg/mL, b) 2 mg Nanodiamant in
1 mL 5 %iger Glucoseldsung, ¢) 10 mg Nanodiamant in 1 mL 5 %iger Glucoseldsung und d)
20 mg Nanodiamant in 1 mL 5 %iger Glucosel6sung.

Die Nanodiamantprobe in Wasser (a) agglomerierte in FBS sofort und konnte mittels

Ultraschall nicht mehr deagglomeriert werden.

Die Nanodiamantproben 110 b-d agglomerierten nicht und lieBen sich sehr leicht dispergieren
(Abb. 73). Nach drei Wochen kam es zu der Bildung eines Niederschlages bei den Proben 110
b-d, der sich jedoch nach kurzer Behandlung mit Ultraschall wieder aufloste (Abb. 71).
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Nach Ultraschallbehandlung:

T T 7 - \',,_
@ b () (@ (a) b)) (© (@
Abb. 71: Verdnderung der Seren 21 Tage nach der Zugabe der Nanodiamant- bzw. Nanodiamant-

Glucose-Losung 110. Die Konzentrationen und zugegebenen Volumina entsprechen den
Angaben von Abb. 70.

Tab. 3: PartikelgroBe der Nanopartikel via DLS-Messungen' von verschiedenen Losungen zu
verschiedenen Zeiten in FBS nach 23 Tagen.

ND Glucose 2mg ND-Glucose 10mg ND-Glucose 20mg

[nm] [nm] [nm]
vor US 7.88 1090 1930
Nach 5 min US 8.17 395 535

Ualle Werte d(V, 90 %).

Wie aus den Tabellen 1-3 ersichtlich, neigt der Nanodiamant in Glucoseldsung nicht zur
Agglomeratbildung. Erste Vermutungen legen nahe, dass Glucose die Partikel umbhiillt und so
stark an der Oberfliche haftet, dass eine Interaktion der Partikeloberfliche mit den

Wassermolekiilen nicht stattfinden kann (Abb. 72).[°7]
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Abb. 72: Die Glucosemolekiile bilden eine hard corona um Nanodiamant. Die Proteine kdnnen gar nicht
oder nur langsam mit der Partikeloberfldche interagieren.

Die Glucose bildet sozusagen die ,hard corona*“ des Partikels. Gibt man 110 in den
unterschiedlichen Konzentrationen in FBS, so findet mit den Serumproteinen kein Austausch
statt. Auch hier bilden die Glucosemolekiile sozusagen die ,,hard corona* des Partikels und auch
hier vermeidet diese ,,Glucosehiille* wiederum eine Agglomeration der Partikel. Nach ein paar
Tagen scheint es zur Ausbilung einer ,,soft corona® zu kommen, die aber durch Ultraschall

destabilisiert werden kann (Abb. 73).
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Abb. 73: a) GroBe der Partikel der ND-Glucose-Losung verschiedener Konzentrationen in Serum vor
Ultraschallbehandlung nach 23 Tagen Inkubation. b) Grofle der Partikel der ND-Glucose-Losung
verschiedener Konzentrationen in Serum nach Ultraschallbehandlung nach 23 Tagen Inkubation.

Nach 23 Tagen bilden sich Agglomerate in den Proben mit einer ND-Konzentration von
20 mg/mL. Hier scheinen die Glucose-Molekiile der gebildeten ,hard corona®“ des
Nanodiamantpartikels erste Interaktionen mit den Serumproteinen einzugehen. So konnte sich
eine ,,soft corona“ aus Serumproteinen noch um die ,.hard corona* aus Glucose legen, die nur
durch schwache Wechselwirkungen zu stande kommt.”’! Die so gebildeteten Agglomerate
konnen {ber Ultraschall wieder aufgebrochen werden, so dass wieder kleinere Partikel

entstehen.

Unsere Kooperationspartner in Bergen fiihrten Toxizitdtstests mit Ratten durch, um eine letale
Dosis zu ermitteln. Den Ratten wurden in einem Zeitraum von drei Wochen wochtlich je sieben
mL von 110 in den Konzentrtionen 2 mg/mL, 10 mg/mL und 20 mg/mL injiziert und
beobachtet. Er konnten keine auffdlligen toxischen Zustéinde beobachtet werden. Lediglich
nahmen die Ratten an Gewicht zu, keine jedoch starb an den Folgen der Injektion. Nachdem
die Tests beendet wurden, wurden Gewebeproben, in unserem Fall die Nieren entnommen, um
den Verbleib der Nanodiamanten zu untersuchen. Die Gruppe um Prof. Dr. Francois Treussart
im Laboratoire Aimé Cotton der Univ. Paris-Sud, Orsay konnte mittels Time delayed
fluorescence analysis Nanodiamanten in den bahandelten Ratten detektieren. Detailierte

Untersuchungen stehen noch aus.
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3.3.2 Nanodiamanten und Proteine

Nanodiamanten konnen nicht nur durch die Ausbildung einer ,hard corona®, die von
Glucoselosung als Medium ausgeht, stabilisiert werden, sondern hierfiir konnen auch Proteine
in Betracht kommen.['%: 21l Dafiir geeignet sind besonders Proteine, die die Partikeloberfliche
gegeniiber anderen Proteinen, z.B. aus dem Serum, abschirmen und gleichzeitig am Wirkort
den gewiinschten Effekt erzielen. Angiopoietin-1, ein Protein, das als vaskuldrer Wachstums-
faktor, vorallem in der Embryonalphase gilt, kann verwendet werden, um die Neubildung von
Blutgefdaen in beschiddigtem Gewebe zu unterstiitzen und direkt den Nanopartikel zu
umhiillen.”'?!  Hierbei sollte Nanodiamant auf B-Tricalciumphosphat (B-TCP-
Implantatmaterialien) als Additiv dienen und Angiopoietin-1 adsorbieren, das bei der

GefiBneubildung im beschidigten Gewebe unterstiitzend wirken soll.?!*]

3.3.2.1 Nanodiamant und Angiopoietin-1 (111)

Angiopoietin-1 wurde an gemahlenem Nanodiamant 65 physisorbiert. Hierfiir wurden 7.50 uLL
Angiopoietin-Losung in bidestilliertem Wasser zu 5.00 mg ND 65 (in 625 uL kolloidal gelost)
gegeben und bei RT geriihrt. Die Suspension wurde zentrifugiert und der Riickstand mehrmals
mit bidestilliertem Wasser gewaschen. Die gemessenen Teilchengréflen bleiben iiber einen
Zeitraum von 11 Tagen stabil und zeigen keine Agglomeratbildung (Tab. 4). Das gemessene
Zetapotential liegt bei +43.2 mV bei einem pH-Wert von 5.93.

Tab. 4: Die Teilchengrofien via DLS-Messungen nach 1d und 11 d. Es sind die Verteilungen der
Partikel angegeben, 90% der Teilchen haben einen Durchmesser von 18.7 nm nach 1 d.

ND Ang-1 (111) d (10%) d (50%) d (90%)
[nm] [nm] [nm]
11d 6.87 9.63 174

Die aufgenommenen FT-IR-Spektren belegen eine erfolgreiche Anlagerung des Proteins (Abb.
74). Die typischen Schwingungen der Amid I- und Amid II-Bande bei 1622 cm™ und 1591 cm
! sind eindeutig zu erkennen, sowie eine OH-Schwingung bei 1389 cm™, welche aus dem

Protein resultiert, ist ebenfalls vorhanden.
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Abb. 74: Vergleich der IR-Spektren von 65 und Angiopoietin-1 mit 111.

3.3.2.2 Nanodiamant (Cerasorb/Diasorb) in Humanserum (112)

Wenn Nanopartikel einem biologischen Medium ausgesetzt werden, so finden Interaktionen
mit Proteinen statt.?'¥l Diese Wechselwikrungen resultieren meist in der Entstehung einer

umgebenden Hiille, die einen groBen Einfluss auf den ,,Werdegang® des Nanopartikels hat.*®!

Die Formation dieser Proteincorona beeinflusst die Identitit der Nanopartikel, da die
Proteinhiille die Oberflichenenergie verringert und dadurch die Verteilung im Ko&rper be-
giinstigt wird.®¥ Physikalische Eigenschaften wie PartikelgroBe, -form und Oberflichen-
eigenschaften spielen ebenfalls eine grof3e Rolle in der Beeinflussung der Bindung zwischen
Protein und Nanodiamant."'%-1%) Auch wenn viele Gruppen das Problem der Coronabildung
iiber die Belegung der Oberfldche der Nanopartikel mit Polyethylenglykolgruppen zu umgehen
versuchen und dadurch die Proteinadsorption abschwichen, so ist es nicht moglich, Partikel
komplett ohne Proteinhiille in biologischen Medien zu erhalten. Daher ist es unerlésslich, dass

auch die Bildung der Proteinhiille sowie der Metabolismus im Korper untersucht werden.

Zur Zeit wird intensiv daran geforscht, wie genau sich Nanodiamant in biologischen Medien,

wie z. B. Plasmaserum verhélt. Untersucht wurde carboxylierter Nanodiamant und ob eine

82



HAUPTTEIL

unterschiedliche PartikelgroBe (5nm und 100 nm) einen Einfluss darauf hat.?!> Beide
PartikelgroBen des Nanodiamanten weisen keine Beeinflussung der Konfirmation der
Blutplasma-Proteine, sowie Koagulation des Blutes auf. Lin ef al. untersuchte drei
unterschiedliche Proteine, Myoglobin (Mb), bovines Serumalbumin (BSA) und Insulin (Ins),
auf ihre Bindungsaffinititen zu zwei unterschiedlichen Diamanttypen, HPHT-ND mit
negativem Zetapotential und DND mit postivem Zetapotential.l!) HPHT-ND bildet bevorzugt
Monoschichten aus Proteinen um sich, wohingegen DND mit Mb und BSA 1:1-Komplexe
bildet und zusammen mit Ins einen Partikeldurchmesser von 13 nm erreicht. Li et al
untersuchte das Verhalten von Nanodiamant in unterschiedlichen Zellmedien und fand heraus,
dass in dem Zellmedium, das Serumproteine enthielt, keine cytotoxischen Effekte auftraten,
wohingegen im Zellmedium, welches keine Serumproteine beinhaltete, es zu cytotoxischen
Effekten kam.!?!®) Dies deutet auf eine Proteincoronabildung hin, die die Partikeloberfliche von
den Zellorganellen abschirmt, so dass eventuell angebundene Substanzen ihre Wirkung nicht
entfalten konnen. Neueste Arbeiten zeigen, dass es sogar moglich ist, Nanodiamant-Protein-
Wechselwirkungen zu nutzen, um das Zellwachstum zu beeinflussen.!*!!] Hierbei interagierten
DND mit einem positiven Zetapotential mit Fibroblasten- Wachstumsfaktoren (FGF), um
inhibitorische Effekte auf das Zellwachstum abzumildern. FGF sind Wachstumsfaktoren, die
die Differezierung von Zellen regulieren. Dabei bilden FGF eine Proteincorona um den
Nanopartikel, die auf so starken Wechselwirkungen beruht, dass andere Signalproteine wie
TGFp (Transformierender Wachstumsfaktor B), IL6 (Interleukin 6) oder EGF (Epidermaler
Wachstumsfaktor) keinen Einfluss auf das Zellwachstum besitzen. Anhand eines Explantat-
Modells einer Maus konnte auch erfolgreich die Wiederherstellung des Knorpelwachstums in

GliedmaBen mit einer 4 nM ND-Kolloid-Ldsung erzielt werden.[*!!]

Im Rahmen der Dissertation sollte nun die Proteinadsorption an Cera- und Diasorb in
Humanserum untersucht und analysiert werden. Cerasorb besteht aus Calciumapatit, das das
Knochematerial darstellen bzw. ersetzen soll. Diasorb ist Cerasorb, auf dessen Oberfldche
Nanodiamant in unterschiedlichen Konzentrationen (4 %ig, entspricht 40 mg/mL Nanodiamant
auf Cerasorb und 8 %ig entspricht 80 mg/mL Nanodiamant auf Cerasorb) aufgebracht worden

ist (Abb. 75).
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Abb. 75: Partikel aus Calciumapatit namens Cerasorb® (links), Cerasorb mit physisorbierten Nano-
diamant mit einer Konzentration von 4% wt (Diasorb®, Mitte) und Cerasorb mit physisorbierten
Nanodiamant mit einer Konzentration von 8% wt (Diasorb®, rechts).

Hierzu wurde ein dreiwdchiger Aufenthalt in den Laboren von Kenneth Dawson in Dublin
durchgefiihrt, die gesammelten Daten der entwickelten Methode ausgewertet und in den

nachfolgenden Tabellen veranschaulicht.

3.0 mg Cera- oder Diasorb wurden in je ein Eppendorf-Gefial eingewogen und mit 0.5 ml
Humanplasma bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Die Proben wurden zentrifugiert, der Uberstand
abgenommen (Supernatant), der Riickstand mit PBS-Puffer gewaschen und anschlieBend
wurde die Probe erneut zentrifugiert.>!7-2!81 Der resultierende Uberstand dieser
Probenbehandlung wurde Wash 1 genannt. Diese Prozedur wurde dreimal wiederholt und nach
jedem Waschgang wurde das Eppendorf-Cap gewechselt, um eine Proteinadsorption an der
GefaBwand, die durch alle weiteren Waschgédnge mitgeschleppt wird, zu vermeiden. Als
Kontrolle wurde PBS-Puffer verwendet. Die einzelnen isolierten Proben wurden dann einer
SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrymid-Gelelektrophorese) unterworfen, um die
Proteine nach ihrer Grof3e und Masse zu trennen. Hierfiir wurden Diasorb/Cerasorb, Wash 4
und Kontrolle mit 20 ul PBS und 10 pl Ladepuffer verdiinnt und fiir 5 min bei 100 °C inkubiert.
Alle Proben wurden dann auf das vorbereitete Gel fiir SDS-PAGE aufgetragen und Spannung
angelegt, um das Gel zu entwickeln (Abb. 76). Nach ca. 120 min ist die Gelelektrophorese
beendet und das Gel kann mit Silberfarbung angefarbt werden, um die Proteinbanden sichtbar

zu machen.

84



HAUPTTEIL

Cerasorb Diasorb CS DS
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Abb. 76: SDS-PAGE mit Cera- (CS) und Diasorb (DS) mit unterschiedlichen Probenpréparationen.
Gran. sind die einzelnen Granulen und crushed Gr. zeigt die zerkleinerten Granulen, da davon
ausgegangen wird, dass auch Proteine in die Poren der Granulen diffundieren. W4 steht fiir vierten
Waschgang des Riickstandes der mit Proteinen behafteten Cera- oder Diasorb-Granulen.

Die Banden wurden ausgeschnitten und einem Trypsin-Verdau unterworfen, um die Proteine,
die an die Partikel anlagern, mittels Massenspektromtrie zu analysieren.[*> 2% Die folgenden
Diagramme zeigen die unterschiedlichen Proteine, die auf Cerasorb und Diasorb die

Proteincorona ausgebildet haben (Abb. 77 und Abb. 78).
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Abb. 77: Proteine, die auf CS1 (Cerasorb 1.Waschgang), CS2 (Cerasorb 2. Waschgang), DS4 1 (Diasorb 4% 1. Waschgang), DS4 2 (Diasorb 4%
2.Waschgang), DS8 1 (Diasorb 8% 1.Waschgang) und DS8 2 (Diasorb 8% 2.Waschgang) adsorbierten und in den unterschiedlichen Waschgingen vorhanden
waren.
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Abb.78: Proteine, die auf CS1 (Cerasorb 1.Waschgang), CS2 (Cerasorb 2. Waschgang), DS4 1 (Diasorb 4% 1. Waschgang), DS4 2 (Diasorb 4% 2.Waschgang),
DS8 1 (Diasorb 8% 1.Waschgang) und DS8 2 (Diasorb 8% 2.Waschgang) adsorbierten und in den unterschiedlichen Waschgidngen vorhanden waren.
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Die Daten zeigen, dass z. B. Lipoproteinlipase (hydrolysiert Triglyceride in Lipoprotein),
Insulin-dhnliches Wachstumsfaktor-bindendes Protein 3 (Trégerprotein fiir IGF (Insulin-like
growth factor), welches zur Apoptose durch Proteinkinase B fiihrt), Transketolase oder
Phospholipid-Transferprotein (involviert in Cholesterinmetabolismus) an Cerasorb binden,
jedoch nicht an Diasorb. Hier binden z. B. Serotransferrin (verantwortlich fiir Eisentransport

im Blut) oder Haptoglobin (Bindung von Himoglobin und Zufiihrung zum RES).

Diese unterschiedlichen Proteine zeigen, dass Nanodiamant einen Einfluss auf die Art der
Proteine hat, die sich anlagern. Auffallig ist, dass an Diasorb 4% oder 8% keine Proteine binden,

die dafiir bekannt sind Apoptose hervorrufen konnen.

Eine genauere Untersuchung sollte noch in weiteren Experimenten durchgefiihrt werden, so
dass weitere Aufschliisse liber die Proteinadsorption an Nanodiamant gewonnen werden

konnen.
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4 /ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

Nanodiamant bietet in der Medizin und in der Biologie zahlreiche Anwendungsmdglichkeiten
aufgrund der guten Biokompatibilitit und geringen Toxizitdt. Durch die umfangreichen
Funktionalisierungsmoglichkeiten der Oberfliche der nanometergro3en Partikel konnen viele
unterschiedliche Wirkstoffe, Rezeptormolekiile oder Peptidsequenzen angebunden werden, die
zusammen mit Nanodiamant ein anderes, durchaus besseres Wirkprofil aufweisen als der

Wirkstoff allein.?

Ziel dieser Arbeit war die Synthese eines pH-labilen Linkersystems, dass hydroxylhaltige
Wirkstoffe kovalent bindet und zusammen mit Nanodiamant in die Zellen bzw.
Zellkompartimente, in denen ein saurer pH-Wert herrscht, eingeschleust werden. Uber die
Anderung des pH-Wertes in der Zelle soll der Wirkstoff freigesetzt werden und seine Wirkung
entfalten konnen. Die zu synthetisierenden Linker 14 und 29 stellten sich als instabil heraus und
neigten dazu, Umlagerungen einzugehen, so dass eine erfolgreiche Anwendung in wéssrigen

Medien nicht moglich war (Abb. 79).

o
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Abb. 79: pH-labile Orthoestersysteme 14 und 29 zur Anbindung von hydroxylhaltigen Wirkstoffen.

Daraufhin wurde ein pH-labiles Linkersystem auf der Basis eines Hydrazons hergestellt. Uber
das synthetisierte Hydrazinderivat 70 konnen Wirkstoffe, die iiber eine Aldehyd- oder
Ketonfunktion verfiigen, hier Doxorubicin (8), angebunden werden und pH-Wert-kontrolliert
in der Zelle freigesetzt werden. Zusitzlich tragt der Nanodiamant ein kovalent angebundenes
Targeting-Molekiil, hier Folsdure, welches eine verbesserte Adressierung der Wirkorte gewéhr-
leisten soll. Fiir eine Anbindung iiber Clickchemie musste die Folsdure ebenfalls modifiziert
werden (81, s. Abb. 80). Die Freisetzung wurde mittels UV-Vis-Spektroskopie detektiert und

ausgewertet.
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Abb.80: Anbindung von Doxorubicin (8) an dem Hydrazid-funktionalisiertem Nanodiamant 70 (oben);
die zur Herstellung von 70 benétigte, modifizierte Folsdure 81 (unten).

Neben der spezifischen Funktionalisierung von Nanodiamant besitzt auch die Interaktion der
Nanodiamantpartikel mit biologischen Medien eine besondere Bedeutung fiir zukiinftige
biomedizinische Anwendungen. Wenn die Partikeloberfliche durch Proteinadsorption
gegeniiber dem Wirkort abgeschirmt wird, so kann der angebundene Wirkstoff gegebenenfalls
nicht freigesetzt werden und somit nicht seine Wirkung entfalten und bleibt letztlich ungenutzt.
So war es von besonderem Interesse, die Wechselwirkungen von Nanodiamant in Humanserum
und auch weiteren physiologischen Medien zu untersuchen. Dabei wurden sowohl freie
Nanodiamantpartikel als auch solche, die auf klinisch bereits eingesetzten Gerlistmaterialien im
Bereich der Therapie groBer Knochendefekte adsorbiert waren, untersucht. Es zeigte sich eine
unterschiedliche Proteinadsorption an Nanodiamant, der an Calciumapatit-partikeln
physisorbiert war verglichen mit der Adsorption an den gleichen Calciumapatit-partikeln ohne

Nanodiamant (Abb. 81).
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Abb. 81: Partikel aus Calciumapatit der Marke Cerasorb® (links), Cerasorb mit physisorbierten Nano-
diamant mit einer Konzentration von 4% wt (Diasorb®, Mitte) und Cerasorb mit physisorbierten
Nanodiamant mit einer Konzentration von 8% wt (Diasorb®, rechts).

Auch wurden die Wechselwirkungen von Nanodiamant mit der physiologischen Umgebung
untersucht, die zur Agglomeration der Nanopartikel fithren konnen. Es wurde ein unter-
schiedliches Agglomerationsverhalten der Nanodiamanten in wissriger Umgebung verglichen
mit Nanodiamanten in Glucoselosung sowie deren Stabilitdt im Serum beobachtet. So wurden

sehr gute Ergebnisse mit Nanodiamant in Glucoselosung erzielt (Abb. 82).

Proteine mit unter-
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Abb. 82: Schematische Darstellung von Nanodiamant-Glucose-Loung 110 in FBS nach Zugabe der
Nanodiamant-Glucose-Losung sowie die Coronabildung um Nanodiamant in wéssrigen
Medium zum Vergleich.

Durch die in dieser Arbeit vorgestellten Untersuchungen konnten wichtige Erkenntnisse zur
Wechselwirkung verschieden préparierter und funktionalisierter Nanodiamanten mit

physiologisch relevanten Umgebungen sowie zur stimuli-responsiven Wirkstoftfreisetzung aus
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Nanodiamant-Konjugaten gewonnen werden. In der Zukunft miissen diese Konjugate nun
durch in vitro- und in vivo-Tests biologisch weiter untersucht werden. Des Weiteren sollten
andere Wirkstoffe, bestimmte Zellorte adressierende Peptide usw. angebunden werden, um die
Effizienz des Targetings und die Anwendungsbreite der Nanodiamant-Konjugate zu
verbessern. Dies kann sowohl iiber die Clickchemie als auch die labile Anbindung mittels
Hydrazonbildung erreicht werden, die sich in dieser Arbeit erneut als sehr effizient erwiesen

haben.

Zudem wurde mit der Untersuchung der angelagerten Proteine um Nanodiamant ein erster
Schritt in Richtung eines umfassenden Verstindnisses der Wechselwirkung dieses Materials
mit biologischen Umgebungen unternommen. Auch wenn diese Wechselwirkungen,
insbesondere mit Humanserum, sehr komplex sind, so sind erste Aussagen beziiglich der Art
der angelagerten Proteine mdglich. Erste Versuche der Stabilisierung von Nanodiamant in
physiologischen Medien wurden ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt und zeigen eine effiziente
und einfache Moglichkeit, Nanodiamant in biologischen Medien vor der Agglomeration zu
bewahren. Die im Rahmen dieser Arbeit gewonnen Erkenntnisse beziiglich mehrfacher
Funktionalisierungsmoglichkeiten von Nanodiamant sowie dessen Stabilisierung in
physiologischen Medien zeigen die breite Anwendungsmaoglichkeit und das enorme Potential

von Nanodiamant im Bereich medizischer und biologischer Anwendungen auf.
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5 SUMMARY AND OUTLOOK

Nanodiamond offers various possible applications in medicine and biology because of its good
biocompatibility and low toxicity. Due to the extensive opportunities functionalizing the
surface of the nanosized particles, it is possible to bind a variety of different active
pharmaceutical ingredients (API), receptor molecules or peptide sequences. This
functionalization can result in an improved efficacy compared to the profile of the drug

alone.l>?

The aim of this thesis was the synthesis of a pH-labile linker system which covalently binds
hydroxyl group-containing APIs and transfers them together with nanodiamond into cells or
cell compartments, where an acidic environment is predominant. Because of the change of the
pH-value, the drug gets released and can act on its effect. The synthesized linker systems 14
and 29 were not stable and tend to rearrange so that a successful application in aqueous media

was unfeasible (Abb. 83).
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Fig. 83: pH-labile orthoester-systems 14 and 29 for linkage of hydroxyl group-containing drugs.

Thereupon a pH-labile linker system based on the formation of a hydrazone bond was
synthesized. APIs containing an aldehyde or a ketone, such as doxorubicin (8), can be linked to
the synthesized hydrazine derivative 70 and be released in cells due to the acid labile bond (Fig.
84). Additionally, the nanodiamond carries a covalently bound targeting molecule, i.e. folic
acid, to assure an improved uptake into certain cells exhibiting an increased number of folate
receptors. To bind folic acid through click chemistry to nanodiamond, it had to be modified in
advance (81, Fig. 84). The release of Doxorubicin was detected and evaluated via UV-Vis-

spectroscopy.
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Fig. 84: Linkage of Doxorubicin( 8) to the hydrazide-functionalized nanodiamond 70 (top); the modified
folic acid 81 used for the generation of 70 (bottom).

Besides the specific functionalization, the interaction of nanodiamond particles with biological
media is gaining more and more importance regarding future biomedical applications. If the
particle surface is shielded with proteins it is possible that the linked drug can not be released,
remains unused and cannot develop its desired effect. Because of this reason it was of great
interest to examine the interactions of nanodiamond in human serum and further physiological
media. Nanodiamond without further functionalisation as well as nanodiamonds which are
adsorbed on materials that are already in clinical usage in the field of large bone defects were
analysed. The results show a different protein adsorption for materials where nanodiamonds are

physisorbed to calcium apatite compared to calcium apatite alone (Fig. 85).
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Fig. 85: Cerasorb® particles made from calciumapatite (left), Cerasorb with physisorbed nanodiamond
with a concentration of 4% wt (Diasorb®, centre) and Cerasorb with physisorbed nanodiamond with a
concentration of 8% wt (Diasorb®, right).

The interactions of nanodiamond with a physiological environment which can lead to the
agglomeration of the particles was also examined. A different agglomeration bahaviour of
nanodiamond in aqueous media was compared to nanodiamond in glucose solution as well as
their stability in serum. Very good results were achieved for nanodiamond in glucose solution

(Fig. 86).
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Fig. 86: Schematic diagram of nanodiamond-glucose-solution 110 in FBS after addition of the nano-
diamond-glucose-solution as well as the corona formation around nanodiamond in
aqueous media for comparison.

From the presented studies in this thesis important insights into the interactions of
functionalized and different prepared nanodiamonds with physiological relevant environments

as well as with stimuli-responsive drug release from nanodiamond conjugates were obtained.
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Further biological investigations in vitro and in vivo have to be carried out in the near future. In
addition, other drugs, targeting peptids etc. have to be linked to the nanodiamond conjugate to
improve the targeting efficiency and to broaden the range of applications. This goal can be
achieved through click chemistry or formation of a labile hydrazone bond which was shown

again to be very efficient in this thesis.

Furthermore, the examination of the attached proteins around nanodiamond is the first step
towards a better comprehensive understanding of the interactions of this material with its
biological environment. Even if these interactions are very complex, especially in the case of
human serum, first statements according to the type of attached proteins are possible. First trials
of stabilizing nanodiamond in physiological media have been carried out successfully and
demonstrate an easy and effective way to hinder agglomeration of nanodiamond in biological
media. Finally, the insights gained in this thesis regarding the multiple possibilities of
nanodiamond as well as their stabilization in physiological media offer a broad range of
applications and show the potential of nanodiamond in the field of medical and biological

research.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Chemikalien

Alle zur Synthese eingesetzten Chemikalien wurden kommerziell erworben und ohne weitere

Reinigungsschritte verwendet. Die eingesetzten Losemittel wurden destillativ gereinigt.

Absolutierte Losemittel wurden gemdll gingiger Standardmethoden iiber entsprechenden
Trockenmitteln getrocknet. Es wurde generell vollentsalztes, bei Reaktionen mit Nanodiamant

stets doppelt destilliertes Wasser (pH = 7.0) oder Milliporewasser verwendet.

Ninhydrin Lésung: Spriithreagenz aus 0.3 g Ninhydrin und 3 ml Eisessig in 100 ml iso-Propanol;
Detektion durch Erhitzen auf 130 °C.

Kommerzieller Detonationsnanodiamant wurde von der Gansu Lingyun Corp. (China)

erworben mit der Chargenbezeichnung ND-0048 und ND-0062.

Der wasserstoffterminierte Nanodiamant wurde von Carbodeon aus Finnland erhalten mit der

Chargenbezeichnung 700224.

Als Schutzgas kam Stickstoff (99.9990%) der Firma Linde zum Einsatz.

6.2 Analysemethoden und Gerite

Diinnschichtchromatographie (DC)

Material: Macherey-Nagel DC-Alufolien Kieselgel 60 F2s4 (20 x 20 cm Folien)

Reaktionskontrollen mittels DC wurden auf Kieselgel 60 F,s; beschichteten Alumi-niumplatten
der Firma Macherey-Nagel durchgefiihrt. Die Visualisierung erfolgte mittels
Fluoreszenzloschung des Indikators bei 254 nm bzw. durch die Fluoreszenz der aufgetragenen
Stoffe bei 254 nm respektive 366 nm unter der UV-Lampe oder mit Hilfe von Anférbe-
reagenzien (lod, Kaliumpermanganat). Die Zusammensetzungen der Laufmittelgemische sind

stets in Volumenverhiltnissen (v:v) angegeben.
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Sdulenchromatographie

Material:  Merck Geduran® Kieselgel 60 (0.040-0.063 mm)

Macherey-Nagel Aluminiumoxid 90 basisch (Aktivititsstufe I, PartikelgroB3e
0.050-0.200 mm, spezifische Oberfliche (BET) ~ 130 m*/g, pH 9.5 + 0,3)

Macherey-Nagel Aluminiumoxid 90 neutral (Aktivitdtsstufe I, PartikelgroBe
0.050—-0.200 mm, spezifische Oberfliche (BET) ~ 130 m*/g, pH 7 £ 0,5)

Saulenchromatographie wurde mit Hilfe von Kieselgel der Firma Merck oder Macherey-Nagel
durchgefiihrt. Bei Aluminiumoxid (ALOX) muss noch eine Vorbehandlung stattfinden. Hierfiir
wird das ALOX im Trockenschrank fiir 4 h erhitzt, um Wasser zu entfernen und anschlieSend
die gewiinschte Aktivitdtsstufe eingestellt. Die jeweiligen Aktivitdtsstufen werden nach

folgender Tabelle eingeteilt:

Aktivitdtsstufe | Wassergehalt (%)

I 0
II 3
I 6
1A% 10
\Y 15

Aluminiumoxid mit der Aktivitdtsstufe Il wird erhalten, indem zu der abgwogenen Menge
Aluminiumoxid 3 % Wasser hinzu gegeben wird und verteilt dieses durch gleichméBiges

Schiitteln in einem verschlossenen Rundkolben.

Das erhaltene Aluminiumoxid der entsprechenden Aktivititsstufe wird mind. 12 h im
geschlossenen Rundkolben bis zur Sdulenchromatographie aufbewahrt, um eine gleichméBige

Durchmischung des Aluminiumoxids mit Wasser zu gewéhrleisten.

Liange und Durchmesser der Sdule wurden produkt- und mengenspezifisch abgestimmt. Die

verwendeten Losemittelgemische sind in Volumenanteilen (v:v) angegeben.
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NMR-Spektroskopie

Gerdt:  Bruker AVANCE 400 MHz FT-NMR-Spektrometer
('H: 400 MHz, “C: 100 MHz)

Die Spektren wurden bei einer Umgebungstemperatur von 27 °C aufgenommen.

Die chemischen Verschiebungen o sind in ppm angegeben. Als interner Standard diente bei 'H-
Spektren das 'H-Resonanzsignal des verwendeten Losemittels, bei '*C-Spektren das *C-
Resonanzsignal. Die Zuordnung der Signale im protonenentkoppelten *C-Spektrum wurde
durch DEPT-90- und DEPT-135-Spektren unterstiitzt. Bei literaturunbekannten Substanzen
wurde die Signalzuordnung zusétzlich durch COSY, HSQC- und HMBC- Spektren unterstiitzt.

FT-IR-Spektroskopie
Gerdte:  Jasco FT-IR-410 mit ATR-Aufsatz bzw Halterung fiir KBr-Presslinge

Thermo Fisher Scientific Nicolet iS5 mit DRIFTS-Einheit

Es wurde ein Messbereich von 4000-600 cm™! (ATR und KBr-Presslinge) bzw. 4000400 cm™
(DRIFTS) erfasst.

Herstellung KBr-Presslinge

Die KBr-Presslinge wurden wie folgt hergestellt: Ein KBr-Pressling wurd fiir 15 min bei 10 bar
gepresst, der Stempel wurde zur Hilfte herausgedreht und abgenommen, Substanz wurde mittig

auf den Pressling aufgetragen, der Stempel daraufgelegt und erneut bei 6 bar fiir 3 min gepresst.

Elementaranalyse

Gerat:  Elementar ,,Vario Micro Cube*
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Aufgrund von leichten Schwankungen der Analyseergebnisse bei der Messung von
Nanodiamantproben, wurde eine auf der Elementaranalyse basierende Berechnung der

Oberflachenbeladung fiir die funktionalisierten Nanodiamantpartikel nicht durchgefiihrt.

UV/Vis-Spektroskopie

Gerat:  JASCO V-630

Samtliche Spektren wurden in den angegebenen Losungsmitteln mit den jeweils angegebenen
Konzentrationen aufgenommen. Der Messbereich lag in einem Bereich von 200—-800 nm, die
Kiivette von Hellma Analytics bestand aus Quartz und besass eine Schichtdicke von 1 cm. Die

Referenzmessungen wurden mit dem jeweiligen Losungsmittel vorgenommen.

Massenspektrometrie

Gerédt:  Finnigan MAT Incos 500 oder MAT 90 (Elektronenionisation)
Bruker Daltonics mircOTOF Focus (Elektronenspray lonisation)

Schmelzpunktbestimmung

Gerat:  Reichert Kofler-Heiztisch

Die Werte der gemessenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Es konnten Werte im Messbereich

von 22-330 °C erfasst werden.

Thermogravimetrische Analyse

Gerat:  Perkin Elmer STA 6000

Die Messungen wurden in hochreinem Stickstoff (> 99.9990 %) durchgefiihrt. Bei jeder
Messung wurde von 50—-130 °C mit einer Heizrate von 10°K/min aufgeheizt, die Temperatur
fiir 60 min bei 130 °C gehalten und von 130 °C-900 °C mit einer Rate von 5 °K/min weiter

geheizt.
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Partikelgroffenmessung

Gerdt:  Malvern Zetasizer Nano ZS (DLS, 173° backscatter)

PartikelgroBen wurden ohne weitere Vorbehandlung bei jeder Diamantreaktion direkt aus

stabilen Uberstéinden nach dem letzten Waschvorgang mit bidest. Wasser gemessen.
ZetaPotential-Bestimmung

Gerat:  Malvern Zetasizer Nano ZS mit MPT-2-Autotitrator

Fiir Zetapotential-Messungen wurden die Nanodiamantproben in Millipore- oder bidest.
Wasser im Ultraschallbad dispergiert. Der pH-Wert der Dispersionen wurde mit Hilfe der pH-

Elektrode des Autotitrators bestimmt.

Ultraschallbehandlung

Geridt:  Ultraschallbad: Bandelin Sonorex Digitec Typ DT52 (max. 80 W, 35 Hz)

Ultraschallhorn: Branson Sonifier I1 W-450 (max. 400 W, 1985020050 Hz) mit
Titan-Mikrospitze (5 mm, konisch)

Zentrifugen

Gerdt:  Hettich EBA 21 Typ 1004 Tischzentrifuge mit Festwinkelrotor

Thermo Scientific Sorvall MTX 150 Ultrazentrifuge mit Ausschwingrotor
Vakuumpumpen
Gerdte:  Vacuubrand
Membranpumpen verschiedener Modellarten.
Entgasung von Reaktionslosungen

Im Rahmen der durchgefiihrten Sonogashira-Reaktionen wurde zur Entgasung der

Reaktionslosungen die sog. ,,Freeze-Pump-Thaw “-Methode angewandt. Hierzu wurde die
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Reaktionslosung nach Einfrieren mit fliissigem Stickstoff i. Vak. entgast, bevor sie im
geschlossenen Kolben i. Vak. wieder auftaute. Dieser Vorgang wurde, sofern nicht anders

angegeben, dreimal wiederholt.
Herstellung der PBS-Pufferiosungen

Zunichst wurden zwei Stammldsungen A und B hergestellt:

Tab. 5: Menge an Stammlosung A und B zur Herstellung der PBS-Pufferlosungen.

Mit dest. Wasser auf 1 L
A: KH2PO4 9.078 g 66.70 mmol auffillen

Mit dest. Wasser auf 1 L
B: Na,HPO4¢2H,0 11.876 g 66.70 mmol auffillen

Fiir die Herstellung der PBS-Pufferlosungen mit den gewliinschten pH-Werten wurden die in
Tab. 5 angegebenen Volumina der Stammldsung B mit Stammlosung A auf 100 ml aufgefiillt.
Zur genauen Einstellung der jeweiligen pH-Werte wurden die Pufferlosungen bei Bedarf
entweder mit verdiinnter Salzsiure oder verdiinnter Natriumhydroxidldsung versetzt.[?*]

Tab. 6: pH-Werte und Volumina der Stammlésung B der fiir verschiedene Experimente notwendigen
PBS-Pufferlosungen.

pH-Wert V Stammlésung B [ml]
4.6 0.6
6.0 12.1
7.4 81.8
8.0 96.9

Freisetzungsexperimente

Es wurde eine Kalibriergerade von Doxorubicin mittels UV-Vis-Spektroskopie (Emission
480 nm, Excitation: 550 nm) in PBS-Puffer mit einem pH von 4.6 und 7.4 ermittelt.
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DOX-Konzentrationen: 1mg/mL, 0.5 mg/mL, 0.1 mg/mL, 0.05 mg/mL, 0.02 mg/mL und 0.01
mg/mL.

Jede Messung wurde je dreimal wiederholt, daraus ein Mittelwert ermittelt und aus den
erhaltenen Messpunkten wurde eine Kalibriergerade zur Ermittlung der Doxorubicin-
Konzentration bei pH4.6 und 7.4 erstellt. Anhand dieser Kurven kann mittels der erhaltenen
Absorption die Konzentration in den Uberstinden der Nanodiamant-Losungen ermittelt
werden.

Die Nanodiamantproben wurden jeweils im Ultraschallbad in 1.5 mL PBS-Pufferlosung
(pH = 4.6 und pH =7.4) dispergiert und bei 37 °C inkubiert.

Fiir die Abnahme des Uberstandes wurden die Proben in der Tischzentrifuge zentrifugiert
(15000 rpm, 7 min) und nach der Abnahme erneut mit dem jeweiligen Puffer versetzt,
redispergiert und bis zur nichsten Abnahme wieder im Wasserbad bei 37 °C gehalten.

Die Abnahmezeiten sind: 0 min,15 min, 30 min, 45 min, 1 h, 2h, 4h, 8 h, 16 h, 20 h, 24 h,
36 h,48h,72h,96 h, 120 h, 144 h,8d, 10d, 14 d, 21 d und 28 d.
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6.3 Synthesen

6.3.1 Synthesen organischer Verbindungen

Darstellung von 2,2,2-Trifluor-N-(2-hydroxy-1-hydroxymethyl-ethyl)-acetamid
(12)[1 76]

H H
C i S
+
HN~ O FCTUOTTCR TR Re” "
11 12

In einen 100 mL Kolben wurden 2.57 g (28.2 mmol) 11 mit 50 mL THF abs. versetzt und
mittels Eisbad auf 0 °C gekiihlt. AnschlieBend wurden tropfenweise 15.5 mL (14.8 g,
70.5 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid zugegeben, nach 30 min wurde das Eisbad entfernt und
Reaktionslésung bei Raumtemperatur fiir 6 d geriihrt. Laut DC-Kontrolle (CyH/EtOAc = 2/1,
angefiarbt mit KMnQO4) war kein Edukt mehr vorhanden und die Losung wurde i.Vak vom
Losemittel befreit. Der Riickstand wurde in 30 mL THF abs. gelost und unter Schutzgas mit
45 mL MeOH abs. versetzt und fiir 2 d bei RT geriihrt. Nach Beenden der Reaktion (DC-
Kontrolle, CyH/EtOAc = 1/1, mit KMnOs angefirbt) wurde die Reaktion am
Rotationsverdampfer eingeengt und einer Sdulenchromatographie (Cyclohexan/EtOAc= 1/1,
spiter Wechsel auf reines EtOAc) unterzogen, um das Produkt als farblosen Feststoff zu

erhalten.
Ausbeute: 5.03 g (26.9 mmol, 95 %, Lit. 99 %)!'"%;
Smp.: 61 - 63 °C;

UV/VIS (Acetonitril): Amax= 298 nm, e= 1.88*%10°L cm™'mol’;
Amax= 317 nm, e= 1.77*10°L cm'mol';

Amax= 332 nm, e= 9.01*10'L cm'mol!;
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TH-NMR (400 MHz, CDClL3): 6 = 3.87 (dd, °J = 11.0 Hz, °J=4.20 Hz, 2H, CHCH-0), 3.99
(dd, 27 =11.0 Hz, °J = 3.36 Hz, 2H, CHCH,0), 4.03-4.08 (m, 1 H, CHCH,0), 7.08 (br. s, 1H,
NH) ppm;

I3C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 51.9 (CHCH>OH), 53.2 (2 x CHCH>OH) ppm; CF3 und CO
nicht detektiert;

MS (EL 70 eV): m/z = 188 (M",1 %), 156(M*-CH,OH, 100 %), 139 (M*-(CH,OH, OH) 79 %),
69 (CF5', 44 %), 42 (NHCH,CHa, 31 %), 31 (CH,0H, 28 %);

EA: ber.: C: 32.09 %, H: 4.31 %, N: 7.49 %; gef.: C: 32.43 %, H: 4.26 %, N: 7.69 %,

FT-IR (ATR): 3512 (m, -OH), 3435 (m, -OH), 3230 (m, -CONH-), 3086 (m, -CONH-), 2931
(m, -CHs, -CHa-), 2866 (m, -CHs, -CH,-), 1705 (s, C=0), 1560 (m, -CONH-), 1454(m, -CHs, -
CH,-), 1369 (m, CF3), 1203, 1149, 1038, 1001, 982, 920, 798, 771, 723, 706, 638 cm’".

Darstellung von 2,2,2-Trifluor-N-(2-ethoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)- acetamid
(13)

OH O O p-TsOH (o)
0 - 0
J J/\/OH ' )ox CH,Cl, L L%O\

1.45 g (7.70 mmol) Diol 12 wurden in 40 mL Dichlormethan geldst und unter Riithren mit
2.3 mL (2.01 g, 12.4 mmol) und bei RT 90 min geriihrt. Laut DC-Kontrolle (CyH/EtOAc = 2/1,
angefarbt mit KMnOs) war kein Edukt mehr vorhanden. Die Reaktionsmischung wurde viermal
mit je 30 mL bidest. Wasser extrahiert, die organischen Phasen vereinigt und mit KoCOs
getrocknet. Das Losungsmittel wurde i. Vak. abdestilliert, der Riickstand mit 2 mL Dichlor-
methan und 10 mL n-Pentan versetzt und das Losemittel bei 250 mbar abdestilliert, um 13 als

farblosen Feststoff zu erhalten.
Ausbeute: 1.38 g (5.37 mmol, 70 %);

Smp.: 83 — 84 °C;
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"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.17 (t, °J = 7.04 Hz, 3H, CH.CHs), 1.39 (s, 3H, CCH>),
3.46 (q, °J=7.04 Hz, 2H, CH,CH3), 3.65-3.8 (m, 2H, CHCH:0), 3.70 (m, 1H, CHCHO),
4.13-4.16 (m, 2H, CHCH:0), 9.74 (br. s, 1H, NH) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCL): 6 = 15.1 (OCH,CHs), 22.5 (CHs), 43.9 (CHCH,0), 57.8
(OCH,CHs), 60.4 (2 x CHCH,0), 15.1 (COCHCH3), 115.8 (CF3) und 156.6 (CO) ppm;

UV/VIS (Acetonitril): Amax=297.2 nm, &= 1.03*10° L cm™'mol;
Amax=308.8 nm, &= 1.07*10° L cm™'mol';
Amax=329.4 nm, &= 1.14*10°L cm™'mol';

MS (EIL, 70 eV): m/z =272 (10 %), 230 (M*-CH2CH3, 5 %), 212 (M*-OCH>CH3, 100 %), 170
(75 %), 139 (40), 43 (94);

EA: ber.: C: 42.03 %, H: 5.49 %, N: 5.45 %; gef.: C: 41.80 %, H: 5.49 %, N: 5.68 %;

FT-IR (ATR): 3298 (m, -OH), 3091 (m, -CONH-), 3010 (m, -CONH-), 2987 (m, -CHs, -CH,-),
2956 (m, -CHs, -CHy-), 2894 (m, -CHs, -CHa-), 1693 (s, -(CH20),C(OR)CHs), 1556 (m, -NH-),
1452 (w, -CHs, -CHa-), 1387 (m, -CHs), 1279, 1250, 1186 und 1146 (Ester), 1090, 1057, 984,
949, 922, 870, 808, 725, 631 cm™.

Darstellung von 2-Ethoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-amin (14)

{ {

O O
o 0%\ 1 N NaOH O%\
A J/\/O THF J/\/o
FsC” N HaN
H
13 14

In einem 50 mL-Rundkolben wurden 930 mg (3.62 mmol) Orthoester 13 in 15 mL THF abs.
gelost und mit 15 mL 1 N NaOH versetzt. Die Losung wurde fiir 4.5 h bei RT geriihrt. Die
Reaktion wurde mit 15 mL Dichlormethan versetzt und dreimal mit je 30 mL Dichlormethan

extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Kaliumcarbonat getrocknet und 1i.
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Vak. vom Losemittel befreit, um den Aminoorthoester 14 als farbloses Ol zu erhalten, das bei

langerem Stehen auskristallisierte.
Ausbeute: 484 mg (3.00 mmol, 83 %);
Smp.: 52 - 54 °C;

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.14 (t, °J = 7.08 Hz, 3H, CH.CHs), 1.34 (s, 3H, CCH>),
1.80 (br. s, 2H, NH,), 2.57 (m, 1H, CHCH,0), 3.35-3.38 (m, 2H, CHCH-0), 3.44 (q, °J =
7.08 Hz, 2H, CH>CH3), 4.03—4.07 (m, 2H, CHCH-O) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 15.2 (OCH,CH3), 22.7 (CHs), 43.9 (CHCH,0), 57.5
(OCH>CH3), 65.3 (2 x CHCH:0), 110.7 (COCH2CH3) ppm;

UV/VIS (Acetonitril): nicht detektiert;

FT-IR (ATR): 3377 (m, -NH), 2976 (m, -CH3, -CH-), 2937 (m, -CH3, -CHa-), 2883 (m, -CHs,
-CH-), 1591 (m, -NHa), 1454 (m, -CHs, -CHa-), 1381 (s, -C-O-CH,CHs), 1300, 1252 (CF3),
1155 und 1132 (-(CH20).C(OC2Hs)CHs), 1059, 1032, 984, 947, 914, 868, 812, 754, 716 cm’';

MS (ESI, pos.): gef.: 162.11247, ber.: 162.1130 (C7H16NO3);

HR-MS (ASAP, pos.): gef.: 162.1125, ber.: 162.1130 (C7H16NO3);

Darstellungsversuche des Testsystems 2,2,2-Trifluor-N-(2-(2-(2,2-dichlor-
acetamido)-3-hydroxy-3-(4-nitrophenyl)propoxy)-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)-
acetamid (20)

Iz

H;CCN /(/
FSC)J\ (0] cl

20

NO,
4 02N
o OH OH
0 PPTS
j\ Lﬁ\ N OH o OO0 N
0 HNKO ~
clI” el
1
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300 mg (1.17 mmol) des geschiitzten Orthoesters 13 wurden in 25 mL Acetonitril geldst, mit
380 mg (1.18 mmol) 1 und 3.00 mg (11.9 pmol) PPTS versetzt und fiir 3.5 h auf 105 °C erhitzt.
Nach Abkiihlen der Losung wurde diese i. Vak. eingeengt, mit 20 mL Ethylacetat, das iiber
Kaliumcarbonat gelagert wurde, versetzt und dreimal mit je 30 mL bidest. Wasser extrahiert.
Die organische Phase wurde mit Natriumsulfat getrocknet und i.Vak. vom Ldsemittel befreit,

jedoch wurde kein gewiinschtes Produkt erhalten.

Umlagerung des Orthoesters 13 zu 3-Hydroxy-2-(2,2,2-trifluoracetamido)-
propylacetat (21)

o J/\.i* PPTS o OH
F C)J\N © THF A LO
3 N j{
13 21

835 mg (3.25 mmol) des Orthoesters 13 wurden in 20 mL THF gel6st und mit 2.00 mg PPTS
(7.96 umol) versetzt und bei RT fiir 18 h geriihrt. Die Reaktionslésung wurde i.Vak. vom
Losemittel befreit, mit Diethylether und halbgesittigter NaCl-Losung versetzt und die wéssrige
Phase zweimal mit Diethylether extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit
Kaliumcarbonat getrocknet und i.Vak. vom Ldsemittel befreit, um 21 als farbloses Ol zu

erhalten.
Ausbeute: 629 mg (2.74 mmol, 84%);

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): § = 1.99 (s, 3H, COCHs), 3.45-3.56 (m, 1H, CHCH,0),
3.57-3.65 (m, 1H, CHCH,O), 4.00-4.03 (m, 1H, CHCH,0), 4.14-4.17 (m, 1H, CHCH,0),
4.19-4.21 (m, 1H, CHCH,0), 4.99-5.01 (m, 1H, OH), 9.40 (br. s, |H, NH) ppm;

13C-NMR (100 MHz, DMSO-d): 6 = 20.6 (OCHs), 48.9 (CHCH,0), 62.3 (CHCH,CO), 64.8
(CHCH,OH), 170.2 (COCH3) ppm;

UV/VIS (Acetonitril): Amax=298.4 nm, € = 7.34*10' L cm™'mol’!;
Amax=316.6 nm, € = 6.01*10' L cm™'mol';
Amax=331.2 nm, e=4.75*10' L cm 'mol;

MS (ESI, pos.): gef.: 252.0455, ber. 252.0454 (C7H10F3NO4Na);
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FT-IR (ATR): 3419 (m, -OH), 3309 (m, -CONH-), 3095 (m, -CONH-), 2958 (m, -CHs, -CH,-),
2891 (m, -CHs, -CHa-), 1709 (s, v(CO)), 1558 (m, -NH-), 1462 (w, -CHs, -CHa-), 1369 (m, -
CHs), 1209, 1176 und 1155 (s, -CHa-O-CO-CHz), 1047, 984, 928, 885, 854, 727, 633 cm’.

Darstellung von Diethyl-2-(4-nitrophenyl)malonat (24)/??1

EtO O
KO'Bu
O e
_I_
O,N EtOMOEt DMSO OFt
2 02N
22 23 24

Zu einer Losung aus 14.0 g (125 mmol) Kalium-zert-butanolat in 100 mL trockenem DMSO
wurde unter Schutzgasatmosphire 18.9 mL (20.0 g, 125 mmol) Diethyl-2-(4-nitrophenyl)-
malonat (22) iiber einen Zeitraum von 20 min zugetropft. Nach Abkiihlen der
Reaktionsmischung auf RT wurde portionsweise 9.15 g (45.3 mmol) 4-Nitrobrombenzol (23)
innerhalb von 30 min zugegeben. Die Reaktionsmischung farbte sich dunkelviolett und wurde
anschliefend 3 h lang auf 105 °C erhitzt. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Nach vollstdndiger Umsetzung des Edukts wurde die Losung mit
200 mL Wasser versetzt und anschlieBend sechsmal mit 150 mL EtOAc extrahiert. Die
organischen Phasen wurden vereinigt und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel
wurde i1.Vak. entfernt und die rotbraune Fliissigkeit mittels S&dulenchromatographie
(CyH/EtOAc = 10/1) aufgearbeitet. AnschlieBend wurde eine Kugelrohrdestillation bei 75 °C

durchgefiihrt, um das Produkt als gelbes Ol zu erhalten, welches spiter auskristallisierte.
Ausbeute: 9.30 g (33.1 mmol, 73 %, Lit. 84.2 %);
Smp.: 58 °C;

TH-NMR (400 MHz, CDCI3): 6 =1.25 (t, 6H, CH3-CHa, 3] = 7.1Hz), 4.15-4.32 (m, 4H,
CH>CH3)4.70 (s, 1H, COHCCO), 7.58 (dd, 2H, Hsund Hs, J5.5, J>5=6.8 Hz)., 8.20 (dd, 2H,
H>und Hs, 3Js.6, °J23 = 6.5 Hz) ppm;

Die erhaltenen Daten stimmen mit der Literatur iiberein.??!]

109



EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung von Diethyl-2-(4-aminophenyl)malonat (25)

EtO.__O EtO.__O
Pd/C, H
2 5 6 0
- f
O,N H N4 OEt
24 25

6.10 g (21.7 mmol) Diethyl-2-(4-nitrophenyl)malonat (24) wurden in einem 250 mL-
Schlenkkolben mit 110 mL Ethylacetat versetzt. Unter Schutzgasatmosphére wurden 250 mg
Pd/C-Katalysator hinzugefiigt und anschliefend ein Ballon mit Wasserstofffiillung aufgesetzt.
Die Reaktionsmischung wurde 24 h bei RT geriihrt und der Reaktionsverlauf diinnschicht-
chromatographisch verfolgt. Nach vollstindiger Umsetzung wurde der Katalysator mittels

Filtration und das Losungsmittel i. Vak. entfernt, um das Produkt 25 als gelbes Ol zu erhalten.
Ausbeute: 5.36 g (21.4 mmol, 99%);

Re-Wert: 0.37 (CyH/EtOAc = 2/1);

UV/VIS (Acetonitril): Amax = 249.6 nm, 292.8 nm, € = 4.28*10* L cm-1mol-1;

'TH-NMR (400 MHz, DMSO-dq): 0 =1.16 (t, 6H, CH3-CH,, *J = 7.1Hz), 4.03—4.20 (m, 4H,
CH>CH3), 4.62 (s, 1H, COHCCO), 5.17 (s, 2H, NHa), 6.52 (dd, 2H, Hsund Hs, *Js.6, 3J23=6.5
Hz), 6.99 (dd, 2H, H>und Hs, 3Js6, 3J23 = 6.5 Hz) ppm;

BC.-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 13.9 (2 x CH;CH,), 56.1 (COCHCO), 60.9
(2 x CH3CH,), 113.6 (Cas), 119.7 (Cs5), 129.7 (Cy), 148.4 (Cs), 168.5 (2 x COOCH,) ppm;

FT-IR (ATR): V = 3468 (m, v(N-H)), 3378 (m, v(N-H)), 2982 (m, v(C-H)), 1724 (s, v(C=0)),
1624 (w, v(C=Carom)), 1517 (m, 6(N-H)), 1269 (m, 6(=Carom-H)), 1142 (s, v (C-0)), 1028 (s),
834 (w) cm’!;

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 251.1 ((M*], 32), 178.1 ((M"-(COOHCH,CHs], 100), 150.1 (20),
122.1 (22), 106.1 ([M*~(CeH100s), 51].

EA: ber.: C: 62.14 %, H: 6.82 %, N: 5.97 %; gef.: C: 62.00 %, H: 6.97 %, N: 6.35 %.
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Darstellung von 2-(4-Aminophenyl)propan-1,3-diol (26)

EtO. __O OH
(@) LiAlH4 OH
OEt THF
HyN HyN
25 26

536 g (21.4 mmol) Diethyl-2-(4-aminophenyl)malonat (25) wurden unter Schutzgas-
atmosphire mit 120 mL THF versetzt und bei 0 °C portionsweise 3.66 g (96.4 mmol)
Lithiumaluminiumhydrid hinzugefiigt. Die Reaktionslosung wurde fiir 96 h auf 70 °C erhitzt
und der Reaktionsverlauf chromatographisch verfolgt. Nach vollstindiger Umsetzung des
Malonats 25 wurde die Losung nacheinander vorsichtig mit 30 mL 10%iger Kalium-
hydroxidlosung und 200 mL bidest. Wasser versetzt und anschlieBend zehnmal mit je 200 mL
Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Natriumsulfat
getrocknet und das Losungsmittel i. Vak. destillativ entfernt. Die Aufarbeitung erfolgt mittels
Sdulenchromatographie (SiO:; EtOAc:/CyH =/:1), um 26 als gelbe, Olige Fliissigkeit zu

erhalten.

Ausbeute: 1.09 g (6.52mmol, 30%);

R~-Wert: 0.15 (EtOAc:Cyclohexan = 9:1);

UV/VIS (Acetonitril): Amax=242.0nm, 289.2 nm, £ = 1.03*10*L cm 'mol;

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =2.56-2.62 (m, 1H, CH.CHCH,), 3.45-3.62 (m, 4H,
CHCH»), 4.37 (t, 2H, CH20H, 3J = 5.2 Hz), 4.79 (s, 2H, NH,), 6.47 (dd, 2H, H3und Hs, 3Js 6,
3J53= 6.5 Hz); 6.84 (dd, 2H, H>und Hs,Js 6, >J>3= 6.5 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 49.7 (CH.CH), 63.3 (2x CH,CH), 113.8 (Cs5), 128.5
(Ca), 129.0 (C)), 146.8 (Cs) ppm;

MS (EI, 70 eV): m/z (%) = 167.1 ([M*], 31), 136.1 ((M*<(CH,0H)], 100), 118.1 ((M*-(CH,OH,
OH)], 27), 106.1 ([M*-(2x CH,OH), 35], 91.1 (13);

EA: ber.: C: 64.65 %, H: 7.84 %, N: 8.38 %; gef.: C: 64.88 %, H: 8.05 %, N: 8.26 %;
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FT-IR (ATR): ¥ = 3338(s, v(O-H)), 2927(m, v(C-H)), 2875(m, v(C-H)), 1614 (m, S(N-H)),

1515 (s, v(C=Carom)), 1257 (w, 8(=Carom-H)), 1024 (s), 826(s) cm™..

Darstellung von N-(4-(1,3-Dihydroxypropan-2-yl)phenyl)-2,2, 2-trifluoracetamid
(27)

OH OH
OH _ TFAA _ o OH
THF )J\
H,N F,C7 °N
H
26 27

1.09 g (6.52 mmol) 2-(4-Aminophenyl)propan-1,3-diol (26) wurden in einem Schlenkkolben
vorgelegt und unter Stickstoffatmosphére mit 150 mL trockenem THF versetzt. Bei 0 °C wird
die Losung langsam mit 1.50 mL (10.8 mmol, 2.27 g) Trifluoressigsdureanhydrid versetzt und
2 hbei RT geriihrt. Der Reaktionsverlauf wurde chromatographisch verfolgt, nach vollstandiger
Umsetzung von 26 wurde die Reaktionslosung am Rotationsverdampfer eingeengt. Nun
wurden nochmals 50 mL trockenes THF und 20 mL trockenes Methanol zugegeben und 16 h
bei RT unter Stickstoffatmosphdre geriihrt. Nach Beendigung der Reaktion wurde der
Riickstand i.Vak. vom Ldsemittel befreit und einer Sdulenchromatographie unterzogen (SiOz;

EtOAc/CyH = 2/1), um 27 als gelben Feststoft zu liefern.
Ausbeute: 1.27 g (4.82 mmol, 74%);

Schmelzpunkt: 138 °C;

R Wert: 0.20 (CyH/EtOAc = 1/2);

UV/VIS (Acetonitril): Amax= 249 nm, £=2.59*10* L cm™'mol;

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 2.75-2.83 (m, 1H, CH,CHCH,), 3.5-3.70 (m, 4H,
HOCH,CH), 4.54(t, 2H, CH,OH, °J = 5.2 Hz), 7.24 (dd, 2H, Hound Hy, 3Js5, >J23 = 6.7 Hz),
7.54 (dd, 2H, Hsund Hs, 3Js 4, 3J23= 6.7 Hz), 11.17 (s, 1H, NH) ppm;

BC.NMR (100 MHz, DMSO-de): 6 = 50.2 (CHCH), 62.7 (2x CH,CH), 116.1 (q,
1Jer=288.9 Hz, CF3) 120.9 (Cas), 128.7 (Css), 1343 (C1), 139.8 (Cs), 154.4 (q,
%Jcr = 36.6 Hz, CF3CO)ppm;
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MS (E1, 70 eV): m/z (%) =263.1 ([M'], 10), 232.1 ((M*-(CH,OH)], 100), 215.1 ((M*-(CH,OH,
OH)], 100), 149.1 (15), 91.2 (18);

EA: gef.: C 50.4, H4.67, N 5.25; ber. fir C11H12F3NOs: C 50.19, H 4.60, N 5.32 %);

FT-IR (ATR): ¥ = 3289 (s, v(O-H)), 2943 (m, v(C-H)), 2883(m, v(C-H)), 1705 (m, v(C=0)),
1599 (s, V(C=Cuon)), 1537 (s), 1421 (m), 1377 (m), 1346 (m), 1248 (m, 5(C=Cuon-H)), 1180
(m), 1149 (m), 1070 (m), 1018 (m),976, 947, 825, 716, 677 cm’..

Darstellung von N-(4-(2-Ethoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-2,2,2-tri-
fluoracetamid (28)

OH

o OH \o oK _pTSOH *
J N
PN P CH,Cl,

27

421 mg (1.57 mmol) N-(4-(1,3-Dihydroxypropan-2-yl)phenyl)-2,2,2-trifluoroacetamid (27),
0.47 mL (415 mg, 2.56 mmol) Triethylorthoacetat und 2.80 mg (16.0 pumol) p-Toluolsulfon-
sdure wurden in 40 mL Dichlormethan geldst und 90 min bei RT geriihrt. Der Reaktionsverlauf
wurde chromatographisch verfolgt und nach vollstédndiger Reaktion des Edukts 27 wurde die
Reaktionslosung mit bidest. Wasser gewaschen und dreimal mit Dichlormethan extrahiert.
Nach dem Trocknen der vereinigten organischen Phasen mit Kaliumcarbonat wurde das
Losungsmittel destillativ i. Vak. entfernt und der verbleibende Riickstand iiber Sdulenchroma-
tographie (CyH/EtOAc = 1/1) mit ALOX (Stufe III) aufgereinigt. Es entstand 28 als farbloser
Feststoff.

Ausbeute: 477 mg (1.43 mmol, 90%);
Schmelzpunkt: 112-113 °C;
R~Wert: 0.93 (ALOX; CyH/EtOAc:1:3);

EA: (+V20s5) gef.: C 53.94, H 5.40, N 4.43 %) ber.: C 54.05, H 5.44, N 4.20 %;
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UV/VIS (Acetonitril): Amax= 248 nm;e = 1.02*¥10*L cm™'mol’!;

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 0 =122 (t, 3H, CH,CHs, 3J=7.08 Hz), 1.40 (s, 3H,
CH3C000), 3.10-3.18 (m, 1H, CH,CHCH>), 3.50(q, 2H, CH>CHj3, 3J = 7.04 Hz), 3.71-3.75
(m, 2H, CH>CH), 3.98-4.04 (m, 2H, CH>CH), 7.29 (dd, 2H, Hs und Hs, *Js.6, 3J23= 6.68 Hz),
7.62 (dd, 2H, H>und Hg, °Js6, °J23=6.68 Hz), 11.3 (s, 1H, NH) ppm;

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6= 15.2 (CH.CH3), 22.5 (CH3COOO), 38.5 (CH2CH), 57.7
(CH,CH:), 63.2 (2x CH2CH), 110.4 (CH3CO00), 115.8 (q, “Jcr = 288.7 Hz, CF3) 121.3(Cay),
128.2 (Cs.5), 135.3 (Ca), 135.4 (C)), 154.4 (q, *Jer = 36.9 Hz, CF3CO) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ =3213 (m, v(N-H)), 2979 (m, v(C-H)), 2929 (m, v(C-H)), 1703 (s,

v(C=0)),1610 (s, v(C=Carom)), 1551 (m), 1520 (w), 1296 (m), 1246 (s, S(C=Carom-H)), 1142 (s,
v(C-0)), 1041 (s), 1014 (s), 947 (s), 883, 866, 827, 762, 735, 681 cm’’;

MS (ESI, pos.): gef.: 356.1089, ber. 356.1080 (Ci5H1sF3NO4Na).

Darstellung von 4-(2-Ethoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)anilin (29)

o>

o>
e} 0]
\f\ 1N NaOH
— o)
0 © THF
X
29

FsC” N
* H

28

In einem 50 mL Rundkolben wurden 119 mg (356 pmol) Orthoester 28 in 10 mL THF abs.
gelost und mit 10 mL IN NaOH versetzt. Die Losung wurde fiir 4.5 h bei RT geriihrt und nach
vollendeter Reaktion mit 15 mL Dichlormethan versetzt und dreimal mit je 30 mL
Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden mit Kaliumcarbonat
getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer eingeengt, um den Aminoorthoester

29 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 81.6 mg (344 umol, 97 %);
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 =120 (t, 3H, OCH.CHs, °J = 7.0 Hz), 1.37 (s, 3H,
CH;COO0O0), 2.87-2.95 (m, 1H, CH,CHCH,), 3.48 (q, 2H, OCH,CHs, °J = 7.0 Hz), 3.60-3.64
(m, 2H, CHCH,CH,), 3.88-3.94 (m, 2H, CHCH,CH,), 4.98 (s br., 2H, NHb), 6.50 (dd, 2H, Hy
und Hs, 3Js, 3J23= 6.5 Hz); 6.86 (dd, 2H, Hsund Hs, 3Js 5, 3.Jo3 = 6.5 Hz) ppm;

BC.-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6=152 (OCH,CH3), 22.9 (CH3COOO), 38.2
(CH,CHCH,), 57.7 (OCH2CHs), 63.7 (CH,CHCH,), 110.3 (CH;CO0O0), 114.0 (Cag), 124.6
(Cs), 128.0 (C35), 147.8 (C1) ppm;

UV/VIS (Acetonitril): nicht detektiert;

FT-IR (ATR): ¥ = 3462 (m, v(N-H)), 3365 (m, v(N-H)), 2970 (m, v(C-H)), 2889 (m, v(C-H)),

1726, 1635(m, 8(-N-H)), 1614 (m, v(C=Carom)), 1518 (s, v(C=Carom)), 1452, 1385 (s, 8(-CH3)),
1292 (m, 8(C-N)), 1252 (s, 8(C-N)), 1140 (ss, v(-C-O-C-)), 1034 (ss, v(-C-O-C-)), 947 (s), 881
(s), 864 (m), 825 (s), 735 (w) cm’!;

MS (ESL, pos.): gef.: 238.1433, ber. 238.1438 (C13H20NO3).

Versuch der Darstellung von N-(4-(2-(2-(2,2-Dichloracetamido)-3-hydroxy-3-(4-
nitro-phenyl)propoxy)-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-2, 2, 2-trifluoracetamid
(32)

NO,
o7
O\ﬁ
0 OH PPTS
(@] + — 5
OH
HsCCN o) f
Bl HN._O A
:/[ F3C N1 3
H 2
28 cI” ¢l

6

80.0 mg (240 umol) des geschiitzten Orthoesters 28 wurden in 15 mL trockenem Acetonitril
gelost und mit 77.0 mg (240 umol) 6 und 800 ug (2.40 umol) PPTS versetzt. Die Reaktion
wurde fiir 3.5 h bei 80 °C erhitzt. Nach Abkiihlen der Losung wurde diese i. Vak. eingeengt,

um 120 mg eines farblosen Ols zu erhalten.
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IH-NMR (400 MHz, DMSO-dg): 5=1.93 (s, 3H, CH;COOO), 3.01-3.05 (m, IH,
CH,CHCH,), 3.34-3.38 (m, |H, CH,CHNHCOCHCL,), 3.56-3.64 (m, 3H, OCH,CH,
CH,CHNHCOCHCL), 3.91-3.95(m, 1H, CH,CHNHCOCHCL), 4.18-4.23 (m, 1H, OCH,CH),
431-4.35 (m, 1H, OCH,CH), 6.05 (s, 1H, CHOH), 6.05 (s br., 1H, CHOH), 6.47 (s, 1H,
CH,CHNHCOCHCL), 7.28-7.31 (m, 2H, Hss), 7.56-7.61 (m, 4H, Ha-¢ und Hag), 8.15-8.18
(m, 2H, H3-5),8.33 (d, 1H, NHCOCHCl,), 11.2 (s, 1H, NHCOCF3) ppm;

BC-.NMR (100 MHz, DMSO-ds): §=20.7 (CH;COOO), 46.4 (CH,CHCH,), 56.9
(CH,CHNHCOCHCL), 60.3 (CH,CHNHCOCHCL,), 62.3 (CH,CHCH,), 64.9 (CH,CHCH,),
66.5 (CHCL2), 69.0 (CHOH), 115.9 (q, "Jer = 288.7 Hz, CF3), 117.3 (Cy5), 121.1 (Ca-¢'), 127.4
(Cap), 128.6 (Css), 146.5 (C1), 151.3 (Cx), 1544 (q, “Jor=36.8 Hz, CF;CO), 163.4
(COCHCL), 170.4 (CH;:COOO);

FT-IR (ATR): ¥ = 3298 (m, -OH), 3077 (m, -CONH-), 2956 (m, v(C-H)), 2895 (m, v(C-H)),

1712 (s, v(C=0)),1610 (s, v(C=Carom)), 1550 (s, -NH-), 1516, 1466 (w), 1421 (m), 1244 (s),
1200 (s), 1149 (s), 1105 (w), 1036 (s, v (C-0)), 903 (m), 829 (s), 723, 650 cm’".

O/\ N02 N02
OTK
PoH verschiedene O\A
Varianten

FsC” °N Na HN  OH 0 OH
H /Z?O - )LN HN._O
Cl € H I
Cl cl” ¢l

28 6 32

Variante a: PPTS, Toluol abs.

In einem Zweihalskolben wurden 150.0 mg (450 umol) des geschiitzten Orthoesters 28 und
72.0 mg (223 pmol) 6 vorgelegt und 20 mL Toluol abs. und 1.00 mg (3.98 umol) PPTS
zugegeben. Die Reaktion wurde fiir 4 h auf 150 °C erhitzt, um entstehendes Ethanol und Wasser
abzudestillieren. Nach Abkiihlen der Lésung wurde diese i. Vak. eingeengt, und ein 'H-NMR-
Spektrum des Reaktionsgemischeses vermessen. Dies zeigt das Produkt der im Hauptteil

diskutierten Umlagerung (Kapitel 3.1.2.1).

Variante b: p-TsOH, THFabs./Toluol abs.
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In einen 50 mL-Dreihalskolben wurden 150.0 mg (464 umol) 6 in 20 mL THFabs./Toluol abs.
vorgelegt und mit 52.0 mg (156 pumol) des geschiitzten Orthoesters 28 und 5.60 mg (32.5 pmol)
p-TsOH versetzt. Die Reaktion wurde fiir 4.5 h bei 100 °C destilliert, um entstehendes Ethanol
und Wasser abzudestillieren. Nach Abkiihlen der Losung wurde diese mit 0.05 mL
Triethylamin versetzt, i. Vak. eingeengt, und ein '"H-NMR-Spektrum des Reaktionsgemisches

vermessen. Dies zeigt das Produkt der im Hauptteil diskutierten Umlagerung (Kapitel 3.1.2.1).
Variante c¢: PPTS, CH2Cl; abs., Molsieb 4 A

2.00 g vorgetrocknetes Molsieb 4 A wurden in einen 50 mL Schlenkkolben vorgelegt und unter
Schutzgas 61.0 mg (180 umol) der geschiitzte Orthoester 28, 59.0 mg (183 pmol) 6 und 10 mL
CH2Cl> abs. zugegeben. AnschlieBend wurden 600 pg (2.40 umol) PPTS der Reaktion
zugefiihrt und bei 40 °C geriihrt. Nach 4 h wurde die Losung auf Raumtemperatur abgekiihlt
und mit 200 pL Pyridin versetzt. Die Losung wurde vom Molsieb abfiltriert und i.Vak. vom

Losemittel befreit, um den umgelagerten Orthoester zu erhalten.
Variante d: PPTS, MeCN abs.

75.0 mg (225 pmol) 28 wurden in einem Schlenkkolben vorgelegt und mit 20 mL abs. MeCN
versetzt. Unter Rithren wurden 48.5 mg (150umol) 6 und eine katalytische Menge PPTS
zugefiigt. Die Reaktion wurde fiir 1 h auf 55 °C erhitzt und, nach Abkiihlen auf RT, mit 50 mg
festem Natriumcarbonat und anschlieBend wéssriger Natriumcarbonat-Losung versetzt. Die
Reaktionslosung wurde viermal mit Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen
vereinigt, liber Kaliumcarbonat getrocknet und i.Vak. vom Losemittel befreit. Um alle
Losemittelreste zu entfernen wurde anschlieBend das Ol noch an der Olpumpe getrocknet. Das
"H-NMR-Spektrum des Reaktionsgemisches zeigte jedoch das Produkt der im Hauptteil
diskutierten Umlagerung (Kapitel 3.1.2.1).

Variante e: p-TsOH, CH>Cl, abs./MeCN abs.

60.0 mg (180 umol) 28 wurden in 20 mL CH>Cl; abs. geldst und mit 116 mg (360umol) 6 und
einer katalytischen Menge p-TsOH versetzt und bei RT geriihrt. Da sich 6 nicht in CH>Cl> 16st,
wurde zusitzlich noch 10 mL MeCN abs. zugegeben. Nach zwei Stunden wurde eine DC-
Kontrolle durchgefiihrt und anschliefend nochmals 2 mg p-TsOH zugegeben, da es zu keiner
Reaktion der Edukte kam. Nach sechs Stunden und erfolgter DC-Kontrolle wurde eine

Umsetzung erhalten. Daher wurde die Losung einrotiert und ein 'H-NMR- Spektrum des
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Rohproduktes gemessen. Dies zeigt das Produkt der im Hauptteil diskutierten Umlagerung
(Kapitel 3.1.2.1).

Variante f: PPTS, Toluol abs.

100 mg (300umol) 28 wurden in einem evakuiert und bestickten Schlenkkolben vorgelegt und
mit 20 mL Toluol abs. versetzt. Anschlieend wurden 65.0 mg (200 umol) 6 und zwei Kristalle
PPTS zugegeben und bei RT geriihrt. Da sich die Substanzen nicht 16sen wurde die Reaktion
auf 110 °C fir 3 h erhitzt. Beim Abkthlen fiel ein weiller Feststoff aus, der sich in Chloroform
nicht 16st. Das Kontroll-DC zeigte die Umsetzung zum Umlagerungsprodukt.

Variante g: PPTS, MeCN abs.

100 mg (300pumol) 28 wurden in einem zunidchst evakuierten und anschlieBend mit Stickstoff
befiillten Schlenkkolben vorgelegt und mit 20 mL MeCN abs. versetzt. AnschlieBend wurden
65.0 mg (200 umol) 6 und zwei Kristalle PPTS zugegeben und auf 55 °C fiir 1 h erhitzt. Das
Kontroll-DC zeigte eine Umsetzung, jedoch zeigte das gemessene 'H-NMR-Spektrum des

Reaktionsgemisches, dass dasUmlagerungsprodukt entstand.
Variante h: PPTS, DMF abs.

100 mg (300pumol) 28 wurden in einem zunidchst evakuierten und anschlieBend mit Stickstoff
befiillten Schlenkkolben vorgelegt und mit 20 mL DMF abs. versetzt. AnschlieBend wurden
65.0 mg (200 umol) 6 und zwei Kristal-le PPTS zugegeben und 1 h bei RT im Dunkeln geriihrt.
Die Losung wurde i.Vak. vom Losemittel entfernt, jedoch zeigte das gemessene 'H-NMR-

Spetkrum des Rohproduktes lediglich den umgelagerten Orthoester.
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Darstellung von N-(4-(2-Ethoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)benzamid (35)

i o O
OH EEDQ 5 0
+ (0] @) 6
DMF 2 4
H,N 3
34 29 5 35

18.0 mg (147 umol) Benzoesdure 34 wurden in 2 mL DMF gelost und mit 100 pg EEDQ
(geldst in 1 mL DMF) versetzt und fiinf Minuten im Ultraschallbad behandelt. AnschlieBend
wurden 80.0 mg 4-(2-Ethoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)anilin (29) in 2 mL DMF gel6st und zu
der Reaktion gegeben. Die Reaktion wurde 18 h bei RT geriihrt und anschlieend mit 20 mL
Dichlormethan versetzt. Die organische Phase wurde viermal mit je 20 mL bidest. Wasser
extrahiert, mit Kaliumcarbonat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak. abdestilliert, um 35 als

farbloses Ol zu erhalten.
Ausbeute: 21.0 mg (61.5 pmol; 42 %);

'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6=1.22 (t, 3H, CH.CH3,>J=7.09 Hz), 1.41 (s, 3H,
CH3C000), 3.07-3.14 (m, 1H, CH,CHCH,), 3.51(q, 2H, CH>CH3, 3J = 7.10 Hz), 3.70-3.76
(m, 2H, CH,CH), 3.99-4.05 (m, 2H, CH>CH), 7.22 (dd, 2H, H;und Hs, 3Js, >J23 = 8.50 Hz),
7.50-7.55 (m, 2H, Hs und Hs), 7.57-7.61 (m, 1H, Hy"), 7.74 (dd, 2H, H> und Hs, 3Jss,
3J53 = 8.40 Hz), 7.93-7.96 (m, 2H, H>-und Hy’), 10.2 (s, 1H, NH) ppm;

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 = 15.2 (CH2CHs), 22.9 (CH;CO0O0), 38.3 (CH2CH), 57.7
(CH,CH3), 63.4 (2x CH,CH), 110.4 (CH3COO0O0), 120.5 (Cag), 127.7 (Cas), 127.8 (Css),
128.4 (Cx-5), 131.6 (C), 133.2 (Cy), 134.9 (C1), 138.2 (Cy), 165.5 (NHCO) ppm;

UV/Vis (Acetonitril): nicht detektiert;

FT-IR (ATR): ¥ = 3309, 2929 (m, v(C-H)), 2887 (m, v(C-H)), 1720 (m), 1655 (m), 1601 (m),

1520 (s), 1416 (m), 1385 (m), 1321 (m), 1238 (s), 1153 (m), 1142 (m), 1039 (s), 947 (m), 885,
829, 768, 708 cm’".
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MS (ESI, pos.): gef.: 364.1520, ber. 364.1519 (C20H23NO4Na).

Versuche der Darstellung von N-(4-(2-Butoxy-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-
2,2, 2-trifluoracetamid (48)

L {
PPTS
o) © * O °
X Thonween I
FsC” N FsC° N
H H
28 47 48

160 mg (480 umol) 28 wurden in 8 mL MeCN geldst und mit 29.0 pL (23.5 mg, 317 pmol)
n-Butanol (47) versetzt. Es wurden zwei Kristalle PPTS zugegeben und die Reaktionslosung
fiir 1 h bei 55 °C geriihrt. Nach Abkiihlen auf RT wurde die Losung mit 10 mL CH>Cl> und
15 mL Milliporewasser, das mit Ammoniak-Ldsung auf pH = 8 eingestellt wurde, versetzt. Die
wissrige Phase wurde dreimal mit je 30 mL CH>Cl> extrahiert, die organischen Phasen
vereinigt, mit Kaliumcarbonat getrocknet und das Losemittel i.Vak. entfernt. Das

aufgenommene 'H-NMR des Rohproduktes zeigte die Signale des Umlagerungsproduktes.

Darstellung von  2,2-Dichlor-N-(2-ethoxy-2-methyl-4-(4-nitrophenyl)-1,3-di-
oxan-5-yl)acetamid (49) und 2,2-Dichlor-N-(3-((5-(2,2-dichloracetamido)-2-
methyl-4-(4-nitrophenyl)-1,3-dioxan-2-yl)oxy)-1-hydroxy- 1-(4-nitrophenyl)-
propan-2-yl)acetamid (50)

Cl<__ClI
NO, I NO,

120



EXPERIMENTELLER TEIL

6.97 g (21.6 mol) 6 wurden in einem Dreihalskolben in 40 mL DMF abs. gelost, mit 1.30 mg
p-TsOH versetzt und mit Wasserabscheider auf 50 °C erhitzt. Bei Erreichen von 50 °C wurden
1.13 mL (1.00 g, 6.17 mmol) Triethylorthoacetat langsam zugetropft und die Reaktion fiir 3 h
bei 90 °C und anschlieBend 1 h bei 110 °C erhitzt. AnschlieBend wurde die Losung auf RT
gekiihlt, das Losemittel i.Vak. entfernt und der Riickstand durch Sdulenchromatographie
(CyH/EtOAc = 1/1) mit ALOX (Akivititsstufe III) aufgereinigt. Die einzelnen Fraktionen
wurden i.Vak. vom Losemittel befreit, um unterschiedliche Produktgemische zu erhalten. Rein

isolierte Produkte 49 wurde als gelbes Ol und 50 als gelber Feststoff erhalten und analysiert.
Produkt 49:

Ausbeute: 453 mg des reinen Produkts (1.15 mmol, 19%);

R~Wert: 0.80 (ALOX; CyH/EtOAc = 1/1);

TH-NMR (400 MHz, DMSO-dy): 6 = 1.20 (t, 3H, OCH,CHj3, 3J = 7.04), 1.59 (s, 3H, CCH3),
3.51 (q, 2H, OCH>CH3, °J = 7.08), 3.61 (dd, 1H, NHCHCH>OCCH3,%J = 10.0, % = 11.6), 4.23
(ddd, 1H, NHCHCH,OCCHj3, °J = 9.56,3J = 1.96), 4.40 (dd, 1H, NHCHCH,OCCHj3, >J = 9.52,
2J=11.6), 5.54 (d, 1H, CsCHNH, ’J = 2.04), 6.46 (s, |H, CHCl,), 7.61 (dd, 2H, H>und Hs,’Js s,
3J,3=8.84 Hz), 8.18 (dd, 2H, H3und Hs, 3Js, 3J23= 8.80 Hz), 8.62 (s, 1H, NH) ppm;

BC.NMR (100 MHz, DMSO-ds): J=15.1 (OCH.CH3), 228 (CCHs), 46.0
(NHCHCH,OCCH3), 58.3 (OCH,CH3), 63.0 (NHCHCH,OCCH3), 66.0 (CHCL), 70.3
(C4CHNH), 112.1 (CCH3), 123.0 (Cae), 127.2 (Css), 145.6 (Cs), 146.7 (C1) und 163.2 (CO)

ppm;

UV/Vis (Acetonitril): nicht detektiert;

FT-IR (ATR): ¥ = 3417 (m, v(CON-H)), 3315 (m), 2979 (m, v(C-H)), 2935 (w), 2892 (m,

v(C-H)), 1687 (s, v(C=0)), 1604(m, v(C=Carom)), 1518 (s, NO2), 1390 (m), 1346 (s), 1269 (m),
1238 (m), 1136 (s, v (C-0)), 1055 (s, v (C-0)), 945 (m), 876, 850, 810, 741, 704 cm’".

Produkt 50:

Ausbeute: 1.13 g des reinen Produkts (1.69 mmol, 27%);
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R~Wert: 0.43 (ALOX; CyH/EtOAc:1:1);
Smp.: 103 °C;

'TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 1.63 (s, 3H, CCH3), 3.44-3.46 (m, 1H, COCH,CH),
3.62-3.66 (m, 1H, OCH:CHCHO), 3.75-3.77 (m, 1H, COCH:CH), 4.16-4.24 (m, 2H,
OCH2CHCHO und COCH:CH), 4.43-4.46 (m, 1H, OCH>CHCHO), 5.08-5.10 (m, 1H,
CHOH), 5.49-5.50 (m, 1H, OCH,CHCHO), 6.17-6.18 (m, 1H OH), 6.44 und 6.48 (s, 2H,
CHCL), 7.57--7.67 (m, 4H, H> und Hs oder H3und Hs), 8.16-8.23 (m, 4H, H>und Hs oder H3
und H5s), 8.66-8.70 (m, 2H, NH) ppm;

3C.NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6=22.8 (CCHs), 45.9 (NHCHCH,OCCH3), 63.0
(NHCHCH,OCCH; und OCH,CHCHOH), 63.3 (OCH,CHCHOH), 65.9 und 66.4 (CHCL,),
69.9 (OCH,CHCHOH), 70.4 (C4CHNH), 112.2 (CCHs), 123.0 (Cas), 127.4 und 127.5 (C.s),
146.6 (C3), 150.6 (C1) und 163.5 (CO) ppm;

UV/Vis (Acetonitril): nicht detektiert;

FT-IR (ATR): ¥ = 3388 (m, v(CON-H)), 3284 (m, v(CON-H)), 3211 (m), 3039 (m, v(C-H)),

3008 (m, v(C-H)), 2960 (m, v(C-H)), 2929 (m, v(C-H)), 2935 (w), 2883 (m, v(C-H)), 1651 (s,
v(C=0)), 1604(m, v(C=Carom)), 1514 (s, NOy), 1387 (m), 1342 (s), 1276 (w), 1241 (m), 1132
(s, v (C-0)), 1101 (s, v (C-0)), 1080 (s, v (C-0)), 1053 (s, v (C-0)), 947 (m), 920, 887, 854,
812, 760, 731, 706, 661 cm™;

EA (%): ber. C 43.01, H3.61, C1 17.49 N 7.77; gef. (+V20s) C 55.83, H 4.68, N 4.67;

MS (ESI, pos.): gef.: 691.0136, ber. 691.0139 (C24H24C14N4O10Na).

122



EXPERIMENTELLER TEIL

Versuche der Darstellung von 2,2, 2-Trifluor-N-(4-(2-(2-(2,2-dichloracetamido)-
3-hydroxy-3-(4-nitro-phenyl)propoxy)-2-methyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-
acetamid (42)

OH o 0-CA
\/O\‘/O . oH PPTS \oﬁ
o) —H
OJ\ O
CA I CH4CN

FsC H F3C)J\N

H

49 27 32

100 mg (380 umol) Diol 27 und 315 mg (801 umol) Orthoester 49 wurden unter Schutzgas in
einem Schlenkkolben in 10 mL CH3CN abs. gelost, mit einer katalytischen Menge PPTS
versetzt und fiir 1 h auf 55°C erhitzt. Die Reaktionslosung wurde mit CHCIz (iiber
Kaliumcarbonat entsduert) versetzt, um {iberschiissiges Chloramphenicol auszufillen. Jedoch

zeigte sich keine Produktbildung.

OH o. O-CA
00 PPTS ~
0o
CA L CH,Cl,/THF
FoC” N FSCJ\”
50 27 32

150 mg (570pumol) Diol 27 und 611 mg (912 umol) Orthoester 50 wurden vermischt und mit
20 mL CHxCl; abs. versetzt. Eine katalytische Menge PPTS wurde zugegeben und die Losung
fiir 2 h bei RT geriihrt. Da sich der Riickstand nicht 16ste, wurden zusitzlich 10 mL THF
zugegeben. Nach 4.5 h wurde die Reaktionslosung am Rotationsverdampfer eingeengt und
sdulenchromatographisch mit ALOX (neutral, Stufe II, CyH/EtOAc = 1/3) gereinigt. Das
erhaltene NMR-Spektrum zeigte lediglich das im Kapitel 3.1.2.1 diskutierte
Umlagerungsprodukt.
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Versuche der Darstellung von 4,4'4"-((Ethan-1,1,1-triyltris(oxy))tris(methy-
len))tris(nitrobenzol) (54)

OZNOVO\Fov@/ -

\/0\‘/0v PTsOH ©
@) Toluol

A

NO,

OH
NO,

53 54

6.60 g (43.2 mmol) Nitrobenzol 53 wurden in 50.0 mL Toluol vorgelegt, mit 5.00 mg
(290 umol) p-TsOH versetzt und mit einem Wasserabscheider versehen. Anschlieend wurden
2.00 g (2.26 mL, 12.3 mmol) Triethylorthoacetat zugetropft und bei 120 °C iiber Nacht gerihrt.
Nach Abkiihlen auf RT wurde die Reaktionsmischung mit 30 mL 1 %iger Kaliumcarbonat-
Losung und 20 mL EtOAc versetzt und die organische Phase dreimal mit je 40 mL 1 %iger
Kaliumcarbonat-Losung extrahiert. Die vereinigten wéassrigen Phasen wurden zweimal mit je
30 mL EtOAc extrahiert und alle organischen Phasen mit Kaliumcarbonat getrocknet. Das
Losungsmittel wurde i.Vak. entfernt, um ein Gemisch zu erhalten, welches zweimal durch
Sdulenchromatographie mit Kieselgel, welches mit 7 % Ammoniak behandelt wurde, gereinigt
wurde. Man erhielt nur eine kleine Fraktion eines gelben Festsoffes, die fiir eine
Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie ausreichte. Weitere Reinigungsversuche
fiilhrten jeweils zu einer Abspaltung der Nitrobenzolgruppe des Produktes und das NMR-
Spektrum zeigte bei jeder der anschlieBenden Messungen Spuren des Edukts. Daher wurde auf

eine vollstindige Charakterisierung des Produktgemisches verzichtet.
Ausbeute: 23 mg des reinen Produkts (47.6 pmol, 0.39 %);
R~Wert: 0.20 (ALOX St. I; CyH/EtOAc = 2/1);

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 1.73 (s, 3H, CCH3), 4.83 (s, 6H, C4CH>OCCH3), 7.63
(dd, 2H, H3und Hs,3Js6, °J23= 8.84 Hz), 8.19 (dd, 2H, H>und Hs, *Js.6, °J2,3= 8.80 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): 6 =20.5 (CCH3), 63.2 (C4CH,OCCH3), 115.2 (CCHs),
123.3 (Ca6), 127.9 (C35), 146.2 (C4), 146.7 (C') ppm;
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FT-IR (ATR): ¥ = 3505 (m, v(CON-H)), 3114 (m), 2945 (m, v(C-H)), 2914 (m, v(C-H)), 2875
(m, v(C-H)), 2845 (m, v(C-H)), 1602 (m, v(C=Carom)), 1512 (s, NO2), 1450 (m), 1387 (m), 1342

(s), 1300 (w), 1223 (m), 1205 (m), 1178 (s, v (C-0)), 1134 (s, v (C-0)), 1055 (5),1014 (m), 930
(s), 858, 833, 733, 681 cm’.

Darstellung von 2,2,2-Trifluor-N-(4-(2-vinyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)acetamid

(53)
o |
p -TsOH
/OJ/\/ )K/ Toluol j\ °
FsC H
55

500 mg (1.90 mmol) Diol 27 und 107 mg (127 puL, 1.90 mmol) Acrolein wurden in 15.0 mL
Toluol abs. vorgelegt und mit einer katalytischen Menge p-TsOH versetzt. Ein Wasser-
abscheider wurde mit ges. NaCl-Losung befiillt und ein NaCl-Kristall zugegeben, um zu
verhindern, dass Acrolein sich in Wasser 16st. Die Reaktionsmischung wurde fiir 5 h bei 120 °C
geriihrt und nach erfolgter Reaktionskontrolle i.Vak. vom Losemittel befreit. Der Riickstand
wurde durch Sdulenchromatographie mit neutralem ALOX (Aktivitatsstufe 11, CyH/EtOAc =
1/1) gereinigt, um das Produkt 55 als farblosen Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 367 mg (1.22 mmol; 64%);

Schmelzpunkt: 157-159 °C;

R~Wert: 0.57 (ALOX St. II; CyH/EtOAc = 2/1);

EA: ber. C 55.82, H 4.68, N 4.65; gef. (+V20s5) C 55.83, H4.68, N 4.67;

'H-NMR (400 MHz, CDCl3): §=3.24-3.30 (m, 1H, CH,CHCH,), 3.84-3.90 (m, 2H,
CH>CHCH,), 4.22-4.26 (m, 2H, CH-CHCH>), 5.04 (dd, 1H, CHCHCH.isHans, °J = 4.52 Hz),
5.36(dd, 1H, CHCHCH_isHans, >J = 10.72 Hz, °J = 1.28 Hz), 5.53 (dd, 1H, CHCHCHdcisH,rans,
3J=17.41 Hz, °J=1.28 Hz), 5.92 (ddd, 1H, CHCHCHcisHans, °J = 17.45 Hz, 3J=10.68 Hz,
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5J=4.52 Hz), 7.23 (dd, 2H, H; und Hs, 3Jss, 3J23=8.52 Hz), 7.54 (dd, 2H, H>und Hs, 3Jss,
3J,3=18.64 Hz), 7.91 (s, 1H, NH) ppm;

BC.NMR (100 MHz, CDCL): §=40.7 (CH.CHCH,), 71.8 (CH,CHCH), 100.7
(CHCHCHeisHians), 115.8 (q, “Jer=288.7 Hz, CF3), 119.2 (CHCHCHeisHians), 121.0 (Cas),
128.7 (Cs5), 134.4 (C1), 134.5 (CHCHCH,), 136.0 (C1), 154.9 (q, Jcr = 37.4 Hz, CF3CO) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ =3280 (m, v(CON-H)), 3209 (m), 3141 (m, v(CON-H)), 3101 (m,

v(CON-H)), 2968 (m, v(C-H)), 2926 (w), 2864 (m, v(C-H)), 1695 (s, v(C=0)), 1616 (m,
V(C=Carom)), 1554 (m), 1516 (m), 1244 (m), 1200 (s, §(C=Carom-H)), 1147 (s, v (C-0)), 1078
(s, v (C-0)), 1018 (m), 989 (m), 945 (m), 897, 831, 733, 706 cm’";

MS (ESI, pos.): gef. 324.0808, ber. 324.08238 (C14H14F3NO3Na).

Versuche zur Darstellung von N-(4-(2-Ethyliden-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-2,2,2-

trifluoracetamid (56)
OW) n-BuLi OW)
Ethylendiamin
X O S O
FsC” N FsC™ N
3 H 3 H
55 56

15.0 mL Ethylendiamin wurden in einem 50 mL Schlenkkolben vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt.
Uber ein Septum wurden 0.1 mL (199 umol) n-BuLi zugetropft, wobei sich die Losung triibte.
Anschliefend wurden 60.0 mg (199 pmol) des Orthoesters 55 in 10.0 mL Ethylendiamin gelost
und der Reaktion zugefiihrt. Dabei fand eine Rauchentwicklung statt. Die Losung wurde auf
10 °C erwéarmt, wobei sie wieder klar wurde. Nach 3 h wurde eine Reaktionskontrolle mittels
DC durchgefiihrt, die auf eine Umsetzung hindeutet. Die Reaktionslosung wurde auf Eis
gegeben, mit EtOAc versetzt und die wissrige Phase dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert.
Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit Kaliumcarbonat getrocknet und i.Vak. vom
Losungsmittel befreit. Der Riickstand wurde durch Sdulenchromatographie mit neutralem
ALOX (Stufe II, CyH/EtOAc = 2/1) aufgereinigt, wobei sich herausstellte, dass lediglich die

Schutzgruppe abgespalten wurde, jedoch sonst keine Reaktion stattfand.
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0. ) 0
RUClQ(PPh3)3
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H H
55 56

In einem 50 mL-Zweihalskolben wurden 120 mg (398 umol) des Orthoesters 55 mit 10 mL
Toluol abs. und 0.10 mg Ru-Katalysator versetzt. Durch die Losung wurde 20 min lang Argon
durchgeleitet und anschlieBend auf 125°C fir 6h erhitzt. Die anschlieBende
Reaktionskontrolle mittels DC zeigte keinen Umsatz, so dass noch weitere 5 h erhitzt wurde.
Danach wurde eine Reaktionskontrolle mittels "H-NMR-Spektroskopie durchgefiihrt und es
wurde ersichtlich, dass keine Produktbildungstattgefunden hat.

Versuche der Darstellung von N-(4-(2-(4-(2-Aminoethyl)-2-hydroxyphenoxy)-2-
ethyl-1,3-dioxan-5-yl)phenyl)-2,2, 2-trifluoracetamid (57)

1) (Ph3P)3RuCl>
(0] 2) NaCO3 (5 mol%

) o)
Dopamin*HCI
o P o ©@
0o o} OH
P THF U
FsC FsC H
57
NH,

66.7 mg (221 pumol) des Ortoesters 52 wurden in einem 25 mL Schlenkkolben evakuiert und

dieser anschliefend mit Argon befiillt und mit 8 mL THF abs. versetzt. 50 pg (1 mol%)
(Ph3P)3;RuCl, wurden zugegeben und bei 70 °C geriihrt. Die Reaktionskontrolle nach 3 h zeigte
keine Umsetzung. Daraufhin wurde das Lésungsmittel im Argonstrom abgeblasen und erneut
mit 8 mL THF abs. versetzt und bei 95 °C 5 h geriihrt. Eine erneute Reaktionskontrolle mittels
NMR-Spektroskopie zeigte wiederum keine Isomerisierung, so dass erneut Katalysator
zugegeben wurde und insgesamt 5 mol % zugefiihrt wurden. Nach 6 h wurden zu der
Reaktionsmischung 1.16 mg (5 mol %) Natriumcarbonat und 33.6 mg (177 pmol) Dopamin-
Hydrochlorid zugegeben. Die Mischung wurde erneut fiir 3 h bei 100 °C geriihrt. Die
Reaktionskontrolle mittels 'H-NMR-Spektroskopie zeigte keine Umsetzung. Das
Losungsmittel wurde im Argonstrom entfernt und der Riickstand unter Argon mit 8 mL

1,4-Dioxan abs. versetzt. AnschlieBend wurden 60.0 mg (392 pumol) Dopamin-Hydrochlorid
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und eine Spatelspitze Ru-Katalysator zugegeben. Die Reaktion wurde 3 h bei 120 °C gertihrt.
Die Reaktionskontrolle mittels '"H-NMR-Spektroskopie zeigte keine Umsetzung und das Edukt
wurde durch Saulenchromatographie mit ALOX (Stufe II, EtOAc/CyH=2/1)

zuriickgewonnen.

Darstellung von 2,2,2-Trifluor-N-(2-vinyl-1,3-dioxan-5-yl)acetamid (59)

Toluol

\
OH o o
o J/\/ p-TsOH © J/\j)
+ - —
A Lo A A L

12 59

Variante a:

936 mg (5.00 mmol) N-(1,3-Dihydroxyprop-2-yl)-2,2,2-trifluoracetamid 12 wurden in einem
Dreihalskolben mit 10.0 mL Toluol abs. versetzt und ein Wasserabscheider mit
Riickflusskiihler und Gasableitungsrohr aufgesetzt. Im Wasserabscheider befanden sich 10 mL
gesittigte NaCl-Losung und ein NaCl-Kristall, um zu vermeiden, dass sich Acrolein darin I9ste.
Der Reaktion wurde eine Spatelspitze p-TsOH zugefiigt, iiber ein Septum wurden 340 pL
(286 mg, 5.09 mmol) Acrolein zugetropft und die Losung anschliefend bei 120 °C fiir 6 h
erhitzt. Da die erfolgte DC-Kontrolle nicht eindeutig war, wurde die Reaktion vom
Losungsmittel befreit und ein 'H-NMR-Spektum aufgenommen. Der Riickstand wurde in
einem Gemisch aus CH>Clz, EtOAc und Acetonitril gelost, mit 1 %iger Kaliumcarbonatlosung
extrahiert und die organischen Phasen vereinigt. Nun wurde die organische Phase mit
Kaliumcarbonat getrocknet, das Losungsmittel i.Vak. entfernt und der Riickstand durch
Saulenchromatographie mit neutralem ALOX (Stufe II, CyH/EtOAc = 2/1) aufgereinigt, um

einen farblosen Feststoff zu erhalten.
Variante b:

500 mg (2.67 mmol) N-(1,3-Dihydroxyprop-2-yl)-2,2,2-trifluoracetamid 12 werden in einem
250 mL-Dreihalskolben mit 120 mL CH:Cl; abs., 7.00 mg (407 pmol) p-TsOH und 350 mg
(2.19 mmol) Kupfersulfat versetzt und tliber ein Septum werden 900 uL (756 mg, 13.5 mmol)
Acrolein zugetropft. Die Reaktionslosung wurde 5 d bei RT geriihrt. Der Riickstand wurde in
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einem Gemisch aus CH>Cl,, EtOAc und Acetonitril geldst, mit 1 %iger Kaliumcarbonatlosung
ausgeschiittelt und die organischen Phasen vereinigt. Nun wurde die organische Phase mit
Kaliumcarbonat getrocknet, das Losungsmittel i.Vak. entfernt und der Riickstand durch
Saulenchromatographie mit basischem ALOX (Stufe 11, CyH/EtOAc = 2/1) aufgereinigt, um

einen farblosen Feststoff zu erhalten.

Die NMR-Daten weisen bei beiden Varianten auf die Ausbildung eines Isomerengemisches

hin.

Ausbeute:

Variante a: 40.0 mg (146 pmol; 4%);

Variante b: 101 mg (449 pmol; 17%);

Schmelzpunkt: 133 °C;

EA: ber. C 42.67, H 4.48, N 6.22; gef. (+V20s5) C 44.34, H 4.85, N 5.70;
Variante a: * kennzeichnet das Isomer

'H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6=3.57-3.63 (m, 2H, CH,CHCH,), 3.67* (s, 1H,
CH,CHCH,), 3.92-4.00 (m, 1H, CH,CHCH,), 4.02-4.03* (m, 4H, CH,CHCH?>), 4.04—4.09 (m,
2H, CH,CHCH,), 4.92* (dd, 1H, CHCHCHesHums, J=4.52Hz), 5.08 (dd, 1H,
CHCHCH.isHuans, °J = 4.68 Hz), 5.26-5.30 und * (m, 1H, CHCHC H.isHisans), 5.40-5.44 (m, 2H,
CHCHCHisHyans), 5.79% (ddd, 1H, CHCHCHesHuans, °J=4.52Hz), 5.85 (ddd, 1H,
CHCHCH.isHuans, 3J = 4.68 Hz), 9.34* (s, 1H, NH), 9.77 (s, |H, NH) ppm;

IBC.-NMR (100 MHz, DMSO-ds): =427 (CH,CHCH»), 45.3* (CH,CHCH), 67.4
(CH.CHCH»), 67.5* (CH2CHCHz), 99.8 (CHCHCHecisHiwans), 100.1* (CHCHCHcisHeans),
118.8* (CHCHCHcisHuans), 118.9 (CHCHCHcisHtrans), 134.4 (CHCHCHcisHeans), 134.9*
(CHCHCHé_isHyrans) ppm, CO und CF3 nicht detektiert;

Variante b: * kennzeichnet das Isomer

IH-NMR (400 MHz, CDCL): 6=3.58-3.63 (m, 2H, CH>,CHCH,), 3.98-4.00* (m, 1H,
CH,CHCH,), 4.060-4.064* (m, 4H, CH,CHCH,), 4.18-4.28 (m, 1H, CH,CHCH.,), 4.29-4.30
(m, 2H, CH,CHCH,), 5.04* (dd, 1H, CHCHCHesHias, °J=4.52Hz), 5.08 (dd, 1H,

CHCHCHcisHirans, J=1.20Hz), 5.37* (dd, 1H, CHCHCHiHyans, °J=10.72 Hz,
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’J=1.20Hz), 5.41 (dd, 1H, CHCHCH_isHuans, °J=10.76 Hz, °J =1.32 Hz), 5.51* (dd, 1H,
CHCHCH.isHuans, °J = 17.44 Hz, °J = 1.20 Hz), 5.51(dd, 1H, CHCHCH.isHrans, °J = 17.52 Hz,
°J=1.32 Hz), 5.85 mit * (m, 2H, CHCHCH.isHuans,), 6.27* (s, IH, NH), 7.21 (s, 1H, NH) ppm;

BC.-NMR (100 MHz, CDCl): ¢6=43.5* (CH.CHCH,), 44.7 (CH,CHCH»), 67.3
(CH2CHCH»), 69.6* (CH,CHCH), 99.7 (CHCHCHecisHiwans), 101.5*% (CHCHCHcisHeans),
119.8* (CHCHCH.isHuans), 120.2 (CHCHCHcisHirans), 133.3 (CHCHCHcisHirans), 133.7*
(CHCHCH_isHyrans) ppm, CO und CF3 nicht detektiert;

FT-IR (ATR): ¥ = 3294 (m, v(NH)), 3099 (w, v(NH)), 3068 (w, v(NH)), 2979 (w, -CH,-),
2945 (w, -CHa-), 2879 (w, -CHa-), 1714 (s, v(C=0)),1541 (m, -CH=CHa), 1442 (w, v(-CH,-)),
1365 (m), 1147 und 1086 (Ester), 980 (s), 941 (s), 906 (s), 806, 721, 671, 636 cm™;

MS (ESL neg.): m/z (%) = gef. 224.0544 (CsHoF3NOs), ber. 224.05400 (CsHoF3NO3).

Versuche der Darstellung von 2,2,2-Trifluor-N-(2-((E)-4-(4-hydroxy-3-
methoxyphenyl)-2-oxobut-3-en-1-yl)-2-((E)-4-hydroxy-3-methoxystyryl)-1,3-
dioxan-5-yl)acetamid (62)

0
. C)LNJ/\/OH x = BF3-OEt,
3 H + —
HO OH CH,Cl,
OCHs OCHjs
12 61

In einem ausgeheizten und evakuierten 250 mL-Schlenkkolben, der anschlieBend mit Sticktoff
befiillt wurde, wurden 200 mg (1.07 mmol) Diol 12 und 269 mg (729 pmol) Curcurmin 61
vorgelegt und mit 100 mL CH2Cl; abs. versetzt. Die Reaktionslosung wurde auf 0 °C gekiihlt
und mit 15 pL BF3-OEt; langsam versetzt. Die Losung wurde fiir 20 min bei 0 °C gertihrt,
anschliefend auf RT erwdrmt und iiber Nacht weiter geriihrt. Das Kontroll-DC zeigte eine
Anderung, woraufhin die Losung aufgearbeitet wurde. Hierfiir wurde die Lésung vorsichtig auf

ein Eisbad gegeben und mit Kaliumcarbonat-Losung versetzt. AnschlieSend wurde CH2Cl; und
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EtOAc zugegeben und die Losung féarbte sich blau-griin. Die wissrige Phase wurde zehnmal
mit je 50 mL EtOAc extrahiert, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel i.Vak.
entfernt. Der Riickstand wurde sdulenchromatographisch mit Kieselgel (7 % Ammoniak-Lsg,
CyH/EtOAc/CHxCl, = 5/3/2) aufgereinigt und es wurden vier Fraktionen erhalten, wobei keine
das gewiinschte Produkt enthielt. Es wurde lediglich deprotiertes Edukt detektiert.

Versuche der Darstellung von 2,2, 2-Trifluor-N-(4-(2-(4-nitrophenyl)-1,3-dioxan-
S-yl)phenyl)acetamid (64)

NO,
OH oﬁ
o TsOH
OH o
O H (0]
L + Toluol Py
FsC N NO, FsC7 N

27 63 64

200 mg (796 pumol) Diol 27 und 294 mg (1.95 mmol) Benzaldehyd 63 wurden in 20.0 ml
Toluol abs. vorgelegt und mit 3.30 mg (19.2 pmol) p-TsOH versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde mit einem Wasserabscheider fiir 12 h auf 120 °C Olbadtemperatur erhitzt. Das
Reaktionsgemisch wurde auf RT gekiihlt und nach erfolgter DC-Kontrolle mit NaHCOs-
Losung gequnecht. Die wéssrige Phase wurde mit EtOAc extrahiert und sdulenchromato-
graphisch mit ALOX (Stufe 1II, CyH/EtOAc=5/1) gereinigt. Nach der
sdaulenchromatographischen Reinigung wurde mittels DC eine teilweise Zersetzung des
Produktes detektiert. Das aufgenommene 'H-NMR-Spektrum wies Signale auf, die auf das
Produkt hindeuteten, jedoch mit Verunreinigungen. Weitere Aufreinigungen blieben ohne

Erfolg. Das Produkt wies immer wieder Zersetzungsprodukte im 'H-NMR-Spektrum auf.
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Darstellung von 16-(4-(((2-Amino-4-hydroxypteridin-6-yl)methyl)amino)benz-
amido)-1-azido- 13-oxo0-3,6,9-trioxa-12-azaheptadecan-17-sdure (70)

b~ ¢
N3/\/0\'/\0/\/O d
N3\/\o/\/0\/\o/\/ NH2 a d j

76 DCC

Pyridin

+ —_— 20 o
o O OH DMSO o~ N OV N
OH N N "
H ,
N)j:Nj/\N OH HZN)Z\,;I J/ f J/o\d)c
| H 5 )
NN ] © b0 ¢

N3
70
500 mg (1.13 mmol) Folsdure 7 wurde unter Schutgas in einem 100 mL-Schlenkkolben mit
25 mL DMSO abs. und 5 mL Pyridin abs. versetzt. AnschlieBend wurden 470 mg (2.27 mmol)
Dicyclohexacarbodiimid zugegeben, 1 h im Dunkeln bei RT gertihrt, dann 200 mg (916 pmol)
Aminoazid 76 hinzugegeben und {liber Nacht geriihrt. Das entstandene Harnstoffderivat wurde
abfiltriert, das Filtrat auf kalten Diethylether (200 mL) unter stindigem Riihren geschiittet und
im Kiihlschrank fiir 1 h zur Féllung gebracht. Der entstandene Feststoff wurde mit einer
Glasfritte abfiltriert, mit kaltem Ether nachgewaschen, wiederum in Aceton geldst und mit
Ether ausgefillt. Der Feststoff wurde erneut abfiltriert und an der Olpumper fiir 3 h getrocknet,
um 70 als gelben Feststoff zu erhalten. Das Gemisch wurde mittels semi-praparativer HPLC
aufgereinigt. Der Riickstand wurde in einer Mischung aus HoO/Acetonitril/ DMSO/ Triethyl-
amin (6/1.6/0.2/0.2) gelost und mit einem linearen Gradienten A(H>O) : B(Acetonitril) = 80:20
- 70:30 innerhalb von 20 min und danach konstant fiir 30 min. eluiert. Das disubstituierte

Produkt wies eine Retentionszeit von 34 min. auf.
Ausbeute: 253 mg (394 umol; 35%);
Smp.: 205 °C (Zersetzung)!'*?;

IH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5= 1.04-1.16 (m, 2H, Co1H:CooH>), 1.75-2.07 (m. 2H,
CatH:CaaHy), 2.19-2.40 (m, 2H, CH:N3), 3.16-3.25 (m, 2H, CH,CHaN3), 3.36-3.40 (m, 2H,
CoH2C,HaNH), 3.48-3.55 (m, 8H, (CcHaCaH20)2), 3.56-3.59 (m, 2H, CoaHaNH), 4.32-4.38 (m,
1H, CioH), 4.47-4.49 (m, 2H, CoHs), 6.60—6.65 (m, 2H, C12H und CisH), 6.63 (br.s, 2H, NH?),
6.93-6.96 (m, 1H, CoHoNH), 7.63-7.67 (m, 2H, C12H und Ci6H), 7.84-7.98 (m, 1H, C17ONH),
8.64 (s, 1H, C7H), 11.4 (br. s, 1H, COOH) ppm;
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FT-IR (ATR): ¥ = 3257 und 3149 (m, v(N-H)), 2929 (m, v(C-H)), 2868 (m, v(C-H)), 2100 (m,

v(N=N)), 1811 (m), 1693 (s), 1647 (s), 1603 (s), 1522 (s), 1491 (s), 1412 (m), 1292 (s), 1234
(s), 1182 (m), 1124 (m), 1024 (m), 947 (m), 881, 839, 768, 739 cm’".

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.'**!

Darstellung von 3,6,9-Trioxaundecyl-1,11-bis(4'-methylbenzolsulfonat) (74)!1%

TsCl, NEt3 b ¢ c b
HO\/\O/\/O\/\O/\/OH 0y TSO\/\O/\/O\/\O/\/OTS
THF a d d a
73 74

In einen 500 mL-Rundkolben wurden 10.0 g (51.5 mmol) Tetraethylenglykol (73) in 100 mL
THF und 114 mL Triethylamin (83.4 g, 824 mmol) vorgelegt und auf 0°C gekiihlt.
Portionsweise wurden 38.5 g (202 mmol) Tosylchlorid zugegeben und bei RT 16 h gertihrt.
Nach erfolgter DC-Kontrolle wurde die Losung i.Vak. vom Losemittel befreit und der
Riickstand sdulenchromatographisch an Kieselgel (CyH/EtOAc = 2/1 = 0/1) aufgereinigt, um
74 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 17.4 g (33.7 mmol; 67%, Lit. 22 %);
R~Wert: 0.28 (S102; CyH/EtOAc= 1/1);
EA: gef. C 52.71,H 6.17, S 12.78; ber. C 52.58, H 6.02, S 12.76;

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 2.44 (s, 6H, CH3), 3.53-3.59 (m, 8H, Cc.H>CaH>), 3.67 (t 4H,
CoHa, 3T =9.64 Hz), 4.15 (t 4H, C.H>, °J = 9.64 Hz), 7.34 (dd, 2H, H>und Hs, *Js56, 3J23=11.2
Hz), 7.79 (dd, 2H, H3und Hs, 3Js6, 3J23= 12.4 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCL3): §=21.8 (CHs), 68.8 (CoHa), 69.4 (C.Ha), 70.7 und 70.9
(CcHaCaHy), 128.1 (Cs5), 128.3 (Cas), 133.1 (Ca), 145.0 (Cy) ppm;
FT-IR (ATR): ¥ =2949 (m, v(C-H)), 2872 (m, v(C-H)), 1597 (s, v(C=Carom)), 1452

(m, -CH,-), 1354 (s, v(-O-CH,-CH,-0-)), 1174 (s), 1097 (s), 1012 (m), 918 (s), 814, 773, 661

cm’l;
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MS (EL 70 eV): m/z (%) = 503.2 ((M+H*], 2.17), 243.1 (1/2 [Me], 13), 199.1 ([Tos-OCH,C?],
100), 155.1 (35), 91.1 (47).

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.['*®!

Darstellung von 1-Azido-2-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan (75)/1%

aN; b c C b

N3\/\O/\/o\/\0/\/N3
DMF a d d a

74 75

TSO\/\O/\/O\/\O/\/OTS

6.47 g (12.9 mmol) ditosyliertes Tetraethylenglykol 74 wurden unter Schutzgas in einem
Schlenkkolben mit 40.0 mL DMF abs. versetzt. Portionsweise wurden 8.38 g (129 mmol)
Natriumazid zugegeben und die Mischung wurde bei 80 °C geriihrt. Nach 48 h wurde die
Losung auf RT gekiihlt, i. Vak. vom Losungsmittel befreit und mit 150 mL H2O bidest. versetzt.
Die wissrige Phase wurde siebenmal mit je 100 mL CH>Cl: extrahiert, die organischen Phasen
vereinigt und mit 150 mL ges. NaCl-Losung gewaschen. Die vereinigten wissrigen Phasen
wurden wiederum zweimal mit je 100 mL CH>Cl; extrahiert, die organischen Phasen vereinigt,
mit Magnesiumsulfat getrocknet und i.Vak. vom Lésungsmittel befreit, um 75 als braunes Ol

ohne weitere Reinigung zu erhalten.
Ausbeute: 3.06 g (12.5 mmol; 97%, Lit. 77.2 %);

'H-NMR (400 MHz, CDCL): 6=3.36-3.39 (m, 4H, Cu.F:N3), 3.64-3.68 (m, 12H,
CoH2CcH2CaH2) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 50.8 (C:H2N3), 70.1 (CoHz), 70.78 und 70.79 (C-H2CaHa)
ppm;
FT-IR (ATR): ¥ = 2920 (m, v(C-H)), 2868 (m, v(C-H)), 2094 (s, v(N=N)), 1676 (s, v(-CH,-)),

1442 (m, (-CHa-)), 1385 (s, v(-O-CHa-CH2-0-)), 1284 (s), 1117 (s), 1093 (s), 935 (m), 850,
831, 656 cm™.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.['*"]
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Darstellung von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-amin (76)"*"

b C C b PPh b C f
N3\/\O/\/O\/\O/\/ Ng 73 N3\/\O/\/O\/\O/g\/ NH;
a d d a H3PO, Et,0 a d e h
75 ’ 76

4.27 g (17.6 mmol) Diazid 75 wurden unter Schutzgas in 40.0 mL 0.65 M H3PO4 vorgelegt und
3.99 g (15.2 mmol) Triphenylphosphin, gelost in 30.0 mL Et,0, iiber 45 min zugetropft. Der
aufgesetzte Tropftrichter wurde mit 4 mL Et20O nachgespiilt und die Losung liber Nacht gertihrt.
Die Reaktionsmischung wurde dreimal mit je 100 mL Et;O gewaschen, die wissrige Phase
wurde mit 3.20 g Kaliumhydroxid versetzt. Ein Teil vom Losemittel wurde i.Vak. entfernt und
das restliche Reaktionsgemisch auf 4 °C gekiihlt. Nach 5h wurde das entstandene
Triphenylphosphinoxid abfiltriert, die wassrige Phase wiederum mit 9.20 g Kaliumhydroxid
versetzt und 16mal mit je 30 mL kaltem CH>Cl> extrahiert. Die organischen Phasen wurden
vereinigt, liber Natriumsulfat getrocknet und 1.Vak. vom Ldsemittel befreit. Der Riickstand
wurde durch Sdulenchromatographie mit Kieselgel (EtOH/NEt; = 100/1) aufgereinigt, um 76

als braunes Ol zu erhalten.
Ausbeute: 2.61 g (12.0 mmol; 68%, Lit. 82 %);

"H-NMR (400 MHz, CDCl): § = 2.86 (t, 2H, CaH2N3, °J =5.16 Hz), 3.39 (t, 2H, ChH/2NH>,
3J=5.24 Hz), 3.51 (t, 2H, CoH2C.HaN3, *J=5.32 Hz), 3.61-3.69 (m, 10H, CcH2CaH2CeH
CtHCoH>) ppm;

IBC-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 =41.9 (CaH2N3), 50.8 (ChH2NH»), 70.4 (C:H2CaH2CeH>
CiH2C H»), 73.6 (CoH2) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3373 und 3302 (m, v(N-H)), 2912 (m, v(C-H)), 2866 (m, v(C-H)), 2098 (s,
v(N=N)), 1591 (w), 1452 (m), 1348 (m), 1286 (m), 1107 (s, v(-O-CH2-CH»-0O-)), 930 (m), 851,
827, 644 cm™;

MS (EL 70 eV): m/z (%) =219.1 ((IM+H"], 2.59), 87.1 (C4HsNO, 17.5), 44.1 ([C2H40?*], 54.4),
30.1 (CH4Ne, 100).

[190]

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur tiberein.
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Darstellung von 2-(4-(((2-Amino-4-hydroxypteridin-6-yl)methyl)-amino)benz-
amido)-5-((2,5-dioxopyrrolidin-1-yl)oxy)-5-oxopentansdiure (77)?*%

Os_OH

0 NBS 20
s aUR- SR TPTCL Ly
NSNS OH : e

HzN)I\)Nj:N/j/\H 7 I DMSO )\ \ 7 )

In einem Schlenkkolben wurden unter Schutzgas 40 mL DMSO abs. vorgelegt, im Dunkeln
1.00 g (2.30 mmol) Folsdure 7 zugegeben und bei RT geriihrt, bis diese sich geldst hatte.
AnschlieBend wurden 500 mg (2.40 mmol) Dicyclohexacarbodiimid und 260 mg (2.30 mmol)
NHS zugegeben und iiber Nacht geriihrt. Die Reaktionslosung wurde iiber einen Faltenfilter
vom Harnstoff-Nebenprodukt befreit und auf 300 mL EtOAc gegeben, wobei ein gelber
Feststoff ausfiel. Nach 4 h im Kiihlschrank wurde die Losung abfiltriert und der Feststoff 1.
Vak. an der Olpumpe getrocknet, um 77 als gelben Feststoff ohne weitere Reinigung zu

erhalten.
Ausbeute: 756 mg (1.40 mmol; 62%, Lit. 74 %);

IH-NMR (400 MHz, DMSO-de): 5 = 1.89-2.01 (m, 2H, Ca1/h), 2.24-2.37 (m, 2H, CaoFh),
2.47 (s, 4H, CHy), 4.24-4.28 (m, 1H, C19H), 4.46-4.50 (m, 2H, CoHy), 6.59-6.67 (m, 2H, C1.H
und C16H), 6.91-6.94 (m, 1H, CoHsNH), 7.14 (br. s, NHy), 7.17-7.63 (m, 2H, Ci3H und CisH),
7.96-7.98 (m, 1H, C17ONH), 8.63-8.65 (m, 1H, C7H), 11.9 (s br., |H, OH) ppm;

I3C-NMR (100 MHz, DMSO-dq): 6 = 26.9 (C21), 31.2 (C22), 31.8 (Ca), 45.9 (C9), 52.9 (C19),
111.2 (C12 und C16), 121.6 (C14), 128.0 (C4a), 128.8 (C13 und C15), 148.1 (C6), 148.6 (C8),
150.7 (C11), 151.9 (C8a), 154.2 (C2), 165.9 (C17), 169.4 (Cv), 174 .2 (C20), 174.3 (C23),
174.4(C4) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3255 und 3149 (m, v(N-H)), 2995 (m, v(C-H)), 2945 (m, v(C-H)), 2790,

2727, 1691 (s), 1601 (s), 1512 (s), 1487 (s), 1402 (w), 1273 (m), 1234 (m), 1180 (s), 1126 (m),
1016 (m), 949 (m), 879, 839, 768, 737 cm’.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.?2*!
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Darstellung von 4-(2-Azidoethyl)anilin (79)

/@/\/OH NaNs, PPh; /@/\/Na
H2N CC|4/D|V|F (124) H2N

79

In einem 100 mL-Rundkolben wurden 1.50 g (11.0 mmol) Aminophenylethanol, 840 mg
(13.0 mmol) Natriumazid und 2.90 g (11.0 mmol) Triphenylphosphin mit einem 1:4-Gemisch
aus Tetrachlorkohlenstoff und DMF (40.0 mL) versetzt und 18 h bei 90 °C geriihrt. Nach
erfolgter diinnschichtchromatographischer Kontrolle wurde die Losung mit 30.0 mL bidest.
Wasser versetzt und weitere 10 min bei RT geriihrt. Die Losung wurde mit 50 mL Diethylether
versetzt und zweimal mit je 50 mL Diethylether extrahiert. Die organischen Phasen wurden
vereinigt und dreimal mit je 30 mL bidest. Wasser extrahiert. Die organischen Phase wurde mit

Natriumsulfat getrocknet und i.Vak. vom Losemittel befreit, um 79 als gelbes Ol zu erhalten.
Ausbeute: 1.10 g (6.78 mmol; 62 %, Lit. 58 %);
R~Wert: 0.33 (Si02; CyH/EtOAc = 1/1);

'H-NMR (400 MHz, CDCl): 6=2.79 (t, 2H, CH.CH:N;, /=728 Hz), 3.43 (t, 2H,
CH>CH:)N3, 3J = 7.28 Hz), 3.63 (br. s, 2H, NHb), 6.65 (dd, 2H, Hsund Hs,3Js6, 523 = 8.49 Hz),
7.01 (dd, 2H, H>und Hs, 3Js.6,°J23 = 8.12 Hz) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3442 und 3359 (m, v(N-H)), 3018 (m, v(C-H)), 2927 (m, v(C-H)), 2870 (m,

v(C-H)), 2090 (s, v(N=N)), 1622 (s), 1516 (s), 1439 (m), 1346 (m), 1271 (s), 1180 (m), 1124
(m), 1088 (w), 1032 (w), 924 (m), 899, 822, 640 cm"".

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.??!
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Darstellung von 2-(4-(((2-Amino-4-oxo-3,4-dihydropteridin-6-yl)methyl)amino)-
benzamido)-N1,N5-di(3,6,9, 1 2-tetraoxapentadec-14-in-1-yl)pentandiamid (82)

H

eNge
HN N\ N o
do M H

H.N” N °N

R b~ ¢

HBTU, HOBt \/O\,/\o/\/O d

DIPEA a d j

_— 0 C
DMF/DMSO H

+ 0 ° N\a)b
0 0 A 18M%H
16 a

HZN/\/ \/\O/\/ \/\O/\ 0 5 17 H 19 Py

4 9 10
87 A AL Owa” 4 O Je
1

82

In einem 100 mL-Schlenkkolben wurden unter Schutzgas 348 mg (789 umol) Folsdure 7 in
einem DMF/DMSO (1:2)-Gemisch gelost, mit 388 mg (1.02 mmol) HBTU, 138 mg
(1.02 mmol) HOBt und 192 mg (1.02 mmol) DIPEA versetzt und 30 min. bei RT geriihrt. Das
Amin 87 wurde in 5.00 mL DMF abs. gel6st, innerhalb von 30 min. zu der Reaktionslosung
getropft und 18 h bei 50 °C geriihrt. Zu der Lésung wurden 70.0 mL kalter Diethylether
gegeben, um das Folsdure-Konjugat 82 auszufillen. Das Rohprodukt wurde anschlieend
sdulenchromatographisch aufgereinigt (SiO2; CH>Clo/MeOH = 10/1), um 82 als gelben

Feststoff zu erhalten.

Ausbeute: 241 mg (278 umol; 35 %);
R~Wert: 0.21 (Si02; CH2Cl/MeOH = 10/1);
Smp.: 109 °C;

'H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 5 = 1.77-1.86 (m, 1H, C21f), 1.88-1.97 (m, 1H, C22H),

2.08-2.18 (m, 2H, CuH:CnHh), 3.13-324 (m, 4H, C.Hh), 3.37-3.39 (m, 14H,

NHCH,CH,0CH,CH,OCH,CHOCH,CH>), 3.42-3.43 (t, 2H, C=CH), 3.47-3.52 (m, 14H,

NHCH,CH,0CH,CH,;OCH,CHOCHCH>), 4.13 (d, 4H, CH,C=CH, °J = 2.28 Hz), 4.29-4.30

(m, 1H, C10H), 4.47-49 (m, 2H, CoHy), 6.61-6.62 (m, 2H, C12H und Ci6H), 6.64—6.97 (m, 1H,
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CoH>NH), 7.64—7.66 (m, 2H, C13Hund Ci5H), 7.85-7.89 (m, 2H, NH-PEG), 8.01-8.02 (m, 1H,
C17ONH), 8.63 (s, 1H, C7H) ppm;

BC-NMR (100 MHz, CDCL): §=27.7 (C22), 32.0 (C21), 38.5 (Ca), 45.8 (C9), 52.0
(CO(CeCiO)2CyCy), 53.2 (C19), 57.5 (CH2C=CH), 68.5, 69.0, 69.7 (CoO(CcCdO)2Cy Ca),
72.3 (C=CH), 77.2 (C=CH), 111.2 (C12 und C16), 121.4 (C14), 128.0 (C4a), 129.1 (C13 und
C15), 148.7 (C6), 150.8 (C11), 166.1 (C17), 171 .88 (C20), 171.95 (C23) ppm, C2, C4 und C8a
nicht detektiert;

FT-IR (ATR): ¥ = 3354 (m), 3255 (m), 2983 (w), 2937 (m, v(C-H)), 2870 (m, v(C-H)), 2117

(w, v(C=C)), 1728 (m), 1689 (m, v(-NHa), Amid T), 1645 (m, v(-NH,), Amid II), 1606 (m),
1533(m), 1513 (m), 1477 (m, (-CHz-)), 1402 (m), 1354 (m, v(-O-CHa-CH,-0-)), 1300 (m),
1242 (m), 1188 (m), 1090 (s), 1039 (m), 943 (m), 901, 843, 802, 771, 615 cm’".

UV/Vis (Acetonitril): Amax= 367 nm, £ = 8.58*%10>L cm'mol™!;

MS (ESI,+): gem.: 890.4012 (C41Hs57NoNaO12), ber. fiir C41Hs7N9oNaO12: 890.4019.

Darstellung von 2-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzol-
sulfonat (83)1°Y

TsCI, NEt3 T b ¢ c b H
HO\/\O/\/O\/\O/\/OH TR SO\/\O/\/O\/\O/\/O
THF a d d a’
73 83

In einen 500 mL-Rundkolben wurden 19.6 g (51.5 mmol) Tetraethylenglykol 73 in 200 mL
THF abs. und 112 mL Triethylamin (81.7 g, 824 mmol) vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt.
Portionsweise wurden 18.6 g (97.7 mmol) Tosylchlorid zugegeben und bei RT 16 h gertihrt.
Nach erfolgter DC-Kontrolle wurde die Losung langsam mit 300 mL 2 N Salzsdure versetzt
und flinfmal mit je 200 mL CH>Cl, extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
vereinigt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und der Riickstand sdulenchromatographisch mit

Kieselgel (CyH/EtOAc = 1/1) gereinigt, um 83 als farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 2.82 g (8.11 mmol; 8%, Lit. 39 %);
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R~Wert: 0.24 (S102; CyH/EtOAc = 1/1);

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 2.45 (s, 6H, CH3), 3.59-3.73 (m, 12H, CoHOC.H>CaH> und
CaH>), 3.75-3.76 (m, 2H, Cvy'Ha), 4.14-4.17 (m, 2H, C.H>), 7.34 (dd, 2H, H> und Hs, 3Jss,
3h3=11.2 Hz), 7.79 (dd, 2H, H3und Hs, 3Ts56,3003=12.4 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 = 21.8 (CHs), 42.9 (CaHa), 68.8 (CpHa), 69.4 (C.Ha), 70.7,
70.8, 70.8 und 70.9 (C:HaCaHa), 71.5 (CoHa), 128.1 (Cs.5), 130.0 (Cag), 133.1 (Cy), 145.0 (Cs)

ppm;
FT-IR (ATR): ¥ = 2945 (m, v(C-H)), 2872 (m, v(C-H)), 1734 (m), 1597 (m), 1452 (m), 1354
(s), 1298 (m), 1244 (m), 1174 (s), 1097 (s), 1043 (w), 1014 (m), 918 (s), 814, 773, 661 cm’".

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein. [2*4

Darstellung von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethan-1-ol (84)%7

NaN; b ¢ c b
TO NG OO ——— - Na A O OH
. EtOH a d ., a’

2.82 g (8.11 mmol) monotosyliertes Tetraethylenglykol 83 wurden mit 80.0 mL Ethanol abs.
in einem 250 mL-Rundkolben versetzt, portionsweise wurden 1.58 g (24.3 mmol) Natriumazid
zugegeben und die Mischung wurde bei 80 °C geriihrt. Nach 48 h wurde die Losung auf RT
gekiihlt, mit 50.0 mL ges. NaCl-Losung versetzt und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Die
wissrige Phase wurde zweimal mit je 100 mL CHCI; extrahiert, die organischen Phasen
vereinigt und mit 150 mL ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organischen Phasen wurden
vereinigt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i. Vak. vom Losungsmittel befreit. Der erhaltene
Riickstand wurde einer Sdulenchromatographie (SiO2; CyH/EtOAc = 1/2) unterzogen, um 84

als braunes Ol zu erhalten.
Ausbeute: 1.72 g (7.83 mmol; 97%, Lit. 81 %);

R~Wert: 0.58 (Si02; CyH/EtOAc = 1/2);
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TH-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 = 3.38-3.40 (m, 2H, C.H>N3), 3.62-3.65 (m, 2H, Ca-H>OH),
3.67-3.69 (m, 10H, CoH>C.H>CaH>), 3.74-3.77 (m, 2H, Cvy-H2CaH2OH) ppm;

I3C-NMR (100 MHz, CDCl3): 6 =42.9 (CaH20H), 50.8 (C,H2N3), 70.2 (CpHa), 70.81 und
70.85 (CcH2CqH2), 71.5 (CvHa), ppm;

FT-IR (ATR): ¥V = 2868 (m, v(C-H)), 2098 (s, v(N=N)), 1446 (m), 1350 (m), 1296 (s), 1250
(w), 1111 (s), 933 (m), 848, 831, 744, 663 cm’..

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[?*

Versuch der Darstellung von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-
methylbenzolsulfonat (85)

TsCI, NEt b ¢ c b
Noa g O O e Nas g O OTs
84 CHCly a d 85 d :

1.02 g (4.66 mmol) Azid-funktionalisiertes Tetraethylenglykol 84 wurden mit 50.0 mL
Dichlormethan und 2.00 mL Triethylamin (1.41 g, 14.0 mmol) versetzt und auf 0 °C gekiihlt.
Anschlieend wurden 2.66 g (14.0 mmol) Tosylchlorid zugegeben, auf RT gebracht und 48 h
geriihrt. Eine durchgefiihrte DC-Reaktionskontrolle zeigte keine Umsetzung. Nach einer
weiteren Woche war nur das Edukt diinnschichtchromatographisch zu erkennen und es wurden
5.70 mg (46.6 pmol) 4-DMAP zugesetzt und 18 h geriihrt. Nach einer weiteren Woche wurde

keine Umsetzung festgestellt und das Edukt wurde reisoliert.

Darstellung  von 2-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzol-
sulfonat (85)1%°Y

NaNj b ¢ c b
TsO\/\O/\/O\/\O/\/OTS - Ng\/\o/\/o\/\o/\/OTs
EtOH a d d a’
74 85
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3.60 g (7.16 mmol) ditosyliertes Tetraethylenglykol 74 wurden mit 50.0 mL Ethanol abs.
versetzt, portionsweise wurden 0.51 g (7.88 mmol) Natriumazid zugegeben und die Mischung
bei 80 °C geriihrt. Nach 48 h wurde die Losung auf RT gekiihlt, mit 50.0 mL ges. NaCIl-Lésung
versetzt und 1. Vak. vom Losungsmittel befreit. Die wéssrige Phase wurde dreimal mit je 50 mL
CHCI3 extrahiert, die organischen Phasen vereinigt und mit 50 mL ges. NaCl-Losung
gewaschen. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und
i.Vak. vom  Losungsmittel Dbefreit. Der erhaltene Riickstand wurde einer
Siulenchromatographie (SiO2; CyH/EtOAc = 1/1) unterzogen, um 85 als braunes Ol zu

erhalten.
Ausbeute: 741 mg (1.98 mmol; 28%, Lit. 86 %);
R~Wert: 0.48 (S102; CyH/EtOAc = 1/1);

TH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 2.45 (s, 3H, CH3), 3.37-3.39 (m, 2H, CaH}),3.57-3.64 (m,
8H, OCH>CyHb), 3.65-3.68 (m, 2H, CyH>), 3.68-3.70 (m, 2H, CyHa), 4.14-4.17 (m, 2H,
CuoH>), 7.34 (dd, 2H, H; und Hs, 3Js56, >J23=28.04 Hz), 7.80 (dd, 2H, H> und Hs, 3Jss,
3J3 = 8.28 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCl3): 5 =21.8 (CHs), 50.8 (CaHa), 68.8 (CoHa), 69.4 (CaHa), 70.2
(CyHa), 70.0, 70.8, 70.8 und 70.9 (C:H2CaHy), 71.5 (CoHa), 128.1 (Cas), 130.0 (Css), 133.1
(Ch), 145.0 (Cs) ppm;

FT-IR (ATR): ¢ = 2922 (m, v(C-H)), 2870 (m, v(C-H)), 2100 (m, v(N=N)), 1597 (m), 1450
(m), 1354 (s), 1290 (m), 1254 (m), 1174 (s), 1097 (s), 1014 (m), 918 (s), 816, 773, 661 cm’.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein. [2*4

Darstellung von 1-Azido-3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-in (86)°%

n NaH b c c b’ 4
TSO\/\O/\/O\/\O/\/ N3 HO/\ ~ N3 \/\O/\/O\/\O/\{O\/
THF gps a d d a
85 86

In einem 50 mL-Schlenkkolben wurden unter Schutzgasatmosphidre 286 pL (278 mg,

4.96 mmol) Propargylalkohol in 20.0 mL THF abs. gelost und auf 0 °C gekiihlt. Unter
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Schutzgas wurden portionsweise 120 mg Natriumhydrid (4.96 mmol) zugegeben und 30 min
bei 0 °C geriihrt. AnschlieBend wurden 741 mg (1.98 mmol) des Tetraethylenglykol-Derivats
85 in 10.0 mL THF abs. geldst, tropfenweise der Losung zugefiihrt und 30 min bei 0 °C gertihrt.
Die Losung wurde auf RT gebracht, 18 h geriihrt und anschlieBend mit 10%iger NH4OH-
Losung versetzt, bis die Triibung verschwand. Das Ldsemittel wurde i.Vak. entfernt und der
Riickstand mit Dichlormethan vesetzt. Die organische Phase wurde dreimal mit je 50 mL H>O
extrahiert, die wassrigen Phasen vereinigt und mit 50 mL CH>Cl; extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, mit Magnesiumsulfat getrocknet und i.Vak. vom Losungsmittel
befreit. Der erhaltene Riickstand wurde einer Saulenchromatographie (SiOy;

CyH/EtOAc = 2/3) unterzogen, um 86 als gelbes Ol zu erhalten.
Ausbeute: 486 mg (1.89 mmol; 95%, Lit. 86 %);
R~Wert: 0.47 (S102; CyH/EtOAc = 2/3);

'"H-NMR (400 MHz, CDCl3): §=2.42 (t, 1H, C=CH, 3J=2.40 Hz), 3.38-3.40 (m, 2H,
CaH>N3), 3.64-3.68 (m, 14H, C.H>CoHo(OCH2CyH20)2CaH2Cy H>), 4.20 (d, 2H, CH>C=CH,
3] =2.40 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 50.8 (CaHaN3), 58.6 (CH2C=CH), 69.3 (Ca'Ha), 70.2 (CoHa),
70.6, 70.76, 70.79, 70.79 und 70.84 (C.H.C4Hy), 74.6 (C=CH), 79.8 (C=CH) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3288 (W), 3253 (W), 2908 (m, v(C-H)), 2868 (m, v(C-H)), 2100 (s, v(N=N)),
1444 (m, (-CHz-)), 1348 (m, v(-O-CHa-CH,-0-)), 1286 (s), 1117 (s), 1095 (s), 935 (m), 922,
845, 667, 644 cm’!;

UV/VIS (Acetonitril): Amax = 249.4 nm, e=7.13*10*L cm™'mol!;
Amax = 285.0 nm, £ = 8.15*10* L cm™'mol;

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[2%¢]
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Darstellung von 3,6,9,12-Tetraoxapentadec-14-in-1-amin (87)?*/

PPhg

b c c b’ _—
—
N3\/\O/\/O\/\O/\/O\// H2N\/\0/\d/0\d/\o/\/’0\//

THF/H,O a a

86 87

586 mg (2.28 mmol) Tetraethylenglykolderivat 86 wurden in einem 50 mL-Schlenkkolben
dreimal evakuiert und mit Stickstoff gespiilt, mit 10.0 mL THF abs. versetzt, 0.50 mL H>O und
1.49 g (5.69 mmol) Triphenylphosphin zugegeben. Nach 3 h Riihren bei RT wurde das
Losemittel i.Vak. entfernt und der Riickstand einer Saulenchromatographie (SiO2;
CH2CIo/NEt; = 1/0.1) unterzogen. Das '"H-NMR-Spektrum des Isolats zeigte jedoch einige
Signale, die protoniertem Triethylamin zuzuordnen waren. Daher wurde eine zweite
Siulenchromatographie (SiO2; CH2Clo/MeOH = 10/1) durchgefiihrt, um 87 als braunes Ol zu
erhalten. Die verunreinigten Fraktionen wurden einer Extraktion mit 0.05 M NaOH und
Dichlormethan unterworfen, die vereinigten organischen Phasen mit Magnesiumsulfat
getrocknet und i.Vak. vom Losemittel befreit. Der erhaltene Riickstand zeigte im 'H-NMR-
Spektrum jedoch kein Signal fiir das Alkinproton. Dieser Teil der Reaktionsmischung wurde
verworfen und es wurde mit dem gewonnenen Produkt der zweiten Sdulenchromatographie

weiter gearbeitet.
Ausbeute: 147 mg (637 umol; 28%, Lit. 85 %);

R~Wert: 0.163 (Si02; CH2Cl/NEt; = 10/1);

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =2.17 (s, 2H, NH>), 2.44 (t, 1H, C=CH, °J = 2.40 Hz), 2.92
(t, 2H, C.HoNHa, *J=5.08 Hz), 3.59 (t, 2H, CuoHa, 3J=5.08 Hz), 3.68-3.72 (m, 12H,
(OCH>CaH>0)2Ca-H2Co Hz), 4.21 (d, 2H, CH>,C=CH, °J = 2.40 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCLs): 6 = 41.7 (C,HoNH,), 58.6 (CH,C=CH), 69.3 (CaHa), 70.44,
70.46, 70.63, 70.65 und 70.66 ((C.H2C4H20):Cp'Ha), 72.3 (CoHa), 74.8 (C=CH), 78.7 (C=CH)
ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3400 und 3248 (m, v(N-H)), 2912 (m, v(C-H)), 2877 (m, v(C-H)), 2112 (m,
v(C=CH)), 1630 (m), 1514 (m), 1456 (m), 1352 (m), 1288 (w), 1248 (w), 1088 (s), 1030 (m),

937 (m), 879, 839, 681, 625 cm'.
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Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[?*”)

Darstellung von 3,6,9,12-Tetraoxapentadec-14-in-1-amin (87)?%%

\

H b c c b’ = b c c b’
XO\H/N\/\O/\/O\/\O/\/O\// TFA HoN A~ g~ O g~ O P
a d d a’ CH20|2 a d d a’
92 87

In einem 50 mL-Rundkolben wurde das Alkin 92 vorgelegt, mit 5.00 mL CH>Cl> und 5.00 mL
Trifluoressigsdure versetzt und 3 h bei RT geriihrt. Nach erfolgter Reaktion wurde das
Losemittel im Vakuum entfernt, der Riickstand in bidest. Wasser geldst und mit NaOH auf
pH 14 gebracht. Die wissrige Phase wurde viermal mit je 50 mL CHxCly extrahiert, die
organischen Phasen vereinigt und mit Magnesiumsulfat getrocknet, um 87 als gelbes Ol zu
erhalten.

Ausbeute: 174 mg (752 pmol; 89 %, Lit. 96 %);

TH-NMR (400 MHz, CDCls): 6 = 1.76 (br. s, 2H, NH>), 2.43 (t, 1H, C=CH, °J = 2.40 Hz), 2.88
(t, 2H, Cufh, 3J=5.16 Hz), 3.53 (t, 2H, Colh, *J=5.16 Hz), 3.63-3.72 (m, 12H,
(OCH>CaH20).CHyCHy'), 4.21 (d, 2H, CH,C=CH, *J = 2.40 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCL3): 6 = 48.9 (C.Ha), 58.6 (CH2C=CH), 69.3 (CaHa), 70.46, 70.52,
70.70, 70.72 und 70.73 (C:H2CaHaCo Ha), 73.3 (CoHa), 74.7 (C=CH), 79.7 (C=CH) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3371 (w), 3288 (w), 3244 (w), 2912 (m, v(C-H)), 2865 (m, v(C-H)), 2112

(w, v(C=C)), 1691 (m, v(-NH,), Amid ), 1597 (m, v(-NHz), Amid II), 1456 (m, (-CHa-)), 1350

(m, v(-O-CHa-CH2-0-)), 1292 (s), 1117 (s), 1093 (s), 1034 (m), 941 (m), 920, 843, 802, 679

cm’l;

UV/VIS (Acetonitril): Amax = 255.8 nm, = 8.96*10* L cm™'mol™';
Amax = 289.4 nm, = 1.01*10° L cm™'mol;

MS (ESL+): gem.: 232.1547 (C11H22NOy4), ber. fiir C11H22NO4: 232.15488.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.??®!
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Darstellung von 3,6,9,12-Tetraoxapentadec-14-in-1-ol (88)1°%/

HO_~ g O~ OH = B % \\\/O\a/b\o/c\d/o\d/c\o/b,\;ﬂ
73 88

In einem 50 mL- Schlenkkolben wurden unter Schutzgasatmosphire 5.00 g (25.7 mmol)
Tetraethylenglykol 73 in 50.0 mL THF abs vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Es wurden
portionsweise 610 mg (15.3mmol) Natriumhydrid zugegeben, die Losung wurde auf RT
erwdrmt und fiir 2 h geriihrt. Anschlieend wurde die Suspension wieder auf 0 °C gekiihlt und
iiber ein Septum 3.06 g (2.29 mL, 25.7 mmol) Propargylbromid innerhalb von 30 min.
zugetropft. Die Losung wurde auf RT erwarmt und 2 h geriihrt, bevor sie i.Vak. vom Lésemittel
befreit wurde. Der Riickstand wurde mit Wasser und CH>Cl, versetzt, dreimal mit je 50 mL
CHCl; extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit Natriumsulfat getrocknet und i.Vak.

vom Losemittel befreit. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch (SiO2; Petrol-

ether/Aceton = 1/1) gereinigt, um 88 als farbloses Ol zu erhalten.
Ausbeute: 2.63 g (11.3 mmol; 44 %, Lit. 47 %);
R~Wert: 0.37 (SiO2; Aceton/PE = 1/1);

TH-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 2.29 (br. s, 1H, OH), 2.43 (t, 1H, C=CH, >J = 2.40 Hz), 3.60—
3.62 (m, 2H, CoHoNH»), 3.68-3.672 (m, 14H, CH.CHy(OCH>CaH>0):Cy Hs), 4.20 (d, 2H,
CH,C=CH, °J = 2.40 Hz) ppm;

13C-NMR (100 MHz, CDCL3): 6 = 58.6 (CH,C=CH), 61.9 (Cy'Ha), 69.3, 70.48, 70.54, 70.69,
70.72 und 70.77 (CHaCHy(CeHaCaH20).Co Ha), 72.7 (CaHa), 74.7 (C=CH), 79.8 (C=CH) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3419 (m, v(OH)), 2873 (m, v(C-H)), 2116 (w, v(C=CH)), 1643 (m), 1456
(m), 1350 (m), 1292 (m), 1248 (m), 1090 (s), 1034 (m), 939 (m), 883, 837, 617 cm’™".

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[?*]
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Darstellung von 3,6,9,12-Tetraoxapentadec-14-in-1-yl-4-methylbenzolsulfonat
(89)[229]

TSC', NEt3

b c c b’
\/O\/\ <O~ OTs
(@) 0] g
CH,Cl, a d d a
88 89

N
\\/O\/\o/\/o\/\o/\/OH

In einen 250mL-Schlenkkolben wurden 1.40 g (6.03 mmol) des Alkinols 88 und 2.66 mL
(1.94 g, 19.2 mmol) Triethylamin in CH>Cl; abs. vorgelegt und auf 0 °C gekiihlt. Portionsweise
wurden 1.44 g (7.55 mmol) Tosylchlorid zugegeben, nach 30 min. Riihren das Eisbad entfernt
und 18 h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde die Losung mit 50.0 mL NH4CI-Losung und
50.0 mL CHClL> versetzt und 10 min. geriihrt. Die wéssrige Phase wurde viermal mit je
50.0 mL CH>Cl; extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit je 50.0 mL 1 N Salzsdure
und ges. NaCl-Losung gewaschen, mit Natriumsulfat getrocknet und i.Vak. vom Losemittel
befreit. = Nach  sdulenchromatographischer = Aufreinigung  (SiO; CHCL >
CH2Cl2/MeOH = 99/1 - 90/3) wurde das Produkt wiederum vom Losemittel 1. Vak. befreit, um

89 als farbloses Ol zu erhalten.
Ausbeute: 1.97 g (5.09 mmol; 85 %, Lit. 90 %);

"H-NMR (400 MHz, CDCl3): 6 =2.42 (t, 1H, C=CH, °J = 2.41 Hz), 2.45(s, 3H, CH3), 3.56—
3.72 (m, 14H, CH.CHy(OC:HCaH20):CvH2), 4.15-4.17 (m, 2H, CaH2), 4.20 (d, 2H,
CH>C=CH, °J = 2.40 Hz), 7.34 (dd, 2H, Hsund Hs,3Js5 s, >J23 = 8.21 Hz), 7.79 (dd, 2H, H>und
Hs, 3Js,6,%J2,3 = 8.49 Hz) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 2947 (m, v(C-H)), 2870 (m, v(C-H)), 2114 (w, v(C=CH)), 1597 (w), 1489

(w), 1452 (m), 1352 (s), 1292 (m), 1248 (m), 1174 (s), 1095 (s), 1012 (m), 918 (s), 816, 773,
661 cm™.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.?2"!
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Versuch der Darstellung von 2-(3,6,9,12-Tetraoxapentadec-14-in-1-yl)isoindo-
lin-1,3-dion (90)

89 Q
c c b’
+ —_—— \\\/O\/\O/\/O\/\O/\/ N
O DMF a d d a o)
® 6;\:© 90
K N
O

1.73 g (4.47 mmol) des Alkins 89 wurden unter Schlenkbedingungen in 10 mL DMF abs. gelost
und mit 1.37 g (6.71 mmol) Kaliumphthalimid versetzt. Die resultierende Losung wurde bei
110 °C 18 h geriihrt und anschliefend i.Vak. vom Losemittel befreit. Der Riickstand wurde in
Diethylether gelost, der verbleibende Feststoff iiber eine Fritte abfiltriert und die resultierende
Losung i.Vak vom Losemittel befreit. Nach sdulenchromatographisher Aufreinigung konnte
das gewiinschte Produkt nicht isoliert werden. Es zeigte sich im 'H- NMR-Spektrum, dass sich
das Phthalimid zur Phthalsdure zersetzt hatte und somit das Alkin iiber eine Esterbindung

jeweils mit der Sduregruppe reagiert hatte. Das Produkt wurde verworfen.

Darstellung von 2,2-Dimethyl-4-oxo0-3,8,11,14-tetraoxa-5-azahexadecan-16-yl-
4-methylbenzenesulfonat (91)/**%

Pd/C; H,
N Boc,O 0 H b ¢ 0 c b’ 0
3\/\0/\/0\/\0/\/OTS __DEmY o ﬁ/ \n/ \/\O/\/ \/\o/\{
MeOH abs o @ d d a
85 91

1.48 g (3.96 mmol) 85 wurden in einem 50 mL-Schlenkkolben unter Schutzgasatmosphire in
10 mL MeOH abs. geldst und mit 500 mg Palladium/Kohle versetzt. Die Reaktionsmischung
wurde mittels Eisbad auf 0 °C gekiihlt und langsam 1.10 mL (1.03 g, 4.74 mmol) Di-tert-butyl-
dicarbonat zugetropft. Nach 10 min wurde das Eisbad entfernt, ein mit Wasserstoff gefiillter
Luftballon aufgesetzt und die Reaktion 18 h bei RT geriihrt. Nach erfolgter Reaktion wurde der
Feststoff tiber einen Blaubandfilter entfernt, das Losemittel i.Vak. entfernt und der Riickstand
siulenchromatographisch gereinigt (SiO»; CyH/EtOAc =1/1), um 91 als farbloses Ol zu
erhalten.
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Ausbeute: 564 mg (1.26 mmol; 32 %, Lit. 63 %);

IH-NMR (400 MHz, CDCL): 6 = 1.43 (s, 9H, C(CHs)3), 2.45 (s, 3H, CH3), 3.30 (q, 2H, CHb,
3J=4.92 Hz), 3.53 (t, 2H, Cy-Ha, °J = 5.04 Hz), 3.58-3.62 (m, 8H, (OCH2CaH20)2), 3.68-3.71
(m, 2H, CoHh), 4.15-4.17 (m, 2H, Co'Ha), 4.99 (br. s, 1H, NH), 7.34 (dd, 2H, H;und Hs,Jss,
3153 =8.60 Hz), 7.80 (dd, 2H, Hyund Hy, 3J5.6, >J2,3 = 8.26 Hz) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3359 (m, v(N-H)), 2972, 2924 und 2871 (m, v(C-H)), 1707 (s, v(C=0)),

1597 (w), 1514, 1454 (m), 1389 (w), 1358 (s), 1273 (m), 1250 (m), 1173 (s), 1097 (s), 1014
(m), 918 (m), 864, 816, 775, 662 cm..

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.?2*!

Darstellung von tert-Butyl-(3,6,9, I 2-tetraoxapentadec- 14-in-1-yl)carbamat (92)

H b c o] b’
O\H/N\/\O/\/O\/\O/\/,OTS Nah H b ¢ c b _
0 a d d a a > XO\H/N\/\O/\/O\/\O/\/O\//
91 THF abs o @ d d a’
92

+
/\OH

Unter Schlenkbedingungen wurden 170 uL (164 mg, 2.92 mmol) Propargylalkohol in 20 mL
THF abs. in einem 50 mL-Schlenkkolben vorgelegt und mittels Eisbad auf 0 °C gekiihlt.
Anschlieend wurden langsam 70 mg (2.92 mmol) Natriumhydrid, welches vorher mit
n-Pentan gewaschen wurde, in Portionen zugegeben, nach 10 min. langsam das in 10 mL THF
abs. geloste tosylierte Tetraethylenglykolderivat 91 zugetropft und weitere 30 min. bei 0 °C
geriihrt. Das Eisbad wurde entfernt und die Reaktion bei RT fiir 18 h geriihrt. Die Reaktion
wurde mit 15 mL 10%iger NH4OH-Lsg. Versetzt, bis die Triibung verschwand und mit 20 mL
CHxCl, versetzt. Die organische Phase wurde dreimal mit je 50 mL bidest. Wasser extrahiert,
die vereinigten wissrigen Phasen dreimal mit je 50 mL CH2Cl> gewaschen, die organischen
Phasen vereinigt und mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losemittel wurde i.Vak. entfernt
und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (Si02; CyH/EtOAc =2/1), um 92 als

farbloses Ol zu erhalten.

Ausbeute: 375 mg (1.08 mmol; 92 %);
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R~Wert: 0.63 (Si02; CyH/EtOAc = 1/2);

TH-NMR (400 MHz, CDCL3): 6 = 1.44 (s, 9H, C(CHs)3), 2.42 (t, 1H, C=CH, 3J = 2.40 Hz),
331-332 (m, 2H, C.Hh), 3.53-3.55 (m, 2H, CuoH), 3.60-3.72 (m, 12H,
CHy(OCHCaH20).CHy), 421 (d, 2H, CH>C=CH, 3J = 2.40 Hz), 5.03 (br. s, |H, NH) ppm;

IBC-NMR (100 MHz, CDCL): J=28.6 (C(CH3)3), 40.5 (C.Hz), 58.6 (CH.C=CH), 69.3
(CaHa), 70.4 (CyHa), 70.57, 70.69, 70.74 und 70.77 (C:H2CyHa and CoHa), 74.7 (C=CH), 79.2
(C(CHs)3), 79.8 (C=CH) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3352, 3248, 2970, 2925, 2870 (m, v(C-H)), 2112 (w, v(C=C)), 1705 (s,

v(C=0)), 1514(m, v(-NH-)), 1454 (m, (-CH-)), 1390, 1364 (m, v(-O-CH,-CH,-0-)), 1271 (m),
1248 (m), 1171 (m, COOC(CHz)3), 1097 (s, COOC(CHs)3), 1036 (m), 945, 922, 864, 779, 758,
663, 613 cm’;

MS (ESL+): gem.: 354.1889 (Ci16H20NNaOg), ber. fiir C16H26NNaOg: 354.18926.

Versuch der Darstellung von tert-Butyl-(3,6,9,12-tetraoxapentadec-14-in-1-
vl)carbamat (92)

H b c c b’
XO\H/N\/\O/\/O\/\O/\/,OH Nah H b o c b _
5 @ d d as N . XOTN\/\O/\/O\/\O/\{O\/
93 THF abs o a d d a
" 92
/Br

In einem 50 mL-Schlenkkolben wurden 562mg (1.92mmol) Amid 93 unter
Schutzgasatmosphire in 20 mL THF abs. geldst und mit 52 mg (2.18 mmol) Natriumhydrid
versetzt. Nach 10 min. wurde die Reaktion auf 0 °C gekiihlt und tropfenweise mit 220 pL
(342 pg, 2.87 mmol) Propargylbromid versetzt. Nach 40 min. wurde das Eisbad entfernt und
die Reaktion fiir weitere 18 h bei RT geriihrt. Das Losemittel wurde i.Vak. entfernt, der
Riickstand in CH2Cl, gelost und mit 50 mL ges. NaCl-Losung und 50 mL bidest. Wasser
extrahiert. Die vereinigten wéssrigen Phasen wurden mit CH>Cl, extrahiert, die vereinigten

organischen Phasen mit Magnesiumsulfat getrocknet und das Losemittel 1. Vak. entfernt. Nach
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sdulenchromatographischer Aufreinigung (SiO2; CyH/EtOAc = 1/1) wurde ein Produkt als
farbloses Ol erhalten, jedoch war kein eindeutiges CH>-Signal der Alkingruppe im 'H-NMR-

Spektrum sowie im IR-Spektrum erkennbar. Der Ansatz wurde verworfen.

Darstellung  von  tert-Butyl-(2-(2-(2-(2-hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)ethyl)-
carbamat (93)/%

Pd/C; H
Bocs0 o N2 S o S 2 on
N3\/\O/\/O\/\O/\/0H 2 . >( \n/ \/\o/\/ \/\O/\{
MeOH abs o °@ d d a
84 93

In einem 50 mL-Schlenkkolben wurden 933 mg (4.25 mmol) 84 in 10 mL MeOH abs gelost,
mit 300 mg Pd/C versetzt und unter Argon auf 0 °C mittels Eisbad gekiihlt. AnschlieBend
wurden 1.17 mL (1.11 g, 5.11 mmol) Di-tert-butyldicarbonat zugegeben und 30 min. bei 0 °C
geriihrt. Nun wurde Wasserstoff in die Reaktionsmischung fiir 20 h geleitet. Der Feststoff
wurde mit einem Blaubandfilter abgetrennt, das Losemittel i.Vak. entfernt und der Riickstand
sdulenchromatographisch (SiO2; CyH/EtOAc = 1/1) gereinigt, um 93 als farbloses Ol zu

erhalten.
Ausbeute: 610 mg (2.08 mmol; 49 %, Lit. 56 %);

'TH-NMR (400 MHz, CDCl3): § = 1.45 (s, 9H, C(CHs)3), 2.17 (s, 1H, OH), 3.30-3.33 (m, 2H,
CaHb), 3.54 (t, 2H, Ca'Ha, °J = 5.34 Hz), 3.61-3.71 (m, 10H, CHy(OC.H2CaH>0)2), 3.77 (t, 2H,
CvHa, 3J=5.28 Hz), 5.01 (br. s, |H, NH) ppm;

BC-NMR (100 MHz, CDCls): 6 = 28.4 (C(CH3)3), 40.6 (CaHz), 70.4 (Ca'Hz), 70.74 und 70.82
(CcH2C4Hz and CoH2), 71.5 (CvHa), 79.3 (C(CH3)3) ppm, CO wurde nicht detektiert;

UV/VIS (Acetonitril): Amax = 243.4 nm, e = 1.40*10° L cm™'mol!;
Amax = 283.0 nm, £ = 1.63*10° L cm™'mol;
Amax = 299.6 nm, £ = 1.72*10° L cm™'mol;
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FT-IR (ATR): ¥ = 3562 und 3354 (m, v(N-H)), 2972 (m, v(C-H)), 2926 und 2870 (m, v(C-H)),

1705 (s, v(C=0)), 1513 (4), 1454 (w), 1390 (w), 1365 (m), 1248 (m), 1169 (s), 1103 (s), 1043
(w), 968 (w), 937, 864, 781, 748, 663 cm’.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[*"]

Darstellung von  4-(((2-Amino-4-hydroxypteridin-6-yl)methyl)amino)benzoe-
scure (96)%31

o}
OH /@)‘\” TFAA OH /©)J\N
N)\/[Nj/\N OH THF o N)?[N\j/\N g
L AA " e M A AT A

H,N N N FC” NN 07 R
7 94
THF/H,0
Et,0
o o O\ oH

15
14
17"OH HCI conc. OH /©)LN
9 10 D
j/\N 11 N X NN

ﬁif)\ °

In einem 250 mL-Schlenkkolben wurden 100 mL THF abs. unter Schutzgas vorgelegt, im
Dunkeln 10.0 g (22.7 mmol) Folsdure (7) zugegeben und auf 0 °C mittels Eisbad gekiihlt.
Anschlieend wurden 38.0 g (25.5 mL, 2181 mmol) Trifluoressigsdureanhydrid iiber ein
Septum innerhalb von 20 min zugetropft und liber Nacht bei RT geriihrt. Die Reaktionslosung
wurde eingeengt, auf 350 mL Toluol gegeben und iiber Nacht im Kiihlschrank auskristallisiert.
Der ausgefallene Niederschlag wurde mit einer P4-Fritte abfiltriert, mit Diethylether
nachgewaschen und im Vakuum getrocknet, um Trifluoromethyl-5-oxo0-1-(4-(2,2,2-trifluoro-
N-((4-hydroxy-2-(2,2,2-trifluoroacetamido)pteridin-6-yl )methyl)acetamido)benzoyl)pyrro-

lidin-2-carboxylat 94 als gelben Feststoff zu erhalten. 94 wurde in THF gelost, mit Eis versetzt

und iiber Nacht unter Kiihlung geriihrt, wobei sich ein schwarzer Feststoff bildete. Die gesamte
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Losung wurde auf 300 mL Diethylether gegeben und sechs Stunden geriihrt. Der entstandene
gelbe Feststoff wurde mit einer Fritte abfiltriert, im Olpumpenvakuum getrocknet, in 50 mL
konzentrierter Salzsdure gelost und 18 h auf 60 °C erhitzt. Die Reaktionsmischung wurde fiir
weitere 2.5 h auf 116 °C erhitzt und nach Abkiihlen auf 500 mL Eis gegeben. Der Riickstand
wurde mit einer Fritte abgefrittet und die Mutterlauge mit Natronlauge auf pH=4 gebracht. Der
Niederschlag wurde mit einer Fritte abfiltriert, in Diisopropylether erhitzt, abwechselnd mit
H>0O und MeOH versetzt, bis er sich gelost hat und im Kiihlschrank zur Kristallisation gebracht.
Der entstandene gelbe Niederschlag wurde mit einer P4-Fritte abfiltriert und im Vakuum

getrocknet.
Ausbeute: 1.17 g (3.75 mmol; 17 %);
Smp.: 308 °C (Zers), Lit.: 310 °C;

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 4.48 (d, 2H, CoF,NH, 3J = 5.80 Hz), 6.64 (d, 2H, C1.H
und CisH, 3J = 8.60 Hz), 6.94 (br. s, 2H, NH»), 7.16 (t, 1H, CoHoNH, 3J = 5.80 Hz), 7.66 (d,
2H, C13H und C15H, 3J = 8.60 Hz), 8.64 (s, 1H, C;H), 11.4 (br. s, 1H, C4NH), 12.1 (s, 1H, OH)

ppm,

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): § = 45.8 (Cy), 111.3 (Ci2und Cie), 117.7 (C13), 128.9 (Caa),
131.2 (Ci3und Cis), 148.3 (Cs), 148.8 (Co), 152.0 (C11), 156.8 (Cs), 167.4 (C17), 181.8 (Cs)

ppm;
FT-IR (ATR): ¥ = 3350 und 3251 (m, v(N-H)), 3045 (m, v(C-H)), 2794 (m, v(C-H)), 1682 (m,

v(C=0)),1603 (m, V(C=Carom)), 1533 (W), 1487 (w), 1414 (w), 1373 (w), 1336 (w), 1325 (W),
1294 (w), 1173 (m, v (C-0)), 1045 (s), 897, 854, 820, 795, 779, 700, 671, 629 cm’".

Die erhaltenen Werte stimmen mit denen in der Literatur tiberein.[?3!]
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Darstellung von 5-(tert-Butyl)-1-methyl-(((9H-fluoren-9-yl)methoxy)carbonyl)-

glutamat (98)13%
o O _OH 0 OxO~
6
O. o)J\NI/YO\{/ DMS, K,COs OJ\NI/\[(O\{/
H S H
o
97 98

O o Aceton

In einem 100 mL-Rundkolben wurden 5.00 g (11.8 mmol) N-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-
glutaminséure y-fert-butylester (97) gegeben, in 25 mL Aceton geldst, mit 4.10 g (29.6 mmol)
Kaliumcarbonat versetzt und 10 min bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde 1.55 mL (2.06 g,
16.3 mmol) Dimethylsulfat zugetropft und fiir 48 h bei RT gertihrt. Das Losemittel wurde 1.
Vak. entfernt, der Riickstand in bidest. Wasser gelost und die wéssrige Phase viermal mit je
100 mL EtOAc extrahiert, die organischen Phasen vereinigt und mit Natriumsulfat getrocknet.
Das Losemittel wurde i.Vak entfernt und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt

(S102; CyH/EtOAc = 3/1), um 98 als farblosen Feststoff zu erhalten.
Ausbeute: 3.65 g (8.30 mmol; 71 %, Lit. 94 %);
Smp.: nicht detektiert;

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): = 1.39 (s, 9H, C(CHz)3), 1.75-1.81 (m, 1H, CH>CH> oder
CH2CH?>), 1.90-1.98 (m, 1H, CH>CH:z oder CH,CH>), 2.26-2.30 (m, 2H, CH>CHa), 3.63 (s, 3H,
OCHs), 4.05-4.10 (m, 1H, NHCHCH>), 4.21-4.24 (m, 1H, CoH), 4.31 (d, 2H, CoHCH,,
3] =6.48 Hz), 7.33 (t, 2H, CsH und CsH, °J=7.37 Hz), 7.42 (t, 2H, CoH und C7H, >J =17.41
Hz), 7.70-7.73 (m, 2H, C1H und CsH), 7.79 (d, 1H, NH, 3J=7.92 Hz), 7.90 (d, 2H, C4H und
CsH, 3J =7.48 Hz) ppm;

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[??]
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Darstellung von N-9-Fluorenylmethoxycarbonylglutaminsdure-a-methylester

(99)[233]

98

In einem 100 mL-Rundkolben wurden 3.65 g geschiitzte Glutaminsidure 98 mit 20 mL CH>Cl»
versetzt und langsam 12.0 mL TFA zugetropft. Nach 3 h Riihren bei RT wurde der
Reaktionslosung 10 mL bidest. Wasser zugegeben und die wéssrige Phase viermal mit je 40 mL
CH»Cl; extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit Magnesiumsulfat getrocknet
und i.Vak. vom Losemittel entfernt. Der Riickstand wurde in Diethylether/n-Hexan (2/3)

umkristallisiert, um 99 als farblosen Feststoff zu erhalten.
Ausbeute: 2.39 g (6.22 mmol; 75 %, Lit. 92 %);
Smp.: nicht detektiert;

"H-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 1.83-1.91 (m, 1H, CH>CH, oder CH,CH>), 1.92-2.01
(m, 1H, CH>CH: oder CH2CHa), 2.29-2.33 (m, 2H, CH2CH>), 3.63 (s, 3H, OCHs), 4.05-4.11
(m, 1H, NHCHCH>), 4.21-4.25 (m, 1H, CoH), 4.31 (d, 2H, CoHCH>, °J = 7.84 Hz), 7.34 (t, 2H,
C2Hund C7H, °J =7.44 Hz), 7.42 (t, 2H, C3H und CeH, 3J = 7.44 Hz), 7.71 (d, 2H, C1H und
CsH, °J=17.48 Hz), 7.81(d, 1H, NH, °J=7.88 Hz), 7.90 (d, 2H, C4H und CsH, 3J = 7.48 Hz),
12.2 (br. s, 1H, COOH) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3344 (m, v(OH)), 3018 (m, v(N-H)), 2952 (m, v(C-H)), 1741(m, v(C=0)),

1689 (s, v(-NHa), Amid 1), 1527 (s, v(-NHz), Amid 1), 1444 (m, (-CHz-)), 1411 (w), 1362 (w),
1292 (m), 1253 (m), 1217 (s), 1169 (s), 1090 (m), 1043 (m), 991 (m), 949, 879, 781, 758, 737,
615 cm™.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur {iberein.[**3]
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Versuch der Darstellung von Methyl-20-amino-17-oxo0-4,7,10,13-tetraoxa-16-
azahenicos-1-in-21-oat (101)

Ox O _ _
(Dol on o 0
5 m O& Ay
99 DMF 0 o
- IS

] o

100
87

DBU+ CH,Cl,
OO
T
HoN I
° (@)
o o
S
[ L
101
301 mg (785 umol) der geschiitzten Glutaminsidure 99 wurden in 10 mL DMF abs. geldst, mit
388 mg (1.02 mmol) HBTU und 174 puL (192 mg, 1.02 mmol) DIPEA versetzt und 30 min bei
RT geriihrt. AnschlieBend wurden 200 mg (869 umol) Amin 87 in 10 mL DMF abs. geldst, zu
der aktivierten Aminosdure getropft und die Reaktionsmischung bei 50 °C 18 h geriihrt. Das
Losemittel wurde 1. Vak. entfernt, der Riickstand in 20 mL EtOAc und 20 mL ges. NaCl-Losung
gelost und die wissrige Phase viermal mit je 50 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten
organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losemittel 1.Vak. entfernt
und der Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt (SiO2; CH>Clo/MeOH = 150/1
—100/1->80/1->10/1). Das erhaltene Produkt wurde in 8.00 mL CH>Cl, geldst, mit 860 uL
(873 mg, 5.73 mmol) frisch destilliertem DBU versetzt und bei 30 °C fiir 2 h geriihrt. Die
Reaktionsmischung wurde i.Vak. vom Losemittel befreit und anschlieBend sdulen-

chromatographisch gereinigt (SiO2; CH2Clo,/MeOH = 100/1-> 80/1-> 10/1). Es konnte kein

Produkt 101 erhalten werden, es wurde lediglich abgespaltenes Fmoc isoliert.
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Darstellung von Benzhydrazid (104)%3%

O 1) MeOH abs., H,SO, , 9
©)J\OH 2) N2H4*H20 3 f ”’NHZ
4 6

34 104

2.44 g (20.0 mmol) Benzoesdure 34 wurden in einem 50 mL-Schlenkkolben unter Schutzgas
mit 20.0 mL Methanol abs. versetzt. Zu der Reaktionslosung wurden 0.50 mL Schwefelsdure
gegeben und 24 h bei 90 °C geriihrt. AnschlieBend wurde die Losung auf RT gekiihlt und mit
10.0 mL (312 pumol) Hydrazinhydrat versetzt, 30 min bei 90 °C und anschlieend 16 h bei RT
geriihrt. Das Losemittel wurde 1.Vak entfernt, mit EtOAc und Wasser versetzt. Zur verbesserten
Phasentrennung wurde ein Spatel Natriumchlorid zugegeben und die wéssrige Phase fiinfmal
mit EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit Magnesiumsulfat

getrocket und das Losungsmittel i.Vak. entfernt, um 104 als farblosen Feststoff zu erhalten.
Ausbeute: 2.05 g (15.0 mmol; 75 %, Lit. 86 %);

Smp.: nicht detektiert;

R~Wert: 0.12 (SiO,; EtOAc/CyH = 2/1);

TH-NMR (400 MHz, DMSO-ds): 6 = 4.49 (br. s, 2H, NH>), 7.42-7.53 (m, 3H, CsH, C4H und
CsH), 7.80-7.83 (m, 2H, C2H und CsH), 9.77 (br. s, 1H, NH) ppm;
FT-IR (ATR): ¥ =3300 (m), 3197 (m), 3051 (m), 3018 (m), 2875 (m, v(C-H)), 1658 (m,

v(-NHz), Amid T), 1608 (m), 1556 (m), 1485 (m), 1444 (w), 1342 (m), 1296 (w), 1184 (w),
1117 (s), 1070 (w), 985 (m), 920, 881, 802, 754, 671 cm’.

Die erhaltenen analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur iiberein.?*#

157



EXPERIMENTELLER TEIL

Darstellung von N'-((E)-1-((2S,4S)-4-(((2S,4S, 58S, 6S)-4-Amino-5-hydroxy-6-
methyltetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-2,5, 1 2-trihydroxy-7-methoxy-6, 1 1 -dioxo-
1,2,3,4,6,11-hexahydrotetracen-2-yl)-2-hydroxyethyliden)benzhydrazid (105)

104 8

13.6 mg (99.9 umol) Benzhydrazid 104 und 60.0 mg (103 pmol) Doxorubicin 8 wurden in
einem 50 mL-Rundkolben mit 20.0 mL Methanol abs. versetzt. Zu der Reaktionslésung wurden
100 pL Trifluoressigsdure gegeben und 24 h bei RT unter Lichtausschluss geriihrt. Das Lose-
mittel wurde i.Vak entfernt, dann mit 10 mL Methanol und anschlieBend mit 15 mL
Diethylether bis zur Fillung versetzt. Der rote Feststoff wurde abfiltriert und mit Ether

nachgewaschen, um 1085 als roten Feststoff zu erhalten.
Ausbeute: 49.6 mg (74.9 pmol; 75 %);
Smp.: nicht detektiert;

'"H-NMR (400 MHz, DMSO-de): 6 = 1.17 (d, 3H, C25CH;, °J = 6.6 Hz), 1.66-1.72 (m, 1H,
C22H,Hy oder C22H.Hj), 1.86-1.93 (m, 1H, C10H,Hy oder C10H.Hp), 2.14-2.26 (m, 2H,
C22H,Hyp oder C22H.H, und C10HHy oder C10H.H,), 2.91-3.03 (m, 1H, C23H), 3.20-3.24
(m, 1H, C20H,Hy oder C20H.H3), 3.37-3.41 (m, 1H, C25H), 3.55-3.56 (m, 1H, C20H,Hy oder
C20H.Hy»), 3.99 (s, 3H, C27Hj3), 4.15-4.21 (m, 1H, C24H), 4.57-4.71 (m, 2H, C26H>), 4.87—
4.97 (m, 1H, C90H), 5.14-5.25 (m, 1H, C260H), 5.24-5.33 (m, 2H, C11H und C21H), 5.45-
5.46 (m, 1H, C240H), 7.51-7.85 (m, 6H, C2H, C3H, C4H, CsH C¢H und Ci5H), 7.91-7.95 (m,
2H, CisH und Ci7H), 11.9 (br. s, 1H, NH) ppm;

13C-NMR (100 MHz, DMSO-ds): § = 16.6 (C25CHs), 28.5 (C10), 32.2 (C20) 36.6 (C22), 39.7
(C23), 46.8 (C25), 56.7 (C27), 63.8 (C26), 66.1 (C24), 71.8 (C9), 99.2 (C11), 110.6 (C21),

110.8 (C12aund C18a), 119.2 (C17), 119.3 (C15), 119.8 (C13a), 126.8 (C2 und C6), 128.9 (C3
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und C5), 133.2 (C17a), 134.7 (C4), 135.8 (C1), 136.3 (C16), 136.4 (Cl11a), 137.7 (C19a), 154.5
(C8), 160.8 (C14), 162.1 (C7), 166.1 (C19), 166.8 (C12), 186.5 (C13), 186.6 (C18) ppm;

FT-IR (ATR): ¥ = 3386 (m), 3242 (m), 2981 (), 2897 (w, v(C-H)), 1657 (m, v(-NH,), Amid

1), 1614 (m, v(-NH,), Amid II), 1578 (m), 1522 (m), 1442 (m, (-CH,-)), 1408 (m), 1383 (w),
1279 (m), 1242 (m), 1188 (m), 1090 (s), 1039 (m), 943 (m), 901, 843, 802, 771, 615 cm’!;

UV/Vis (Acetonitril): Amax =252 nm, e=3.65¥10° L cm'mol;
Amax =478 nm, €= 1.29*%10° L cm 'mol';
Amax = 494 nm, €= 1.26*10° L cm 'mol';
Amax = 528 nm, £= 7.69*10° L cm'mol!;

MS (ESI,+): gem.: 662.2336 (C34H36N3011), ber. fiir C34H36N3011: 662.2344.

6.3.2 Herstellung und Funktionalisierung von Nanodiamant

Nanodiamant-Vermahlung (65)

Q

65

25 g Detonationsnanodiamant wurden in 200 mL bidest. Wasser portionsweise iiber 3 h im
Ultraschallbad dispergiert und anschlieBend in der Riihrwerkskugelmiihle bei 4000 rpm mit
Hilfe von 150 g Zirkoniumdioxid-Mahlkorpern (d =50 um) vermahlen. Es wurden weitere
200 mL bidest. Wasser zugegeben und sobald die gewiinschte Teilchengrofe erreicht wurde,

wurde der Mahlgang beendet und die Dispersion von den Mahlkorpern abgetrennt.
Konzentration: 38,8 mg/ml; total: 500 mL;

Teilchengrofie (H20): 10 % <2.19 nm, 50 % < 3.23 nm, 90 % < 5.18 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 5.9): +43.2;
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FT-IR (ATR): ¥ = 3380 (s, v(O-H)), 1718 (m,), 1634 (m, 8(OH)), 1313(m), 1090 (m), 668,

653, 642, 636 cm™.

Oberflichenbelegung (TGA): keine funktionellen Gruppen nachweisbar.

Darstellung von Carbonsdure-funktionalisierten Nanodiamantpartikeln 15

Variante a:

o D)

65 66 15

200 mg (7 mL) gemahlener Nanodiamant 65 wurden zusammen mit 200 mg 4-Carboxybenzol-
diazoniumtetrafluoroborat (66) mit Ultraschall fiir 55 min unter Wasserbadkiihlung und
anschliefend ohne Kiihlung weitere 15 min behandelt (Output 1 %2, hold, gepulst). Nach
Beenden der Reaktion wurde die Suspension auf vier Ultrazentrifugenréhrchen verteilt und
zentrifugiert (15 min, 52000 rpm). Der Riickstand wurde dreimal mit bidest. Wasser (15 min,
15000 rpm), siebenmal mit DMSO (60 min, 52000 rpm), einmal mit Aceton (5 min, 52000
rpm) und dreimal mit bidest. Wasser (15 min, 15000 rpm) gewaschen.

Riickgewinnung: 140 mg (70 %);

FT-IR (ATR): ¥ = 3353 (s, v(O-H)), 2945(m, v(C-H)), 1699 (m, v(C=0)), 1683 (m, Aryl),

1637 (m), 1591 (m), 1558 (m), 1544 (m), 1371 (m),1315 (m), 1257 (m), 1174 (m), 1172 (m),
1101 (m), 633, 621 cm’;

Teilchengrofie (H20): 10 % < 53 nm, 50 % < 98 nm, 90 % < 254 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 5.32): —24.3;
EA: gef. C: 89.75, H: 0.98, N: 2.40 %;

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.76 mmol/g.
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Variante b:

O
Q O

OH
65

5.50 mL (150 mg, 29.1 mg/mL) einer ND-Suspension 65 wurden in einen 50 mL-Rundkolben

)\/\ /N\
O "o

Q)<
OH

15

gegeben, mit 10.0 mL Millipore-Wasser versetzt, auf 80 °C erhitzt und mit 300 mg (2.19 mmol)
4-Aminobenzoesdure und 300 pL (260 pg, 2.23 mmol) Isoamylnitrit versetzt. Anschlieend
wurden der Reaktionsmischung 20.0 mL Millipore-Wasser zugegeben und bei 80 °C fiir 18 h
geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf RT gekiihlt, auf vier Ultrazentrifugenrohrchen
verteilt und zentrifugiert (25000 rpm, 15 min). Die iiberstehende Losung wurde abgenommen
und der Riickstand neu mit DMSO versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (52000 rpm,
90 min.). Dieser Vorgang wurde dreimal wiederholt. Dann wurde das Losungsmittel auf
Millipore-Wasser (52000 rpm, 15 min., einen Waschgang) und Aceton gewechselt und die
Waschvorginge (52000 rpm, 10 min.) dreimal wiederholt. Anschlieend wurden die Partikel

nochmals mit Millipore-Wasser dreimal gewaschen (52000 rpm, 15 min.).
Riickgewinnung: 120 mg (80 %);

FT-IR (ATR): ¥ = 3425 (s, v(O-H)), 2956 und 2925 (m, v(C-H)), 1685 (m, v(C=0)), 1651

(s), 1593 (m), 1545 (m), 1383 (m), 1313 (w), 1267 (w), 1169 (w), 914, 862, 837, 791,
735 cm’;

Teilchengrofle (H20): 10 % <37.6 nm, 50 % < 56.6 nm, 90 % < 115 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 5.72): -24.7;

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.46 mmol/g.
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Darstellung des orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten 68
‘ O/

)
 —

BF4 NQOCOOH
Q -

BF4 N2

W
a="

COOH
65 66 68

200 mg gemahlener Nanodiamant 65 (7 mL) wurden mit 50.0 mg 4-Carboxybenzoldiazonium-
tetrafluoroborat (67) und 65.0 mg 4-(Prop-2-in-1-yloxy)benzoldiazoniumtetrafluoroborat (66)
versetzt und mittels eines Ultraschallhorns (1,5 Output, gepulst) mit Ultraschall 70 min.
behandelt. Die Reaktionsmischung wurde auf vier Ultrazentrifugenréhrchen verteilt und
zentrifugiert (15000 rpm, 15 min). Der Riickstand wurde fiinfmal mit DMSO (52000 rpm, 60
min), einmal mit Aceton (52000 rpm, 5 min) und dreimal mit bidest. Wasser(25000 rpm, 20

min) gewaschen.
Riickgewinnung: 108 mg (54 %);

FT-IR (KBr): ¥ = 3441 (s, -OH), 2958 (m, v(C-H)), 2925 (m, v(C-H)), 2120 (w, v(C=C)),

1695 (m, v(C=0)), 1633 (m, Aryl), 1505 (m), 1455 (m), 1382 (m), 1237 (m), 1176 (m), 1021
(m), 833cm’!;

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.41 mmol/g;
EA: gef.: C 88.89, H 1.57, N 2.34;
Teilchengrofie (H20): 10 % <56 nm, 50 % <98 nm, 90 % <211 nm;

Zetapotential (mV) (pH = 6.51): +37.5.
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Darstellung von orthogonal funktionalisierten Nanodiamanten mit Hydrazid- und

Alkineinheiten 69

O O/// O///
H2N-NH2*H20 ’ O

DMF O
OH 0

HN.
o NH,
68 69

144 mg alkin- und carbonsdurefunktionalisierter Nanodiamant 68 wurden in DMF 30 Minuten
mit Ultraschall im Ultraschallbad behandelt. Nun wurden 3.00 mL (3.10 g, 61.8 mmol)
Hydrazinhydrat zugegeben und bei 90 °C fiir 18 h geriihrt. Die Reaktionslosung wurde auf acht
Eppendorf-Gefale verteilt, zentrifugiert (15000 rpm, 10 min), neu mit DMF versetzt und
redispergiert. Die Diamantsuspension wurde achtmal mit DMF/H20 (1:1) (15000 rpm,
30 min.) und zweimal mit bidest. Wasser (15000 rpm, 20 min) gewaschen. Die

aufgenommenen FT-IR-Spektren wiesen keine Alkinbande mehr auf.

Riickgewinnung: 191 mg (15.9 mg/mL; total: 12.0 mL);
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Darstellung von orthogonal funktionalisiertem Nanodiamant mit Hydrazid- und

Folsdureeinheiten 71

N3
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N’NH2
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N
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21.0 mg ND 81 wurden in DMF umgewaschen, in einen 50 mL-Rundkolben iiberfiihrt, mit
23.0 mg (26.5 umol) Alkin 82 und 9.00 mg (45.4 umol) Natriumascorbat versetzt und 10 min
mit Stickstoff {iberblasen. Mit der Reaktionslosung wurde nun das ,, Pump-Freeze-Thaw -
Verfahren durchgefiihrt und anschlieend im Stickstoffstrom 7.00 mg (47.3umol) Kupfer-(I)-
iodid zugegeben. Dann wurde die Reaktionsldsung fiir weitere 10 min. im Ultraschallbad
behandelt und weitere 18 h bei RT geriihrt. Nach erfolgter Kontrolle im DRIFTS-IR, um die
Umsetzung des Azids zu betrachten, wurde die Losung auf sechs Eppendorf- Gefidlle verteilt
und zentrifugiert (15000 rpm, 30 min.). Der Uberstand wurde abgenommen und der Riickstand
neu mit 9.00 mL DMF versetzt, redispergiert und wiederum zentrifugiert (15000 rpm, 30 min.).
Dieser Waschgang wurde viermal mit DMF, einmal mit Millipore-Wasser (15000 rpm,
20 min.), dreimal mit 0.1 M Na,EDTA-Lsg. (15000 rpm, 15 min.) und wiederum dreimal mit
Millipore-Wasser (15000 rpm, 15 min.) wiederholt.

Riickgewinnung: 18.5 mg (88 %);
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FT-IR (KBr): ¥ = 3415 (s, v(O-H)), 2929 und 2877 (m, v(C-H)), 1641 (s, v(NH,), Amid I),

1604 (s), 1545 (m, v(NHa), Amid II), 1514 (w), 1375 (m), 1311 (w), 1250 (w), 1103 (w),972,
825,793, 710 cm’;

Teilchengrofle (H20): 10 % <74.9 nm, 50 % < 115 nm, 90 % < 200 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 5.92): +21.3;
UV/VIS (Acetonitril): Anax= 274.8 nm, 392.2 nm;

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.12 mmol/g.

Darstellung von Doxorubicin- und Folsdure-funktionalisiertem Nanodiamant 72

\:g o] OH O
HO
£ oo =0490e
N=( 2 + w H20, pH 7
O ‘.

4.00 mL (4.00 mg, 2.05mg/mL) einer Suspension von 71 in Wasser wurden in einen 10 mL-
Rundkolben gegeben, mit 3.00 mL Millipore-Wasser verdiinnt und mit 2.50 mg (4.60 umol)
Doxorubicin versetzt. Die Losung wurde 5 min. mit Ultraschall im Ultraschallbad behandelt,
der pH-Wert mit 0.05 M NaOH-Losung auf pH = 7 eingestellt und anschlieBend bei 50 °C fiir

24 h geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf vier Ultrazentrifugenréhrchen verteilt und
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zentrifugiert (40000 rpm, 15 min). Die iiberstehende Lésung wurde abgenommen und der
Riickstand neu mit Wasser, welches mit einer wéssrigen Ammoniak-Lésung auf pH 8
eingestellt ist, versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (40000 rpm, 20 min.). Dieser

Vorgang wurde fiinfmal wiederholt.
Riickgewinnung: 8.50 mg (2.13 mg/mL; total: 4.00 mL);

FT-IR (KBr): ¥ = 3423 (s, v(O-H)), 2933 (m, v(C-H)), 2887 (m), 1614 (s), 1579 (s), 1439

(m), 1379 (m), 1306 (m), 1282 (m), 1246 (w), 1213 (m), 1157 (w), 1113 (w), 1065 (m), 1034,
993, 972, 876, 820, 795, 762, 704, 677, 636, 625 cm’!;

Teilchengrofie (H20): 10 % < 181 nm, 50 % < 285 nm, 90 % <443 nm;
Zetapotential (mV) (pH =9.31): -23.9.

Oberflichenbelegung (TGA): 0.08 mmol/g.

Darstellung von orthogonal funktionalisiertem Nanodiamant mit Carbonsdure-

und Azideinheiten 80

HZN& )\ﬂ O "
N3 /N\\
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6.00 mL einer Suspension von ND-H (78, Gesamtgehalt 150 mg) in 6.00 mL bidest. Wasser
wurden in einen 50 mL Rundkolben gegeben, auf 80 °C erhitzt und mit 162 mg (1.00 mmol) 4-
Aminobenzoesdure, 137 mg (1.00 mmol) 79 und 280 pL (244 ng, 2.08 umol) Isoamylnitrit
versetzt. Anschlieend wurde der Reaktionsmischung 20.0 mL Millipore-Wasser zugegeben
und bei 80°C fir 48h geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf vier
Ultrazentrifugenrohrchen verteilt und zentrifugiert (52000 rpm, 45 min). Die iiberstehende
Losung wurde abgenommen und der Riickstand neu mit DMSO versetzt, dispergiert und erneut

zentrifugiert (52000 rpm, 60 min.). Dieser Vorgang wurde siebenmal wiederholt. Dann wurde
166



EXPERIMENTELLER TEIL

das Losungsmittel auf Millipore-Wasser gewechselt und die Waschvorgiange (52000 rpm,
30 min.) viermal wiederholt. Der Riickstand wurde mit Acetonitril versetzt und dieser
Waschgang (52000 rpm, 40 min.) wird ebenfalls dreimal wiederholt. Abschlie3end wurden die

Diamanten zweimal mit Millipore-Wasser gewaschen (52000 rpm, 30 min.).

Riickgewinnung: 186 mg (99 %);

FT-IR (KBr): ¥ = 3401 (s, v(O-H)), 2941 und 2879 (m, v(C-H)), 2100 (s, v(-N=N)), 1687 (s,

V(CO)), 1601 (s), 1549 (m), 1369 (s), 1269 (m), 1173 (m), 1120 (w), 1018 (w), 841, 789, 708,
636 cm™;

Teilchengrofle (H20): 10 % <203 nm, 50 % <254 nm, 90 % < 320 nm;
Zetapotential (mV) (pH =+5.97): -10.2;
UV/VIS (Acetonitril): Anax=271.6 nm;

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.23 mmol/g.

Darstellung von orthogonal funktionalisiertem Nanodiamant mit Hydrazid- und

Azideinheiten 81

MeCN
OH H\
NH,

O O
80 81

N3 NoH4* H,0 N3
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50.0 mg ND 80 wurden in 20 mL Acetonitril in einen 50 mL-Rundkolben vorgelegt, mit
58.0 mg (300 umol) EDC und 34.5 mg (300 umol) NHS versetzt und 4 h bei RT geriihrt.
Anschlieend wurden 50 pL (50.5 mg, 1.01 mmol) Hydrazinhydrat zugegeben und 18 h bei RT

geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf acht Eppendorf-Gefille verteilt und
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zentrifugiert (10000 rpm, 15 min). Die iiberstehende Lésung wurde abgenommen und der
Riickstand neu mit Wasser, welches mit einer wéssrigen Ammoniak-Lésung auf pH 8
eingestellt wurde, versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (15000 rpm, 30 min.). Dieser

Vorgang wurde fiinfmal wiederholt.
Riickgewinnung: 42.0 mg (84 %);

FT-IR (ATR): ¥ = 3425 (s, v(O-H)), 2943 und 2885 (m, v(C-H)), 2104 (s, v(-N=N)), 1633 (s,

v(C=0)), 1603 (s), 1545 (m, v(NH,), Amid 1), 1379 (s), 1317 (w), 1273 (w), 1176 (w), 1130
(w), 843,793, 708, 642 cm’!;

Teilchengrofie (H20): 10 % < 58.9 nm, 50 % < 88.9 nm, 90 % < 154 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 5.89): +47.2;

Oberflichenbelegung (TGA): 0.32 mmol/g.

Darstellung von Benzhydrid-funktionalisierten Nanodiamanten(102)

NoH,* HoO
OH MeCN HN—NH,
15 102

86.0 mg 15 in 20 mL Acetonitril wurden in einen 25 mL-Rundkolben gegeben, mit 134 mg
(700 pmol) EDC und 80.6 mg (700 umol) NHS wversetzt und 3.5h bei RT geriihrt.
Anschliefend wurden 78.0 pL (80.1 mg, 1.60 mmol) Hydrazinhydrat zugegeben und bei RT
fiir 18 h geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf zehn Eppendorf-Gefa3e verteilt und
zentrifugiert (15000 rpm, 15 min). Die iiberstehende Loésung wurde abgenommen, der
Riickstand neu mit Acetonitril versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (15000 rpm,
15 min.). Dieser Vorgang wurde zweimal wiederholt. Dann wurde die Suspension mit
Millipore-Wasser (15000 rpm, 30 min.) gewaschen und die Waschvorginge flinfmal

wiederholt.

Riickgewinnung: 100 mg (99 %);
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FT-IR (KBr): ¥ = 3438 (s, v(NHo)), 2964 und 2931 (m, v(C-H)), 1635 (s, v(NH), Amid I),

1543 (m, v(NH), Amid II), 1383 (m), 1323 (w), 1257 (w), 1157 (w), 910, 833, 791, 741, 717,
671, 640, 609 cm’’;

Teilchengrofle (H20): 10 % < 38.1 nm, 50 % < 60.5 nm, 90 % < 173 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 6.17): +35.6;
UV/VIS (Acetonitril): Amnax = 270.4 nm.

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.21 mmol/g.

Darstellung von Doxorubicin-funktionalisierten Nanodiamanten 103

: 103

1.50 mL (10.0 mg, 7.40 mg/mL) einer ND-Suspension 102 wurden in einen 25 mL Rundkolben
gegeben, mit 4.00 mL Millipore Wasser verdiinnt und mit 5.00 mg (8.62 pmol) Doxorubicin 8
versetzt. Die Losung wurde 5 min. mit Ultraschall im Ultraschallbad behandelt, mit 0.05 M
NaOH-Losung auf pH =7 eingestellt und anschlieBend bei 50 °C fiir 24 h geriihrt. Die
entstandene Suspension wurde auf vier Ultrazentrifugenréhrchen verteilt und zentrifugiert
(52000 rpm, 20 min). Die tiberstehende Losung wurde abgenommen und der Riickstand neu
mit Wasser, welches mit einer wissrigen Ammoniak-Losung auf pH 8 eingestellt wurde,
versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (52000 rpm, 20 min.). Dieser Vorgang wurde
fiinfmal wiederholt. AnschlieBend wurde fiir die Analytik 2 mL entnommen und bis zur

Trockene eingedampft. Die restlichen 6 mL wurden auf sechs Eppendorf-GefdBie verteilt,
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zentrifugiert (15000 rpm, 15 min.), mit PBS-Puffer (3 x pH 4.6 und 3 x pH 7.4, je 1.5 mL)
versetzt, redispergiert und wiederum zentrifugiert (10000 rpm, 5 min.). Dies ist der Zeitpunkt

0 fiir die Release-Experimente.
Riickgewinnung: 11.6 mg (99 %);

FT-IR (KBr): ¥ = 3440 (s, v(O-H)), 2978 (m, v(C-H)), 2941 (m), 1718 (m, v(CO)), 1614 (m),

1577 (m), 1524 (w), 1439 (m), 1412 (m), 1385 (m), 1281 (m), 1211 (w), 1117 (m), 1065 (m),
1014, 989, 912, 823, 764, 704, 669, 629 cm’';

Teilchengrofie (H20): 10 % <323 nm, 50 % <444 nm, 90 % < 602 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 7.08): -24 4.

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.37 mmol/g.

Darstellung von Nanodiamant mit physisorbiertem Doxorubicin (106)

300 pL (10.0 mg, 29.1 mg/mL) einer ND-Suspension 65 wurden in einen 25 mL-Rundkolben
gegeben, mit 8.00 mL Millipore-Wasser und 5.00 mg (8.62 umol) Doxorubicin (8) versetzt und
10 min im Ultraschall dispergiert. AnschlieBend wurde die Losung mit 0.05 M NaOH-Losung
auf pH = 7 eingestellt, fiir 5 min. mit Ultraschall im Ultraschallbad behandelt, auf 7 Eppendorf-
GefaBe verteilt und zentrifugiert (15000 rpm, 15 min.). Die iiberstehende Lésung wurde
abgenommen und der Riickstand neu mit je 1.5 mL PBS-Puffer (3 x pH 4.6 und 3 x pH 7.4)
versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (10000 rpm, 5 min.). Dies ist der Zeitpunkt O fiir

die Release-Experimente.
Riickgewinnung: 14.0 mg (99%);
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FT-IR (KBr): ¥ = 3369 (s, v(O-H)), 2895 und 2837 (w, v(C-H)), 1614 (s), 1578 (s), 1437 (W),

1408 (m), 1379 (m), 1344 (w), 1279 (m), 1209 (m), 1113 (w), 1065(w), 986, 789, 760, 658,
623 cm’;

Teilchengrofle (H20): 10 % <1250 nm, 50 % < 1610 nm, 90 % <2370 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 7.02): -3.13.

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.65 mmol/g.

Darstellung von 4-Oxo-N-(7-(phenylsulfonyl)hept-6-en-1-yl)pentanamid-funk-

tionalisiertem Nanodiamant 108
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1.10mL (8.00 mg, 7.40 mg/mL) einer ND-Suspension 102 wurden in einen 25 mL-
Rundkolben gegeben, mit 3.00 mL Millipore-Wasser verdiinnt und mit 8.40 mg (23.9 umol)
107, in 1.00 mL Ethanol geldst, versetzt. Die Losung wurde 5 min. mit Ultraschall im
Ultraschallbad behandelt, mit 0.05 M NaOH-L6sung auf pH = 7 eingestellt und anschlieBend
bei 50°C fir 24h geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf vier
Ultrazentrifugenrohrchen verteilt und zentrifugiert (40000 rpm, 15 min). Die iiberstehende
Losung wurde abgenommen und der Riickstand neu mit einem Wasser/Ethanol-Gemisch (1:1)
versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (40000 rpm, 15 min.). Dieser Vorgang wurde

viermal wiederholt.

Riickgewinnung: 12.4 mg (99 %);

FT-IR (KBr): ¥ = 3438 (s, v(O-H)), 3068 (m, v(C-H)), 2933 (m, v(C-H)), 2866 (m, v(C-H)),

1645 (s, Amid 1), 1554 (m, Amid IT), 1446 (m, 5(C-H)), 1412 (m, C=Carom), 1373 (m, v(-SO2)),
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1304 (s, 8 (Amid)), 1242 (w), 1142 (s, v(-SO2)), 1084 (m), 1026, 978, 895, 818, 796, 752, 725,
688 cm™';

Teilchengrofie (H20): 10 % <79.7 nm, 50 % < 125 nm, 90 % < 222 nm;
Zetapotential (mV) (pH = 9.36): -36.3;
UV/VIS (Acetonitril): Aynax= 225.2 nm.

Oberfliachenbelegung (TGA): 0.20 mmol/g.

Darstellung von 4-Oxo-N-(7-(phenylsulfonyl)hept-6-en-1-yl)pentanamid- und

Folsdure-funktionalisiertem Nanodiamant 109
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4.00 mL (8.00 mg, 2.05mg/mL) einer ND-Suspension 71 in 4.00 mL bidest. Wasser wurden in

einen 25 mL-Rundkolben gegeben, mit 3.00 mL Millipore-Wasser verdiinnt und mit 9.10 mg
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(25.9 umol) 107, in 1.00 mL Ethanol gelost, versetzt. Die Losung wurde fiinf Min. mit
Ultraschall im Ultraschallbad behandelt, mit 0.05 M NaOH-Lo6sung auf pH = 7 eingestellt und
anschlieBend bei 50 °C fiir 24 h geriihrt. Die entstandene Suspension wurde auf vier
Ultrazentrifugenrohrchen verteilt und zentrifugiert (40000 rpm, 15 min). Die iiberstehende
Losung wurde abgenommen und der Riickstand neu mit einem Wasser/Ethanol-Gemisch (1:1)
versetzt, dispergiert und erneut zentrifugiert (40000 rpm, 15 min.). Dieser Vorgang wurde

viermal wiederholt.
Riickgewinnung: 7.2 mg (90%);

FT-IR (KBr): ¥ = 3437 (s, v(O-H)), 3059 (m, v(C-H)), 2927 (m v(C-H)), 2862 (m v(C-H)),

1641 (s, v(CO)), 1446 (m, §(C-H)), 1410 (m, C=Carom), 1373 (W, v(-SO2)), 1306 (m, & (Amid)),
1144 (m, v(-SO2)), 1086 (m), 1024, 999, 972, 935, 818, 793, 750, 721, 688, 667, 654 cm’';

Teilchengrofie (H20): 10 % < 116 nm, 50 % < 145 nm, 90 % < 180 nm;
Zetapotential (mV) (pH =9.31): -30.1;

UV/VIS (Acetonitril): Anax= 225.6 nm.

Prdparation von Nanodiamant in Glucoselosung (110)

Es wurden 9.294 mL Glucoselosung (5 Gew.%) in einem Schnappdeckelglas vorgelegt und
unter Schiitteln 0.706 mL einer ND-Losung (28.3 mg/mL) 65 in Wasser langsam zugetropft.
Die erhaltene Losung wurde mit einem Spritzenfilter steril filtriert (Porengrofe 150 nm

Membranfilter PES, WICOM) und im Kiihlschrank aufbewahrt.

Riickgewinnung: 20.0 mg (2.00 mg/mL; total: 10.0 mL);
FT-IR (KBr): ¥ = 3397, 2950, 1633, 1327, 1093 cm';

Teilchengrofle (H20): 10 % <2.36 nm, 50 % < 3.16 nm, 90 % < 4.42 nm;

Zetapotential (mV) (pH = 6.34): +51.4.
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Physisorption von Angiopoietin-1 an Nanodiamant (111)

25 ug Angiopoietin-1 wurden in 1 mL bidest. Wasser geldst. 625 pl ND 65 (8 mg/mL) wurden
in einen 5 mL-Rundkolben gegeben. 0.3 mL (7.5 png) Angiopoietin-1-Lsg. wurden zugegeben
und 60 min bei RT geriihrt. Die ND-Suspension wurde auf Eppendorf-Gefifie verteilt und
zentrifugiert (5 min, 10000 rpm). Der Uberstand wurde abgenommen und der Riickstand
zweimal mit bidest. Wasser gewaschen (13 min, 13000 rpm). Die Riickstinde wurden vereinigt

und durch eine Gefriertrocknungsanlage gefriergetrocknet (4h).

FT-IR (KBr): ¥ = 3424 (s, v(O-H)), 2952 und 2927 (m, v(C-H)), 1718 (m,), 1626 (s, v(N-H)),

1587 (s, v(N-H)), 1389 (m), 1367 (m), 1151 (m), 1024 (m), 952 (m), 911, 826, 729, 669 cm™;
Teilchengrofie (H20): 1 d: 10 % < 5.46 nm, 50 % < 7.45 nm, 90 % < 18.7 nm;
11d:10% <6.87 nm, 50 % < 9.63 nm, 90 % < 17.4 nm;

Zetapotential (mV) (pH = 5.93): +43.2.

Prdparation von Cerasorb und Diasorb in Humanserum (112)

3.0 mg Material (Cera- oder Diasorb) wurde in je ein Eppendorf-Gefall gegeben und mit 0.5 ml
Plasma bei 37 °C fiir 1 h inkubiert. Der Uberstand wurde abgenommen, der Riickstand mit
0.25 ml PBS-Puffer gewaschen und fiir 10 min. bei 15000 rpm zentrifugiert. Diese Prozedur
wurde dreimal wiederholt und nach jedem Waschgang wurde das Eppendorf-Gefdll gewechselt,

um Proteinadsorption an der GefdaBwand zu vermeiden.

Diasorb/Cerasorb, der PBS-Puffer-Uberstand vom letzten Waschgang (Wash 4) und PBS-
Puffer (Kontroll) werden mit 20 ul PBS und 10 pl Ladepuffer verdiinnt und fiir 5 min bei
100 °C inkubiert. Alle Proben wurden dann auf das Gel fiir SDS-Page aufgetragen und 120 min
wurde eine Elektorphorese durchgefiihrt. Die Gele wurden anschlieBend mit Fixierlosung und

Férbelosung (Coomassie Brilliant Blue-Farbung und Silberfarbung) behandelt.
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7 ABKURZUNGSVERZEICHNIS

abs. absolutiert

ALOX Aluminiumoxid

ATR attenuated total reflection (abgeschwichte Totalreflektion)

a. u. arbitrary units (willkiirliche Einheiten)

BASD bead-assisted sonic disintegration (Mahlkorper-unterstiitzte Deagglomeration
durch Schallwellen)

ber. berechnet

BMP-2 bone morphogenetic protein (Knochenwachstumsfaktor)

DC Diinnschichtchromatographie

DBU 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]Jundecan-7

DMF N,N-Dimethyformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

DND Detonations-Nanodiamant

EA Elementaranalyse

EDC 1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid

EEDQ N-Ethoxycarbonyl-2-ethoxy-1,2-dihydrochinolin

ESI Elektrospray-lonisation

et al. et alii (und andere)

FT Fourier-Transformation

gef. gefunden

ges. gesattigt
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HBTU
HOBt
IR

1. Vak.
kDa
konz.
MS
ND
NMR
NV
quant.
org.
PBS
RPM
RT
Smp.
TGA
THF

Uuv

2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-hexafluorophosphat
1-Hydroxybenzotriazol

Infrarot

im Vakuum

Kilo-Dalton

konzentriert

Massenspektrometrie

Nanodiamant

nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz)
nitrogen-vacancy (Stickstoff-Fehlstelle)

quantitativ

organisch

phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlosung)
rounds per minute (Umdrehungen pro Minute)
Raumtemperatur

Schmelzpunkt

Thermogravimetrische Analyse

Tetrahydrofuran

Ultraviolett
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