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Suzuki Kreuzkupplung

Die Verwendung von myokardialen Stammzellen stellt einen vielversprechenden Ansatz zur
Zichtung von kunstlichem Herzgewebe dar. Die Nutzung von verschiedenen Polymeren als
Materialien zur Nachbildung einer extrazelluldren Matrix ist dabei Grundlage der
Forschungsbemiihungen der letzten Jahrzehnte.

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit der Bildung von Hydrogelen (iber die Quervernetzung
verschiedener Polysaccharide mittels Hydrazon-Bildung zur Anwendung der Materialien als
extrazelluldre Matrix im tissue engineering. Es konnten erfolgreich verschiedene
Modifizierungen der Polysaccharide Dextran, Pullulan, Lentinan, Lichenin, Glykogen,
Cellulose und Fucoidan durchgefiihrt werden. Diese wurden in einer Carboxymethylierungs-
Hydrazid-Bildungssequenz zur Hydrazid- bzw. Gber eine Oxidation zur Aldehyd-Komponente
modifiziert. Zur Unterstiitzung der analytischen Daten wurden diese Reaktionen ebenfalls an
monomeren  Ausschnitten eines Polysaccharids nachempfunden. Neben der
Charakterisierung der Einzelkomponenten konnten die gebildeten Hydrogele rheologisch
untersucht und so Abhangigkeiten der Eigenschaften der Hydrogele vom durchschnittlichen
Molekulargewicht der Einzelkomponenten festgestellt werden. Weiterhin wurden
Modifizierungen zur Verbesserung der Biokompatibilitdit und zur Untersuchung des
enzymatischen Abbaus durchgefiihrt.

Ein weiteres Teilprojekt entwickelte sich aus der Synthese des Inhibitors A 83-01 fiir einen
Kooperationspartner. Dieser inaktiviert den TGF-B-Signalweg und bewirkt so einen Eingriff in
die Differenzierung von pluripotenten Stammzellen. Durch Derivatisierung in 1H-Position des
Pyrazols konnte die Stabilitdt des Harnstoffstrukturmotivs verbessert und den Derivaten
Inhibitoraktivitat auf verschiedene Kinasen nachgewiesen werden. Weiterhin konnte ein
erfolgreicher Ansatz zur divergierenden Darstellung verschiedener Pyrazolderivate Uber

Suzuki-Kreuzkupplungen realisiert werden.



Abstract

Nick Dibbert
Synthesis of new Hydrogels for application in die field of tissue engineering -
Studies towards the synthesis of new kinase inhibitors

key words: polysaccharides - tissue engineering - hydrogels - kinase inhibitors -

Suzuki cross-coupling

The application of myocardial stem cells represents a promising approach for the cultivation
of artificial heart tissue. The research of the last few decades is based on the use of various
polymers as materials to imitate the natural extracellular matrix.

This work is primarily concerned with the formation of new hydrogel materials using a
hydrazone-crosslink between two different modified Polysaccharides as an application as
extracellular matrix for tissue engineering. In this context different Polysaccharides like
dextran, pullulan, lentinan, lichenin, glycogen, cellulose and fucoidan were successfully
modified. Either via carboxymethylation-hydrazide formation sequence or oxidation of the
corresponding active site for the hydrazone crosslink was effectively prepared. These
reaction conditions were applied on a monomeric model system to support the analytical
data and improve the precision and assertion. Besides the characterization of the single
components the gels were analyzed via rheological measurements to determine the effekt
of average molecular weight on the hydrogel properties. Furthermore, various modifications
to enhance the biocompatibility and examine the enzymatic digestion of the hydrogels were
performed.

Another instance was developed during the synthesis of the kinase inhibitor A 83-01 as a
collaborative project. This substrate inihibits different kinases of the TGF-B-pathway and is
used for the manipulation of the differentiation of pluripotent stem cells. Due to a
derivatization in 1H-position of the pyrazole, stabilization of the urea subunit was achieved.
However, those derivatives showed to be active against certain kinases. In addition a
divergent synthesis was developed that involved Suzuki cross-coupling reactions for

derivatization of A 83-01.
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1 Allgemeine Anmerkung zu den durchgefiihrten Studien

1 ALLGEMEINE ANMERKUNG ZU DEN DURCHGEFUHRTEN STUDIEN

Die vorliegende Arbeit befasst sich mit dem Fachgebiet des tissue engineering. Dabei werden
zunachst die Arbeiten zu den Studien zur Darstellung neuer Hydrogele diskutiert, welche fur
die Bildung von menschlichem Gewebe eingesetzt werden sollten. Wegen der Zugehorigkeit
zum Exzellenz-Cluster REBIRTH (from Regenerative Biology to Reconstructive Therapy) und
dadurch gegebenen engen Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von INA GRUH wurde der
Fokus dieser Untersuchungen auf die Forschung zur Ziichtung von Herzgewebe durch die
Verwendung von myokardialen Stammzellen gelegt.[l] Die entwickelten Hydrogele sollten
also als ECM (engl. extracellular matrix) fir das myokardiale tissue engineering verwendet

werden.

Weiterhin werden die durchgefiihrten Studien zur Darstellung neuer TGF-B-Rezeptor-
Kinasen diskutiert. Hierbei wurde in enger Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis um
ROBERT ZWEIGERDT zundachst die Darstellung eines bekannten Inhibitors (A 83-01) angedacht.
Dieser wird von HENNING KEMPF aus dem Arbeitskreis ZWEIGERDT zur Unterdrickung der
Bildung  eines  MIXL1-Transkriptionsfaktors  verwendet. @ Die  Bildung  dieses
Transkriptionsfaktors ist ein bekannter Indikator fir die Bildung des embryonalen
Primitivstreifens. Hierbei handelt es sich um die Zusammenlagerung von verschiedenen
Zellen. Der Primitivstreifen ist im menschlichen Korper fiir die Bildung von Gewebe

verantwortlich.
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2 EINLEITUNG
2.1 TISSUE ENGINEERING UND REGENERATIVE MEDIZIN

Der Begriff ,tissue engineering” (TE, deutsch Gewebskonstruktion) wurde 1987 fir die
Rekonstruktion von defektem oder entferntem Gewebe eingeflihrt. Die Geschichte dieses
Forschungsgebietes geht jedoch bis 3000 v. Chr. zuriick. Bereits in indischen Sanskrit-Texten
war von einer Hauttransplantation die Rede. Die erste nachweisbare medizinische
Anwendung kann hingegen auf die Mitte des 19. Jahrhunderts zurlickgefiihrt werden."® Hier

I die Transplantation von frischem

wurde die sogenannte REVERDlN—Transplantation[4
Hautgewebe, von dem Schweizer Chirurgen JAQUES-LouIS REVERDIN entwickelt. Zu diesem
Zeitpunkt wurden kreisrunde Eigenhautimplantate auf die betroffene Stelle gebracht, um

auf diese Weise das zerstorte Gewebe zu rekonstruieren.

Entwicklung eines Zellisolation
Gewebes in einer ECM

[ =

Zellkultivierung und
Vermehrung

Extrazellulare Matrix

Abbildung 1: Allgemeines Konzept zur Bildung von kiinstlichem Gewebe im tissue engineering.

In den Folgejahren fand die Entwicklung von biochemischen Methoden wie beispielsweise
die Zellkultivierung aus der menschlichen Epidermis statt.””! Dies fithrte zu der Erkenntnis,
dass die Extrazellulare Matrix (ECM, engl. extracellular matrix) genauso wichtig ist wie die
verwendeten Zellen, um Materialien fiir die Regenerative Medizin (RM) herzustellen und
gezielt einzusetzen (Abbildung1). Auch wenn die Begriffe RM und TE oft als
Zusammenfassung eines Forschungsgebietes genannt werden, so sind doch Unterschiede in
der Herangehensweise zur Darstellung von Gewebe nachempfundenen Konstrukten zu
vermerken.® So stellt RM einen Oberbegriff dar, unter den die Regeneration von Organen
oder Organ-Teilen in vivo oder ex vivo fallt. Der Begriff TE hingegen ist weitaus praziser und

als Teil der RM definiert. Diese Definition beruht auf der Tatsache, dass TE ausschlieRlich die
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Gewebekonstruktion exvivo durch Zellkultivierung in einer ECM beinhaltet.”) Die

I stellen

Entwicklung der Methodik zur in vitro-Kultivierung von humanen Stammzellen'®
einen weiteren Meilenstein der Entwicklung des TE dar. Hierdurch konnten induzierte
pluripotente Stammzellen (iPCs, engl. induced pluripotent stem cells) gezielt differenziert
und kultiviert werden, um in eine ECM eingebracht und zur Gewebebildung eingesetzt zu

werden.

Tabelle 1: Derzeitige Anwendungsbeispiele des TE in der RM.

Gewebe Funktion TE-Ansatz
[9,10] Implantation einer Matrix zur
Haut™ Korperbarriere
Regeneration des Gewebes
] Transparente Barriere der
Cornea™™ ex vivo generierte Matrix-Implantate
Augen
(13.14] extrakorporale Bioreaktoren und
Leber ™™ Entgiftung
Hepatozyten zur Gewebsziichtung
Pankreas*>*®! Insulinabscheidung Implantate zur Insulinabsonderung
(17.18] Implantation einer Matrix zur
Knorpel™" Verbindung zwischen Knochen
Richtungsweisung der Regeneration
e Direkte Gewebszlichtung durch
Herz™ Blutzirkulation
Kardiomyozyten aus iPCs
pH-Regulation und
(2021] Nephronen aus ex vivo-Kultivierung von
Nieren™™ Ausscheidung von
Stammzellen
Stoffwechselprodukten
elektrische Signalubermittlung
o Materialen in Réhrenform zur
Nerven” zur Steuerung von

Regeneration der Nervenbahnen
Korperfunktionen

Auf diesem Wege erweiterten sich die Moglichkeiten der Implantation und Regeneration
von verletztem Gewebe. Derzeit liegen die Forschungsbemihungen auf verschiedenen
Anwendungsgebieten[4] des TE (Tabelle 1). Diese Anwendungen unterscheiden sich in zwei
Punkten wesentlich voneinander. Zum einen ist die die Art der verwendeten Zellen von
entscheidender Bedeutung fiir Form und Funktion des zu bildenden Gewebes. Hierfiir wurde
der Meilenstein von THomsoN et al.** gelegt, die zeigen konnten, dass Stammzellen in
verschiedene Zelltypen differenziert werden kénnen. Zum anderen spielt aber auch die Wahl

der ECM eine entscheidende Rolle fiir die Bildungs- und Funktionsfdhigkeit des gewlinschten
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Gewebes. Dies zeigten VACANTI et al. [23]

indem sie auf Basis einer Polymer-basierten ECM in
der Lage waren, ein Knorpelgewebe in Form eines menschlichen Ohres auf dem Riicken

einer Maus zu bilden.

Die Wahl der ECM ist neben der Wahl der Zellen der wichtigste Faktor zur erfolgreichen
Konstruktion von artifiziellem und funktionsfahigem Gewebe. Daher ist das erklarte Ziel des
TE, ein Scaffold (engl. Rickgrat) zu entwerfen, das sich in biophysikalischen,
biomechanischen und biochemischen Eigenschaften dem originalen Gewebe ihnelt.”?®
Dabei sind die Hauptanforderungen die Biokompatibilitdit, um eine post-operative
Entziindung zu vermeiden, die Biomimetik sowie die Biodegradierbarkeit. Das verwendete

Material sollte sich bei der Neubildung des Gewebes vollstindig und nicht toxisch

[27]

degradieren lassen und so lediglich das Gerust darstellen.

Y Rezeptor
I\ /" \_ Extrazellulare Matrix — Cadherin
Nachbarzelle Loslichkeitsfaktor
‘ Stammzelle (] Integrin

Abbildung 2: Schematische Darstellung einer Stammzelle in einer ECM mit den Faktoren und Proteinen, die fiir eine
erfolgreiche Adhdsion an die ECM notwendig sind. Diese Abbildung wurde einer Abbildung von PEeppAs etal™
nachempfunden.

Die ECM sollte also einen Anker fiir die zu verwendenden Zellen darstellen und ihnen
gleichzeitig ein dreidimensionales Netzwerk (Scaffold) bieten, um das gewiinschte Gewebe
in der vorgegebenen Form zu bilden (Abbildung 2). Hierbei ist es wichtig, dass das Scaffold
sowohl spezielle Motive zur erleichterten Zelladhdsion beinhaltet, als auch die Signalwege

tzt.2%?  |n  diesem

durch Anbindung verschiedener Wachstumsfaktoren untersti
Zusammenhang werden oft Peptide mit charakteristischen Integrin-Bindungs-Motiven (RGD,
HHLGGAKQAGDV und andere[sol) am Scaffold angebracht.B” Aber nicht nur die Anbindung

selbst, sondern auch die Ahnlichkeit mit dem bevorzugten Umfeld der jeweiligen Zellen ist
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entscheidend fiir den erfolgreichen Aufbau eines medizinisch verwendbaren Gewebes. So ist
bekannt, dass die Steifheit des Scaffolds einen Einfluss auf die Zell-Differenzierung und deren
Proliferation hat.**®3! Daher sollte eine ideale artifizielle ECM und das zu ersetzende
Gewebe bestmoglich miteinander iibereinstimmen.* Die Anforderungen an ein Material
sind zudem abhdngig von der Art der vorgesehenen therapeutischen Methode und den
Einsatzort. In Bezug auf den Herzmuskel ist beispielsweise die Hauptanforderung an die ECM

das Ermoglichen der zelleigenen Kontraktion.

2.2 MYOKARDIALES TISSUE ENGINEERING

Das menschliche Herz kann nicht durch Reparationsmechanismen eine eigene Regeneration
von defektem oder nekrotem Gewebe einleiten, da die ausgereiften kardialen Myozyten, die
Zellen des Herzmuskelgewebes, nicht mehr in der Lage sind, sich zu replizieren.®® Nach
einem Herzinfarkt, der einen Verlust an Kardiomyozyten, Entziindungen und Narbenbildung

t,[36'37]

mit sich bring muss demnach das Herz unterstiitzt werden, indem das defekte Gewebe

ausgetauscht wird. Dies kann durch drei verschiedene Ansatze realisiert werden. Eine
Moglichkeit stellt die direkte Einbringung von Kardiomyozyten in den Infarktbereich dar.*®
Hierbei wird durch eine erhéhte Population der myokardialen Zellen und der Zugabe von
Zelltypen, die bekannt dafiir sind nekrotisches Gewebe zu ersetzen, eine Regeneration des

Herzgewebes vorangetrieben.

in vitro

Zellen

Kardiomyozyten Gele A .
Endothel-Zellen | | Tucher [~ | 2Ytokine
Fibroplasten Lésungen

Transplantation

in vivo

Abbildung 3: Prinzipielle Herangehensweisen zur regenerativen Therapie durch myokardiales tissue engineering.
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Ein zweiter, aktueller Ansatz beschaftigt sich mit einer therapeutischen Mdglichkeit, bei der
die kirzlich entdeckten im Herz enthaltenen Stammzellen differenziert werden und dadurch
zum Aufbau von neuem Herzgewebe beitragen sollen. Der dritte und ebenfalls sehr aktuelle
Ansatz basiert auf den Methoden des tissue engineering (Abbildung 3). Hierbei konnen die
prinzipiellen Herangehensweisen in in vitro und in vivo Methoden unterschieden werden,
deren grundlegender Unterschied die Art der Gewebebildung und der
Gewebetransplantation ist. Die in vitro Methodik setzt einen gewebsbildenden Prozess vor
der eigentlichen Transplantation voraus, z. B. durch Zellkultivierung in einer Extrazelluldaren
Matrix, Degradierung dieser und Bildung eines daraus ergebenen Gewebes. Die in vivo
Methodik hingegen zielt auf die Transplantation einer Matrix sowohl ohne als auch mit
Zellen, und die Bildung eines Gewebes im Korper des Patienten ab. Dabei kénnen sowohl
Matrizen als vorgefertigtes Scaffold transplantiert, als auch eine injizierbare Matrix
minimalinvasiv platziert werden. Dieser Ansatz bietet klare Vorteile durch die Bildung des
gewlinschten Gewebes unter natlirlichen Bedingungen, wohingegen die Kontrolle der Form,

GroRe, Funktion und Art der enthaltenen Zellen nur Gber eine in vitro Methode gegeben ist.

2.3 HYDROGELE UND IHRE CHARAKTERISIERUNG

Eine Materialklasse, die ein grolRes Potential besitzt, flir das myokardiale tissue engineering
eingesetzt zu werden, sind die Hydrogele. Ein Hydrogel ist ein dreidimensionales Netzwerk,
welches die Fahigkeit besitzt, Wasser aufzunehmen und zu halten. Dabei wird unter drei

verschiedenen Arten der Wasseradsorptiont] bzw. -bindung unterschieden (Abbildung 4).

Das sogenannte ,gebundene Wasser” oder auch , primar-gebundene Wasser” bezeichnet die
Wassermolekiile, welche beim Ersteintritt in das dreidimensionale Netzwerk die polarsten
Gruppen der Matrix koordinieren und eine Hydrathiille um diese bilden. Sind alle polaren
Gruppen hydratisiert, quillt das Netzwerk auf und legt die weniger polaren Abschnitte frei.
Diese weniger polaren Regionen kdnnen ebenfalls Wechselwirkungen mit Wassermolekiilen
aufbauen. Dadurch entsteht das ,hydrophob-gebundene” oder ,halb-gebundene Wasser”

bzw. das ,sekundar-gebundene Wasser”. Beide Spezies des gebundenen Wassers werden

oftmals zusammengefasst als ,,gebundenes Wasser” bezeichnet. Nachdem die polaren und
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unpolaren Regionen hydratisiert wurden, fiihrt der osmotische Druck zu einer weiteren

Quellung des Netzwerkes durch die Einlagerung des , freien Wassers”.

I\ S\ Netzwerk @ gebundenes Wasser

@ freies Wasser (Hfo halb-gebundenes Wasser
Abbildung 4: Unterschiedliche Arten der Wasseraufnahme bei der Quellung eines Hydrogels.

Diese Einlagerung ist nur durch physikalische Eigenschaften des Netzwerkes beschrankt. Bei
einer kleinen PorengrofRe ist die Einlagerung des freien Wassers geringer als bei hoch
elastischen Netzwerken. Die eigentliche Festigkeit sowie die mechanischen Eigenschaften
eines Hydrogels werden jedoch durch das ,gebundene Wasser” bestimmt. Untersuchungen
von BARBuccl et al. konnten zeigen, dass Hydrogele mit einem hoéherer Anteil an
,gebundenem Wasser” eine groflere Festigkeit aufwiesen als solche mit einem hdéheren

Anteil an ,sekundar-gebundenem Wasser”.1*!

Die Messung dieser Festigkeit wird Uber ein Rheometer durchgefiihrt. Hierbei werden
Scherkrafte auf das Gel Ubertragen und die Parameter G’ (Speichermodul) und G*
(Verlustmodul) gemessen. Hier liefert das Verlustmodul eine Aussage Uber den visko-
elastischen Charakter und das Speichermodul eine Einordnung der Festigkeit eines Materials

wieder.*!

2.3.1 MATERIALIEN FUR HYDROGELE

Hydrogele fir medizinische Anwendungen werden allgemein auch als Biomaterialen

bezeichnet. Biomaterialien sind nach dem AMERICAN NATIONAL INSTITUTE OF HEALTH!*?
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,Synthetische oder natiirliche Materialien, die fir einen bestimmten Zeitraum jedes Gewebe
im menschlichen Koérper teilweise oder vollstindig zu ersetzten, ohne dabei die

Lebensqualitat des Individuums zu vermindern®.

OR A o
N
RO 2
OR Polyethylenglycol (2)
Carboxymethyl O~ _OH
Cellulose (1)
Polyacrylsaure (3)
g\ HO,C
o J e X
J, r2
N N O}‘i
H H
Hyaluronsaure (4) Polyurethane (5)

Abbildung 5: Natiirliche und synthetische Polysaccharide zur Darstellung von Hydrogelen fir medizinische Anwendungen.
In diesem Zusammenhang wird oft die Biokompatibilitdt genannt. Laut Definition'** sind
biokompatible Materialen solche, die ,eine Funktionsweise bei einer angemessenen
Akzeptanz des Tragers erlauben”. Dabei konnen auch Materialien verwendet werden, die
keine explizite Biokompatibilitdt aufweisen, jedoch durch gezielte Verdnderung der
Oberflache eine Biokompatibilitat generiert wird."*" Dies wird, wie oben beschrieben, durch
Anbringung von verschiedenen Faktoren wie der RGD-Sequenz oder durch Nachahmung

einer biologischen Struktur realisiert.

Tabelle 2: Verwendungsmoglichkeiten fiir Hydrogele aus unterschiedlichen Polymeren.

Medizinische Anwendung Natiirliche Polymere Synthetische Polymere
[45-47) Xanthan, Carboxymethylcellulose, Polyurethan, Polyethylenglycol,
Wundheilung
Hyaluronsdure Polyvinylpyrrolidinon
- Chitosan, Hydroxypropylmethyl- Polyacrylsaure, Polyvinylalkohol,
Wirkstofftransport™”
cellulose, Starke Acrylsdure
Zahnmedizin®” Hydrocolloide aus Kerensis Gummi Peptide
tissue engineering Implantate[51'52] Hyaluronsaure, Kollagen Polyvinylalkohol, Polyacrylsdure
(53]

Seit Beginn der Forschung an Hydrogelen in den 1930er Jahren” wurde eine Vielzahl an
synthetischen Materialien oder Materialien mit ein biologischem Ursprung (Abbildung 5) zur

Bildung von Hydrogele verwendet (Tabelle 2). Die wohl bekanntesten und am meisten
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verwendeten Materialien sind dabei Hyaluronsdure, Carboxymethyl Cellulose und die
verschiedenen Derivate von Polyethylenglycol, Polyacrylsdaure und Polyurethan. Diese
Vielzahl an unterschiedlichen Grundstrukturen zeigen, dass der Ursprung eines Polymers
keine entscheidende Rolle fiir den spateren Anwendungsbereich spielt. Vielmehr ist es die
Kenntnis Uber das zu ersetzende Gewebe und die eingestellten physikalischen Eigenschaften
sowie die generierte Biokompatibilitat, die Gber Erfolg oder Misserfolg eines Biomaterials im

TE entscheidet.

Dabei spielt die Quervernetzung der Polymere eine entscheidende Rolle, da sie die
Porengrofle und damit auch die physikalischen Eigenschaften direkt beeinflusst. Eine
perfekte Nachahmung eines Gewebes setzt somit exakte Kenntnisse (ber dessen

Beschaffenheit voraus.

2.3.2 VERNETZUNGSMOGLICHKEITEN

Die Art der Quervernetzung ist ein weiterer Faktor, der die Stabilitat von Hydrogelen
beeinflusst. Allgemein werden die Vernetzungsmoglichkeiten in physikalische und chemische

Quervernetzung unterteilt.>*

1.3.2.1 PHYSIKALISCHE VERNETZUNGEN

Eine Variante der physikalischen Quervernetzung ist das Vernetzen durch Erhitzen und
Abkulhlen einer Lésung von dem jeweiligen Polymer. Hierbei sind es oftmals Sulfatgruppen-
tragende Polymere, die bei hoheren Temperaturen zundchst ungeordnete Verteilung

[55]

annehmen, sich beim Abkiihlen in Helices anordnen und somit ein Netzwerk bzw. ein

Hydrogel ausbilden (Abbildung 6).

T

Abbildung 6: Physikalische Vernetzung durch Erhitzen und Abklhlen der Netzwerkkomponenten.
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Durch die Anwesenheit von lonen wie Na* oder K" werden die Sulfatgruppen elektrostatisch
verbunden und das Netzwerk zusatzlich stabilisiert. Beispiele fiir diese Methode sind
Hydrogele bestehend aus Polyethylenoxid und Polypropylen®®, sowie Polyethylenglycol und

PonmiIchséuren.[57]

Diese Art der Wechselwirkung unterscheidet sich nur durch das notwendige Erhitzen der
Polymerlosung (Abbildung 6) von einer physikalischen Quervernetzung, die ausschlieflich
auf ionische Wechselwirkungen beruht. Polysaccharide wie z. B. Alginat sind dafiir bekannt,
durch Zugabe von Calcium-lonen ein dreidimensionales Netzwerk und somit ein Hydrogel"®*
auszubilden (Abbildung 7). Hierbei sind es die freien Sdurefunktionen, die mit diesem Kation

dann eine ionische Wechselwirkung aufbauen.

Abbildung 7: Quervernetzung tber ionische Wechselwirkungen.

Eine stabile Wechselwirkung kann aber auch zwischen den einzelnen Sdurefunktionen
aufgebaut werden. Versetzt man z. B. eine Losung des Natriumsalzes der Carboxymethyl
Cellulose mit 0.1 M HCL,*® so werden die Carboxylgruppen protoniert und bilden ein

Netzwerk liber stabile Wasserstoffbriickenbindungen aus (Abbildung 8).

.0

T

Abbildung 8: Aufbau eines Hydrogels lber stabile Wasserstoffbriickenbindungen.

Die Carbonylfunktionen an Polysacchariden kénnen aber auch fiir die Bildung von Blend-
Materialien verwendet werden. Als Blend-Materialien werden Materialien bezeichnet, die
sich durch die Mischung von zwei unterschiedlichen Komponenten ergeben. Diese
Vereinigung zieht eine Verdnderung der physikalischen Eigenschaften, verglichen mit
demselben Material aus nur einer Komponente, nach sich. Bei der Vermengung von positiv
und negativ geladenen Polymeren bilden diese ebenfalls elektrostatische Wechselwirkungen
aus.® Auf diesem Weg konnen ebenfalls Hydrogele aus wassrigen Losungen gebildet

werden. Ein bekanntes Beispiel hierfiir ist die Mischung des Polyanions Xanthan und des
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Polykations Chitosan. Aber auch die kristalline Struktur kann eine Vernetzung férdern. Ein
Gemisch aus Xanthan und Polyvinylalkohol z. B. kann nach mehreren Gefriertrocknungs-
Zyklen mikrokristalline Strukturen ausbilden, die in der Lage sind zu Quellen und Wasser

aufzunehmen ohne selbst in Losung zu gehen.[GO]

1.3.2.2 Chemische Vernetzungen

Bei der chemischen Vernetzung von Polymeren zum Aufbau eines Hydrogels handelt es sich
meistens um irreversible Reaktionen, bei denen zwei modifizierte Polymere miteinander
verbunden werden konnen. Diese Reaktion kann entweder (iber die gleichartige
Funktionalisierung der Polymere und einem Linker-Molekiil, oder tber die direkte Reaktion
der funktionellen Gruppen realisiert werden. Im Fall der in Abbildung 9 dargestellten
Vernetzungsmoglichkeiten handelt es sich um Reaktionen, die einen Linker bendtigen. Dabei
wird Uber die Reaktion eines Aldehyds mit den Alkohol-Funktionalitdten des Polymers ein
Acetal (Abbildung 9, 1) generiert, das im wassrigen Medium stabil ist und so fur den Aufbau
einer dreidimensionalen Struktur sorgt.’®” Aber auch die Hydrazon-Bildung (Abbildung 9, 2)

wird oftmals als schnelle Quervernetzung genutzt.?

HCI,
OH OH Glutaraldehyd

0] o)
(1) AA - O>7(02H4)4<O

Adipinsaure- 0

) , (@)
2 /o\{/\ dihydrazid \ }*(Cg,HG)‘( y
N—NH N—N

Abbildung 9: Darstellung verschiedener Methoden zur chemischen Vernetzung von Polymeren.

Diese Methoden bergen jedoch den Nachteil, dass das lberschissige Vernetzungsmittel
(Glutaraldehyd bzw. Adipinsauredihydrazid) nur noch liber weitere Reinigungsschritte aus
dem Hydrogel entfernt werden kann. Dies schlief3t eine in vivo Gelierung dieser Materialien
aus. Ein weiterer Nachteil ist, dass auch funktionelle Gruppen des gleichen Polymer-Strangs
miteinander reagieren konnen und somit keine Verdopplung des Molekulargewichts erfolgt

und die Produkte eine kleinere PorengroRe aufweisen.

Eine erfolgreiche Alternative bieten die Vernetzungen Uber [1,3]-dipolare Cycloadditionen.

Dabei werden die unterschiedlichen Polysaccharide mit den korrespondierenden reaktiven
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Gruppen modifiziert, um diese dann unter physiologischen Bedingungen miteinander
reagieren zu lassen. Der Vorteil dieser Methode ist, dass eine Reaktion eines Polymerstrangs
mit sich selbst ausgeschlossen werden kann und jede Reaktion der funktionellen Gruppen
eine Verdopplung des Molekulargewichts und somit eine VergréoRerung der Matrix nach sich
zieht. Bei dieser Methode der Reaktionsfiihrung wird oftmals auf die Huisgen-Reaktion, oder
,Click-Chemie” zurilickgegriffen, die bei hohen Temperaturen Azide mit Alkinen in einer [1,3]-
dipolaren Cycloaddition zur Reaktion bringt.®®! Durch die hohen Temperaturen ist diese
Reaktion jedoch nicht fir die Prdparation von Hydrogelen geeignet (Abbildung 10, 1). Die
Verwendung von Kupfer kann hier zwar die Reaktionstemperatur verringern, jedoch ist sie in
biologischen Systemen auf Grund der Cytotoxizitdat des Kupfers zu vermeiden.® Die
Entwicklung von Kupfer-freien ,Click“-Varianten ermdglichte die biokompatible Anwendung

dieser Methodik zum Aufbau von dreidimensionalen, biokompatiblen Netzwerken. ¢*!

= N Cu (1) NN
(1) N — N\
‘N

N
N\
@) | N — N
\Nj— N
) &)
SH UV/Vis S
(3) —
7
SH S o)
§ ( R O
0 o
0 )
) HN-NH / N
y 0

Abbildung 10: Anwendung der ,,Click-Chemie” zum Aufbau von Hydrogelen.

Um Kupfer-freie-, Click“-Reaktionen zu ermaoglichen, wurden Substrate entwickelt, die eine

gespannte und darum aktivierte Dreifachbindung enthalten (Abbildung 10, 2). Diese haben
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den Vorteil, dass sie bei Raumtemperatur mit hoher Geschwindigkeit miteinander reagieren.
Jedoch haben die grolRen, meist aliphatischen Reste einen negativen Einfluss auf die

6] Neben den

Polaritdat der Polymere und damit auch auf deren Wasserl6slichkeit.
Cycloadditionen wurden auch nukleophile Substitutionen wie 1,4-Additionen (Abbildung 10,
4) und Amin-Kondensationen (Abbildung 10, 5) verwendet. Auch photoinduzierte ,Click“-
Reaktionen wurden entwickelt. (Abbildung 10, 3) Diese konnen jedoch nicht in Gegenwart
von Zellen angewendet werden, da das meist bendtigte UV-Licht die Zellen schadigen wiirde.

Diese Reaktionen werden aufgrund des ,Click“-Charakters der Chemie trotz der

Abwesenheit einer [1,3]-dipolaren Cycloaddition, pseudo-, Click“-Reaktionen genannt.

HaN,
NH OH
o)
RS ] AR e
HO =0 W g’i\oT/O HO%
0—4\ NZ o)
NH

O
NHAc
Hyaluronsaure Hydrazid (6) L OH
0]
OH f~o oo °
HO,C HO 0]
{l\ OT/O HO o) OH NH
oA W\ o — o:<
o NH
O:< Hyaluronsaure Hydrogel (8)

Hyaluronsaure Aldehyd (7)

Abbildung 11: Bildung von Hydrogelen (8) aus Hyaluronsdure Hydrazid (6) und Hyaluronsdure Aldehyd (7) nach
KiRscHNING et al.® unter wadssrigen Bedingungen.

In diesem Zusammenhang zeigten die Arbeiten von ANDREAS Krause'®®, dass Hyaluronsdure
Uber eine Peptidkupplungs-Sequenz zu dem Hyaluronsaure Hydrazid (6) umgewandelt
werden kann und dann mit dem Aldehyd der Hyaluronsaure ein biokompatibles Hydrogel

bildet (Abbildung 11).

2.4 METHODEN ZUR BEHANDLUNG VON TUMOREN

Seit PERCIVALL POTT 1775 zum ersten Mal die Verbindung zwischen eingeatmeten
RuBpartikeln und dem sogenannten ,Schornsteinfegerkrebs” aufstellte®™, durchlief die
Krebsforschung eine bemerkenswerte Entwicklung. Ahnlich wie die Vielzahl an Methoden
zur Behandlung von Krebserkrankungen, z.B. die erste radikale Mastektomie

WILLIAM HALSTED im Jahr 1882, oder der erste Gebrauch der Strahlentherapie zur
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Tumorbehandlung durch GoLbBERG und LONDON, stiegen auch die Zahlen der erkrankten
Patienten. So zeigt die Entwicklung der Zahlen der Neuerkrankungen und der
Mortalitatsraten von verschiedenen Krebsarten nach einer regelmaliigen, weltweiten
statistischen Erhebung der INTERNATIONAL AGENCY FOR RESEARCH ON CANCER (IARC) in der
GLOBOCAN-Serie, dass im Jahr 20027% etwa 10.9 Millionen Neuerkrankungen und etwa
6.7 Millionen Todesfille, 2012 hingegen etwa 14.1 Millionen Krebsneuerkrankungen mit

einer Mortalitdtsrate von 58 % (8.1 Millionen Félle) verzeichnet wurden.

Strahlentherapie

operativer
Eingriff

Immuntherapie
Chemotherapie
und
zielgerichtete
Krebstherapie

Abbildung 12: Methoden der derzeitigen Krebstherapie.
Derzeit wird bei der angewandten Krebstherapie zwischen finf Behandlungsmethodenm]
unterschieden (Abbildung 12). Der direkte Eingriff, also die operative Entfernung des

31 sowie die Strahlentherapie[74] stellen

Tumorgewebes, z. B. bei Brustkrebsbehandlungen
dabei ortlich begrenzte Therapieansatze dar. Bei beiden Herangehensweisen kann ein Tumor
bzw. das infizierte Gewebe nur lokal entfernt bzw. abgetdtet werden. Im Gegensatz dazu
stehen die oral bzw. intravends verabreichten Anti-Tumor-Medikamente. Dabei wird
zwischen der allgemeinen Chemotherapie und der gezielten Krebstherapie unterschieden.
Der erste Einsatz der Chemotherapie fand durch ALFRED GILMAN und Louis GOODMAN statt.”®
Die beiden Pharmakologen behandelten im Jahr 1941 den ersten Patienten mit dem
sogenannten Stickstoff-Lost (9, Abbildung 13) (engl. nitrogen mustard) und konnten binnen
zwei Monaten einen massiven Riickgang des Tumorgewebes verzeichnen. Dabei werden im
Korper zyklische Aziridine gebildet, die in der Lage sind die DNA an den Guanin-Basen zu

methylieren. Durch diese Methylierung werden zwischen den einzelnen Strangen

Vernetzungen ermoglicht, die schlieBlich zur Apoptose der Zellen fuhren."®”") Ein groller
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Nachteil der Chemotherapie ist die geringe Selektivitdt oder auch hohe Zytotoxizitdt der
Medikamente. Dagegen steht die gezielte Krebstherapie, bei der zielgerichtet verschiedene
Mechanismen der Tumorzellen genutzt und angesteuert werden. Der erste eingesetzte
Inhibitor war Tamoxifen (10).[78] Dieser bindet gezielt an den Ostrogen Rezeptor der

Tumorzellen und verhindert so das Wachstum von Brustkrebszellen.

Abbildung 13: Die ersten anti-Tumor-Medikamente Stickstoff-Lost (9) und Tamoxifen (10).

Der Grundstein der flinften derzeit angewandten therapeutischen Methode wurde bereits

[79]

1909 von PAuL EHRLICH ™ gesetzt. Hierbei geht es um die Unterstlitzung des Immunsystems

80]

durch monoklonale Antikorper wie Eculizumab®® und Trastuzumab. Dies fiihrt wiederum zu

einer Bekampfung der Krebszellen und des Tumorgewebes.**

Aufgrund der hohen Zytotoxizitdit der Chemotherapie und des eingeschrankten
Anwendungsbereichs eines direkten Eingriffs, oder Strahlentherapie zur Krebsbehandlung,
werden groRe wissenschaftliche Anstrengungen betrieben, um die gezielte Krebstherapie
und die Immuntherapie voranzutreiben und klinisch wirkungsvoll und anwendbar zu

machen.

2.5 EINGRIFF IN DEN TGF-f8 SIGNALWEG

Der Eingriff in bestimmte Signalwege des ZeIIzykIus[83] bildet die Basis der gezielten
Krebstherapie. Hierbei werden gezielt Kinasen inhibiert oder Uberexprimiert um

]

Apoptose[84], Autophagozytose[gsl, oder Nekroptose[86 einzuleiten. Nach einer Betrachtung

des allgemeinen Zyklus zur Bildung von Krebszellen und Tumoren nach WEINBERG et al.l®¥”!
durchlaufen Tumorzellen eine Entwicklung wie in Abbildung 14 dargestellt. Hierbei hat jeder
Tumor oder charakteristischen Auspragungen der einzelnen Einwirkungen auf die Zelle. Die
gezielte Therapie durch Kinaseinhibitoren stellt dabei einen sehr vielversprechenden Ansatz

dar. Es moglich, das Tumorwachstum bzw. die Signallibermittlung in Tumorzellen gezielt zu
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unterdriicken indem die zustandigen Kinasen selektiv inhibiert werden.®® Dabei spielen

besonders die Tyrosin-Kinasen eine entscheidende Rolle, weil sie gehauft im Wachstums-

Faktor-Signalweg der Zellen involviert sind.’®!

M Selbstversorgung mit
Wachstumsfaktoren

B Unempfindlichkeit
gegeniber anti-
Wachstumssignalen

 Gewebsinvasion und
Metastasierung

M grenzenloses
Replikationspotential

M nachhaltige Angiogenese

B Ausweichen des Zelltods

Abbildung 14: Einflussfaktoren zur Bildung von Krebszellen nach WEINBERG et al. bis hin zur Metastasierung.

Ein sehr vielversprechender Signalweg im Hinblick auf essentielle Funktionsweisen der Zellen
und im speziellen von Krebszellen, ist der TGFB-Signalweg. Uber diesen ist bekannt, dass er
in gesundem Gewebe und in Krebszellen einen weitreichenden Einfluss auf das Epithel,
Endothel, Immunzellen und Fibroblasten zeigt.lgo] So reguliert dieser im Epithel die
Apoptose, Zelladhadsionen, die Produktion der extrazellularen Matrix (ECM) und im Endothel
die Migration der Tumorzellen in die Blutbahn, die Wachstumskontrolle und somit

Wachstum und die Metastasierung von Krebszellen (Abbildung 15).

Da der TGF-B-Signalweg in viele Prozesse der Tumorgewebsbildung involviert ist, riickte
dieser in den Fokus wissenschaftlicher Bemiihungen zur Krebstherapieentwicklung. Derzeit
ist bekannt, dass der TGF-B-Signalweg sowohl filir pra-tumorale Therapien, als auch fir
Therapien im fortgeschrittenen Krebsstadium genutzt werden kann.®Y so zeigt sich, dass der
TGF-B-Signalweg durch seine Tumor-Supressor-Eigenschaftlgz] im Frihstadium und seine

B3] im spiteren Stadium der Tumorbildung ein sogenanntes

Tumor-Promotor-Eigenschaft
,,TGF-B-Paradoxon”[94] aufzeigt. Im Frihstadium der Krebsentwicklung ist dieser
verantwortlich fiir die Krebszell-Apoptose und den Zellarrest. Im spateren Krankheitsverlauf
hingegen wird Uber den TGF-B-Signalweg die Krebszellneubildunglgs] an sich und die

Ausbildung eines giinstigen Mikroumfelds® fiir diese reguliert. AuRerdem verbessert eine
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Aktivitat dieses Signalwegs in Krebszellen die Tumorinfiltration, Metastasierung und die
Unterdriickung der kérpereigenen Immunantwort.®”
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Abbildung 15: Darstellung der verschiedenen Einflisse des TGF-B-Signalwegs auf die Unterschiedlichen Schichten von
menschlichem Gewebe. Die Abbildung wurde der aus einer Publikation von MASSAGUE et al. (o0l nachempfunden.

Um in Hinblick auf eine Krebstherapie in den TGF-B-Signalweg (Abbildung 16) einzugreifen
kann also im Friihstadium gezielt eine Aktivierung herbeigefiihrt werden. Diese bewirkt dann
eine bessere AbstoRBung der Krebszellen. Im fortgeschrittenen Stadium fiihrt eine Inhibition
des TGF-B-Signalwegs zu einer Unterdrickung der Metastasierung. Darauf abgezielt gibt es
derzeit drei Ansatze, welche bereits die praklinischen Studien durchlaufen haben und sich

derzeit in den unterschiedlichen Phasen der klinischen Entwicklung befinden.®

Diese Anséatze zielen dabei auf die zwei Kommunikationskaskaden im TGF-B-Signalweg ab
(Abbildung 16). Der Smad-abhangige Signalweg des TGF-B-Signalwegs verlauft liber eine
Signaltransduktion der TGF-B Rezeptoren an kleinere Proteine, die Smad-Proteine. Diese
sind intrazellulare Proteine der TGF-B-Familie, die wiederum die Signale in den Zellkern
weiterleiten und somit die Transkription bestimmter Gene aktivieren.”® Bei einer
Unterbrechung dieses Signalweges z. B. Gber die Oligomerisierung der TGF-B-Rezeptoren,
wird der Smad-unabhéangige Signalweg aktiviert. Dadurch bildet sich ein TAB1/TAK1-Komplex
(engl. TAK binding protein/TGF-B-activated I_<inase-comp/ex).[100'101] Dieser kann durch die
Aktivierung von Kinasen wie der p38 (Abbildung 16) weitere physiologische TGF-B-
Antworten wie Apoptose und Zellwachstum bewirken, ohne dabei den Smad-abhédngigen

Signalweg einzuschlagen.[loz]
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Abbildung 16: Abbildung des TGF-B-Signalweges unter Beriicksichtigung des SMAD-abhdngigen und SMAD-unabhangigen

Verlaufes. Die Abbildung wurde der einer Publikation von bE GRAMONT et al.®Y nachempfunden.

Innerhalb dieses TGF-B-Signalwegs zielt ein therapeutischer Ansatz auf die Unterbrechung
auf dem Liganden-Level ab. Das heilt, dass Wirkstoffe wie dem Oligonukleotid Trabedersen
(AP 12009)[103] und Lucanix® (belagenpumatuceI—L)[1°4] eine Unterdrickung der Produktion
von TGF-B-Proteinen fuhrt. Das wiederum fiihrt dazu, dass das TGF-B-Protein nicht mit dem
TGF-B-Rezeptor kommunizieren kann und somit der TGF-B-Signalweg unterbrochen wird.
Das Medikament Trabedersen (AP 12009) scheiterte zunachst an der klinische Studie Phase
lll, die Untersuchungen dieses Oligonukleotids zur kombinierten Chemotherapie werden

jedoch fortgesetzt.**!

Der zweite therapeutische Ansatz basiert auf der Unterdriickung der Signallibertragung auf
dem Liganden-Rezeptor-Level. Dabei werden TGF-B-Antikérper wie Fresolimumab™®® und
IMC-TR1 (LY3022859)™°" eingesetzt, um die Wechselwirkung zwischen Rezeptor und

Liganden zu verhindern und somit den TGF-B-Signalweg zu unterdriicken.

Die dritte und fur diese Arbeit grundlegende Methode, in den TGF-B-Signalweg einzugreifen,
ist die Inhibition von TGF-B-Rezeptor-Kinasen. Mehrere dieser Rezeptor-Kinasen sorgen fir

eine Kommunikation mit bestimmten Smad-Proteinen und somit fiir die Aktivierung der
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Transkription relevanter Gene. Zu diesen Kinasen gehoren die Aktivin-Rezeptor-dhnlichen
Kinasen ALK-1, ALK-2, ALK-3, ALK-4, ALK-5, ALK-6 und ALK-7.1"%® Dije derzeitigen
wissenschaftlichen Bemiihungen aus industrieller und akademischer Forschung bestehen
darin Kinase-Inhibitoren darzustellen die eine gute Stabilitat im menschlichen Organismus
zeigen, um eine hohe Bioverfligbarkeit zu garantieren. AuRerdem sollen die Inhibitoren
moglichst hohe Selektivititen gegeniiber den einzelnen Kinasen zeigen um ungewollte

Nebenreaktionen auszuschlieRen.

2.6  STRUKTURELLE ANALYSE DER BEKANNTEN TGF-B-REZEPTOR-KINASE-

INHIBITOREN

Die Inhibierung der TGF-B-Rezeptor-Kinasen werden wie oben beschrieben zur
Unterbrechung des TGF-B-Signalweges genutzt und durch kleine synthetische Wirkstoffe
(Abbildung 17) wie Galunisertib (LY2157299, 11)"% 1Y2109761 (12)*”, sp 208 (13)*!Y,
A 83-01 (14)™*? und A 77-01 (16) inhibiert.

3 )
ey

LY2109761 (12) | N
sp208(13) I N

A 83-01 (14)

Abbildung 17: Auswahl bekannter TGF-B-Rezeptor-Kinase-Inhibitoren.

Bei der Betrachtung verschiedener TGF-B-Rezeptor-Kinase-Inhibitoren zeigt sich, dass alle
unterschiedliche Stickstoffheterozyklen als Strukturmotiv tragen wobei oftmals Pyrazol und
Piperidin-Derivate vertreten sind. So auch bei dem Inhibitor A 83-01 (14), welcher dem

Inhibitor A 77-01 (16) von der Grundstruktur stark dhnelt, jedoch durch einen Thioharnstoff-
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Substituenten in 1H-Position des Pyrazols erweitert wurde. Betrachtet man die Aktivitat
dieser beiden Kinase-Inhibitoren, so zeigt sich in der Literatur ein dahnliches Kinase-Profil. In
einem zellbasierten Luziferase-Assay nach IMAMURA et al'**? zeigt A 77-01 (16) eine
Luziferase-Restaktivitat von 1.4 % und A 83-01 (14) eine Restaktivitdt von 0.68 %, bei einer
Konzentration von 1.0 uM in DMEM-Puffer. Neben der bekannten Aktivitdat des Wirkstoffs
A 83-01 (14) konnte gezeigt werden, dass diese Substanz auch die Kinasen ALK4
(ICsp =45 nM) und ALK7 (ICsp = 7.5 nM) inhibiert. Die ALK1, ALK2, ALK3, ALK6 und MAPK
werden von dem Inhibitor 14 ebenfalls inhibiert. Jedoch liegt der ermittelte ICso Wert in
einem Bereich, bei dem 14 bereits cytotoxische Effekte zeigt (10 uM). Derzeit befindet sich
A 83-01 (14) jedoch noch in den vorklinischen Studien.™® Dennoch wird dieser Inhibitor
aufgrund seiner Inhibitoraktivitdt verwendet, um die gezielte Differenzierung induzierter

pluripotenter Stammzellen (iPSCs) zu stoppen.***!
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3 ZIELSETZUNGEN

3.1 ZIELSETZUNG ZUR DARSTELLUNG NEUER HYDROGELE ZUR ANWENDUNG IM TE

Ziel dieser Arbeit war die Ubertragung der in Kapitel 2.3.2 beschriebenen Hydrazid-Bildung
an Hyaluronsadure (4) auf carboxymethyliertes Dextran (17). Dieses sollte dann mit dem
Aldehyd der Hyaluronsaure (7) in einer pseudo-, Click“-Reaktion zum Aufbau eines Hydrogels

verwendet werden (Abbildung 18).

Abbildung 18: Strategie zur Modifizierung von Polysacchariden und Aufbau von Hydrogelen mittels Hydrazon-Bildung.

AuBerdem sollten in diesem Zusammenhang auch andere Polysaccharide ohne Saure-
Funktionen auf die Anwendbarkeit dieser Methodik hin untersucht werden. Die
dargestellten Hydrogele sollten weiterhin in Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von

INA GRUH auf Biokompatibilitat bzw. Cytotoxizitat untersucht werden.

c myokardiale Stammzelle

Abbildung 19: Zielsetzung des myokardialen tissue engineering dieser Arbeit.
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Bei hinreichender Zellkompatibilitdt sollten diese Hydrogele anschliefend eingesetzt
werden, um durch die Kultivierung mit myokardialen Stammzellen als Extrazellulare Matrix
(ECM) zu dienen und ein kiinstliches Herzmuskelgewebe zu generieren. Dabei sollte die
Verwendung von Collagen vermieden werden, um zu prifen, ob die modifizierten

Polysaccharide als ECM geeignet sind (Abbildung 19).

3.2 ZIELSETZUNG ZU DEN STUDIEN ZUR DARSTELLUNG NEUER KINASE INHIBITOREN

Das Ziel des zweiten Abschnitts dieser Arbeit war es zunachst, den TGF-B-Rezeptor-Kinase-
Inhibitor A83-01 (14) fir die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. ZwelGERDT Uber die

literaturbekannte, finfstufige Synthese™** (Abbildung 20) herzustellen.

A 83-01 (14)

Abbildung 20: Aligemeine Darstellung der literaturbekannten Syntheseroute des Inhibitors A 83-01 (14).
Dariber hinaus sollte eine flexible und divergente Syntheseroute zu 14 entwickelt werden.
Dabei sollten regioselektive  Kreuzkupplungsreaktion und eine kontinuierliche

Reaktionsfiihrung zur Darstellung von 14 und verschiedener Derivate etabliert werden

(Abbildung 21).

Kreuzkupplung
4

! ; Substitutionsreaktion
{8
Kreuzkupplung ~<_ _ N
= ]
> NH
A 83-01 (14)
X Ar1
-
j:\/NH Reaktor 1 Reaktor 2 f\NH
N 2 \N/
Y 19 Ar 20

Abbildung 21: Strategie zur Darstellung des A 83-01 (14) unter Bedingungen der kontinuierlichen Reaktionsfiihrung.
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Hierflr sollte in zwei verschiedenen Reaktoren, gefiillt mit immobilisierten Palladium-
Katalysatoren, nacheinander und selektiv die aromatischen Substituenten eingefiihrt und
letztlich A77-01 (16), oder an der 3- bzw. der 4-Position modifizierten Derivate
(Abbildung 21) synthetisiert werden. Eine nachtragliche Substitutionsreaktion sollte dann zu

einer Wirkstoffbibliothek aus Derivaten von A 83-01 (14) fihren.
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4 DARSTELLUNG NEUER HYDROGELE ZUR ANWENDUNG IM TISSUE ENGINEERING
4.1 MODIFIZIERUNG VON DEXTRAN UND PULLULAN

Im Folgenden werden die durchgeflihrten Modifizierungen der Polysaccharide Dextran (21)
und Pullulan (22) beschrieben. Hierfiir wurden intensive Studien an beiden Polysacchariden
durchgefiihrt und diese einer prazisen analytischen Prifung hinsichtlich des

Substitutionsgrdes unterzogen.

[116] 3ls solcher verwendet. Das

Der Name Dextran (21) wurde erstmals von SCHREIBLER
Polysaccharid wurde seitdem in verschiedenen Bereichen von medizinischen Therapien und
der Forschung erfolgreich verwendet. So wird es z. B. als Additiv in Augentropfen eingesetzt
und bewirkt einen Schmiermittel-Effekt. Die wohl bekannteste Anwendung von Dextran (21)
ist die Anwendung als Blutserum-Ersatz. Hier wird Dextran (21) in der Blutbahn zu Glukose
zersetzt und fungiert somit als Nahrstofflieferant und Volumenexpander. Zum anderen
wurde quervernetztes Dextran entwickelt, das als stationdare Phase fir die

GroRenausschlusschromatographie Verwendung findet und unter dem Namen Sephadex®

(separation pharmacia dextran) kommerziell erhaltlich ist.

T T

o) o)
e JEA \
o)
iy OH OH ﬁ
e @)
HO = HO OH

\
Pullulan (22) HO
Dextran (21) OH

Abbildung 22: Strukturformel von Dextran und Pullulan. Die Verschiedenen glykosidischen Verknipfungen sind durch
farbige lllustration (a fur a-1,3,6-glykosidische Bindung, b fur a-1,6-glykosidisce Bindung und c fur a-1,4-glykosidische
Bindung) dargestellt.

Dextran (21) selbst besteht (iberwiegend aus a-1,6-Glukoseeinheiten und je nach

[11

produzierendem Organismus™® auch aus wenigen a-1,3,6-Glukoseeinheiten (Abbildung 22).

Aus diesem charakteristischen Aufbau des Polysaccharids ergibt sich leichte biologische

[117]

Abbaubarkeit des Polysaccharids , indem die a-1,6-glykosidischen Bindungen durch

verschiedene Enzyme gespalten werden. Diese ldsst sich jedoch mit steigender

Denaturierung  durch  Modifizierung der  Polymeren  Grundstruktur  erheblich

[118]

verlangsamen'~""". Daher war Dextran (21) ein idealer Kandidat fiir die Bildung eines
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Hydrogels als Scaffold fiir myokardiale Stammzellen qualifizierte. Fir die Untersuchungen
zur Gelbildung Dextran wurden mehrere kommerziell erhadltliche Dextrane mit
verschiedenen durchschnittlichen Molekulargewichten genutzt um Effekte der Kettenlange
auf den Modifikationsgrad und die Eigenschaften der gebildeten Hydrogele zu studieren.
Hierbei beschrankte sich die Auswahl auf die Dextrane mit den durchschnittlichen

Molekulargewichten von 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa und 500 kDa.

Pullulan (22) hingegen besteht aus sich wiederholenden a-1,6-glykosidisch verbundenen
Maltotriosen mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 100 kDa. Die einzelnen
Glukose-Einheiten der Maltotriose sind wiederum durch a-1,4-glykosidische Bindungen
miteinander verknilpft. Durch diese strukturelle Besonderheit ergaben sich neben der

exzellenten Biokompatibilitit und Biodegradierbarkeit™” auch die Méglichkeit der

Einstellung des hydrophilen Charakters des Pullulans.!**%**%!
a Signale Poisitionen 2-6
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Abbildung 23: Vergleich der NMR-Spektren von kommerziellem Dextran (21) und Pullulan (22). Hervorgehoben sind die
Signale der anomeren Protonen.

Anhand der aufgenommenen H NMR-Spektren von Dextran (21) und Pullulan (22) lieRen
sich strukturelle Unterschiede der beiden Polysaccharide zeigen. Das anomere Proton der
1,6-glykosidischen Verkniipfungen zeigte hier eine Verschiebung von ca. 4.90 ppm. Signale in

diesem Bereich wurden sowohl beim Dextran, als auch beim Pullulan nachgewiesen.
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Zusatzlich verfugt Pullulan {dber zwei anomere Protonen aus 1,4-glykosidischen
Verknlipfungen. Diese zeigten im H NMR-Spektrum eine Verschiebung zu tieferem Feld bei
ca. 5.30 ppm. Diese Verschiebung findet sich schwach ausgepragt auch im Dextran. Dies
zeigt, dass das verwendete Dextran auch Uber einige wenige 1,3- bzw. 1,4-glykosidische
Bindungen verfligt. Diese Signale wurden als Diagnostika fiir den Erfolg der folgenden

Modifizierungen genutzt.

T
o)
HO 0O
HO
OH

Dextran (21)
Pullulan (22)

Abbildung 24: Vereinfachte Darstellung der Polysaccharide Dextran (21) und Pullulan (22).

In den folgenden Kapiteln zur chemischen Modifizierung ausgewahlter Polysaccharide
werden zur Veranschaulichung nur vereinfachte Strukturen verwendet. So wird fiir Dextran
(21) und fir Pullulan (22) ein a-1,6-verknupfter Ausschnitt aus der Gesamtstruktur
verwendet (Abbildung 24). Die Ausbeuten werden in den folgenden Kapiteln nicht als
Prozentzahl angegeben, da zum Zeitpunkt der Isolierung kein durchschnittliches

Molekulargewicht der Polymere und somit keine exakte Molaritat bestimmt werden konnte.

4.1.1 OXIDATION VON DEXTRAN UND PULLULAN

Zur Darstellung von Aldehyd-modifiziertem Dextran und Pullulan wurde die Methode der

Periodat-Oxidation nach JEANes et al.[*?! genutzt.
T
0]
Ho/ﬁO
py Ny py
NalO NalO
HO o) ¢ 24 L a=—~<_0

— O
= T =
23 O§</O

Schema 1: Periodat-Oxidation der a-1,6-Glukose-Einheit von Polysacchariden.
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Neben der literaturbekannten!*?? CC-Bindungsspaltung wahrend der Reaktion von NalO,4 mit
1,2-Diolen zeigen vicinale Triole in 1,6-Glukose-Einheiten (23) zwei mogliche Oxidationen!***!

und damit die Abspaltungen von Ameisensdure (Schema 1).

-
0 a

Py
HO Q —_— o¢\</0

HO =

Dextran (21) Dextran Ox (27)
Pullulan (22) Pullulan Ox (28)

Schema 2: Periodatoxidation von Dextranen mit verschiedenen durchschnittlichen Molekulargewichten und von Pullulan.
Exemplarisch ist die doppelte Oxidation von 21 gezeigt Reaktionsbedingungen: a) NalO,, H,0, RT, 12 h.

Diese Methode wurde an den Dextranen (21) mit dem mittleren Molekulargewichten
100 kDa, 150 kDa, 250 kDa und 500 kDa und an Pullulan angewendet (Schema 2). Zur
Einordnung des Reaktionsumsatzes und Vorbereitung einer Bibliothek aus Materialien mit
unterschiedlichen Substitutionsgraden wurden die jeweiligen Dextrane (21) und Pullulan (22)

mit unterschiedlichen Aquivalenten von NalO, behandelt.

Signale glykosidisches Riickgrat

Dextran (21)

a
Dextran Ox 0.5 (27) J\
LAY N
i\

i

Dextran Ox 1.1 (27)

Pullulan (22)

Pullulan Ox 0.5 (28)

7
s

Pullulan Ox 1.1 (28)

N
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oW,
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6.9 6.7 6.5 6.3 6.1 5.9 5.7 5.5 5.3 5.1 4.9
f1 (ppm)
Abbildung 25: Vergleich der 'y NMR-Spektren von Dextran (21) und Pullulan (22) nach Oxidation mit unterschiedlichen

Aquivalenten von NalO, (27 und 28). Hervorgehoben sind die Signale der anomeren Protonen (a), der Bereich der Signale
der Aldehyd-Hydrate (b) und des glykosidischen Riickgrats.
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Die erzeugten, oxidierten Polysaccharide (27, 28) wurden zundchst NMR-spektroskopisch
untersucht, um eine Aussage Uber den Substitutionsgrad und die strukturelle
Zusammensetzung der Materialen zu treffen. Es zeigte sich, dass die Wasserloslichkeit mit
steigenden Aquivalenten von NalO,; abnimmt. Wie in der Literatur'***! beschrieben, zeigte
keiner der untersuchten Aldehyd-modifizierten Polysaccharide ein *H NMR-Signal mit der fur
Aldehyde typischen Verschiebung von etwa 8.0 ppm (Abbildung 25). Allerdings wurden eine
Vielzahl neuer Signale im Bereich 4.0 ppm bis 6.0 ppm nachgewiesen. Diese Signale deuteten

auf die Bildung von Aldehyd-Hydraten in wassrigen Lésungen hin.

@) @)
H,O
O 2 Owo
HO

T
O
o= — — HO“‘“&O
o=
1 h:! !
29 30

26
Schema 3: Bildung des Halbacetals (30) an oxidierten Polysacchariden in wéssrigen Losungen.
Diese Hydrate entstehen durch den nukleophilen Angriff von H,O bzw. D,0 an den Aldehyd.
AnschlieBend erfolgt ein intramolekularer Angriff des gebildeten Hydrates an einen zweiten
Aldehyd, wodurch sich eine doppelte Halbacetal-Struktur (30) ergeben kann (Schema 3). Da
das *H NMR-Spektrum nicht die Méglichkeit der Quantifizierung des Umsatzes erméglichte,
wurde eine andere Methode zur Quantifizierung von Aldehyden an Polysacchariden

verwendet. Prinzipiell sind verschiedene Ansdtze denkbar.

T T
.OH

31

32
Dextran Ox (27)
Pullulan Ox (28)

Schema 4: Darstellung der Reaktion von oxidiertem Dextran (27) bzw. oxidiertem Pullulan (28) mit
Hydroxylaminhydrochlorid (31).

. So konnte das PurpaId-AssaymS] fiir niedermolekulare Aldehyde herangezogen werden,
oder auch verschiedene Titrationen unter Verwendung von 3,5-Dinitrosalicylsaure und
Kalium-Natrium-Tartrat(*?® durchgefihrt werden. Beide Methoden wurden von

HeinDEL et al.*?”!

an hochmolekularen Polysacchariden untersucht und zeigten inkonsistente
Resultate. In diesen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass die Hydroxylaminhydrochlorid-
Methode reproduzierbare und damit verwendbarere Ergebnisse liefert. Daher wurde diese

Methode fir die Quantifizierung der Aldehyd-Funktionalisierung an Dextran (21) und
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Pullulan (22) verwendet. Hierfiir wurde der gebildete Aldehyd (27, 28) zunachst mit
Hydroxylaminhydrochlorid (31) unter Bildung des korrespondierenden Oxims zur Reaktion
gebracht (Schema 4). Bei dieser Reaktion entstand ein Aquivalent HCl pro Aldehyd, welches
anschlieend gegen NaOH titriert werden konnte. Ein Mol verbrauchtes NaOH entsprach
dabei einem Mol Aldehyd am Polysaccharid. Auf dieser Grundlage wurden anschliefend
verschiedene Dextrane mit unterschiedlichen durchschnittlichen Molekulargewichten sowie

Pullulan untersucht (Abbildung 26).

[=)]

® —— Dextran 100 kDa Ox (27)
W -——-- Dextran 150 kDa Ox (27)
5 Dextran 250 kDa Ox (27)
A - Dextran 500 kDa Ox (27)
Pullulan Ox (28)

B

~

Mol Aldehyde /Mol glykosidische Einheit
—_ [

0 ‘ L | 1T 177 | T 1T 1T 71 ] 1T 177 -]_ 1T 177 | T 1T 1771 |
0 0,5 1 1,5 2 2,5 3
Aq. NaIO,

Abbildung 26: Auswertung der Titration von oxidiertem Dextran und Pullulan mit unterschiedlichen Aquivalenten NalO,.

In beiden Fillen wurden 0.2 Aq bis 2.5 Aq. NalO, verwendet, um einen Zusammenhang
zwischen eingesetztem NalO,; und generierten Aldehyden herzustellen. Es zeigte sich der
gleiche systematische Fehler, den auch HEINDEL et al.™?" beschrieben. Theoretisch sollte der
Wert der vorhandenen Aldehyde nicht Gber 2.0 Mol Aldehyde/Mol glykosidischer Einheit
steigen, da dies der maximale Wert ist den eine molekulare Architektur wie 32 (Schema 4)
bei vollstindiger Oxidation annehmen kann. Da jedoch pH-Wert-Anderungen durch
eingeschlossene Formyl-Reste einen Einfluss auf den gemessenen Substitutionsgrad haben
kénnten, kommen gerade bei héheren Aquivalentverhiltnissen von NalO, tiber 2.0 mol
Aldehyde/mol glykosidischer Einheit zustande. Es wird jedoch deutlich, dass schon bei
geringen Mengen von NalO; eine Uberoxidation, also eine zweifache Oxidation je
glykosidische Untereinheit, stattfand. Im idealen Fall wiirde ein Aquivalent NalO, exakt zwei
Mol Aldehyde generieren (Schema 1). Im Fall der gewéahlten Polysaccharide werden aber

z. B. bei einem Einsatz von 0.5 Aq. NalO, lediglich 0.8 Mol Aldehyde generiert, was auf einen
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erhohten Verbrauch von NalO, durch zweifache Oxidation eines Glukose-Bausteins hinweist.
Als zusatzliche Analytik wurde fir die oxidierten Polysaccharide auch eine

Verbrennungsanalyse bzw. Elementaranalyse (CHN-Analysen) angefertigt (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Zusammenfassung der elementaranalytischen Untersuchung der Oxidation von Dextran und Pullulan.

Hier zeigte sich, dass mit steigendem Einsatz an NalO,4 der Kohlenstoffanteil fortwahrend
abnahm. Die hervorgehobenen Trendlinien zeigten zusatzlich, dass der Kohlenstoffanteil im
Bereich von 0-1.0 Aq. NalO,4 einen flachen Verlauf annahm. Im Bereich von 1.0 Ag. NalO,
konnte ein Wendepunkt des Trends und eine damit verbundene grofRere Abnahme des
Kohlenstoffanteils verzeichnet werden. In diesem Bereich konnte die zweifache Oxidation
gehauft ablaufen und somit zu dem Abfall des Kohlenstoffanteils geflihrt haben. Eine
Betrachtung der Dextran- und der Pullulan-Strukturen erlaubt Riickschliisse auf die
abgelaufenen Oxidationen. Demnach wurde zunachst ein GroRteil der a-1,6-glykosidischen
Subeinheiten einfach oxidiert und erst bei groReren Mengen des Oxidationsmittels

reagierten diese Einheiten ein zweites Mal mit dem NalO,.

4.1.2 CARBOXYMETHYLIERUNG VON DEXTRAN UND PULLULAN

Um nach der Methode von KIRscHNING et al.'”! Dextran (21) und Pullulan (22) mit einer
Hydrazid-Funktion auszustatten, mussten zunachst  die korrespondierenden

Carboxyfunktionen am Polysaccharid-Riickgrat angebracht werden. Hierbei wurde eine

[128]

Variante von LANGER et al. verwendet, bei der das jeweilige Polysaccharid unter stark
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basischen Bedingungen (8 M NaOH) mit Chloressigsaure zur Reaktion gebracht wurde

(Schema 5).

T T

6] a 0]
HO Q D jI\RS 0

HO O

OH Na© OR

Dextran (21) CM-Dextran (33)

Pullulan (22) CM-Pullulan (34)

Schema 5: Darstellung von carboxymethyliertem Dextran (33, CM-Dextran) und carboxymethyliertem Pullulan (34, CM-
Pullulan) mit R=CH,CO,Na, oder H. Exemplarisch ist die Funktionalisierung an C-3 zeigt. Reaktionsbedingungen: a)
Chloressigsaure, NaOH (8 M), H,0, 62 °C, 1.5 h.

Das carboxymethylierte Polysaccharid (33 und 34) wurde nach der Reaktion durch Fallen aus
Methanol erhalten. Um einen héheren Substitutionsgrad zu erhalten, wurden die jeweiligen
carboxymethylierten Substrate erneut unter denselben Reaktionsbedingungen (Schema 5)
umgesetzt. Diese repetitive Reaktionsfiihrung wurde mit allen Dextranen (21, 100 kDa,

150 kDa, 250 kDa und 500 kDa) und Pullulan (22) sechsmal angewendet.
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Abbildung 28: Gegenuberstellung der 'y NMR-Spektren von carboxymethyliertem Dextran (33) und carboxymethyliertem
Pullulan (34) in D,0. Hervorgehoben sind die Signale der anomeren Protonen unmodifizierter Subeinheiten (a), der
anomeren Protonen von modifizierten glykosidischen Einheiten (b) und der CH,-Gruppe des eingebrachten Essigsdaure-Rests
sowie des glykosidischen Riickgrats.
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Um die Funktionalisierung der unterschiedlichen Polysaccharide zu vereinheitlichen wurde
folgende Nomenklatur verwendet. Zunachst wird das jeweilige Polysaccharid beschrieben,
dann die Art der Reaktion und anschlieRend die Zahl der wiederholten Anwendungen der
Reaktionen gemall Schema 5. Daraus ergab sich fir Dextran, welches fiinfmal einer

Carboxymethylierungs-Reaktion unterzogen wurde, der systematische Name Dextran CM 5.

Auch bei dieser Art der Modifizierung wurden die Proben zunichst mittels 'H NMR-
Spektroskopie untersucht (Abbildung 28). Wie schon bei der Oxidation von Polysacchariden
(Kapitel 4.1.1) festgestellt werden konnte, erwies sich die 'H NMR-Spektroskopie auch bei
der Carboxymethylierung von Polysacchariden nicht als geeignetes Mittel zur
Quantifizierung des Substitutionsgrades. Die Ursache ist die hohe Anzahl verschiedener
Substitutionsmoglichkeiten und die sich daraus ergebenden Vielzahl an unterschiedlichen
Strukturen am glykosidischen Rickgrat. Dies fiihrte zu einer Signalverbreiterung. Zur
Quantifizierung des Substitutionsgrades wurde in diesen Fallen ebenfalls eine
Titrationsmethode herangezogen. Hierbei zeigten die Vorarbeiten von LECHNER et al.’* dass
die direkte Titration von carboxymethylierten Polysacchariden aufgrund der Natrium-lonen

an der Carboxyl-Gruppe zu inkonsistenten Ergebnissen fuhrte.

1,4

® —— Dextran 100 kDa CM (33)
B ——— Dextran 150 kDa CM (33)
1,2 Dextran 250 kDa CM (33)
A Dextran 500 kDa CM (33)
Pullulan CM (34)

| I T B S A B BB B |

1

0,2

Mol Carboxymethylgruppen/Mol glykosidische
Einheit

0 1 2 3 4 5 6 7
Repetitive Carboxymethylierungsreaktion

Abbildung 29: Auftragung der Ergebnisse der Titrationen der carboxymethylierten Polysaccharide.

Aus diesem Grund wurden die carboxymethylierten Polysaccharide (33 und 34) nach einem

Protokoll von EsTeves et al.[*3”

mit Methanol und Salpetersdaure behandelt, um eine
vollstandige Protonierung der Carbonsauren zu erreichen, mit MeOH gewaschen und die so

vorbereiteten Polysaccharide anschliefend in einer wassrigen NaOH-Lsg. gegen HCl zu
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titrieren. Dabei reprasentierte die molare Differenz zwischen eingesetztem NaOH und
gegentitriertem NaOH die Anzahl eingebrachter Carboxymethyl-Gruppen pro glykosidischer
Einheit am Polysaccharid-Riickgrat. Dieses Verfahren wurde an allen Dextran CM-Derivaten
(33, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa und 500 kDa) und Pullulan CM-Derivaten (34) angewendet
(Abbildung 29).

Es zeigte sich, dass der Substitutionsgrad gegen einen Wert von 1.0 mol Carboxymethyl-
Gruppen/Mol glykosidischer Einheit verlauft, was auf eine sterische Hinderung der zweifach-
Substitution einer einzelnen glykosidischen Einheit hindeutet. Unter Berlcksichtigung der
relativen Reaktivitaten der Hydroxygruppen von Glukose-Derivaten, wurde deutlich, warum
nur eine Hydroxygruppe pro glykosidischer Einheit in der Carboxymethylierungsreaktion
reagierte. Die 3-Position der Glukose ist, nach der durch glykosidische Bindungen belegten 6-

Position, die Gruppe mit dem ausgepragtesten nukleophilen Charakter.

50 —
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Dextran 250 kDa CM (33)
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Abbildung 30: Zusammenfassung der elementaranalytischen Auswertung der Carboxymethylierung von Dextran (33) und
Pullulan (34).

Bei Erstsubstitution der 3-Position waren somit die 2- und 4-Position sterisch noch mehr
gehindert, so dass eine zweite Substitution in der gleichen glykosidischen Einheit weniger

realistisch wird.*3

Wie schon die oxidierten Polysaccharide (27, 28) wurden die carboxymethylierten Derivate
(33, 34) mittels Elementaranalyse untersucht (Abbildung 30). Diese Untersuchung offenbarte
ebenfalls einen Trend bei der Substitution. Da bei der Carboxymethylierung von

Polysacchariden prinzipiell ein Natriumacetat-Baustein eingefligt wird, also zwei
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Kohlenstoffatome, zwei Sauerstoffatome, zwei Wasserstoffatome und eine schlechte
definierbare Anzahl Natriumatomen, verringerte sich der Kohlenstoffgehalt mit Anzahlt der

repetitiven Reaktionen an den jeweiligen Substraten.

Die Verminderung des Kohlenstoffanteils verlief gegen einen Wert von ca.36%
(Abbildung 30). Dabei wurde bei den ersten drei Carboxymethylierungen des
entsprechenden Polysaccharids die groRte Differenz im Vergleich mit dem unmodifizierten
Polysaccharid festgestellt. Bei hoheren angewendeten Carboxymethlierungsreaktionen
wurde fur alle modifizierten Substrate der Trend eines Plateaus notiert. Der Grund fur diesen
Trend liegt in der oben beschriebenen relativen Reaktivitdt der Hydroxygruppen und der

nicht bevorzugten zweifachen Substitution einer einzelnen glykosidischen Subeinheit.

4.1.3 HYDRAZIDBILDUNG AN CARBOXYMETHYLIERTEM DEXTRAN UND PULLULAN

Um aus den dargestellten carboxymethylierten Dextran- (33) und Pullulan-Derivaten (34) die
gewlinschten Hydrazid-Komponenten zu generieren, wurde zunachst nach einem Protokoll
von KIRSCHNING et al.[®”! vorgegangen. Bei diesem wurde zur Modifizierung von Hyaluronsaure

zum Hydrazid ein Losungsmittelgemisch aus DMSO und Wasser benétigt.

B
o) a
RO 0 —_—
RO HoN~
OR 2 N
Dextran CM (33) Dextran CM Hyd (3
Pullulan CM (34) Pullulan CM Hyd (36)

Schema 6: Darstellung von Hydrazid-modifiziertem Dextran CM (35) und Pullulan CM (36) mit R=CH,CO,Na, CH,CON,H;
oder H. Reaktionsbedingungen: a) EDC, HOBt, DIPEA, Hydrazin-Hydrat (1 M in THF), H,O, RT, 4 d.

Untersuchungen dieser Reaktion konnten zeigen, dass im Fall von Dextran (21) und Pullulan
(22) Wasser als Losungsmittel bendtigt ist, da die carboxymethylierten Polysaccharide (33,
34) mit steigendem Carboxymethyl-Substitutionsgrad eine geringere Loslichkeit in DMSO

bzw. DMSO-haltigen Losungsmittelgemischen aufwiesen (Schema 6).
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Abbildung 31: Allgemeine Abbildung der Umsetzung von Hydrazid-modifizierten Polysacchariden mit TNBS unter Bildung
des Chromophors 37 bzw. 38.

Von den carboxymethylierten und Hydrazid-modifizierten Polysacchariden wurden 'H NMR-
Spektren angefertigt, welche jedoch wegen des Austauschs von Deuterium mit den Protonen
der Hydrazid-Funktion nicht von den Spektren der carboxymethylierten Substraten 33 und
34 zu unterscheiden waren. Um eine Aussage Uber den Substitutionsgrad zu treffen, wurden
die dargestellten Polysaccharide Dextran CM Hyd (35) und Pullulan CM Hyd (36) in einem

[132,133]

Assay zur Quantifizierung von primaren Aminen mit Trinitrobenzolsulfonsaure (TNBS)

umgesetzt (Abbildung 31).
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Abbildung 32: Auswertung der Ergebnisse des TNBS-Assays der einzelnen Dextran CM Hyd (35) und Pullulan CM Hyd (36)
Komponenten. Aufgetragen sind die Prozente der Hydrazid-modifizierten Carboxylgruppen fiir die carboxymethylierten
Polysaccharide.

Bei der Reaktion diente das Sulfit-lon (SOs%) als Abgangsgruppe und es wurde das
Trinitrobenzol-Derivat 37 bzw. 38 gebildet, welches ein Absorptionsmaximum bei 325 nm
aufwies. Hierliber wurde eine Standard-Kalibriergrade auf Basis von Glycin erstellt und so die

Hydrazid-Funktionalisierungen der jeweiligen Polysaccharide quantifiziert (Abbildung 32).
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Abbildung 33: Zusammenfassung der elementaranalytischen Auswertung der Hydrazidbildung von Dextran CM (33) und
Pullulan CM (34).

Es zeigte sich, dass der DS von Hydrazid-Funktionalititen mit steigendem DS von
Carboxymethylierungen ansteigt. Um dieses Ergebnis zu unterstiitzen, wurden die Proben
nachtraglich mittels Verbrennungsanalyse untersucht. Hierbei wurden abermals die
gereinigten und gefriergetrockneten Polysaccharide vermessen und der Stickstoffanteil der

Proben betrachtet (Abbildung 33).

Die CHN-Analysen der Hydrazid-modifizierten Polysaccharide (35, 36) lieferten einen
ahnlichen Trend. Der Stickstoffanteil und der DS von Hydrazid-Funktionalitdten steigt mit
erhohtem Carboxymethylierungsgrad. Der Vergleich der photometrischen Untersuchungen
mittels TNBS mit der elementaranalytischen Untersuchung offenbart, dass der relative
Anstieg bei den carboxymethylierten Polysacchariden mit ein, oder zwei wiederholt
durchgefiihrten Carboxymethylierungsreaktionen hoéher war als der Anstieg nach den
folgenden Wiederholungen. Nach vier wiederholten Carboxymethylierungsreaktionen stellte
sich ein Plateau des Funktionalisierungsgrades ein. Da diese Tendenz sowohl in der
photometrischen, als auch in der CHN-Untersuchung zu erkennen war, wurde der grofRe

Fehler der Daten aus dem TNBS-Assay akzeptiert.

Das grundlegende Problem der TNBS-Methode fiir die Quantifizierung von Hydraziden ist die
Verwendung des TNBS-Reagenzes selbst.®  Dabei handelt es sich um ein
hydrolyseempfindliches Reagenz, welches urspriinglich fiir die Untersuchung von primaren

Aminen wie der Aminosaure Lysin in DMSO entwickelt wurde. Das Losungsmittel DMSO ist in
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der Lage, die aromatische Sulfonsdure zu stabilisieren und somit eine Hydrolyse zu
verhindern. In wassrigen Losungen entsteht jedoch die Picrylsaure, die ihr
Absorptionsmaximum bei ca. 340 nm hat und somit die Ergebnisse des Chromophores aus
Amin, bzw. Hydrazid und TNBS Uberdeckt und verfilscht."®*! AuRerdem wurde das gebildete
Chromophor am Polysaccharid nicht wie in der Literatur fir die Reaktion von priméaren
Aminen beschrieben bei 335 nm, sondern bei 325 nm nachgewiesen. Dieses deutet darauf
hin, dass sich der gewdhlte interne Standard, die Aminosdure Glycin, nicht fir die TNBS-

Methode zur Quantifizierung von Hydraziden geeignet ist (Abbildung 34).

335 nm
OH TNBS
HzN/ﬁ( . OH
O 40 /\f(

39 o)
o) TNBS J 325 nm
)J\ _NH, —_— R

41 42

Abbildung 34: Gegeniiberstellung der gebildeten Chromophore von Aminen und Hydraziden mittels TNBS.

Dennoch lieferte diese Methode eine gute Einschatzung des Hydrazid-Modifizierungsgrades
an Polysacchariden. Das zeigt der der Vergleich mit den Untersuchungen der
Elementaranalyse. Um jedoch ein praziseres Analyseverfahren zu entwickeln und einen
geeigneteren Standard zu generieren, wurde im Folgenden versucht einen
Monomerausschnitt eines carboxymethylierten und Hydrazid-modifizierten Polysaccharids

zu synthetisieren.

4.1.4 MONOMER-UNTERSUCHUNGEN EINES POLYSACCHARIDAUSSCHNITTS

Die gezeigten Ungenauigkeiten insbesondere zur Bestimmung des Hydrazid-
Funktionalisierungsgrades in Polysacchariden gaben Anlass ein Modell zu entwickeln,
welches reprasentativ fir die Modifizierungen der glykosidischen Einheiten an Dextran (21)
und Pullulan (22) steht. Dieses Modell sollte einen a-1,6-gylkosidisch verknipften Ausschnitt

(48) aus dem Rickgrat der jeweiligen Polymere wiederspiegeln. Anhand dieses Modells
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sollten sowohl die Bildung der Hydrazide, als auch die Oxidation der Polysaccharide

untersucht werden.

A\ M \\OMe \\OMG
HO O._.OMe

HO" "0 - ©N‘J\ \‘ '/O - ©H‘J\ \‘ "/OBn
43 OH
O .OMe “OMe “OMe
c HO °
BnO" “’OBn o o

46 OBn

Schema 7: Darstellung des a-1,6-geschitztem Modells 48 eines Polysaccharids. Reaktionsbedingungen: a)
Benzaldehyddimethylacetal, Camphersulfonsdure, MeCN, 95 °C, 4 h, 60 %; b) Benzylbromid, NaH, DMF, RT, 17 h, 78 %; c)
LiAlH,4, AICl3, CH,Cl,/Et,0 (1:1), 50 °C, 3 h, 90 %; d) Mel, NaH, DMF, RT, 4 h, 97 %; e) Pd/C, H, (1 bar), MeOH, RT, 12 h, 60 %.

Kommerziell erhéltliches Methyl a-D-glykopyranosid (43) diente als Startmaterial fiir die
Synthese. Eine zweistufige Sequenz lieferte zunachst eine acetalische Schutzgruppe zwischen

(1371 yersehen

C-4 und C-6."%% Die verbliebenen Alkohole wurden mit Benzylgruppen
(Schema 7). Das resultierende Pyranosid (45) wurde anschliefend selektiv an diesem Acetal
gedffnet, so dass die 6-Position des Glykosids 46 freigesetzt wurde. Methylierung des

Alkohols in C-6-Position und Hydrierung der Benzylgruppen lieferten das Zielmolekiil 48.1"%")

OO
O/ \O O\‘
49
\O @) \\\O\ \ \ /j/ \ \ /\K \
HO\\‘ '//OH \\ // ’J 1, x) //OH
OH

48 48 OH OH 52
(@]

HO™ S0 HO" "OH

O 53 OH 54

Schema 8: Oxidation des Monomerbausteins 48. Reaktionsbedingungen: a) NalO,4, H,O, RT, 12 h.

Das 1,6-dimethylierte Glukosederivat 48 diente in den nachfolgenden Studien als Modell fir
eine a-1,6-glykosidische Einheit des Polymers. Zunachst wurde die Periodat-Oxidation an
diesem Grundgerist untersucht. Dafiir wurde das Substrat 48 unter den gleichen
Bedingungen oxidiert, die zuvor bei den Polysacchariden Dextran und Pullulan Verwendung
fand. Diese Reaktion wurde zundchst massenspektrometrisch untersucht, wobei analoge

Resultate wie bei den polymeren Substraten gefunden wurden. Demnach wurden bei einem
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Einsatz von 1.1 Aq NalO, eine Vielzahl von Oxidationsprodukten nachgewiesen. Das vicinale
Triol wurde sowohl einfach (51, 53), als auch mehrfach (49) oxidiert und es konnten sowohl
die Aldehyd-Hydrate (50, 52, 54), als auch der unmodifizierte Grundbaustein (48)
nachgewiesen werden. (Schema 8). Um ausreichende Mengen fiir die Durchfihrung von
NMR-Untersuchungen zur Strukturaufklarung der oxidierten Monomerbausteinen (49-54) zu
erhalten, wurde das Reaktionsprodukt Uber eine praparative HPLC (RP-C18, H,O/MeOH
99:1-70:30 Uber 90 min) gereinigt.

b
unmodifiziertes a c ¢
Substrat 48

~o 0.2.0
b C
A : //
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48 OH
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Abbildung 35: Vergleich der >C NMR-Spektren von 48 und seinen oxidierten Derivaten.

Die oxidierten Substrate wiesen eine ahnliche Retentionszeit auf und konnten nur als
Gemisch isoliert und NMR-spektroskopisch untersucht werden (Abbildung 35). Um die breite
Palette der Oxidationsprodukte besser zu beschreiben, wurde das DEPT-C NMR Spektrum
des nicht modifizierten Monosaccharids 48 mit dem *C NMR-Spektrum des isolierten
Gemisches verglichen. Die Analyse der Methylgruppen (Abbildung 35, c) offenbarte, dass

drei unterschiedliche, oxidierte Monosaccharide in der Mischung vorlagen.
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Abbildung 36: Monosaccharide, gebildet durch Oxidation des a-1,6-glykosidischen Modellsaccharids.
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Die drei *C-Signale im Bereich um 58 ppm und die drei **C-Signale im Bereich um 55 ppm
sind diagnostisch, da diese mit den sechs Methylgruppen der erwarteten Produkte
korrelieren (Abbildung 36). Des Weiteren konnten im Bereich von 87 ppm bis 102 ppm neun
13C—Signale den Acetalen bzw. Halbacetalen (Abbildung 36, a‘) zugeordnet werden. Zusatzlich
wurden acht Signale im Bereich von 68 ppm bis 81 ppm detektiert, die den verbliebenen
Kohlenstoffatomen der oxidierten Derivate 50, 52 und 54 zugewiesen werden konnten. Wie
erwartet, konnten im **C NMR-Spektrum (D,0) keine Signale gefunden werden, die auf
Aldehyde hinweisen, da diese vollstindig zu den korrespondierenden Hydraten

umgewandelt waren.
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Abbildung 37: Vergleich der Oxidation des Monomerbausteins 48 mit dem oxidierten Dextran 100 kDa (27).

Um zu zeigen, dass sich das Monosaccharid-Modell (48) fiir die Untersuchungen an
modifizierten Dextranen eignet, wurde das B3¢ NMR-Spektrum eines der oxidierten Dextrane
(Kapitel 4.1.1) mit der oxidierten Vergleichssubstanz (50, 52, 54) verglichen (Abbildung 37).
Es zeigte sich, dass sich bei der Oxidation von Dextran ein dhnliches Bild wie bei der
Oxidation des synthetischen Monosaccharid-Modells ergab. Wie in Abbildung 37 gezeigt,
lieferte die Oxidation Produkte des Dextrans, die eine Vielzahl von Kohlenatomen mit
chemischen Verschiebungen von 85 ppm bis 102 ppm besitzen, dem Bereich der Acetal-

bzw. Halbacetal-Kohlenstoffatome. Auch die chemischen Verschiebungen der weiteren



4 DARSTELLUNG NEUER HYDROGELE ZUR ANWENDUNG IM TISSUE ENGINEERING 44

Kohlenstoffatome bei 65 ppm bis 82 ppm glichen denen des oxidierten Monosaccharids (50,
52, 54). Das Monosaccharid-Modell erlaubte zwar nicht, die Oxidationsprodukte im Polymer
zu quantifizieren, es zeigte sich aber, dass selbst bei Einsatz groRerer Mengen von NalO,4 das

anomere Kohlenstoff intakt bleibt und damit die Kohlenhydratkette nicht gespalten wird.

0. .OMe

MeO
0. .OMe
MeO "t a . .,
. ., . o ‘OH
HO' ‘OH 0 OH
48 OH
ONa 55

Schema 9: Carboxymethylierung von 48 zum Vergleich der Carboxymethylierung von Dextran (27) und Pullulan (28).
Reaktionsbedingungen: a) 2-Chloressigsaure, NaOH (8 M), H,0, 62 °C, 1.5 h, 15 %.

Im Folgenden wurden die Bedingungen zu Einfihrung eines Carboxylats in 48 untersucht.
Hierflr wurden zunéachst die Bedingungen der Carboxymethylierung von Polysacchariden auf
das Monosaccharid 48 Ubertragen (Schema9). Die Carboxymethylierung verlauft beim
Modell Gberwiegend an der C-4-Position (55). Es war jedoch nicht moglich das
Produktgemisch der unterschiedlichen Positionsisomere (2- und 3-Position) voneinander zu
trennen. Die Analyse der hochaufgelosten Massenspektren zeigte zusatzlich, dass die
Mehrfachsubstitution eines glykosidischen Bausteins prinzipiell moglich ist. Als Ergebnis der
Carboxymethylierungsreaktion kénnen somit die Strukturen in Abbildung 38 festgehalten

werden.

ONa 55

ONa

55 fiir R'=H und R?=H; 56 fiir R®=H und R*=H; 57 fiir R®=H und R®=H

58 fir R'=H und R?>=CH,CO,Na; 59 fir R3=H und R*=CH,CO,Na; 60 fir R®>=H und R®=CH,CO,Na

61 fiir R'=CH,CO,Na und R?=H; 62 fiir R®=CH,CO,Na und R*=H; 63 fir R®%=CH,CO,Na und R®=H
Abbildung 38: Darstellung des Produktgemisches einer Carboxymethylierungsreaktion an 48.
Auch die C NMR-Spektren der carboxymethylierten Monosaccharid-Bausteine wurden mit
denen des Dextrans verglichen (Abbildung 39). Diese zeigen ein dhnliches Signalmuster wie

die Carboxymethylierungsprodukte des Dextrans. Bemerkenswert ist, dass die *C-Signale

des Essigsaurerestes b und b‘ als unklare und breite Signale erschienen.
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Abbildung 39: Vergleich der 13CNMR—Spektren des carboxymethylierten Monosaccharids (56) mit dem des
carboxymethylierten Dextrans (33). Hervorgehoben sind die 13C-Signale des anomeren Protons (a, a‘) und der
eingebrachten Carboxymethylfunktion (b, b’ c, c‘).
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Diese Signalverbreiterung verweist auf eine Vielzahl unterschiedlicher Substitutionsmuster
am Rickgrat des Polysaccharids. Allerdings ldasst das 13C—Spektrum auch hier keine

Quantifizierung des Substitutionsgrades zu.

0o .OM @) O0.__.OM O Oo.__.OM
HO " e g Y\O R e b Y\O R e

K ., — O - ., — (@) . .,
BnO' ‘OBn >( BnO' ‘OBn >( HO' ‘OH
OBn 64 OBn 65 OH

46
o) O .OMe o O .OMe o 0. .OMe
o W “y - ONa ' “y - -NH W y
>( HO OH HO OH HoN HO OH
65 OH 66 OH 67 OH

Schema 10: Darstellung des Hydrazid-Standards 67 ausgehend von 46. Reaktionsbedingungen: a) NaH, BrCH,CO,tBu, DMF,
RT, 3 h, 85 %; b) H,/Pd/C MeOH, RT, 12 h,94 %; c) TFA, Et;SiH, CH,Cl,, RT, 12 h, 96 %; d) EDC, HOBt, DIPEA, N,H, (1 M in
THF), RT, 4 d, nur in Spuren erhalten.

Die vorliegenden Untersuchungen zur Carboxymethylierung von 48 liefern einen guten
Einblick in die Reaktionswege. Die Umsetzungen zu den carboxymethylierten
Monosacchariden sind jedoch zu unselektiv fir die Darstellung einer Standardsubstanz fir
den TNBS-Assay. Aus diesem Grund wurde die Strategie abgedndert und ausgehend von dem

Alkohol 46 die direkte Einbringung des Carboxylbausteins in 6-Position des glykosidischen
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Grundgerists unter Bildung von 64 durchgefiihrt. Ein selektiver Reaktionsweg[138] zu 67
(Schema 10) konnte ausgehend von dem Monosaccharid 66 in drei Stufen in einer
Gesamtausbeute von 77 % prapariert werden. Die guten Ausbeuten qualifizierten diesen
Syntheseweg als idealen Zugang zu dem Vergleichssaccharid 67 fir den TNBS-Assay. Aus

technischen Griinden konnte 67 jedoch nicht Isoliert werden.

4.2 DARSTELLUNG VON HYDROGELEN

Um aus den dargestellten Materialien ein Hydrogel zu bilden, wurden die Hydrazid-
Komponenten und die Aldehyd-Komponenten in wassriger Losung miteinander vermengt.
Die modifizierten Polysaccharide konnten so in einer Kondensationsreaktion zu den
korrespondierenden Hydrazonen reagieren und somit miteinander vernetzt werden. Diese
Methode wurde, wie in Kapitel 2.32 erliutert, bereits von KIRsCHNING et al.'®”! an

Hyaluronsdure und Alginat erfolgreich realisiert.

Abbildung 40: Allgemeine, praparative Methode zur Darstellung von Hydrogelen basierend auf Hydrazid- und Aldehyd-
modifizierten Polysacchariden (Pol A und Pol B).

Diese Art der Vernetzung von Polysacchariden wurde auch im Rahmen dieser Arbeit fiir die
Darstellung von Hydrogelen basierend auf Dextran und Pullulan angewendet. Hierbei
wurden gleiche Volumina einer wassrigen Losung der Aldehyd- und Hydrazid-Komponente
(20 mg/mL) miteinander gemischt (Abbildung 40). Die Fahigkeit der funktionalisierten
Polysaccharide durch Quervernetzung ein Hydrogel auszubilden wurde nach der

erfolgreichen Darstellung durch Anderung der Viskositit beim Mischvorgang untersucht.
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Hierfir wurden wdéssrige Losungen der Materialien mit dem korrespondierenden
Hyaluronsdure-Derivat (Aldehyde mit dem Hyaluronsaure Hydrazid und Hydrazide mit dem
Hyaluronsaure Aldehyd) vermischt und danach die Anderung der Viskositit untersucht. Um
von diesen Gelierungsexperimenten qualitative Daten und somit Rickschlisse auf die
Qualitat der Vernetzung und des gebildeten Hydrogels zu erhalten, wurde eine Methode fiir
die praparierten Dextran- und Pullulan-Derivate entwickelt nach der es méglich war den

Grad der Quervernetzung und die Wasseraufnahmefahigkeit zu bestimmen.

Vo L L V &
™ 1)Wiegen ™.___ 4)Gefriertrocknung ™_.__ 7)Wasser- ___  8)Gel, Wiegen (b)
2) Lésen 5) Wiegen (a) wechsel ! 9) Gefriertrocknung |
_ — > B — e >
| 3) Gel-Bildung ' 6) Quellung \ amTag 1,2 10) Wiegen (c) Y
\‘ V. \. und 3 ‘\. V\

Abbildung 41: Darstellung des entwickelten Prozessablaufs zur Charakterisierung der dargestellten Hydrogele.

Diese Methodik konnte zusatzlich eine Aussage Uber den Zusammenhang zwischen der
Eigenschaft des Gels, dem Grad der Modifizierung und des durchschnittlichen
Molekulargewichts liefern. Die entwickelte Methode besteht aus zehn Schritten. Zunachst
wurden die Gele in einem Eppendorf-Gefall mit jeweils 100 uL der Aldehyd- und Hydrazid-
Komponente (20 mg/mL) gebildet (Abbildung 41, 1-3).

Fiir diese Gelierexperimente wurden 2.0 mg des jeweiligen Polysaccharids untersucht,
sodass jedes der Gele einen Gehalt von 4.0 mg Polysaccharid besall. Um einen sich
ergebenden Wagefehler herauszurechnen, wurden diese Gele gefriergetrocknet und
gewogen (Abbildung 41, 4-5, Wiegen (a)). Dann wurde das gefriergetrocknete Gel in
ca. 1.5 mL deion. H,O aufgenommen und Uber drei Tage durch stetigen Wasserwechsel
gewgewaschen (Abbildung 41, 6-7). Dieser Waschprozess sollte die nicht vernetzten
Komponenten der Polysaccharide entfernen und so die Bestimmung des tatsdchlichen
Vernetzungsgrades ermdglichen. Diese gequollenen Hydrogele wurden daraufhin auf einem
Filterpapier kurzzeitig getrocknet, um das Uberschissige Wasser (Kapitel 2.3) zu entfernen.
Dann wurden sie gewogen (Abbildung 40, Wiegen (b)) und erneut gefriergetrocknet
(Abbildung 41, 8-9). Durch ein erneutes Wiegen (Abbildung40, Wiegen (c)) der
gefriergetrockneten Gele (Abbildung 41, 10) konnte der eigentliche Gehalt an Polysaccharid
in den gequollenen Hydrogelen ermittelt und somit der eigentliche Vernetzungsgrad
bestimmt werden. Die Wasseraufnahme und der Vernetzungsgrad (Formel 1, Formel 2) der

dargestellten Hydrogele wurde wie folgt berechnet:
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) __ Wiegen (a)
Formel 1: Vernetzungsgrad = Wiegen (@
Formel 2: Wasseraufnahme = Wiegen(b) — Wiegen (c)

Die Ergebnisse sind in den folgenden Abbildungen zusammengefasst und tber einen Farb-
Code, der jeweils an der rechten Bildkante erlautert ist, veranschaulicht. Im Allgemeinen
wird deutlich, dass der Messfehler bei niedrigem Vernetzungsgrad groBer ist, als
vergleichbare Proben mit hohem Vernetzungsgrad. Grund hierfir ist die hohe
Wasseraufnahme solcher niedrig-vernetzten Gele und damit ein Verlust des Netzwerks beim
Trocknungsvorgang. Dennoch lieRen diese Versuchsreihen Riickschliisse auf die Moglichkeit

der gezielten Anderung der physikalischen Eigenschaften eines Hydrogels zu.
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Abbildung 42: Vernetzungsgrad und Fihigkeit zur Wasseraufnahme der Hydrogele bestehend aus oxidierten Dextran-
Derivaten (27) mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 100 kDa und verschiedenen Hydrazid-Komponenten
(35, 36).

Wie bereits in Kapitel 2.3 beschrieben, hat ein hoher Vernetzungsgrad einen Einfluss auf die
Porengrolle des Netzwerkes und somit auf die Wasseraufnahmefahigkeit. Dieses Phanomen
zeigte sich sehr anschaulich bei der ersten Versuchsreihe, in der die Dextran 100 kDa Ox-
Derivate (27) untersucht wurden (Abbildung 42). Hier verhielt sich die Wasseraufnahme
umgekehrt proportional zum Vernetzungsgrad. Innerhalb einer Hydrazid-Reihe, z.B.
Dextran 100 kDa CM 1 Hyd (35), sinkt prinzipiell der Vernetzungsgrad mit steigendem
Oxidationsgrad der Dextran 100 kDa Ox-Derivate (27). Diese Beobachtung wurde in
unterschiedlichem Ausmall bei allen Versuchsreihen gemacht und deutet auf die in

Kapitel 2.3 beschriebenen unterschiedlichen Bindungsarten des Wassers in einem Hydrogel

hin. Dabei wird deutlich, dass die Limitierung der Vernetzung durch die Hydrazid-
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Komponente bedingt wird und die Uberschissigen, nicht vernetzten Aldehyd-Funktionen
dazu dienen, Wasser kovalent unter Bildung der Hydrate und durch Hydrathillen zu binden.
Des Weiteren stellt das Dextran 250 kDa CM 1 Hyd (35) einen Grenzfall zwischen weichen
Hydrogelen die zu einer hohen Wasseraufnahme (von ca. 0.30 g bis ca. 1.40 g pro 4.0 mg
Polysaccharid) befdhigt sind dar und solchen, die nur lber niedrige Wasseraufnahme-

Fahigkeiten (von ca. 0.08 g bis ca. 0.20 g pro 4.0 mg Polysaccharid) verfligen.
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Abbildung 43: Vernetzungsgrad und Fahigkeit zur Wasseraufnahme der Hydrogele bestehend aus oxidierten Dextran-
Derivaten (27) mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 150 kDa und verschiedenen Hydrazid-Komponenten
(35, 36).

Beim Vergleich der Abbildung 42 und Abbildung 43 wird ersichtlich, dass die modifizierten
Dextrane (27) mit dem durchschnittlichen Molekulargewicht von 100 kDa bzw. 150 kDa in
den Parametern Vernetzungsgrad und Wasseraufnahmefihigkeit starke Ahnlichkeiten
aufweisen. Bei der Verwendung von Dextran 250 kDa als Aldehyd-Komponente (27)

hingegen (Abbildung 44) wurde eine maximale Wasseraufnahme von ca. 0.5 g pro 4.0 mg

Polysaccharid gemessen.
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Abbildung 44: Vernetzungsgrad und Fahigkeit zur Wasseraufnahme der Hydrogele bestehend aus oxidierten Dextran-
Derivaten (27) mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 250 kDa und verschiedenen Hydrazid-Komponenten

(35, 36).

Da die Vernetzungsgrade vergleichbar zu denen mit Dextran 100 kDa und Dextran 150 kDa

(27) waren, bedeutet dies, dass die PorengrofRe und somit die Wasseraufnahmefahigkeit der

gequollenen Hydrogele nicht Uber ein hdheres durchschnittliches Molekulargewicht

vergroRert werden konnte. Trotzdem besitzt das Dextran 250 kDa Ox (27) a&ahnliche

Eigenschaften wie die anderen oxidierten Dextran-Derivate.
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Abbildung 45: Vernetzungsgrad und Fahigkeit zur Wasseraufnahme der Hydrogele bestehend aus oxidierten Dextran-
Derivaten (27) mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 500 kDa und verschiedenen Hydrazid-Komponenten

(35, 36).

Im Fall von Dextran 250 kDa CM 2 Hyd (35) wurde ebenfalls ein Grenzfall in Bezug auf den

Vernetzungsgrad und die Wasseraufnahmefahigkeit festgestellt. Die These, dass das

durchschnittliche Molekulargewicht der Aldehyd-Komponente in diesen Versuchsreihen

einen Einfluss auf die Wasseraufnahme hat, wurde durch das Dextran 500 kDa Ox (27)
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zusatzlich bestarkt. Hier konnte die grofRte Wasseraufnahme um 0.3g pro 4.0 mg

Polysaccharid bei ahnlich hohem Vernetzungsgrad (Abbildung 45) verzeichnet werden.

Auch hier wurde eine markante Anderung der Wasseraufnahme und des Vernetzungsgrads
bei der Hydrazid-Komponente Dextran 250 kDa CM 1 Hyd (35) festgestellt. Jedoch war der
Unterschied der beiden Bereiche nicht mehr so ausgepragt wie es beispielsweise bei dem
oxidierten Dextran (27) mit einem durchschnittlichen Molekulargewicht von 100 kDa
(Abbildung 42) beobachtet wurde. Im Gegensatz zu den Dextranen (27) zeigte oxidiertes
Pullulan (28) einen anderen Zusammenhang zwischen Funktionalisierungsgrad und
Wasseraufnahme (Abbildung 46). Die Fahigkeit zur Wasseraufnahme sinkt hier mit
steigendem Oxidationsgrad des Pullulans (28). Ferner wurde beim Gelierprozess beobachtet,
dass Pullulan Derivate beim Vermengen mit der Hydrazid-Komponente (35, 36) weitaus
schneller ihre Viskositat dandern als die gleichartig funktionalisierten Dextran-Aldehyd-

Komponenten (27).
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Abbildung 46: Vernetzungsgrad und Fahigkeit zur Wasseraufnahme der Hydrogele bestehend aus oxidierten Pullulan-
Derivaten (28) und verschiedenen Hydrazid-Komponenten (35, 36).

Diese Beobachtung erklart zusatzlich den schwankenden Vernetzungsgrad in einer
Versuchsreihe und die damit verbundene geringe Fahigkeit zur Wasseraufnahme. Bei
genauer Betrachtung der Hydrogele aus Pullulan Ox0.2-1.1 (28) und den jeweiligen
Hydraziden CM 1-4 Hyd (35, 36) gleichem durchschnittlichen Molekulargewichts zeigt sich,
dass der Vernetzungsgrad vom Substitutionsgrad der Hydrazid-Komponente abhédngt. So
wird bei einem Hydrogel, erzeugt aus Pullulan Ox 0.2 (28) und Dextran 250 kDa CM 1 Hyd
(35) einen Vernetzungsgrad von 1.0 beobachtet. ein anderes Hydrogel bestehend aus

Pullulan Ox 1.1 (28) und Dextran 250 kDa CM 4 Hyd (35) hingegen weist nur einen
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Vernetzungsgrad von ca. 0.85 auf. Dies zeigt, dass eine zu schnelle Kondensationsreaktion
der beiden Komponenten und die damit verbundene rasche Gelbildung den Ausschluss von
funktionellen Gruppen nach sich zieht. Dies resultiert schlieRlich in einer Anderung der
Eigenschaften dieser Gele. Dadurch wurde zwar immer noch ein hochvernetztes, stabiles Gel
gebildet, jedoch konnten nicht alle modifizierten Polysaccharidstrange der Probe zur

Gelbildung beitragen.

Durch diese Versuche konnten die Wasseraufnahmefahigkeit und der Vernetzungsgrad in
Abhangigkeit des Modifikationsgrades und des durchschnittlichen Molekulargewichts der
einzelnen Komponenten untersucht werden. Sie manifestieren sich in der Festigkeit der
Hydrogele. Rheologische Messungen sollten im Folgenden quantifizierbare Aussagen zu

diesen Eigenschaften ergeben.

4.2.1 RHEOLOGISCHE UNTERSUCHUNGEN AUSGEWAHLTER HYDROGELE

Zur rheologischen Untersuchung werden Scherkrafte auf einen Festkorper, bzw. eine Probe,
ausgeiibt und dadurch die visko-elastischen Eigenschaften bestimmt.*% Bei der Messung
von gelartige Polymeren liefert diese Methode Aussagen dariiber ob es sich um Festkorper,
oder Flussigkeiten handelt. Fir die rheologischen Untersuchungen wurden ausgewahlte

Hydrazid- und Aldehyd-Komponenten herangezogen.

Tabelle 3: Aufschliisselung des Speicher- (G‘)und Verlustmoduls (G*“) nach Flissigkeiten und Feststoffen

Flissigkeiten Sol-Gel-Uberginge Feststoffe
Materialverhalten ideal-viskos visko-elastisch Ideal-elastisch
Speicher- und Verlustmodul | G"” > G'und G"' > G’ G'=¢G G'< G G"'KG

Durch diese Untersuchung kann Uber die aufgenommene mechanische Energie der
Aggregatszustand bestimmt werden. Hierbei gelten die physikalischen Zusammenhange
nach dem Hookeschen Gesetz gemals Tabelle 3 von Speichermodul (G‘) und Verlustmodul
(G“). Das Speichermodul (G’) stellt den sogenannten Realteil dar und gibt an wieviel der
mechanischen Energie der einwirkenden Scherkrafte vom Material gespeichert werden. Das
Verlustmodulmodul hingegen beschreibt die gestreute bzw. freigegebene Energie und ist der

sogenannte Imaginarteil des Elastizitatsmoduls.
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[1401, was auch fir den

In diesem Sinne gelten Hydrogele als visko-elastische Feststoffe
Gelbildungsprozess der vorliegenden Proben beschrieben werden konnte (Abbildung 47). In
dem gezeigten Beispiel einer Hydrogel-Bildung wird dieser Ubergang von Flissigkeit zu

einem visko-elastischem Verhalten ebenfalls deutlich.
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Abbildung 47: Abbildung der rheologischen Untersuchung einer Gelbildung aus Dextran 250 kDa CM 4 Hyd (35) und
Dextran 150 kDa Ox 0.5 (27) und das Verhalten des zugehdorigen Speicher- (G‘) und Verlustmoduls (G*).
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Zu Beginn der Messung lagen beide Komponenten als Flissigkeiten vor. Daher weist das
Verlustmodul (G*) einen hdheren Wert als das Speichermodul (G’) auf. Nach wenigen
Sekunden kann ein Schnittpunkt der beiden Graphen verzeichnet werden. Dieser
Schnittpunkt repréasentiert den Sol-Gel-Ubergang, bei dem das Speichermodul gleich dem
Verlustmodul ist (Tabelle 3, G = G'). Nachfolgend steigt das Speichermodul an und nahert

sich einem Grenzwert, dem tatsachlichen Speichermodul des jeweiligen Materials an.

18D Pa
186 Pa
1127Pa
Dex 150kDa Ox 0.5
Dex 150kDa Ox 0.8 TaPa
Dex 150kDa Ox 1.1
Lo L]
Dex 500kDa Ox 0.8
Dex 500kDa Ox 1.1 10Fa

Abbildung 48: Ubersicht der Speichermodule (G‘) bei einer stichprobenartigen, rheologischen Untersuchung der
praparierten Hydrogele.
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Durch eine stichprobenartige Auswahl verschiedener Komponenten sollte ein
Zusammenhang zwischen der GroBe des Speichermoduls der Hydrogele und dem
Vernetzungsgrad bzw. der Wasseraufnahmefahigkeit untersucht werden. Hier zeigte sich
zunachst, dass die gebildeten Hydrogele auf der Basis von Dextran ein geringes
Speichermodul aufwiesen. Zum Vergleich konnte in einer Arbeit von KIRsCHNING et al.'®”! fiir
ein Hydrogel, welches ausschlieBlich auf Hyaluronsdaure-Komponenten basierte, ein
Speichermodul von ca. 200 Pa nachgewiesen werden. Die hier untersuchten Hydrogele
hatten im Durchschnitt ein Speichermodul von ca. 60 Pa (Abbildung 48). Einzig ein Blend-
Material aus Pullulan CM 1 Hyd (36) und Dextran 500 kDa Ox 0.8 (27) zeigt mit einem
Speichermodul von ca. 180 Pa ein dhnliches visko-elastisches Verhalten wie die reinen

Hyaluronsdure Proben.

Die aus den rheologischen Messungen gewonnenen Ergebnisse wurden anschlieRend mit
dem Vernetzungsgrad und der Wasseraufnahme der ausgewadhlten Blend-Materialen
verglichen (Abbildung 49). Demnach héatten die hoch-vernetzten Hydrogele auch ein
groReres Speichermodul als die niedrig-vernetzten Hydrogele aufweisen miissen, was

allerdings nur beim Pullulan CM 1 Hyd (36) zutraf.

Dex 150kDa Ox 0.5 Y Dex 150kDa Ox 0.5

Dex 150kDa Ox 0.8 Dex 150kDa Ox 0.8
Dex 150kDa Ox 1.1 Dex 150kDa Ox 1.1

aoug

Dex 500kDa Ox 0.8 " Dex 500kDa O 0.8

Dex 300kDa Ox 1.1 0.80 Dex 500kDa Ox 1.1 onang

Abbildung 49: Vergleich von Vernetzungsgrad und Wasseraufnahmefdhigkeit der Hydrogele, welche rheologisch untersucht
wurden.

Offensichtlich  kann aufgrund der unterschiedlichen Herangehensweisen beim
Gelierungsprozess kein direkter Vergleich gezogen werden. Die Arbeiten von

J 141 zeigten, dass die Starke des angelegten Vakuums bei der Gefriertrocknung

DEHGHANI et a
von Hydrogelen einen Einfluss auf die PorengroRe hat. Deshalb wurde eine reprasentative
Gelierung und Quellung ohne zwischengeschaltete Gefriertrocknung durchgefiihrt. Hierfir
wurde ein Hydrogel aus den Komponenten Dextran 100kDaCM 1Hyd (36) und
Dextran 100 kDa Ox 0.2 (27) gewahlt, fir das in den vorhergegangenen Untersuchungen eine

Wasseraufnahme von ca. 1.0 g bestimmt wurde. Die Quellung des so behandelten Materials

ohne zwischenzeitige Gefriertrocknung zeigte jedoch nur eine Wasseraufnahme von
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ca. 0.3 g. Das deutet auf die Zerstorung des dreidimensionalen Netzwerkes wahrend des
Gefriertrocknungsprozesses und der damit verbundenen VergrofRerung der Poren hin. Dies
wiederum erklarte die groRere Wasseraufnahmefahigkeit bei gefriergetrockneten Gel-

Proben.

4.2.2 ANWENDUNG DER HYDROGELE ZUR EINBETTUNG VON MYOKARDIALEN STAMMZELLEN

Nachdem eine Vielzahl von verschiedenen Hydrogelen lber die Hydrazon-bildende pseudo-
,Click“-Reaktion hergestellt und charakterisiert werden konnte, wurden einige Proben
hinsichtlich der Anwendung im tissue engineering untersucht. Diese modifizierten
Polysaccharide sollten als ECM zur Gewebebildung dienen. Um die Kompatibilitdt der
Materialien mit den Zellen zu Untersuchen wurde zundchst die Toxizitdt verschiedener

Blend-Materialien und Einzelkomponenten bestimmt (Abbildung 50).
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Abbildung 50: Ergebnisse der Untersuchung der Cytotoxizitat der einzelnen modifizierten Polysaccharide. Die Cytotoxizitat
gibt einen Prozentsatz der verstorbenen Zellen nach sechsstiindiger Inkubationszeit an.
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Die Untersuchungen wurden von JuLo-CesAR Rios-CAMACHO (Medizinische Hochschule
Hannover) durchgefiihrt und sind im Experimentellen Teil beschrieben (Kapitel 7.2).
Zunachst wurden die einzelnen Hydrazid- und Aldehyd-Komponenten untersucht. Keines der
untersuchten Polysaccharide wies eine erhohte Cytotoxizitat auf (Abbildung 50). Lediglich
bei den carboxymethylierten Polysacchariden konnte nach sechs Stunden eine Cytotoxizitat
von ca. 20 % festgestellt werden. Das bedeutet, dass nach sechs Stunden eine Veringerung
der Zellzahl von ca. 20 % beobachtet werden konnte. Dieser Wert liegt jedoch im
Toleranzbereich der Messung und wurde als vernachlassigbar bewertet. Es zeigte sich, dass
die vorgenommenen Modifizierungen der Polysaccharide keinen Einfluss auf die
Zellkompatibilitdat haben. Diese Untersuchungen liefern neben den H NMR-Messungen
Aussagen Uber die Reinheit der dargestellten Materialien. Der Reinigungsprozess der
Polymere (iber Dialyse und Sterilfiltration ist also so effizient, dass zellschadigende

Substanzen von den Polysaccharidproben entfernt werden konnten.
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Abbildung 51: Untersuchung der Zelltoxizitdit von verschiedenen Hydrogelen basierend auf modifizierten Dextran-
Derivaten. Die Ordinate wurde zwischen dem Bereich von 10 % und 90 % abgetrennt, um die niedrigen Cytotoxizitatswerte
in geeigneter Aussagekraft darzustellen. Die Cytotoxizitdt gibt einen Prozentsatz der verstorbenen Zellen nach
sechsstiindiger Inkubationszeit an.

Im Folgenden wurde die Zellkompatibilitdt der Hydrogele bestimmt. Es wurden Mischungen

von Materialien gewahlt, die bei einem geeigneten Vernetzungsgrad wahrend des
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Gelierexperiments (Kapitel 4.2) eine hohe Wasseraufnahme zeigten (Abbildung 51). Solchen
Materialien sollten eine stabile ECM liefern und zusatzlich Gber Poren verfiigen, die grofl3
genug fur einen Transport der notwendigen Nadhr- und Botenstoffe sind. Diese Faktoren
sollten gewahrleisten, dass die myokardialen Stammzellen nicht derart in das Polysaccharid-
Netzwerk eingebettet sind, dass keine Kommunikation zu den Nachbarzellen mehr
stattfinden kann. Die Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten, funktionalisierten Polymere
fir Fibroblasten nicht zelltoxisch sind (Abbildung 51). Somit sind sie fur die Ausbildung von
Herzgewebe mittels myokardialer Stammzellen prinzipiell geeignet. Anschliefend wurde
gemiR eines Protokolls nach DAHLMANN et al.'*** die Nutzbarkeit dieser Hydrogele als ECM
geprift. Aufgrund der Zielsetzung, also der Abwesenheit von Collagen wurde zunachst die
makroskopische Beschaffenheit der Hydrogele mit und ohne den Einsatz von Collagen
untersucht. Hierflr wurden mikroskopische Aufnahmen von den Oberflachen der Hydrogele
angefertigt. Dabei wurde die Grenzflache eines Hydrogels ohne Collagen, eines Hydrogels
mit 40 vol% einer Collagen-Losung und eines Hydrogels mit 20 vol% Collagen-Losung

untersucht (Abbildung 52).

o 3
e

Hyaluronsaure Hydrazid
und Dextran 150 kDa Ox 1.1

Hyaluronsaure Hydrazid
und Dextran 150 kDa Ox 1.1
40 vol% Collagen

210
- ———

Abbildung 52: Vergleich der mikroskopischen Aufnahmen von verschiedenen Hydrogelen mit unterschiedlichen Anteilen an
Collagen und deren strukturellen Anderungen.

Ohne die Zugabe von Collagen (Abbildung 52, A) weist das gebildete Hydrogel eine glatte
und homogene Oberflache auf. Bedingt durch die Durchmischung beim Gelierprozess waren
zwar wellenférmige Erhebungen auf der Oberflache zu erkennen, jedoch war das Material
durchgehend homogen. Bei der Verwendung von 40 vol% (Abbildung 52, B) wie von
DAHLMANN et al. beschrieben, wurde das Collagen offensichtlich vom Polysaccharid-Netzwerk
eingeschlossen und es bildeten sich Agglomerate von Collagen, die das Hydrogel zunachst
inhomogen erscheinen lieRen. Wurden jedoch nur 20 %, also die Hélfte des vorgeschlagenen

Anteils an Collagen verwendet, so wurde eine deutlich bessere Durchmischung und somit ein
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homogenes Hydrogel erzeugt (Abbildung52, C). Es wurde jedoch auch eine geringere
Quervernetzung der Polysaccharid-Komponenten, also ein niedrigviskoses Hydrogel

festgestellt.

Abbildung 53: Ausschnitt einer Versuchsreihe zur Gewebsbildung mit Kardiomyozyten und einer ECM bestehend aus
Hyaluronsaure Hydrazid (6) und Dextran 150 kDa Ox 1.1 (27) unter physiologischen Bedingungen.

Dies deutet darauf hin, dass Collagen selbst mit den modifizierten Polysacchariden reagiert
und somit eine effektive Gelierung verhindert. Im Rahmen der Kooperation mit dem AK GRUH
wurden ebenfalls Versuche durchgefiihrt, bei denen myokardiale Stammzellen mit der
Hydrazid-Komponente inkubiert wurden und anschlieBend die Gelierung mit der
Aldehydkomponente und die Bildung eines Herzgewebes durch die eingesetzten Zellen
angestrebt wurde. Diese fiihrten jedoch nicht zu der Bildung eines kiinstlichen Herzgewebes
und waren somit nicht erfolgreich. Das Hydrogel mit den besten Eigenschaften in dieser

Versuchsreihe ist in Abbildung 53 gezeigt.
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Abbildung 54: Vergleich der Gelbildung von Dex 250 kDa CM 2 Hyd (35, 20 mg/mL) und Dex 100 kDa Ox 0.8 (27, 20 mg/mL)
in deion. H,0 (schwarz), PBS Puffer (griin) und Dex 250 kDa CM 2 Hyd (35, 10 mg/mL) und Dex 100 kDa Ox 0.8 (27,
10 mg/mL) in deion. H,O (rot). Es sind die Speichermodule der jeweiligen Mischung (links) mit dem gemessenen
Spaltabstand (rechts) gegenubergestellt.

Die Form des Gels wurde zunéachst durch eine Silikonform (graue Rander) vorgegeben. Diese
Form wurde vollstandig mit dem Gel ausgefiillt. In diesem Gel waren die myokardialen

Stammzellen bereits eingebettet. Bei erfolgreicher Adsorbtion der Stammzellen an die ECM
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sollte sich das Gel stark zusammenziehen und die Zellen nach Ausrichtung synchronisierte
Kontraktionen zeigen. Es wurde jedoch nur eine Ileichte Orientierung und
Zusammenlagerung der Zellen in der ECM festgestellt. Dieses lieR sich an den freien
hellgrauen Bereichen feststellen (Abbildung 53). Allerdings konnte keine Kommunikation
zwischen den Zellen und eine damit verbundenen Synchronisation der Kontraktionen
beobachtet werden. Das Ausbleiben dieser gleichgeschalteten Bewegung zeigt, dass die
verwendete Matrix flr die Bildung von funktionsfahigem Herzmuskelgewebe nicht geeignet
ist. Nach den erfolglosen Versuchen der Gewebebildung zeigen die rheologischen
Untersuchungen der Gelbildung in dem verwendeten Puffersystem (PBS Puffer), dass die
Hydrazonbildung und damit die Vernetzung durch den Puffer verhindert wird (Abbildung 54).
Bei erfolgreicher Ausbildung eines Hydrogels stellt sich durch die konstante Krafteinwirkung
ein Spaltabstand ein. Dieser Spaltabstand ist dann reprasentativ fiir den Festkorpercharakter
der Gels, der durch die konstante Krafteinwirkung einen Widerstand zeigt. Bei Verminderung
der Konzentration (10 mg/mL), oder das Losen der Polysaccharidkomponenten in PBS Puffer
wurde keine Gelbildung beobachtet. Dies duflert sich in dem abnehmenden Spaltabstand bis
auf 0 mm und die damit verbundene vollstandige Verdrangung der Polysaccharidldsungen
aus dem Messbereich. Damit konnte gezeigt werden, dass eine Konzentration der
Einzelkomponenten von 20 mg/mL fiir die erfolgreiche Bildung eines Hydrogels notwendig
ist. AuBerdem deutet alles darauf hin, dass der PBS Puffer mit den funktionellen Gruppen

der Polysaccharide wechselwirkt und damit die Quervernetzung unterbindet.
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4.3 WEITERFUHRENDE MODIFIZIERUNG VON DEXTRAN UND PULLULAN

Zusatzlich zur Oxidation, Carboxymethylierung und Hydrazid-Bildung wurden weitere
Derivatisierungsmethoden fir die Polysaccharide Dextran und Pullulan untersucht. Sie
sollten durch chemische Flexibilitdt zu einer erweiterten Materialienbibliothek fiihren. Zum

anderen sollten die Derivatisierungen die Biokompatibilitat erhéhen.

4.3.1 OXIDATION VON CARBOXYMETHYLIERTEM DEXTRAN UND PULLULAN

Zur Erweiterung des Materialspektrums wurden einige carboxymethylierte Polysaccharide
nachtraglich oxidiert (Schema 11). Unter Berucksichtigung des unvollstandigen Umsatzes bei
der Hydrazidbildung von carboxymethyliertem Dextran (33) und Pullulan (34), sollte diese
Modifizierung zeigen, ob das eingebrachte Carboxylat eine weitere Koordinationsstelle
liefert und damit einen Einfluss auf die Wasseraufnahme, den Vernetzungsgrad und somit

auf die Quellung der Hydrogele hat.

r
NaO———0 0 Nao\ﬂ/\OT(/
Dextran CM (33) Dextran CM Ox (68)
Pullulan CM (34) Pullulan CM Ox (69)

Schema 11: Oxidation von carboxymethyliertem Dextran (33) und carboxymethyliertem Pullulan (34).
Reaktionsbedingungen: a) NalO,, H,0, RT, 12 h.

Fiir diese Modifizierungen wurden Dextran- und Pullulanderivate mit einem moglichst
geringen Carboxymethylierungsgrad verwendet. Dieser sollte nicht iber DS = 0.5 sein, um
einen direkten Vergleich mit der Hyaluronsaure ziehen zu konnen. Ein weiterer Grund fir die
Auswahl der niedrigsubstituierten CM-Polysaccharide war der Einfluss der Carboxylate auf
den pH-Wert der wassrigen Losungen. Daher wurden die niedrig-funktionalisierten
Polysaccharide Dextran 150 kDa CM 1, Dextran 250 kDa CM 1, Dextran 500 kDaCM 1 (33)
und Pullulan CM 1 (34) eingesetzt.

Um ausreichend Aldehydfunktionen fiir eine erfolgreiche Quervernetzung zu generieren
wurden zur Oxidation der CM-Polysaccharide 1.1 Ag. des Oxidationsmittels (NalOj)
verwendet. Zunachst wurden die neuen Materialien bezliglich ihrer Fahigkeit zur Gelbildung

untersucht (zu Methode der Gelbildung siehe Kapitel 4.2).
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Abbildung 55: Gegenlberstellung von Vernetzungsgrad und Wasseraufnahme von Hydrogelen, die eine carboxymethylierte
und oxidierte Komponente enthalten.

Hierflr wurden vier Stufen der carboxymethylierten Pullulan-Hydrazid-Derivate verwendet,
da diese sich als potenteste Gelbildner herausgestellt haben (Abbildung55). Diese
Untersuchungen zeigen, dass die carboxymethylierten Polysaccharide oxidierbar sind und
erfolgreich mit Hydrazid-modifiziertem Pullulan Hydrogele bilden kénnen, jedoch zu keiner
merklichen Optimierung der Eigenschaften der Hydrogele fiuhren. Im Fall des
PullulanCM 10x1.1 (69) konnte ein Zusammenhang zwischen dem DS der
Carboxymethylierung und Hydrazid-Bildung und der Wasseraufnahme verzeichnet werden.
Hydrogele mit dem niedrigsten Vernetzungsgrad zeigen auch in dieser Versuchsreihe die
groRte Wasseraufnahmefahigkeit. Allerdings ist diese Beobachtung nicht bei allen oxidierten

und carboxymethylierten Polysacchariden anzutreffen.

Abbildung 56: Hydrogel gebildet aus Pullulan CM 2 Hyd und Pullulan CM 1 Ox 1.1.

Bei allen Komponenten findet sich eine starke Trilbung im Kern des Hydrogels, was auf
inhomogenen Vernetzungsgrad im Gel hinweist (Abbildung 56). Im inneren Bereich der Gele
scheint ein sehr hoher Grad an Vernetzung vorzuliegen, so dass eine Tribung durch Bildung
von Aggregaten und teilweise sogar ein Ausfallen des Netzwerkes aus der Losung
beobachtet wurde. Die hohe Reaktivitat dieser modifizierten Polysaccharide beziiglich der
Hydrazon-Bildung kann hierfiir verantwortlich gemacht werden. Diese Beobachtung schliet

die so modifizierten Polysaccharide fiir eine biomedizinische Anwendung jedoch aus.
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4.3.2 MODIFIZIERUNG VON DEXTRAN UND PULLULAN ZUR ERHOHUNG DER BIOKOMPATIBILITAT

Eine Moglichkeit zur Verbesserung der Biokompatibilitat von Polysacchariden ist die
Funktionalisierung mit dem zyklischen Pentapeptid RGDfK (73).1***! Dieses Peptid enthilt
eine Sequenz der Aminosauren Arginin (R), Glycin (G), Asparaginsaure (D), D-Phenylalanin (f)
und Lysin (K). Mittels dieses RGD-Motivs kénnen verschiedene Integrine der Zellen
gebunden werden, was zu einer besseren Adaption der Zellen an das jeweilige Material fiihrt

(siehe Kapitel 2).
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Schema 12: Darstellung der verwendeten Substanzen RGDfK (73), RGDfK-Azid (74) und des Linkers 71 nach RuTIes et al. zur
Erhohung der Biokompatibilitat der Hydrogele.

Eine Moglichkeit dieses cyclische Peptid (74) an ein Polysaccharid zu binden ist die
Verwendung eines Verbindungselement, also eines Linker-Molekiils wie 71. Dieser Linker-
Baustein (71) wurde basierend auf den Arbeiten von RUTIEs et al. dargestellt.***%¢ Das
Produkt konnte durch Vergleich der analytischen Daten aus Literatur bestimmt werden,
weswegen diese durchgefiihrte Synthese keiner ndheren Betrachtung im Experimentellen

Teil findet. Das Pentapeptid RGDfK (73) und das korrespondierende Azid 74" wurden

durch IM Chemie Bastian Dieter fir dieses Projekt bereitgestellt.

NaO (\ O CF

O

Dextran CM (

Pullulan CM ( )
Dextran CM Linker (75)
Pullulan CM Linker (76)

Schema 13: Modifizierung von carboxymethyliertem Dextran (33) und carboxymethyliertem Pullulan (34) mit dem Linker
71. Reaktionsbedingungen: a) 71, EDC, HOBt, DIPEA, H,0, RT, 12 h.
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Der Linker 71 wurde zundchst gemaR einer Methode von KIRSCHNING et al.4"!

an die
Polysaccharide Dextran und Pullulan gebracht. Hierbei wurden die carboxymethylierten
Polymere liber eine Peptidkupplungsreaktion mit dem Linker 71 versehen. Mit diesem
Substrat (71) lies sich eine Kupfer-freie ,Click“-Reaktion mit dem zuvor dargestellten RGDfK-

Azid (Schema 12, 74) an einem Polysaccharid realisieren (Schema 14).
T

)
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-~ &O CFy OH
0]

)\(\ N Ph
& A
o cF on] —— \(\V\Coﬂi
Q’\ NH
o i& RGDfK /}:0
HN O N
Dextran CM Linker (75)
Pullulan CM Linker (76) HzN/Z4 W

Dextran CM Linker RGDfK (77)
Pullulan CM Linker RGDfK (78)

Schema 14: Kupfer-freie ,,Click“-Reaktion an modifizierten Polysacchariden (75, 76). Reaktionsbedingungen: a) RGDfK-Azid
(74), H,0,40°C, 4 d.

Hierbei mussten die Bedingungen nach KrAUSE et al.!**¥

optimiert werden (Schema 14). Die
verwendeten Polysaccharide wurden nur mit substéchiometrischen Mengen des Linkers 71
und des Pentapeptids 74 umgesetzt. Der Substitutionsgrad wurde Gber ‘H NMR-Spektren

abgeschatzt. Zusatzlich wurde der Umsatz lber 9 NMR-spektroskopische Untersuchungen

bestimmt.
T T
o H O
© OH © OH
H a H
T © — Mo .
Q 0 cry© OH & 0 cry© OH
NH 7 ° NH 1°
7N 7N
© N-N © N-N
RGDfK RGDfK
Dextran CM Linker RGDfK (77) Dextran CM Hyd Linker RGDfK (79)
Pullulan CM Linker RGDfK (78) Pullulan CM Hyd Linker RGDfK (80)

Schema 15:  Hydrazid-Bildung an  carboxymethylierten  und Linker-RGDfK-modifizierten ~ Polysacchariden.
Reaktionsbedingungen: a) EDC, HOBt, DIPEA, HN, (1.0 M in THF), H,0, RT, 4 d.
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Da diese Reaktion bereits zuvor von KIRscHNING et al.!** beschrieben wurden, wird an dieser
Stelle nicht naher darauf eingegangen. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Linker-
RGDfK-modifizierten Polysaccharide auch wunter den Bedingungen der Hydrazid-
Modifizierung stabil vorliegen (Schema 15). Damit ist der Zugang zu RGDfK-modifizierten und

vernetzbaren Polysacchariden zum Aufbau von Hydrogelen verwirklicht.

T T@ ﬂ
T@ﬂ% TQ T@ﬁ T@

Dextran Ox (27 { {
Pullulan Ox (28

Dextran Linker (82)

Pullulan Linker (83)
Dextran Ox Linker (84)
Pullulan Ox Linker (85)

Schema 16: Darstellung des linker-modifizierten Dextran (84) bzw. Pullulan (85). Reaktionsbedingungen: a) 71, H,0, RT,
12 h; b) NaBH,CN, H,0, RT, 12 h; ¢) NalO,, H,0, RT, 12 h.

Das Konzept der Kupfer-freien ,Click“-Reaktion wurde ebenfalls auf Aldehyd-modifizierte
Polysaccharide libertragen. Um dies zu realisieren wurde eine Variante aus der Dissertation
von Dr. LENA MOLLER verwendet. In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass der Linker 71 in einer

Kondensationsreaktion auch mit Aldehyd-funktionalisierten Polysacchariden reagiert.
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Dextran Linker (82) RGDfK’N\N/ RGDfK’N\N/
Pullulan Linker (83)

Dextran Linker RGDfK (86) Dextran Ox Linker RGDfK (88)
Pullulan Linker RGDfK (87) Pullulan Ox Linker RGDfK (89)

Schema 17: Modifizierung von 82 und 83 mit dem Pentapeptid RGDfK (74) und nachtragliche Oxidation zu 88 bzw. 89.
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Es zeigte sich jedoch, dass diese Verknlipfung lber die intermedidre Schiffsche Base (81)
reversibel ist, und diese wahrend der Dialyse wieder gespalten wurde. Aus diesem Grund
wurde die Imin-Struktur mittels NaBH3;CN zum Amin reduziert und auf diesem Weg
stabilisiert (Schema 16). Die Polysaccharide, welche mit dem Linker 71 modifiziert wurden,
konnten im Folgenden ebenfalls durch eine Kupfer-freie ,Click“-Reaktion mit dem RGDfK
modifiziert und nachtraglich oxidiert werden (Schema 17). Dadurch war es moglich auch die
Aldehyd-Komponente fiir eine Vernetzung mit dem korrespondierenden Hydrazid
vorzubereiten. Somit konnte eine Methode zu Erhéhung der Biokompatibilitait von
Polysacchariden erfolgreich an oxidierten Dextran und Pullulan-Derivaten entwickelt
werden. Mit den so generierten oxidierten bzw. Hydrazid-modifizierten Polysacchariden
(Schema 15, Schema 16, Schema17) wurden die Gelierversuche mit den
korrespondierenden Komponenten PullulanCM 1 Hyd (36) bzw. Pullulan Ox1.1 (28)
durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass der geringe RGDfK-Funktionalisierungsgrad keinen Einfluss

auf die Eigenschaft der Komponenten, ein Hydrogel zu bilden, hatte.

T T
o) o)

H
HO 0 0 RGDK-N o%
HO a HO
0O OH _ 0 OH
0 0

H
HO o 0 Y o 0
2
T o T o
OH OH

Dextran CM (33) Dextran CM RGDfK (90)
Pullulan CM (34) Pullulan CM RGDfK (91)

Schema 18: Darstellung von RGDfK-modifizierten und carboxymethylierten Hydrazid-Komponenten aus Dextran (90) und
Pullulan (91). Reaktionsbedingungen: a) EDC, HOBt, DIPEA, RGDfK (73), H,0, RT, 2 d, dann EDC, HOBt, DIPEA, H4;N, (1.0 M in
THF), H,0, RT, 4 d.

Ein Nachteil der Anbringung von 74 an ein polymeres Riickgrat ist der hohe synthetische
Aufwand zur Darstellung des Linkers 71 und dessen Anbringung an das glykosidische
Rickgrat. Zusatzlich konnten Verunreinigungen durch die reduktive Aminierung mittels
NaBHsCN nicht vollstandig durch Dialyse, oder Fallung entfernt werden. Aus diesem Grund
wurde die Strategie gedndert. Durch die direkte Reaktion des RGDfK (73) mit den
modifizierten Polysacchariden sollte die Synthese des Linkers 71 und der Diazo-Transfer zum
RGDfK-Azid (74) vermieden werden. Diese Strategie ermoglichte eine kaskadenartige

Reaktionsfiihrung (Schema 18) bei der zunachst minimale Mengen des RGDfK (73) lber eine

Peptidbindungsknlipfung an das Riickgrat der carboxymethylierten Komponente angebracht
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und direkt im Anschluss die Hydrazid-Bildung durchgefiihrt werden konnte. Der Umsatz der
Reaktion wurde nach der Reinigung durch Dialyse im H NMR-Spektrum bestatigt. So konnte
ein weiterer Zugang zu einer Bibliothek aus vielseitig anwendbaren und hoch flexiblen
Polysacchariden zu Darstellung von Hydrogelen erzeugt werden. Um die Vielseitigkeit der
Bibliothek zu erweitern, wurden im Folgenden weitere Polysaccharide modifiziert (siehe

Kapitel 4.3.3 und Kapitel 4.4).

4.3.3 STUDIEN ZUM ABBAU VON MODIFIZIERTEN DEXTRAN-HYDROGELEN

Dextran (21) und Pullulan (22) zeigten sich in den vorhergehenden Studien als vielseitig
modifizierbar und als ausgezeichnete Kandidaten fiir die Bildung von Hydrogelen aus Rein-,
oder Blend-Materialien. Um die in Kapitel 2 angesprochene Biodegradierbarkeit zu
untersuchen, wurde eine Methode zur Visualisierung des Abbaus von Dextran entwickelt.
Diese sollte zeigen, ob sich die hier entwickelten Dextran-basierten Materialien auch fir die

Anwendung als drug-delivery-Systeme (deutsch Wirkstoff-Transport-Systeme) eignen.

-~
o)

H
N 0
HoN 0
7(1/\ Hm
0 OH

HO 0 (0] HO H 0] o
HO a, b 0
HO ° 0] o
(0]
T % o

OH
: v

HO

0Ny 92

Schema 19: Darstellung von Fluoreszein modifizierten Dextran CM Hyd-Derivaten (92). Reaktionsbedingungen: a) EDC,
HOB, DIPEA, Fluoreszinamin, H,0, RT, 12 h; b) EDC, HOBt, DIPEA, H,N, (1 M in THF), H,0, RT, 4 d.

Diese Methodik basiert auf den fritheren Arbeiten von Kumsar et al.!**®!

in denen gezeigt
werden konnte, dass Polysaccharide sich grundsatzlich als drug-delivery-vehicles eignen.
Polysaccharide wie Hyaluronsdure und Chitosan kdnnen mit Wirkstoffen modifiziert und
diese Uber einen enzymatischen Abbau freigesetzt werden. Dieses Konzept wurde auf die
Dextran-basierten Hydrogele tbertragen. Hierflir wurden zunachst die carboxymethylierten

Dextran-Derivate (Dextran CM 1-6, 33) lber eine Peptidbindungssequenz mit dem Amino-

funktionalisierten Fluoreszein-Derivat modifiziert (Schema 19).
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Dextranase
Citrat-Puffer

Hydrogel

Abbildung 57: Konzeptionelle Durchfiihrung des Hydrogel-Degradierungs-Experiments.

Die so zugdnglichen Polysaccharide wurden anschlieBend unter den standardisierten
Hydrogel-Bildungs-Bedingungen (Kapitel 4.2) mit dem Dextran Ox 0.8 (27) gemischt. So
konnten Fluoreszein-modifizierte Hydrogele gebildet werden. AnschlieRend wurde unter

Einsatz einer Dextranase der Abbau!**’

des modifizierten Hydrogels Fluoreszenz-
spektroskopisch verfolgt (Abbildung 57). Daflir wurden jeweils 100 uL der Aldehyd-
Komponente mit 100 uL der Fluoreszein-modifizierten Hydrazid-Komponente in einem
1.5 mL Eppendorf-GefaR gemischt und das gebildete Hydrogel zundchst mit 1.0 mL
Citratpuffer (pH =5.6)!"*" und nachfolgend mit einer wissrigen Losung der Dextranase

iberschichtet. Diese Lésungen wurden bei 37 °C inkubiert und der Uberstand zu definierten

Zeiten fluoreszenzspektrometrisch vermessen (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Ergebnisse der Dextranase-Zersetzungsuntersuchungen von Hydrogelen bestehend aus Fluoreszein-
modifizierten und carboxymethylierten Dextranderivaten (92) und Dextran Ox 0.8 (27).

Als Maximum der messbaren Fluoreszenz wurden die jeweiligen Fluoreszein-modifizierten
Polysaccharide als Losung vermessen. Anhand dieser Werte konnten die durch den

enzymatischen Abbau des Hydrogels freigesetzten Fluoreszein-Addukte quantifiziert werden
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(Abbildung 58). Es zeigte sich, dass nur die Gele mit den Komponenten
Dextran 250 kDa CM 1 Hyd (92), Dextran 250 kDa CM 2 Hyd (92), Dextran 250 kDa CM 3 Hyd
(92) und Dextran 500 kDa CM 1 Hyd (92) nach wenigen Stunden vollstindig abgebaut
werden konnten. Bemerkenswert war, dass bereits das Dextran 500 kDa CM 2 Hyd (92) nicht

mehr vollstandig degradiert werden konnte.

Vernetzungsgrad

Dex 2500x 0.8

Abbildung 59: Quellversuche der verwendeten Dextranderivate zur Unterstiitzung der Erklarung der Dextranase-Aktivitat.

Die Erklarung fur dieses Phanomen kann in den vorangegangenen Quellversuchen gefunden
werden (Abbildung 59). Es wurde deutlich, dass Dextrane mit dem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 250 kDa einen geringeren Vernetzungsgrad als Dextrane mit dem
durchschnittlichen Molekulargewicht von 500 kDa besitzen. Dies bedeutete, dass die
Dextranase bei hoher vernetzten Hydrogelen mit einem geringeren Anteil unveranderter
glykosidischer Einheiten nicht mehr in der Lage war, die einzelnen Einheiten zu detektieren

und damit das Hydrogel vollstandig zu degradieren.
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— — !
. \

¥

Abbildung 60: Untersuchung eins Fluoreszin-modifizierten Hydrogels. Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme einer
Schnittkante.
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Ahnliche Ergebnisse wurden auch von BOURNE et al.™> beschrieben, die die Bildung von iso-
Maltose durch den Abbau verschiedener Dextrane mit unterschiedlichen Anteilen an a-1,6-
und a-1,4-glykosidischen Bindungen untersuchten. Zusammenfassend zeigt diese
Versuchsreihe, dass die dargestellten Hydrogele einem der wichtigsten Kriterien des
tissue engineering, der Biodegradierbarkeit, gerecht werden kdnnen. Die Fluoreszein-
modifizierten Hydrogele wurden auch unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht
(Abbildung 60). Dafiir wurden zunachst Bilder der duBeren Grenze (Abbildung 60, A) der
Hydrogele aufgenommen. Um ein Bild von der Schnittkante zu erhalten wurde das Hydrogel
mit einem Skalpell durchtrennt und die Schnittstiicke auseinander geschoben. Dabei wurde
eine fluoreszierende Musterung festgestellt (Abbildung 60, B). Anstelle einer geraden
Schnittkante, wurden kleine Risse an der Schnittkante und auf der verbliebenen, diinnen

Gelschicht auf dem Boden des Objekttragers vermerkt.

Die Bildung dieser Risse kann durch den hohen vernetzungsgrad und der damit verbundenen
Festigkeit des Hydrogels erklart werden. Das gebildete Hydrogel konnte dadurch durchtrennt
werden ohne seine Form zu verlieren, beim Durchtrennen und Verschieben verhielt es sich
jedoch wie ein Festkorper und zeigte durch die mechanischen Einwirkungen Briiche. Dies
weist auf eine hohe Festigkeit der Gelstruktur hin und liefert damit eine weitere Erklarung
fir die negativen Resultate bei der Bildung eines Herzgewebes unter Verwendung von

modifizierten Dextranen als ECM.

4.4 MODIFIZIERUNG ANDERER POLYSACCHARIDE ZUM AUFBAU VON HYDROGELEN

Die entwickelten flexiblen Modifizierungsmethoden fiir Dextran und Pullulan sollten nun auf
weitere Polysaccharide Ubertragen werden. Dabei wurde keine Praferenz fir a-, oder B-
glykosidische Verknlipfung gelegt, da diese Komponenten nur in Mischungen eingesetzt

werden sollten.

4.4.1 STUDIEN ZUR ANWENDUNG DER METHODIK AN GLYKOGEN

Glykogen (93) ist ein Polysaccharid, welches auch als Leberstdrke, oder Tierstarke bezeichnet

wird. Es besitzt einen kugelférmigen Aufbau (Abbildung 61) aus a-1,4- und a-1,6-glykosidisch
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verbundenen D-Glukoseeinheiten in deren Zentrum sich das Glykogenin, ein Kernprotein,
befindet.!**% Glykogen (93) spielt im menschlichen Organismus eine wichtige Rolle als
Glukose-Lieferant. Somit erweist sich Glykogen (93) durch seine hohe Biokompatibilitat als
geeigneter Kandidat fiir das entwickelte Modifizierungskonzept und die biomedizinische

Anwendung. Glykogen selbst wurde bereits von Kapokawa et al.!***

zum Aufbau einer ECM
verwendet. Durch die Vernetzung verschiedener Glykogen-Polysaccharide lber Glukosamin-
und Glukose-Phosphate als Linker zwischen den Kugelférmigen Grundstrukturen konnten

Hydrogele zur medizinischen Anwendung dargestellt werden.

OH
EAY
HO

OHO

o 0 Fo

HO
HO o
O-_7-11 Einheiten
a-1,4-D-Glukose 0

Glykogen (93)

Abbildung 61: Struktur des Glykogens (93) bestehend aus a-1,4- und a-1,6-D-glykosidisch verbundenen Einheiten.
AuBerdem ist die kugelformige Anordnung der Glukose-Ketten um das Kernprotein (A) abgebildet.

Im Rahmen dieser Arbeit sollte das modifizierte Dextran diese verbindende Rolle
Ubernehmen. Zunachst wurde Glykogen (93) mittels Chloressigsaure zu Glykogen CM (94)
modifiziert. Um einen Vergleich mit den dargestellten Dextran und Pullulan Derivaten zu
fihren, wurden hier ebenfalls repetitiv vier Carboxymethylierungsreaktionen durchgefiihrt.
Jedes diese Glykogen CM 1-4 (94) wurde anschliefend Uber die Standard-Hydrazid-
Bildungsbedingungen zum Glykogen CM 1-4 Hyd (95) derivatisiert (Schema 20).
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Schema 20: Darstellung von carboxymethyliertem und Hydrazid-modifiziertem Glykogen (95). Die Polymere Struktur wurde
auf einen a-1,4-glykosidischen Ausschnitt reduziert. Reaktionsbedingungen: a) Chloressigsdure, NaOH (8 M), H,0, 62 °C,
1.5 h; b) EDC, HOB, DIPEA, H,N, (1 M in THF), H,0, RT, 4 d.

Die Auswertung der elementaranalytischen Untersuchungen (Abbildung 62) zeigte, dass die
Modifizierung vergleichbar mit denen von Dextran und Pullulan und somit erfolgreich

gewesen ist. Wie zu erwarten war, zeigten die hoheren Carboxymethylierungsstufen einen
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Abfall des Kohlenstoffgehalts. Dies begriindet sich auch hier durch die Einbringung des
Carboxylats und des so erhdhten Sauerstoff- und Natriumgehalts. Am Stickstoffgehalt der
einzelnen Hydrazide ist ebenfalls zu erkennen, dass mit jeder weiteren Carboxymethylierung
mehr Gruppen fir die Hydrazid-Bildung zur Verfligung standen. Hier war ein Anstieg zu

beobachten, der sich jedoch auch einem Plateau bei ca. 7 % annaherte.
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Abbildung 62: Elementaranalytische Auswertung der carboxymethylierten und Hydrazid-modifizierten Glykogen-Derivate.

Zusatzlich zu der Hydrazid-Modifizierung wurde Glykogen einer NalO4-Oxidation unterzogen,
um Blendmaterialen sowohl mit anderen Hydrazid-, als auch Aldehyd-Komponenten zu
generieren (Schema 21). An dieser Stelle sollte zunachst nur ein Glykogen Ox 0.8 dargestellt
werden, um die Anwendbarkeit von Glykogen zur Hydrogelbildung zu zeigen. Bei der
Vermischung verschiedener Dextran Ox-Derivate (27) mit Glykogen CM 1-4 Hyd (95) die

Bildung wurde jedoch die Bildung eines wasserunldslichen Feststoffes wahrgenommen.

OH OH

Fo Q @ f\of/o

HO OX ¥
OH 0

93 96

Schema 21: Oxidation von Glykogen (93) zu Glykogen Ox 0.8 (96). Reaktionsbedingungen: a) NalO,, H,0, RT, 17 h.

Dieselben Beobachtungen wurden ebenfalls bei der Verwendung von Glykogen Ox 0.8 (96)
mit verschiedenen Dextran CM Hyd-Derivaten (35) gemacht. Dies zeigt, dass die erzeugte
Aldehyd- (96) und Hydrazid-Komponenten (95) in der Lage sind mit anderen

korrespondierenden Gruppen zu reagieren. Die gebildeten Strukturen werden jedoch so
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grof® und unpolar, dass sie aus der wassrigen Losung ausfallen. Daraus wurde geschlossen,
dass sich Glykogen fiir die entwickelte Modifizierungs-Strategie eignete, die modifizierten

Derivate jedoch nicht fiir die Bildung von Hydrogelen.

4.4.2 STUDIEN ZUR MODIFIZIERUNG VON LENTINAN

Beim Lentinan (97) handelt es sich um ein Polysaccharid mit dem durchschnittlichen
Molekulargewicht von 500 kDa, das aus dem Fruchtkorper des Shiitake-Pilzes isoliert

wird.[*4

Ho 9 Ho 9

OH OH
HOJ o HOJ o

OH (@) OH (@) OH
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OH OH OH OH OH
Lentinan (97)

Abbildung 63: Struktur des Lentinan (97). Gezeigt ist ein Ausschnitt der sich wiederholenden Einheit aus funf B-1,3-D-
Glukosebausteinen und der charakteristischen B-1,6-verkniipften D-Glukose an jedem zweiten Glukosemonomer.

Es besteht aus B-1,3-Glukose-Einheiten von denen jede zweite zusatzlich liber eine B-1,6-
glykosidische Bindung mit einer B-Glukose-Seitenketten verbunden ist (Abbildung 63).
Lentinan wurde wegen seiner bekannten Biokompatibilitdt zur Modifizierung ausgewahlt.

Durch die Immunsystem-unterstiitzenden Eigenschaften des Lentinans (97) wird dieses

[155,156]

derzeit in der kombinierten Chemo-Immuntherapie verwendet.
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Schema 22: Darstellung von carboxymethyliertem und Hydrazid-modifiziertem Lentinan (99). Als reprasentative Struktur ist
ein Ausschnitt des Riickgrats mit einer B-Glukose-Seitenkette abgebildet. Reaktionsbedingungen: a) Chloressigsaure, NaOH
(8 M), H,0, 62 °C, 1.5 h; b) EDC, HOB, DIPEA, H,N, (1 M in THF), H,0, RT, 4 d.
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Zunachst wurde nur das Lentinan CM 1 Hyd (99) und das korrespondierende Lentinan Ox 0.8
(100) prapariert, um eine Aussage Uber die Gelierfahigkeit dieses Polysaccharids zu erhalten.
Wie in den vorhergehenden Untersuchungen, wurden die standardisierten Bedingungen auf
das Lentinan (97) angewendet (Schema 22). Elementaranalytische und 'H NMR-
spektroskopische Untersuchungen zeigten, dass die Derivatisierungen zum Lentinan CM 1
(98) und Lentinan CM 1 Hyd (99) erfolgreich verlaufen waren. Durch Ubertragen der
etablierten Oxidationsbedingungen mit Periodat wurden auch Aldehydkomponenten von

Lentinan (100) erzeugt (Schema 23).

Ho 3F i

OH , 4\ OH
ot &~ % OLO
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Schema 23: Oxidation von Lentinan (97). Reaktionsbedingungen: a) NalO,4, H,0, RT, 17 h.

Auch in diesem Fall wurde zundchst nur ein Lentinan Ox 0.8 (100) generiert, um eine
prinzipielle Ubertragung der entwickelten Methodik auch auf dieses Polysaccharid zu zeigen.
Diese Umsetzungen wurden ebenfalls *H NMR-Spektroskopisch belegt. Nachdem sowohl die
Aldehyd-, als auch die Hydrazid-Komponente des Lentinans erfolgreich dargestellt werden
konnten, wurde die Gelierfahigkeit dieser Materialien unter den etablierten Bedingungen
untersucht (Abbildung 64). Als Donor der jeweiligen korrespondierenden Aldehyd- bzw.
Hydrazid-Komponente wurde Pullulan gewahlt. Die Gelierungversuche konnten zeigen, dass
die erzeugten funktionalisierten Lentinane (99, 100) in der Lage sind, mit funktionalisierten
Pullulanen (28. 36) Hydrogele auszubilden. Es ist jedoch anzumerken, dass es gravierende

Unterschiede zwischen der Hydrazid- (99) und der Aldehyd-Komponente (100) gab.

Vernetzungsgrad

Pullulan Ox 0.2
Pullulan Ox 0.5
Pullulan Ox 0.8
Pullulan Ox 1.1
Lentinan Ox 0.8

Pullulan Ox 0.2
Pullulan Ox 0.5
Pullulan 0x 0.8
Pullulan Ox 1.1
Lentinan Ox 0.8

Abbildung 64: Experimente zur Gelierung von modifizierten Lentinanen (99, 100) mit unterschiedlichen Pullulan-Derivaten
(28, 36).
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Hydrogele, basierend auf LentinanCM 1Hyd (99) weisen einen sehr geringen
Vernetzungsgrad auf, was auf den Grad der Funktionalisierung zurlckzufiihren ist. Wie auch
in den Gelierversuchen aus Kapitel 4.2 korreliert ein geringer Vernetzungsgrad mit einer

hohen Wasseraufnahmefahigkeit und einem sehr niedrig-viskosen Hydrogel.

Abbildung 65: Vergleich der Nutzung von Lentinan als Hydrazid-Komponente (99) und Lentinan als Aldehyd-Komponente
(100) zur Bildung von Hydrogelen.

Hydrogele, basierend auf dem Lentinan Ox 0.8 (100) hingegen, bildeten deutlich stabilere
Matrizen bei einer Wasseraufnahme von ca. 0.6g pro 4.0 mg Polysaccharid aus.

Fotografische Abbilder von den Hydrogelen (Abbildung 65) kdnnen das zusatzlich belegen.

4.4.3 STUDIEN ZUR MODIFIZIERUNG VON LICHENIN

Das Polysaccharid Lichenin (101) wird auch Moosstarke genannt, da es in groRen Teilen im

Islandischen Moos cetraria islandica vorkommt und aus diesem isoliert wird.>”!

OH
O OH
HO
AN
OH Ho
OH
Lichenin (101)

Abbildung 66: Struktur des Lichenin.

Die Struktur wurde durch PerLIN et al.[*®)

aufgeklart und enthalt abwechselnd B-1,3- und B-
1,4-glykosidisch verbundene D-Glukoseeinheiten (Abbildung 66). Lichenin (101) wurde aus
zwei Griinden flr dieses Projekt gewahlt. Zum einen ist es nachgewiesen biokompatibel, da
es bereits als Hausmittel bei der Behandlung von Reizhusten und Appetitlosigkeit genutzt
wird.*! Zum anderen besitzt Lichenin (101) eine freie Hydroxygruppe an der C-6-Position.

Sie erdffnet die Moglichkeit einer gezielten Derivatisierung und einer guten Erreichbarkeit
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der substituierten Gruppen. So wurde, wie auch am Beispiel des Lentinan (97), Hydrazid-

(103, Schema 24) und Aldehyd-Modifizierungen (104, Schema 25) vorgenommen.

0 o)
H,oN
OH a HoJ\ b 2 N)H
o) Q . . H
HO o o
o o o) o o)
101 HO HO
OH OH
102 103

Schema 24: Darstellung von carboxymethyliertem (102) und Hydrazid-modifiziertem Lichenin (103). Als reprasentative
Struktur ist ein B-1,4-verknUpfter Ausschnitt des Riickgrats gezeigt. Reaktionsbedingungen: a) Chloressigsdaure, NaOH (8 M),
H,0, 62 °C, 1.5 h; b) EDC, HOB, DIPEA, H,N, (1 M in THF), H,0, RT, 4 d.

Nachdem durch 'HNMR- und elementaranalytische Untersuchungen die Bildung des
carboxymethylierten (102) und Hydrazid-modifizierten Lichenin (103) nachgewiesen werden
konnte, wurde auch von diesem Polysaccharid eine Aldehyd-Komponente erzeugt, die

wiederum 1H—NMR—Spektroskopisch belegt wurde.

OH g OH
AN AN
HO R 9
OH M
101 104

Schema 25: Oxidation von Lichenin (101). Als reprasentative Struktur ist ein B-1,4-verknupfter Ausschnitt des Riickgrats
gezeigt. Reaktionsbedingungen: a) NalO,4, H,0, RT, 17 h.

Auch bei dieser Oxidation konnten die charakteristischen Signale der Oxidation
(Kapitel 4.1.1) von Polysacchariden im H NMR-Spektrum nachgewiesen werden. Dadurch
qualifizierte sich auch Lichenin (101) fir die nachfolgenden Gelierexperimente, wobei
verschiedene oxidierte (28) und Hydrazid-modifizierte Pullulan-Derivate (36) als

Reaktionspartner genutzt wurden (Abbildung 67).
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Pullulan Ox 0.8 ™ Pullulan Ox 0.8
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Lichenin Ox 0.8 0.80 Lichenin Ox 0.8 o

Abbildung 67: Experimente zur Gelierung von funktionalisiertem Lichenin (103, 104) mit unterschiedlichen Pullulan
Derivaten (28, 36).

Bei den erzeugten Hydrogelen bestehend aus Lichenin CM 1 Hyd (103) und verschiedenen
Pullulan Ox-Derivaten (28) fand sich ein hoher Vernetzungsgrad (95 %). Bei niedrigem

Oxidationsgrad (Pullulan Ox 0.2) des Pullulans (28) wurde eine grofRere Wasseraufnahme
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(0.30 g), als bei hoheren Oxidationsgraden wie Pullulan Ox 1.1 (28) festgestellt. Ein Grund fiir
diese Beobachtung kénnen die generellen Quelleigenschaften des Lichenin (101) sein.™®”
Demnach wirden die Quelleigenschaft mit zunehmender Derivatisierung und damit

Abweichung von der natiirlichen Struktur des Polysaccharids abnehmen.

Abbildung 68: Vergleich der Nutzung von Lichenin als Hydrazid-Komponente (103) und Lichenin als Aldehyd-Komponente
(104) zur Bildung von Hydrogelen.

Bei Betrachtung des Einflusses des Vernetzungsgrades auf die Wasseraufnahme von
Lichenin Ox-Derivaten (104) zeigte sich, dass auch die freien Aldehyde einen Einfluss auf die
Wasseraufnahme haben. Je hoher der Substitutionsgrad der Hydrazid-Komponente (36),
desto hoher war auch der Vernetzungsgrad. Damit einhergehend sank die Wasseraufnahme.
Diese Beobachtung bestatigte die Diskussion in Kapitel 4.2 Gber die Arten des gebundenen

und freien Wassers in einem Hydrogel.

4.4.4 STUDIEN ZUR MODIFIZIERUNG VON FUCOIDAN

Das marine, sulfathaltige Polysaccharid Fucoidan (105), entnommen aus dem braunen
Seegras, besteht je nach mikrobiellen Produzenten aus verschiedenen a-L-1,3- und a-L-1,4-
verkniipften Fucopyranose-Einheiten™" (Abbildung 69). Das Kriterium fiir die Auswahl des
Fucoidans (105) war die freie Hydroxyfunktion und die vorliegenden Sulfatgruppen am
Rickgrat des Polysaccharids. Zusatzlich zu diesen strukturellen Eigenschaften, wurden fir

Fucoidan verschiedene medizinische Wirkungen beschrieben.

) "03S0 )
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Abbildung 69: Struktur des Fucoidan (105) isoliert aus fucus vesiculosus.
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So wurde publiziert, dass Fucoidan (105) in der Lage ist eine Verengung der Arterien nach

[162] [163] 7U

erfolgreicher Stent-Therapie zu verhindern, die Apoptose von HS-Sultan Zellen

induzieren und in den Zellzyklus von Tumorzellen™®"

einzugreifen. Das verwendete Fucoidan
(105) wurde von SILVA et al. 11! bezogen, die an photoinduzierten Vernetzungsmethoden fir
modifizierte Fucoidan-Derivate arbeiten. In diesem Kooperationsprojekt sollte die hier

entwickelte Strategie zur Bildung von Hydrogelen (Kapitel 4.1) auf Fucoidan (105) ibertragen

werden.
0,50 0380 g
0450 “{0 - o
2/0 -0 a . b -
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OH _NH,
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Schema 26: Darstellung von carboxymethyliertem (106) und Hydrazid-modifiziertem Fucoidan (107). Als repradsentative
Struktur ist ein a-L-1,4-verknUpfter Ausschnitt des Rilickgrats gezeigt. Reaktionsbedingungen: a) Chloressigsaure, NaOH
(8 M), H,0, 62 °C, 1.5 h; b) EDC, HOBt, DIPEA, H4N, (1 M in THF), H,0, RT, 4 d.

Da auf Grund der Struktur des Fucoidans (105) eine Oxidation nicht moglich ist, wurde die
Darstellung einer carboxymethylierten Hydrazid-Komponente (107, Schema 26) unter Erhalt
der Sulfat-Gruppen verfolgt.[l66] Es zeigte sich, dass die Sulfat-Gruppen auch nach drei
repetitiven Carboxymethylierungsreaktionen noch via elementaranalytischer Untersuchung
nachzuweisen waren. Auch die Hydrazid-Bildung veranderte den Schwefelgehalt in den

untersuchten Proben nicht. Deshalb wurde auch das modifizierte Fucoidan (107) fir

Gelierexperimente verwendet (Abbildung 70).
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Abbildung 70: Gelierexperimente des carboxymethylierten und nachfolgen Hydrazid-modifizierten Fucoidan (107) mit
unterschiedlichen oxidierten Pullulan Derivaten (28).

Es wurde das Fucoidan-Derivat Fucoidan CM 1 Hyd (107) mit Pullulan-Derivaten (28)
unterschiedlichen Oxidationsgrades untersucht. Fucoidan CM Hyd (107) selbst bildet zwar

ein Gel, dieses erwies sich jedoch als sehr weich bzw. sehr niedrig vernetzt (Abbildung 71).
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Wie zuvor schon bei allen anderen Polysacchariden fuhrte der niedrige Vernetzungsgrad zu

einem hohen Wassergehalt von bis zu 1.3 g pro 4.0 mg Polysaccharid.

Abbildung 71: Hydrogel bestehend aus den Komponenten Fucoidan CM 1 Hyd und Pullulan Ox 0.8.

4.4.5 STUDIEN ZUR MODIFIZIERUNG VON CHITOSAN

Das Polysaccharid Chitosan (109) wird aus dem Chitin (108) der Garnelenschalen gewonnen.
Dies geschieht durch Deacetylierung von Chitin in heiller Natronlauge.[167] Dabei entscheidet
der Grad der Deacetylierung Uber die Lo6slichkeit unter wassrigen, neutralen

Bedingungen.'®®

Chitin (108) Chitosan (109)
Abbildung 72: Struktur des Chitins (108) und des Chitosans (109). Abgebildet sind die sich wiederholenden D-Glukosamine.
Chitosan (109) ist durch seine vielseitigen Anwendungsmbglichkeiten“eg] in Kosmetik,
Lebensmittelindustrie und Papierherstellung ein geeigneter Kandidat fiir die Bildung von

Hydrogelen zur biomedizinischen Anwendung.
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Schema 27: Darstellung von Chitosan CM 2 Hyd (110). Reaktionsbedingungen: a) NaOH, Chloressigsiure, H,0/i-PrOH, RT,
4 h; b) NaOH, Chloressigsaure, H,0/i-PrOH, RT, 4 h; c) EDC, HOBt, DIPEA, H4N, (1 M in THF), H,0, RT, 4 d.
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Es ist bekannt, dass Chitosan (109) besonders biokompatibelmol und biodegradierbar ist.[74]
Da das kommerziell erhéltliche Chitosan (109) wasserunloslich ist, musste das Protokoll fiir
die wassrige Carboxymethylierung von Polysacchariden gedndert werden. So zeigten
PARK et al.’’? dass die Reaktion von Chloressigsiure in Isopropanol vorwiegend zur O-
Carboxymethylierung von Chitosan fuhrt.[173 Wegen des niedrigen Substitutionsgrades der
Carboxymethylierung am Chitosan wurde die Reaktion ebenfalls repetitiv gefiihrt. Es zeigte
sich, dass nach der ersten Wiederholung der Carboxymethylierungsreaktion das

Chitosan CM 2 als wasserlosliches Polysaccharid vorlag (Schema 27).
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Abbildung 73: Ergebnisse der Gelierexperimente von Chitosan CM 2 Hyd (110) mit Pullulan-Derivaten (28) verschiedenen
Oxidationsgrades.

AnschlieBend wurde das Chitosan CM 2 Hyd (110) liber die zuvor entwickelten Bedingungen
zur Hydrazidbildung prapariert. Die Hydrazid-Komponente 110 wurde anschieRend ebenfalls
in Gelierexperimenten mit Pullulan-Derivaten (28) verschiedenen Oxidationsgrades
untersucht (Abbildung 73). Es zeigte sich, dass sich im Fall des Chitosan CM 2 Hyd (110) der
Vernetzungsgrad proportional zum Substitutionsgrad der Aldehyd-Komponente ist. Dies
deutete darauf hin, dass ein hoher Funktionalisierungsgrad des Chitosans (110) vorlag und
mit steigender Verfligbarkeit der Aldehyd-Funktionalitdten auch eine hohere Vernetzung
stattfindet. Die Wasseraufnahme hingegen blieb bei allen erzeugten Hydrogelen in einem

niedrigen Bereich von 0.08 g bis 0.20 g pro 4.00 mg Polysaccharid.

i
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T .

Pullulan Ox 0.8

Abbildung 74: Hydrogel aus Chitosan CM 2 Hyd und Pullulan Ox 0.8.



4 DARSTELLUNG NEUER HYDROGELE ZUR ANWENDUNG IM TISSUE ENGINEERING 80

Damit erwiesen sich die Chitosan-basierten Hydrogele als feste Gele (Abbildung 74) mit
geringer Wasseraufnahmefahigkeit. Diese zeichneten sich jedoch durch eine nahezu

plastisch wirkende Oberfliche und einen geringen Wasserverlust beim Wiegen aus.

Somit konnte die Entwickelte Strategie zur Hydrazidbildung bzw. Aldehydfunktionalisierung
an funf weiteren Polysacchariden (Kapitel 4.4) erfolgreich angewendet werden. Die
Gelierexperimente zeigen bei allen Polysacchariden, in Bezug auf den Zusammenhang von

Vernetzungsgrad mit der Wasseraufnahmefahigkeit, ein einheitliches Bild.
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5 STUDIEN ZUR DARSTELLUNG NEUER KINASEINHIBITOREN

5.1  STUDIEN ZUR DARSTELLUNG DES TGF-B-INHIBITORS A 83-01

Die Synthese der Verbindung A 83-01 (14) verlief Gber eine flinfstufige, lineare Sequenz
ausgehend von 6-Methyl-picolinsdure (111). Im ersten Schritt wurde die Sdure 111 verestert,

um diese fiir eine nukleophile Substitution am Carbonylkohlenstoffatom vorzubereiten.

(@]
_a Ny o~ c
o | 0 @ N
\ 2 112 \ |
~Z 111 7 114
L b Ny o _d |
~ 113

Schema 28: Alternative Syntheseanséatze zu 114. Reaktionsbedingungen: a) H,50,, MeOH, 80 °C, 48 h, 99 %; b) H,SO,, EtOH,
60 °C, 48 h, 87 %; c) KHMDS (0.5 M in Toluol), Lepidin, THF, -78 °C—RT, 12 h, 45 %; d) KHMDS (0.5 M in Toluol), Lepidin, THF,
-78 °C—RT, 12 h, 50 %.

Es wurden sowohl der Methyl—[m] (112) als auch der Ethylesterms] (113) dargestellt, um die
Abgangsgruppenaktivitit in der nachfolgenden Substitutionsreaktion™® (¢ bzw. d,
Schema 28) zu untersuchen und zu vergleichen. Die Reaktion zum Methylester 112 verlief
nahezu quantitativ. Zusatzlich zeigte sich, dass es keine markanten Unterschiede in Bezug

auf Umsatz und Reaktivitat bei der nukleophilen Substitution zu 114 gab.

Schema 29: Synthese der Inhibitoren A 77-01 (16) und A 83-01 (14). Reaktionsbedingungen: a) DMFDMA, AcOH, DMF, RT,
1 h; b) Hydrazin-hydrat, 50 °C, 2 h, 70 % Uber zwei Stufen; c) Phenylisothiocyanat, NaH, THF, RT, 12 h, 11 %.

Aus diesem Grund wurde fiir nachfolgende Wiederholungen der Reaktion stets der
Methylester 112 verwendet. Um das Pyrazol-Grundgerist von 16 aufzubauen, wurde unter
der Verwendung von DMFDMA ein Cl-Baustein eingefiihrt, um anschlieBend in einer

Kondensationsreaktion mit Hydrazin den Ringschluss[m]

zu erreichen (Schema 29). Die
ersten Umsetzungen von 114 zu 16 lieferten nach saulenchromatographischer Reinigung das

Produkt mit geringen Ausbeuten. Es zeigte sich jedoch, dass diese durch Kristallisation des
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Pyrazols 16 aus Acetonitril, als alternative Reinigungsmethode, erheblich verbessert werden
konnte. Im anschlieBenden, letzten Schritt der linearen Synthese zu A 83-01 (14) ergaben
sich  zunachst  Schwierigkeiten bei der Isolierung des Zielmolekils 14.
Dinnschichtchromatographische Analysen offenbarten die Instabilitdit von 14 gegeniiber
dem verwendeten Kieselgel. Der Zusatz von 10 % Triethylamin zum Eluenten verhinderte die
Zersetzung auf der Kieselgeloberflaiche, jedoch konnte nach dem Entfernen des
Losungsmittels im Vakuum (40 °C, 200 mbar) nur noch ein Gemisch aus A 83-01 (14) und
A 77-01 (16) sowie Phenylisothiocyanat nachgewiesen werden. Es gelang aber schlieRlich, 14

bei 8 °C aus EtOAc in geringer Ausbeute zu isolieren (Schema 29).

5.1.1 STABILITATSTESTS DES INHIBITORS A 83-01

Die Stabilitit des Thioharnstoffs 14 wurde zunichst ‘H NMR-Spektroskopisch in CDCl;
(Abbildung 75) und dg-DMSO (Abbildung 76) studiert.
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Abbildung 75: 'H NMR Untersuchungen zur Stabilitdt von 14 in CDCl;. Dabei geben die Nummern 5 (Piperidinproton), 12
(Chinolinproton) und 14 (Chinolinproton) die charakteristischen Protonensignale aus Schema 30 wieder.

Das deuterierte Chloroform wurde vorher (iber basischem Al,Os filtriert, um Spuren von DCI

zu entfernen.
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Schema 30: Zerfall des A 83-01 (14) in Lésung zu A 77-01 (16).

Aus den vorliegenden *H NMR-Spektren (Abbildung 75, Abbildung 76) wurde deutlich, dass
sich 14 bereits nach 24 h sowohl in CDCls, als auch in de-DMSO zu einem GroRteil unter
Bildung von 16 zersetzte (Schema 30). Zur besseren lllustration der NMR-Ergebnisse
(Abbildung 75 und Abbildung 76) sind die Signale der Protonen H-12, H-14 und H-3 von 14

hervorgehoben und mit den korrespondieren Signalen (Schema 30) des Pyrazols 16

verglichen.
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Abbildung 76: 'H NMR Untersuchungen zur Stabilitdt von 14 in dg-DMSO. Dabei gibt die hervorgehobene Nummer 12
(Chinolinproton) das charakteristischen Protonensignal aus Schema 30 wieder.

Anhand dieser Spektren konnte der Zerfall von 14 und die Bildung von 16 belegt werden. Im

speziellen wurde auf die Protonen in Position 12 und deren charakteristischer Verschiebung

geachtet.
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Schema 31: Darstellung des Harnstoffderivates 115. Reaktionsbedingungen: a) Phenylisocyanat, NaH, THF, RT, 12 h, 80 %.

Da sowohl Sauerstoff, DCI und Licht in den NMR-Untersuchungen ausgeschlossen wurde,

konnte es sich bei dem Zerfall nur um eine Riickreaktion durch einen 1,3-H-Shift, oder durch

einen katalytischen, nukleophilen Angriff des DMSO am Thiocarbonylkohlenstoff*’®!
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Abbildung 77: Stabilitdtstest von 115 in dg-DMSO. Dabei gibt die hervorgehobene Nummer 12 (Chinolinproton) das
charakteristischen Protonensignal aus Schema 30 wieder.

Um eine mechanistische Betrachtung des Zerfalls der Thioharnstoffstruktur fihren zu
konnen, wurde zunachst das Harnstoffderivat 115 (Schema 31) prapariert, bei dem von einer
héheren Stabilitat ausgegangen wurde. Der Harnstoff 115 konnte sdaulenchromatographisch
gereinigt werden und ist in CDCls stabil. In dg-DMSO zersetzte sich 115 jedoch innerhalb von
72 h zu ca. 60 % des Pyrazols 16 (Abbildung 77).



5 Studien zur Darstellung neuer Kinaseinhibitoren 85

— —_— _ 2 ] — [
Ar? NG x\\ Ar = NAlﬂ«X — \/G;)\ X
< N N-AR| LB OSNT (neal | D (A2 0 .
Arl” N H r / =\ O (/N—Ar
@ oH H
SI@ II\"( 1 ~_ 7
O S | Ar i
116 B 117 N 118

Schema 32: Mogliche Mechanismen des Zerfalls der Harnstoffstrukturen.

Es konnte somit gezeigt werden, dass eine Stabilisierung der Zielstruktur durch die
Verwendung einer Harnstoff- (115) anstelle einer Thioharnstoffeinheit (14) moglich ist. Dies
gilt jedoch nur in Bezug auf CDCl;. Damit wird die anfangliche These eines nukleophilen
Angriffs bzw. einer katalytischen Deprotonierung durch DMSO, wie von KINGSBURY et al.t’®

(Schema 32) beschrieben, bestarkt.

Gemisch nach 9
24 h ()
c d
12
il L 115 Jt N1
“hs. 2 d
" 0H
b
119
Jl_l -
9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

ppm
Abbildung 78: NMR-Experiment tiber die Stabilitit von 115 in Anwesenheit von Mercaptoethanol (119).

Um diese These zu bestatigen, wurde zunadchst ein Modell-System fiir den mdoglichen
Reaktionsweg b (Schema 32) entwickelt, um zu prifen, ob der nukleophile Angriff am
Carbonylkohlenstoffatom der Harnstoffgruppe der Grund fiir die Instabilitat des
Thioharnstoffs 14 und seines Harnstoff-Derivates 115 in DMSO ist. Dafiir wurde eine Losung

des Harnstoffes 115 fiir mehrere Tage in CDCl; gelagert um zu zeigen, dass die
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Harnstoffstruktur ohne &duBere Einwirkungen unter diesen Bedingungen stabil vorliegt.
AnschlieBend wurde diese Losung mit einer dquimolaren Menge einer LOsung von
Mercaptoethanol (119) in CDCl; versetzt (Abbildung 78). Durch die nukleophilen
Eigenschaften des Mercaptoethanols (119) sollte gezeigt werden, ob es maoglich ist, die
Struktur des Harnstoffderivates (115) durch ein Sauerstoff- bzw. Stickstoff-Nukleophil wie
119 zu destabilisieren. Die Lésung wurde nach 10 h und nach 24 h NMR-Spektroskopisch
untersucht. Selbst nach 24 h konnte keine Zersetzung des Harnstoffderivates festgestellt
werden. Dies deutet darauf hin, dass ein nukleophiler Angriff durch Sauerstoff- bzw.
Schwefel-Nukleophile an der Harnstoffstruktur (115) nicht stattfindet und somit auch die
Theorie des nukleophilen Angriffs von DMSO lber den Reaktionsweg b (Schema 32) nicht
zutreffend ist. Um die Hypothese einer katalytischen Deprotonierungs-Protonierungs-
Reaktion zu untersuchen wurde ein NMR-Experiment durchgefiihrt, bei dem die Stabilitat

des Harnstoff-Derivates in Anwesenheit der nukleophilen Base Piperidin untersucht wurde.
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Abbildung 79: Reaktion von Phenylisocyanat (120) mit Piperidin (121) in CDCl; bei RT.

Es sollte der Nachweis der Deprotonierung und Protonierung durch einen dquimolaren
Einsatz von Piperidin (121) und der Bildung des gemischten Harnstoffderivates 122

angefiihrt werden.
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Schema 33: Mechanismus der Destabilisierung der Thioharnstoff- bzw. Harnstoffderivate von A 83-01 (16) durch
basenkatalysierten 1,3-H-Shift.

Um das Abfangprodukt der Zerfallsreaktion (122) als Referenz nutzen zu kdnnen, wurde
dieses zunachst im Rahmen eines NMR-Experiments dargestellt (Abbildung 79). Hierfur

wurden Losungen der Ausgangsprodukte angefertigt und diese anschlieBend sowohl einzeln,

als auch als dquimolares Gemisch vermessen.
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Abbildung 80: Untersuchung des Derivates 115, 41 h nach Zugabe von Piperidin (121).

Aus dem Vergleich der NMR-Spektren wird deutlich, dass bereits 1 h nach Mischung der
Phenylisocyanat- (120) und Piperidin-Loésung (121) das Phenylisocyanat (120) vollstandig zum

Harnstoff-Addukt (122) umgesetzt war. Verlauft also der Zerfall von 115 Uber eine
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Deprotonierung, so sollte das Piperidin-Addukt (Schema 33) im NMR-Spektrum nachweisbar

sein.

AnschlieBend wurde einer Losung des Harnstoffderivates 115 (21 umol/mL) in CDCl; nach
drei Tagen mit einer Losung von Piperidin (121, 147 umol/mL) in CDClz in dquimolaren
Mengen versetzt und das Gemisch nach 41h NMR-Spektroskopisch vermessen
(Abbildung 80). Anhand dieses Spektrums wird deutlich, dass das Harnstoffderivat 115 in
CDCl; durch Zugabe einer Base, die sowohl in der Lage ist durch eine katalytische
Deprotonierungs- und Protonierungs-Reaktion den Harnstoff zum freien Pyrazol (16) zu
zersetzen, als auch das gebildete Phenylisocyanat (120) abzufangen, destabilisiert werden
kann. Damit konnte ein nukleophiler Angriff vom DMSO ausgeschlossen und gezeigt werden,
dass die Zugabe einer Base notwendig war, um die Harnstoffstruktur (115) zu destabilisieren.
Zusatzlich wurden beide Verbindungen (14, 115) in einem Zerfallsexperiment verglichen,
welches massenspektrometrisch analysiert wurde. Hierfiir wurde eine Losung des jeweiligen
Substrates (14 und 115, 0.69 uM) in DMSO angefertigt und diese unmittelbar einer LC-MS-
Untersuchung unterzogen (Abbildung 81). Um das Verhéltnis von Substrat zu seinem
Zerfallsprodukt aufzustellen, wurden die jeweiligen UV-Signale integriert und so das

Verhaltnis ermittelt.
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Abbildung 81: Vergleich der Stabilitdt von A 83-01 (14) mit dem Harnstoffanalogon 115 in DMSO.
Hierbei zeigte sich, dass der Harnstoff 115 unter den gegebenen Bedingungen schneller zum
freien Pyrazol 16 zerfillt, als der korrespondierende Thioharnstoff (14). Eine Erklarung

konnen die Berechnungen nach KAur et al.’’ liefern. Demnach besitzt die CN-Bindung im
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Thioharnstoffgrundgeriist von 14 einen groReren Doppelbindungscharakter und damit eine
bessere Delokalisierung als der korrespondierende Harnstoff 115. Dies wirde die Aziditat
des Protons herabsetzen und somit den pKs-Wert des Harnstoffs im Vergleich zum
Thioharnstoff erhohen. Dies steht jedoch im Gegensatz zu den Untersuchungen von

/1180]

SCHREINER et a nach denen der pKs-Wert von verschiedenen Thioharnstoffen niedriger ist

als bei den korrespondierenden Harnstoffen.
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Abbildung 82: Postulierter Mechanismus des spontanen Zerfalls des Inhibitors A 83-01 (14).
Die untersuchten Verbindungen waren jedoch nicht mit einer Pyrazol substituiert, sondern
besaBen zwei Harnstoff-Protonen und sind somit nur schwer mit dem Thioharnstoff 14 und
seinem Harnstoff-Derivat 115 zu vergleichen. Dartber hinaus erklart sich dadurch auch die
Stabilitat des Harnstoff-Derivates 115 in CDCls. Hier liegt keine bzw. nur kaum Resonanz im
Grundgerist vor, was eine spontane Rickreaktion zum freien Pyrazol 16 verhindert.

Hingegen wird diese spontane Deprotonierung beim Thioharnstoff 14 durch die

Delokalisierung der Elektronen begiinstigt (Abbildung 82).
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Abbildung 83: Vergleich der Stabilitdt des A 83-01 (14) und des Harnstoff-Derivates 115 in TrisHCI-Puffer (siehe Kapitel 7.1).
Diese Experimente zeigten, dass bei einem Thioharnstoff-Geriist diese Deprotonierung-
Protonierungs-Reaktion wegen des elektronischen Einflusses des Schwefels spontan und
ohne Aktivierung durch eine Base verlaufen konnte. Das Harnstoff-Derivat 115 war in

Abwesenheit von basischen Reagenzien hingegen stabil. Im Hinblick auf die folgenden
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Kinaseexperimente wurde der Thioharnstoff 14 und der Harnstoff 115 in einem gdngigen
Puffersystem (TrisHCl) untersucht. Dieses Puffersystem wird in dem ,ADP-Glo™ Kinase
Assay” verwendet, um die Aktivitat verschiedener Kinase nach Einsatz eines potentiellen
Inhibitors zu priifen. Der darin verwendete TrisHC| Puffer (40 mM TrisHCI pH 7.5, 20 mM
MgCl,, 0.1 mg/mL BSA) wurde nach der Beschreibung der Firma Promega hergestellt und die
beiden Substrate 14 und 115 erneut einer LC-MS-Untersuchung unterzogen (Abbildung 83).

Aktive Zielstruktur?

A 77-01 (16) A 83-01 (14)

Abbildung 84: Gegenliberstellung der beiden aktiven Strukturen.

Diese Versuchsreihe (Abbildung 83) konnten zeigen, dass der Thioharnstoff 14 in dem
verwendeten Puffersystem nicht stabil ist. Beide Substrate (14 und 115) zeigten jedoch in
dem Puffersystem eine erhohte Stabilitat gegentiber der reinen DMSO-Lésung und der
Losung in einer Mischung aus Wasser und DMSO (95:5). Offensichtlich bewirkt das

Puffersystem durch Ph-Wert-Regulierung eine Erhéhung der Stabilitat von 14 bzw. 115.

SO S

N NH,
123 124 125
pKs = 21.45 pKs = 25.90 pKg = 25.50

BDE = 99.5 kcal/mol BDE = 107.0 kcal/mol BDE = 107.5 kcal/mol

Abbildung 85: Vergleich der pKs-Werte und berechneten Bindungs-Dissoziations-Energien (BDE) nach BORDWELL et al [181282

verschiedener Amid-Strukturen. Die Werte beziehen sich in allen Fallen auf die N-H-Bindung.

Diese Untersuchung lieferte einen weiteren Hinweis darauf, dass eine Deprotonierungs-
Protonierungs-Reaktion fir den Zerfall des Thioharnstoffs 14 und des Harnstoffs 115
verantwortlich ist. Diese Ergebnisse gaben jedoch zweifel an der Identitdt des aktiven
Inhibitors. Zwar ist der Inhibitor A 83-01 (14) kommerziell erhéltlich, doch die vorliegenden
Ergebnisse zeigen, dass eine schnelle Zersetzung zu der Verbindung A 77-01 (16) stattfindet.

Somit konnte 14 einen Vorlaufer des aktiven Inhibitors darstellen. Wie bereits in Kapitel 2.6



5 Studien zur Darstellung neuer Kinaseinhibitoren 91

gezeigt, gleichen sich die Substrate 14 und 16 in ihren Aktivitditen und auch das

literaturbekannte Kinaseprofil der beiden Inhibitoren weist hohe Ahnlichkeiten auf.

126 furn =1
127 firn=2

Schema 34: Darstellung der Harnstoff-Derivate 126 und 127. Reaktionsbedingungen: fir n = 1 a) Benzylisocyanat, NaH, THF,
RT, 12 h, 73 %; fur n = 2 a) 2-Phenylethylisocyanat, NaH, THF, RT, 12 h, 59 %.

Daher wurde vermutet, dass es sich bei der aktiven Zielstruktur nicht um den Thioharnstoff
14, sondern bestenfalls um eine Mischung aus den Inhibitoren 14 und 16 handelte
(Abbildung 84). Um diese These zu festigen wurde versucht, eine Derivatisierung
durchzufiihren die zu einer erhohten Stabilitdat fuhrt. Zundchst sollte die eigentliche

Zielstruktur nur geringflgig geandert werden.
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Abbildung 86: Untersuchung der Stabilitat der Harnstoffderivate 126 und 127.

Daflr wurde der stabilere Harnstoff 115 herangezogen und Derivate (126, 127) von diesem
dargestellt die fiir eine Verminderung der Aziditdt des NH-Protons sorgen konnten. Vor
diesem Hintergrund konnten die Arbeiten von BORDWELL et al. 1811821 gie Zusammenhange
zwischen Substitutionsmuster und Aziditat von Amid-Strukturen (Abbildung 85) aufzeigen.
Diese Arbeiten zeigten, dass der aromatische Ring am Stickstoffatom durch
Resonanzstabilisierung des Amids fiir eine Erhéhung der Aziditat des Amid-Protons fihrt. Im

Gegensatz dazu sind die errechneten pKs- und BDE-Werte fiir 124 und 125 aufgrund der
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fehlenden Stabilisierung Gber eine Resonanzstruktur nahezu identisch. So wurden zunachst
zwei Derivate dargestellt die eine aliphatische Gruppe zwischen dem aromatischen System

und der Harnstoffstruktur enthielten (Schema 34).

Schema 35: Darstellung des Harnstoffderivates 128. Reaktionsbedingungen: a) Trichlormethylchlorformiat, Ammoniak-Lsg.,
CHCls, RT, 6 h, 41 %.

Die beiden Harnstoffderivate 126 und 127 zeigten zunachst eine hinreichende Stabilitat in
CDCls3, weswegen diese ebenfalls im Rahmen eines LCMS-Experiments in DMSO untersucht
wurden (Abbildung 86). Die Einbringung eines aliphatischen Verbindungselements fiihrte zu

einer erhdhten Stabilitat der Harnstoffderivate 126 und 127 in einer Losung von DMSO.
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Abbildung 87: Vergleich der Stabilitdt von 126, 127 und 128 in reiner DMSO-L6sung. Die Untersuchung wurde mit einer
LCMS durchgefiihrt und ein Verhaltnis der integrierten UV-Signale der Harnstoffderivate (126, 127, 128) mit dem jeweiligen
Zerfallsprodukt (16) erstellt.

Beide Derivate wiesen noch nach 24 h ein Verhdltnis von ca. 25:1 (korrespondierendes
Harnstoffderivat:Zerfallsprodukt 16) auf. Eine weitere Derivatisierung zu 128 (Schema 35)
sollte zeigen, ob die Ergebnisse der Arbeiten von BORDWELL et gl 181182 (Abbildung 85)

beziglich der pKs-Werte verschiedener Amide auch auf die Pyrazolderivate anwendbar
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waren. Die Stabilitdt dieses Harnstoffderivats wurde ebenfalls liber ein LCMS-Experiment

studiert (Abbildung 87).

130 131

Schema 36: Darstellung der tautomeren Zwischenstufen (129, 130, 131), die durch lonen-stabilisierendes Losungsmittel
begiinstigt werden kénnen. Die Bezeichnung X bezieht sich entweder auf ein Sauerstoff-, oder ein Schwefelatom.

Der potentielle Inhibitor 128 wies eine dhnliche Stabilitdt auf wie die Substrate die ein
aliphatisches Verbindungselement zwischen Harnstoffeinheit und aromatischem Ring
besitzen. Diese LCMS-Untersuchungen zeigten somit, dass die Zusammenhange zwischen
den Substitutionsmustern von Amiden (Abbildung 85) und ihren pKs-Werten mit den
dargestellten Harnstoffderivaten (126, 127, 128) vergleichbar sind. Dies zeugt davon, dass
die Stabilitdat der Thioharnstoff- bzw. Harnstoffderivate von der Aziditat des NH-Protons
abhadngig ist. Zusatzlich zu dem basischen Charakter von DMSO tragen die dargestellten
Harnstoffderivate ebenfalls ein basisches Zentrum. In einem L&sungsmittel wie DMSO
kénnte dieser Effekt ebenfalls ein Faktor fir die verminderte Stabilitdt der Substanzen sein.
DMSO selbst ist in der Lage, sowohl Kationen als auch Anionen zu stabilisieren und damit
Protonentransfer-Reaktionen zu begUnstigen.“SS] Dies wiirde die erhéhte Stabilitat in CDCl3
erklaren, da dieses keine lonen-stabilisierende Effekte besitzt und somit die

Protononentransfer-Reaktion nicht begiinstigen kann.
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Abbildung 88: Abbildung des 1H NMR-Spektrums von 126 in d;3 HMPA. Die korrespondierenden Signale wurden durch die
Nomenklatur des Experimentellen Teils dieser in der Abbildung hervorgehoben.

Ein Losungsmittel das in der Lage ist Ladungen zu stabilisieren, konnte liber die in Schema 36
gezeigten Tautomere zu einem Zerfall der jeweiligen Substanz fihren. Um diese Vermutung
zu beweisen, wurde ein NMR-Experiment in deuteriertem HMPA durchgefihrt. Hierfir

wurde eines der stabileren Derivate (126) untersucht.
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Abbildung 89: Gehalt der NMR-Lésung an 126 unter verschiedenen Bedingungen. Links ist die Untersuchung der dig-
HMPA-LGsung von 126 bei RT gezeigt. Dabei sind die Zugaben von DIPEA nach 168 h und die Zugabe von Piperidin nach
192 h hervorgehoben. Rechts ist die Untersuchung des Gemischs aus 126, DIPEA und Piperidin in d;s-HMPA bei 60 °C
gezeigt.
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Es sollte gezeitg werden, ob der basische Charakter eines LOosungsmittels oder seine
Fahigkeit lonen zu stabilisieren flir den Zerfall verantwortlich ist. Es ist bekannt, dass HMPA
nur schwach basisch ist und Kationen stabilisiert. Dadurch kann HMPA die besagte
Protonentransfer-Reaktionen prinzipiell begUnstigen.[183] Aus Sicherheitsgriinden wurde ein
NMR-Rohrchen mit der Verbindung 126 und dis-HMPA befiillt, abgeschmolzen und
anschlieBend die NMR-Messungen vorgenommen. In dieser Losung lag der potentielle
Inhibitor 126 Uber einen Zeitraum von 3 h unverandert vor. Das Amidproton erfuhr dabei
eine deutliche Verschiebung und es wurde eine deutliche Kopplung zu den Protonen der

benzylischen Position beobachtet (Abbildung 88).

Abbildung 90: Vorschlag der Koordination des HMPA (132, 133) am Harnstoffproton von 126 zu Erklarung der Stabilitat von
126 in dyg-HMPA.

Durch dieses Experiment kann ausgeschlossen werden, dass der Zerfall von 126 (ber ein
Gleichgewicht wie in Schema 36 gezeigt verlief. Vielmehr kann so belegt werden, dass die
Anwesenheit einer Base notwendig ist, um die Zersetzung Harnstoffstruktur am Pyrazol
einzuleiten. Die Loésung von 126 in HMPA wurde insgesamt Uber einen Zeitraum von finf
Tagen untersucht ohne eine Verdanderung festzustellen. Aus diesem Grund wurde der Losung
zunachst DIPEA zugesetzt (Abbildung 89). Auch hier zeigte sich Gber einen Zeitraum von 48 h
keine Zerfallsreaktion. Somit ist die nicht nukleophile Base DIPEA in der vorliegenden
Verdiinnung nicht geeignet um das Harnstoffproton von 126 zu abstrahieren. Wie in den
vorigen Stabilitdtsuntersuchungen wurde der NMR-Ldsung zusitzlich ein Uberschuss an
Piperidin zugegeben. Die Zugabe dieser nukleophilen Base fiihrte an 126 in CDCl; zu einer
raschen Zersetzung. Im Fall der HMPA-L6sung von 126 wurde dieses Phdanomen nicht
beobachtet. Nachdem 126 auch in Anwesenheit von Piperidin und DIPEA keinen Zerfall
zeigte (Abbildung 89), wurde begonnen die vorgefertigte NMR-LOsung zu erwdrmen um
somit die Deprotonierungsreaktion zu beschleunigen bzw. einzuleiten (Abbildung 89).

Anhand dieser Daten (Abbildung89) und der chemischen Verschiebung des
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Harnstoffprotons (Abbildung 88) wird von einer Koordination des HMPA am Harnstoff nach

Abbildung 90 ausgegangen.

Schema 37: Synthese des Thioharnstoffderivats 134. Reaktionsbedingungen: a) p-Toluolisothiocyanat, NaH, THF, RT, 12 h,
20 %.

Diese Koordination kann allem Anschein nach erst bei hoheren Temperaturen (60 °C)
abgeschwacht werden, um das Proton fiir die Deprotonierung der beigefiigten Basen
freizugeben. Da das Harnstoffderivat 126 in einer d;g-HMPA-L6sung stabil ist, wurde ein
Thioharnstoffderivat (134) synthetisiert, der dem Inhibitor A 83-01 (14) sehr &hnlich ist
(Schema 37).

12,9,12'

Abbildung 91: 'y NMR-Untersuchung des Zerfalls von 134 zu 16 in d;g-HMPA. Es wird die Messung direkt nach der Losung
von 134 (oben) und nach 24 h bei RT. Hervorgehoben sind die Protonen 12 (oben, duplett), 9 (oben, singulett) und 3 (oben
duplett) des Thioharnstoffderivats 134, sowie die Protonen 12‘ (unten, breites singulett), 9° (unten, singulett) und 3 (unten
duplett) des Zerfallsprodukts 16.
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Dieser sollte ebenfalls in einer dig-HMPA-LOsung untersucht werden. Bei der Reinigung von
134 ergaben sich dieselben Probleme wie bei A 83-01 (14). Dies war ein deutlicher Hinweis
darauf, dass die methylgruppe in para-Position keinen Einfluss auf die Stabilitat des
Thioharnstoffderivats 134 hat. Die *H NMR-Untersuchung zeigte den Zerfall von 134 binnen
24 hin d1g-HMPA (Abbildung 91) bzw. in CDCl; (Abbildung 92).
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Abbildung 92: 'y NMR-Untersuchung des Zerfalls von 134 zu 16 in CDCl;. Es wird die Messung direkt nach der L6sung von
134 (oben) und nach 24 h bei RT. Hervorgehoben sind die Protonen 12 (oben, duplett), 9 (oben, singulett) und 3 (oben
duplett) des Thioharnstoffderivats 134, sowie die Protonen 12‘ (unten, breites singulett), 9° (unten, singulett) und 3 (unten
duplett) des Zerfallsprodukts 16.

Diese Untersuchungen zeigen, dass das Harnstoffderivat 126 durch das Puffersystem TrisHCI
leidlich stabilisiert und durch dig-HMPA der Zerfall vollstandig aufgehalten werden kann. Im
Gegensatz dazu sind die Untersuchten Thioharnstoffderivate (14, 134) unter allen
untersuchten Bedingungen nicht Stabil. Da jedoch HMPA als vehicle fiir Targetmolekiile zur

t!18418] nicht geeignet ist, kann an

Inhibierung von Kinasen aufgrund der hohen Mutagenita
dieser Stelle keine Alternative zur Untersuchung der Inhibitoraktivitdit von A 83-01 (14)
geliefert werden. Im weiteren Verlauf sollte gezeigt werden, ob durch die Variation des
aromatischen Substituenten am Thioharnstoff- bzw. am Harnstoffgeriist zu einer

Stabilisierung fihrt.
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5.1.2 DARSTELLUNG UND UNTERSUCHUNG VERSCHIEDENER DERIVATE VON A 83-01

Um den Einfluss des aromatischen Substituenten am Thioharnstoff-Gerist auf die Stabilitat
der Inhibitoren zu untersuchen, sollten die Bedingungen fiir die Darstellung von A 83-01 (14,

Kapitel 5.1) auf weitere Isothiocyanate tbertragen werden (Schema 38).

135-137

Schema 38: Aufbau von Derivaten des A 83-01 (14). Reaktionsbedingungen: a) ArNCS bzw. ArNCO, NaH, THF, RT, 12 h, 3-
80 %.

Beginnend mit den Thioharnstoff-Derivaten (135, 136, 137) konnte gezeigt werden, dass

diese unabhangig von elektronenschiebenden bzw. elektronenziehenden Substituenten

(Abbildung 93) nicht hinreichend Stabil in CDCls vorlagen.

135 F 136 O,N 137 CF;

Abbildung 93: Dargestellte Thioharnstoffderivate iiber die etablierten Bedingungen aus Schema 38.

Im Hinblick auf die Zerfallsgeschwindigkeit in CDCl; (Abbildung 94) ist nur ein leichter
Unterschied festzustellen. Jedoch war es nicht moglich, die Thioharnstoffstruktur durch
einen schwach elektronenschiebenden wie p-Methyl (134, siehe Kapitel 5.1.1) bzw. einen
elektronenziehenden Substituenten wie p-Fluor (135), p-Nitro (136), oder m-bis-CF; (137)
am aromatischen System zu stabilisieren. Im Gegensatz zu dem p-Toluolderivat 134 wurde
bei den Derivaten, welche einen elektronenarmen Aromaten tragen, bereits nach 10 min in

Losung (CDCIs) ein Zerfall zu ca. 70 % festgestellt.
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3,3,5

A 3

ppm

Abbildung 94: Auswertung der 'y NMR-Untersuchung des p-Fluorphenylthioharnstoffderivats (135). Hervorgehoben sind
die Protonen 12 (oben, duplett), 9 (oben, singulett) und 3 (oben duplett) des Thioharnstoffderivats 135, sowie die Protonen
12 (unten, breites singulett), 9 (unten, singulett) und 3‘ (unten duplett) des Zerfallsprodukts 16.

Diese Untersuchungen festigen die Annahme, dass die erhohte Polarisierung des
Thioharnstoffgeriists durch die Thiocarbonyleinheit und eine damit verbundene spontane
1,3-H-Verschiebung fir die Labilitat der Verbindungen 14, 134, 135, 136 und 137
verantwortlich ist. Gleichzeitig erhoht ein elektronenarmes aromatisches System am
Thioharnstoffgeriist die Aziditat. Dies wirkte sich ebenfalls negativ auf die Stabilitat aus
(Abbildung 94). Die Synthese der korrespondierenden Harnstoffderivate (Abbildung 95) und

Untersuchung dieser zeigte, dass erhdhte Stabilitat dieser Derivate in CDCls.

138 139 - 140  O,N 141 CF3

Abbildung 95: Synthetisierte Harnstoffderivate zur Untersuchung des Einflusses des Thioharnstoffgrundgeriists auf die
Stabilitat der Verbindungen.
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Da der postulierte Mechanismus fiir den Zerfall der Thioharnstoff- und Harnstoffderivate
(Kapitel 5.1.1) den Einsatz einer Base benétigt, wurde eine Auswahl der Derivate (138 als
elektronenreicher und 140 als elektronenarmer aromatischer Substituent) in DMSO mittels

LCMS untersucht.
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Abbildung 96: Vergleich der Stabilitdt des p-Toluolderivats (138) mit dem p-Nitrophenylderivat (140) im LCMS-Experiment.

Hierzu wurden Proben Uber einen Zeitraum von bis zu zehn Tagen in dem jeweiligen

Losungsmittel gelagert und der Gehalt Giber LCMS bestimmt (Abbildung 96).

Ar? 0

Ar? /o) = Arzjf\ O Ar? 0
—< N_<
f\N { <" At N NH f\N_‘/<
Art” N NH

~_ Ar1 N NH

Arl” N NH
¢ /> 144
MeO
142 GOMG 145 GNOz

154
152 OMe

143 MeO
2
Ar = o Ar? 0 Ard — O Ar = Y
Ar! N NH A =N NH Ar’ N NH Ar' N NH
-
146
Ar2 Ar2
Ard 0] ' = 0 Ar? =
- N% ~ /N% = ~ /N
=/ At N NH - N— Art” N
Ar1 N NH Ar1 N
153

Abbildung 97: Darstellung verschiedener Harnstoffderivate zur Untersuchung der Stabilitdt und der Aktivitat in Bezug auf
die Inhibierung von Ser/Tyr-Kinasen. Die Bezeichnung Ar' bezieht sich auf den 2-Methyl-6-pyridyl-Substituenten und die
Bezeichnung Ar? bezieht sich auf den 4-Chinolin-Substituenten.
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Analog zu den vorigen LCMS-Untersuchungen wurde jeweils eine Losung der Inhibitoren 138
und 140 (0.05 mg/mL in DMSO) hergestellt und der zeitabhdngige Gehalt der Lésungen

bestimmt. Die Quantifizierung wurde ebenfalls Uber die Integration der UV-Signale

durchgefiihrt.
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Abbildung 98: Gegenlberstellung der LCMS-Experimente fiir die Untersuchungen zur Stabilitdit von verschiedenen

Derivaten des Inhibitors A 83-01 (14) in DMSO. Die Bezeichnung Ar' bezieht sich auf den 2-Methyl-6-pyridyl-Substituenten

und die Bezeichnung Ar? bezieht sich auf den 4-Chinolin-Substituenten.

o
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Generell konnten auch hier die Stabilitaten durch das Verwenden eines TrisHCI-
Puffersystems erheblich verbessert werden. Jedoch sind diese Derivate in DMSO sehr labil.
Um weitere Harnstoffderivate darzustellen, diese auf ihre Stabilitdt zu untersuchen und
anschlieBend in einem Kinase-Assay ihre Inhibitor-Aktivitdit zu prifen, wurden die
Bedingungen zur Darstellung von A 83-01 (14) auf weitere aromatische Isocyanate
angewendet (Abbildung 97). Zunachst wurden die potentiellen Kandidaten fiir den Einsatz in
einem Kinase-Assays auf ihre Stabilitat untersucht. Da der Umfang eines solchen Assays auf
maximal 12 Substrate begrenzt ist, fand eine Auswahl (142 - 147) zur Untersuchung der
Stabilitat in DMSO statt. Auch hier wurden Losungen der Derivate (0.05 mg/mL in DMSO und
TrisHCI-Puffer) per LCMS untersucht (Abbildung 98).

Anhand dieser Zerfallsuntersuchungen konnte gezeigt werden, dass die Aryl-substituierten
Harnstoffe in DMSO-Lésung schon nach zwei bis drei Stunden nahezu vollkommen zerfallen
sind. Ausnahmen bildeten dabei die Derivate mit einem aliphatischen Verbindungselement
zwischen der Harnstoff-Einheit und dem aromatischem Substituenten. Je langer dieses ist,
desto stabiler ist das entsprechende Harnstoffderivat. AuBerdem konnten die Stabilitaten
der Verbindungen 143, 146 und 147 durch die Verwendung des TrisHCI-Puffersystems
erheblich verbessert werden. Diese Zerfallsreaktion konnte bei 145 durch die Verwendung

des TrisHCI-Puffersystems sogar vollstandig gestoppt werden.

R

134 - 147 126

Abbildung 99: Zusammenfassung der Untersuchungen der Stabilitdt des A 83-01 (14) und seiner Derivate (126, 127,
134 - 147).

Zusammenfassend zeigten diese Studien, dass die Thioharnstoff- und Harnstoff-
Substituenten am Pyrazolring sehr labil sind (Abbildung 99). Diese Instabilitdat konnte jedoch
durch verschiedene Faktoren wie ein modifiziertes Substitutionsmuster und verwendete
Losungsmittel beeinflusst werden. Die Verbindungen 126 und 127 erwiesen sich dabei als
die stabilsten der dargestellten Derivate von A 83-01 (14). Allerding geht diese Stabilitdt mit

enormen strukturellen Verdanderungen einher. Diese kann sich negativ im Hinblick auf die
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inhibitorische Aktivitdt auswirken. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der eigentliche
Wirkstoff A 83-01 (14) bereits in CDClz spontan in das A 77-01 (16) zerfallt. Dieser Zerfall
erfolgt durch die spontane 1,3-H-Verschiebung. Diese wird jedoch durch elektronenreiche,
aromatische Substituenten verlangsamt und durch den Austausch des Schwefelatoms durch
ein Sauerstoffatom komplett unterbunden. Alle dargestellten Derivate zeigten Instabilitat in
DMSO, welche durch den basischen Charakter des DMSO und die Aziditat des Protonens am
Harnstoffgerist hervorgerufen wird. Durch ein aliphatisches Verbindungselement zwischen
der Harnstoffgruppe und dem Phenyl-Substituenten (126, 127) konnte dieser Zerfall soweit
verlangsamt werden, dass selbst nach 12 h der Harnstoff nur in marginalen Mengen zersetzt
zu wurde. Die Harnststoffstruktur kann demnach durch die Verminderung der Aziditat

stabilisiert werden.

In diesem Zusammenhang sollte anschlieBend gezeigt werden, ob die neuen Derivate eine
mit dem A 83-01 (14) bzw. A 77-01 (16) vergleichbare Aktivitat zeigen und gegebenenfalls

einer Struktur-Aktivitats-Beziehung (SAR) unterliegen.

5.2 UNTERSUCHUNG DER INHIBITORAKTIVITAT DER DARGESTELLTEN DERIVATE
5.2.1 STUDIEN ZUR AKTIVITAT DER INHIBITOREN AN ISOLIERTEN KINASEN

Wie bereits in Kapitel 2.6 beschrieben, handelt es sich bei dem Inhibitor A 83-01 (14) um
einen Inhibitor, der die Signallbertragung der Typ | Serin/Threonin Kinase-Rezeptoren der
Zytokine aus der TGF-B-Familie unterbindet und somit in die Zellvermehrung,
Differenzierung, Adhdsion, Migration und Apoptose eingreifen und regulieren kann, 1112115
Ein anerkanntes Verfahren, welches die direkte Wirkung eines Inhibitors auf eine Kinase
zeigt, ist ein standardisierter, kommerziell erhaltlicher ADP-Glo™ Kinase-Assay.[lsel Dieser
Assay basiert auf der Phosphorylierung der Substrate durch die dazugehorige Kinase
(Abbildung 100). Bei dieser Reaktion wird Adenosintriphosphat (ATP) zu Adenosindiphosphat
(ADP) umgewandelt. Dieses wurde dann mittels ADP-Glo™ Biolumineszenz-Kit

t.[%%7] Dies geschieht zunachst liber die Zugabe eines ADP-Glo™-Reagenzes

guantifizier
(Reagenz A), welches die Kinase-Reaktion unterbricht und das verbliebene ATP verbraucht.

AnschlieBend wurde durch die Zugabe eines weiteren Reagenzes, ADP-Glo™ kinase detection
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reagent (Reagenz B), das generierte ADP zu ATP umgesetzt und dieses gleichzeitig

stabilisiert.
NH,
2
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NH,
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Abbildung 100: Prinzipielle Funktionsweise des ADP-Glo™ Kinase Assays.

Das gebildete ATP wird letztlich in einer Luziferase/Luziferin-Reaktion!®! (Reagenz B) durch
das Auslesen der Lumineszenzintensitdt quantifiziert. Unter Zuhilfenahme dieses Assays
konnten einige der in Kapitel 5.1 dargestellten Derivate (Abbildung 101) im Vergleich mit
dem literaturbekannten TGFB-Inhibitor A 83-01 (14) auf ihre Inhibitoraktivitdat untersucht

werden.
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Abbildung 101: Auswahl der Derivate des A 83-01 (14) fiir das Kinase-Assay.
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Fiir diese Versuchsreihe wurden Derivate ausgewahlt, die im Hinblick auf die geplante SAR-
Studie (engl. structure-activity-relation) verschiedene Substituenten (R®) aufweisen. Diese
sollten dann in verschiedenen Assay-Studien mit dem Inhibitor A 83-01 (14) verglichen
werden (Abbildung 101). Da der Inhibitor A 83-01 (14) selbst ein literaturbekannter Inhibitor
flr Kinasen aus der TKL-Familie ist, wurde ein Assay-Kit gewadhlt, welches die Kinasen
ALK2™® (Kinase 1), ALK4™ (Kinase 2), IRAK4!™Y (Kinase 3), MLK29?! (Kinase 4), RIPK2!*]
(Kinase 5), TAK-TAB1"*¥ (Kinase 6), TGF-B-R21**® (Kinase 7) und ZAK™® (Kinase 8) enthielt.
Diese Kinasen sind im TGF-B-Signalweg fiir die Transduktion lUber den Smad-abhangigen

bzw. den Smad-unabhdngigen Signalweg zustandig (Kapitel 2.5).

Aufgrund der gezeigten Instabilitdt der potentiellen Inhibitoren wurde darauf geachtet, dass
zwischen dem Anfertigen der Stamml6sungen und der Durchflihrung des Assays maximal ein
Zeitraum von einer Stunde liegt, um zu gewahrleisten, dass die instabilen Derivate nicht
vollstandig zum A 77-01 (16) degradiert werden. Da ein solcher Zerfall jedoch nicht
ausgeschlossen werden konnte, wurden bei der Interpretation der Ergebnisse die
gewonnenen Werte als Gemisch von dem jeweiligen Substrat und 16 betrachtet. Damit
gaben die gemessenen Inhibioraktivitaten zwar einen Hinweis auf eine SAR, jedoch stellten
diese lediglich einen Richtwert und keine exakten Daten dar. Bei dem verwendeten Inhibitor
A 83-01 (14) handelte es sich um eine Stammldsung der kommerziell erhaltlichen Substanz
14. Diese wurde gewahlt, um die Bedingungen der Ublichen Anwendung dieses Inhibitors
nachzuempfinden. Die Konzentration aller Derivate wurde auf 45 nM festgesetzt, da dies der
literaturbekannte Wert des A 83-01 fir die ALK4 ist. Zunachst wurden die Aktivitaten des

A 83-01 (14) und des Harnstoffanalogon 115 verglichen (Abbildung 102).

Abbildung 102: Vergleich des Inhibitors A 83-01 (14) mit dem Harnstoffderivat 115.

Beide Substanzen (14, 115) weisen eine sehr dhnliche Grundstruktur auf, unterscheiden sich

jedoch in der Harnstoff- bzw. Thioharnstoffeinheit. Bei dem Einsatz dieser Substanzen im
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Kinase Assay zeigte sich, dass beide in Bezug auf die Kinasen ALK2, ALK4, IRAK4, MLK2 und

TAK1-TAB2 ein ahnliches Wirkprofil besitzen (Abbildung 103).
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Abbildung 103: Vergleich der Kinase-Restaktivitdten nach Reaktion mit den Verbindungen 14 und 115.

Die grundlegendsten Unterschiede wurden bei den Kinasen RIPK2, TGF-B-R2 und ZAK

festgestellt. Hierbei zeigte der kommerzielle Inhibitor A 83-01 (14) keine oder nur schwache

Inhibitoraktivitat, wahrend das Harnstoffanalogon 115 zur vollstandigen Inaktivierung der

Kinasen fuhrte.

Abbildung 104: Struktureller Vergleich der potentiellen Inhibitoren 115, 126 und 127.

Dieses Harnstoffderivat (115) eignet sich ebenfalls fiir eine SAR-Untersuchung des Einflusses

der Kettenlange des Verbindungselements zwischen der Harnstoffgruppe und dem

aromatischen Substituenten auf die Inhibitoraktivitat. Da bei den Derivaten 126 und 127

eine erhohte Stabilitdat unter den Assay-Bedingungen festgestellt wurde (Kapitel 5.1), kann

hier von einer guten Verlasslichkeit der erhaltenen Daten ausgegangen werden. Der

Vergleich der drei Derivate zeigt, dass diese prinzipiell ein dhnliches Kinase-Profil besitzen.
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Sie zeigen einen ahnlichen inhibitorischen Effekt auf die Kinasen ALK4, IRAK4, MLK2, RIPK2
und TAK1-TAB1 (Abbildung 105).
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Abbildung 105: Vergleich der Kinase-Restaktivitdten nach Reaktion mit den Verbindungen 115, 126 und 127.

Beziglich der Kinasen ALK2, TGF-B-R2 und ZAK wurde jeweils eine AktivitatseinbuRe

gefunden, die auf die Einflihrung des aliphatischen Bausteins (CH;, bzw. C;H,) zurtickzufihren

ist. Da jedoch die Kinasen ALK4, RIPK2 und TGF-B-R2 nahezu vollstandig inhibiert wurden,

bedeutet die Verminderung der Aktivitdat auf nur einige Kinasen die erwiinschte Erh6hung

der Selektivitat zwischen verschiedenen Kinasen.

Abbildung 106: Vergleich der Strukturen der Harnstoffderivate 115, 138 und 147.

Neben der Lange des aliphatischen Verbindungselements kann auch eine hohere Lipophilie

der aromatischen Struktur an der Harnstoffgruppe fiir eine veranderte Lage des Inhibitors in

der jeweiligen Proteintasche sorgen. Fiir diesen Kinase-Assay wurden zwei weitere

Substanzen untersucht, die zum einen in para- (138)und zum anderen in meta-Position (147)

des Aromaten Methylsubstituiert sind (Abbildung 106).
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Das Kinase-Profil dieser Methyl-substituierten Derivate 138 und 147 dhnelt stark dem des
Harnstoffderivats 115 (Abbildung 107). Auch diese beiden Inhibitoren sind nur wenig selektiv
und lbten nur auf die Kinase IRAK4 keinen Effekt aus. Dies deutet darauf hin, dass die

Methylgruppe einen zu geringen sterischen Einfluss besitzt und somit keine Wirkung auf die

Wechselwirkung des Inhibitors mit den Proteinen hat.
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Abbildung 107: Vergleich der Kinase-Restaktivitdten nach Reaktion mit den Verbindungen 115, 138 und 147.

Um einen groReren sterischen Anspruch des aromatischen Restes R® zu erzielen wurden
Derivate hergestellt, die jeweils in den orto- (142), meta- (143) und para-Positionen (144)
durch die groRere Methoxygruppe versehen waren (Abbildung 108). Zusatzlich zu dem
sterischen Anspruch bt die Methoxygruppe auch einen elektronenschiebenden Effekt auf
das aromatische System aus. AuBerdem bewirkt das Sauerstoffatom zusatzliche

Koordinationsmaoglichkeiten mit den Aminosauren der Kinasen.

OMe

143

OMe
Abbildung 108: Struktureller Vergleich der Derivate 142, 143 und 144.

Der Kinase-Assay offenbarte, dass diese strukturellen Veranderungen keinen Einfluss auf die

inhibitorischen Eigenschaften auf die ausgewahlten Kinasen haben (Abbildung 109). Die drei
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Derivate zeigen ein sehr adhnliches Wirkprofil gegeniber den untersuchten Kinasen

verglichen mit dem Harnstoffderivat 115 (Abbildung 103).
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Abbildung 109: Vergleich der Kinase-Restaktivitdten nach Reaktion mit den Verbindungen 142, 143 und 144.

Um zu zeigen, ob ein elektronenziehender und stark polarer Substituent die Selektivitat der

Inhibitoren erhohen kann, wurden auch die Derivate 140, 145 und 146 auf ihre Aktivitat
untersucht (Abbildung 110).

Abbildung 110: Struktureller Vergleich der Derivate 140, 145 und 146.

Auch diese strukturellen und elektronischen Veranderungen fiihrten zu keiner signifikanten
Anderung der inhibitorischen Aktivitit (Abbildung 111). Auch diese Derivate weisen ein

dhnliches Wirkprofil wie das Harnstoffderivat 115 auf.
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Abbildung 111: Vergleich der Kinase-Restaktivitaten nach Reaktion mit den Verbindungen 140, 145 und 146.

Bisher konnten damit keine Derivate des A 83-01 (14) gefunden werden, die eine
verbesserte Aktivitat, oder Selektivitaten gegenliber den acht ausgewahlten Kinasen zeigen.
Alle Derivate zeigen jedoch in Bezug auf die Kinase ALK2 eine hohere Aktivitat als die

Vergleichsverbindung A 83-01 (14).

5.2.2 EINSATZ AUSGEWAHLTER DERIVATE ZUM DIFFERENZIERUNGSSTOPP VON EMBRYONALEN

STAMMZELLEN

Durch die Untersuchungen zur Stabilitdt von A 83-01 (14) und der dargestellten Derivate
(Kapitel 5.1) konnte die Rolle des Inhibitors A 83-01 (14) als aktive Zielstruktur angezweifelt
werden. Bei der Verwendung von Kinasen in einer in vivo Situation ist nicht nur die
Inaktivierung einzelner isolierter Kinasen ausschlaggebend. Auf zelluldrer Ebene kénnen
andere Signalwege eine entscheidende Rolle spielen (Kapitel 2.5). Aus diesem Grund wurde
in Zusammenarbeit mit HENNING KEMPF eine Auswahl an potentiellen Inhibitoren an einer
pluripotenten menschlichen embryonalen Stammzell-Line getestet.!**”! Diese Zell-Line trigt
ein GFP (engl. green fluorescent protein) in dem endogenen MIXL1 Transkriptionsfaktor.
Dieses Gen stellt einen anerkannten Marker fir die Bildung des Primitivstreifens dar. Dieser
Primitivstreifen ist eine Zusammenlagerung von Zellen, die sich im embryonalen Stadium auf
der Keimscheibe von Reptilien, Vogeln und Sadugetieren bildet. Die Bildung dieses
Primitivstreifens ist eine Voraussetzung fir die Bildung von vielen Geweben im menschlichen

Korper und stark vom TGF-B-Signalweg abhéngig.“gg} Die Unterdriickung der MIXL1-
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Induktion diente somit als quantitativer Marker fir die Bestimmung der Effektivitat eines

Inhibitors auf den TGF-B-Signalweg.
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Abbildung 112: Auswahl der synthetisierten Derivate zur Inhibition der MIXL1-Expression.

Um den Zusammenhang zwischen der Stabilitdat der dargestellten Substanzen und der
Aktivitat in diesen in vitro-Experimenten herzustellen, wurden zusatzlich zu dem A 83-01
(14) und dem A 77-01 (16) das Harnstoffanalogon 115 und die in DMSO stabilsten Vertreter
126 und 127 ausgewahlt (Abbildung 112).

Exp.87.4-6 dd1 MIXL1 log10

50
o 40- —o— 04
Q 304 —o- 03
9 - 02
X 201 -o— A77
f\o 10- —o— A83-01
O-—l—lﬂ-rn'n'—lﬂ-rﬂ'lﬂ'—l—lw-nﬂq—
0.01 0.1 1 10
concentration [pM]
A83-01 AT7 02 03 04
IC50 0.05788 0.05963 0.08475 2.625 2.033

Abbildung 113: Ergebnisse zur Unterdriickung der Expression des MIXL1 Transkriptionsfaktors.

Diese Untersuchungen zeigten, dass A 83-01 (14), A 77-01 (16) und der Inhibitor 2 (115) sehr
dhnliche Aktvitatsprofile besitzen (Abbildung 113). Die ICso Werte wurden fir A 83-01 (14)
mit 58 nM und A 77-01 (16) mit 60 nM bestimmt. Unter Beriicksichtigung der chemischen
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Labilitdt der Verbindungen 14 und 115 l3sst dieses Experiment vermuten, dass die

eigentliche aktive Spezies die Verbindung A 77-01 (16) ist.

Die Derivate 126 und 127 hingegen erwiesen sich in Kapitel 5.1 als stabilere Derivate. Fir
diese Substanzen wurden ICso Werte bestimmt, die bis zu 31x hoher sind als die fir das
kommerzielle A 83-01 (14). Dieses ist ein weiterer Hinweis, dass das freie Pyrazol und somit
A 77-01 (16) die Inhibition des TGF-B-Signalwegs verursacht. Bei den beiden Verbindungen
14 und 115 musste davon ausgegangen werden, dass ein weitaus geringerer Anteil des

Zerfallsproduktes 16 in Losung vorlag.

Exp.87.2 dd1 MIXL1-GFP

% MIXL1-GFP*

Abbildung 114: Kontrollexperiment zur Aktivitdtsbestimmung der mutmaRlich aktiven Substanz 16 und den davon
abgeleiteten Zerfallsprodukten in DMSO.

Ferner konnte keine Wirkung von Phenylisothiocyanat auf den Signalweg und die MIXL1-
Inhibition festgestellt werden. Somit ist auszuschlieRen, dass beide Zerfallsprodukte von

A 83-01 (14) Einfluss auf die Differenzierung ausiiben.

5.2.3 BERECHNUNGEN ZU BINDUNGSSITUATION AN DEN KINASEN ALK2 unD ALK4

In Zusammenarbeit mit DIMITRI MALCEV aus dem Arbeitskreis von MATTHIAS PRELLER wurde
versucht, die Aktivitat ausgewahlter Inhibitoren durch Berechnungen erklarbarer zu machen.
Sie sollten zeigen, ob unterschiedliche Selektivititen durch unterschiedlich starke
Wechselwirkungen mit den Kinasen errechnet werden kdnnen. Prinzipiell ist die Berechnung
solcher Zustande schwierig und nur mit einem idealen Modell des jeweiligen Proteins mit

der Realitdt zu vergleichen. Dabei ist es entscheidend, dass fiir die Bestimmung der



5 Studien zur Darstellung neuer Kinaseinhibitoren 113

korrekten Bindungsmotive und Energien die richtige Konformation des Proteins

herangezogen wird.

Generell kénnen Kinaseinhibitoren in zwei Klassen unterteilt werden. Die Typ-I-Inhibitoren
binden direkt an die Aktiv-Konformation der ATP-Bindungsstelle der Kinase. Diese
Inhibitoren werden auch kompetitive Inhibitoren genannt, da sie in Konkurrenz mit dem
vorliegenden ATP um die Bindungsstelle des Proteins stehen. Die Typ-Ill-Inhibitoren nutzen
ebenfalls die ATP-Bindungsstelle, jedoch in einer inaktiven Konformation des Proteins.
Hierbei wird der sogenannte ,activation loop" durch Phosphorylierung derart gefaltet, dass
neben der kompetitiven auch eine allosterische Interaktion, sowie eine Interaktion an einer

nicht-ATP-Bindungsstelle moglich ist.

Abbildung 115: Pyrazolderivate, die fir die Berechnungen der Wechselwirkung mit den Kinasen ALK2 und ALK4
herangezogen wurden.

Fir die Berechnungen wurden drei potentielle Inhibitoren untersucht (Abbildung 115). Die
Berechnungen von A 77-01 (16) und A 83-01 (14) sollten kldren, warum die Wirkprofile
dieser Verbindungen eine starke Ahnlichkeit haben. Zusatzlich wurde der Inhibitor 115
studiert, da er sich als stabiler erwies als A 83-01 (14) und dennoch eine Inhibitoraktivitat auf
die Kinasen ALK2 und ALK4 aufweist. Bei den Berechnungen wurden die glinstigsten
Konformationen in den Proteintaschen fiir den aktiven wie fiir den inaktiven Zustand
herangezogen. Um die Qualitdt der Wechselwirkung zu bewerten, wurden die Gibbs-
Energien der erhaltenen Protein-Inhibitor-Komplexe berechnet. Diese Berechnungen
offenbarten, dass 14 und 115 sehr dhnliche Wechselwirkungen mit ALK2 sowohl in der
aktiven (Abbildung 116) als auch in der inaktiven Konformation (Abbildung 117) ausbilden.

Diese sind jedoch nicht stark genug, um die gegebene Inhibitoraktivitat zu erklaren.
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Abbildung 116: Vergleich der Lage des Harnstoffderivats 115 (Violett) mit der Lage des Inhibitors A 83-01 (14, Cyan) in der
kompetitiven Konformation der ALK2 Kinase in der Aktiv-Konformation. Beide Strukturen liegen Gbereinander und zeigen
somit keinen Unterschied in Bezug auf Wechselwirkungen in dieser Konformation der Kinase.

Abbildung 117: Vergleich der Lage des Harnstoffderivats 115 (Violett) mit der Lage des Inhibitors A 83-01 (14, Cyan) in der
allosterischen Tasche der ALK2 Kinase in der Inaktiv-Konformation. Beide Strukturen liegen Gbereinander und zeigen somit
keinen Unterschied in Bezug auf die Wechselwirkung in dieser Konformation der Kinase.

Fiir beide Substrate konnten Gibbs-Energien des Protein-Liganden-Komplexes von
ca. -6.4 kcal/mol errechnet werden. Dies deutete auf eine eher schwache Wechselwirkung
der Substrate hin. Die Berechnungen von A 77-01 (16) ergaben, dass dieser sich sowohl in
der aktiven (Abbildung 118), wie auch in der inaktiven Konformation (Abbildung 119) der
ALK2 eher kompetitiv zu ATP verhadlt. Hier konnten die Wechselwirkungen zwischen 16 und

den Aminosduren His286 und His284 belegt werden.
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Abbildung 118: Lage von 16 (gelb) in der aktiven Konformation von ALK2. Die deutlichen Ausbildungen von
Wasserstoffbriicken zu His284 und His284 sind gezeigt.

Abbildung 119: Lage des freien Pyrazolderivats 16 in der allosterischen Bindungsseite der inaktiven Konformation von ALK2.
Wesentliche Wasserstoffbriickenbindungen zwischen Thr85 und des Protons im Pyrazol-Ring und die Wechselwirkung
zwischen Lys37 und einem der Stickstoffatome des Pyrazolderivats 16 sind gezeigt.

Obwohl bei A 77-01 (16) Wechselwirkungen berechnet wurden die denen von ATP sehr
ahnlich sind, sind diese als duRerst gering (ca. -4.9 kcal/mol) zu bewerten. Somit kénnen sie
die Aktivitat dieses Derivats nicht erklaren. Gleiche Berechnungen wurden fir die Kinase
ALK4 durchgefiihrt. Aufgrund der Ahnlichkeit mit den Wechselwirkungen der Kinase ALK2

sind diese hier nicht weiter diskutiert.
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Tabelle 4: Auflistung der errechneten Gibbs-Energien der Docking-Experimente an ALK2 und ALK4.

dG Harnstoffderivat 115
dG A 83-01 (14) [kcal/mol] dG A 77-01 (16) [kcal/mol]
Protein [kcal/mol]
Aktiv-Form Inaktiv-Form Aktiv-Form Inaktiv-Form Aktiv-Form Inaktiv-Form
ALK2 -6.27 -6.58 -6.35 -6.51 -4.83 -4.96
ALK4 -6.54 -6.03 -6.61 -6.61 -4.28 -4.77

Die Modellberechnungen legen nahe, dass ein anderer Ort als Rezeptorstelle wirkt, oder
eine andere Konformation des Proteins und damit eine andere Wechselwirkung mit den
dargestellten Inhibitoren fiir die gefundene Aktivitat verantwortlich ist. In Tabelle 4 sind die

bestimmten Gibbs-Energien zusammengefasst.

5.2.4 UNTERSUCHUNG DER WIRKUNG VON 140 AUF HUMANES TUMORLYSAT

Bei dem Protein Hsp90 handelt es sich um ein Hitzeschock-Protein, das ATP als Substrat
bendtigt. Dieses molekulare Chaperon ist im menschlichen Kérper fiir die Aktivierung und
Alterung mehrerer hundert Proteine verantwortlich.™ Die Inhibition von Hsp90 wird als

vielversprechendes ,target” in der Bekimpfung von Lungenkrebs angesehen.?®

Radicicol (158) HO
VER155008 (159)

Abbildung 120: Genutzte Verbindungen 140, Radicicol (158) und WER155008 (159) zur Unterdriickung des ATP-Signals im
humanen Tumorlysat.

Eine Besonderheit von Hsp90 ist die Fahigkeit zur allosterischen Regulation. Unter dieser
versteht man die Umwandlung von ATP zu ADP (ATPase) von Untereinheiten dieses Proteins
die von der eigentlichen ATP-Bindungstasche weit entfernt sind. Diese Eigenschaft ist jedoch
noch nicht vollstandig verstanden. In Zusammenarbeit mit dem Arbeitskreis von
ZEILINGER et al. sollten einige ausgewahlte Substanzen lysiertem humanem Tumorgewebe

ausgesetzt werden. Diese Arbeiten wurden von M. Sc. CHRISTIN ALBRECHT!?! durchgefihrt und
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wurden bereits in ihrer Masterarbeit veroffentlicht. In ihrer Arbeit wurde Fluoreszenz-
markiertes ATP verwendet und die Verdrangung aus den jeweiligen Proteinen untersucht.
Ein Referenzwert wurde von Inhibitoren erhalten, die eine bekannte spezifische Aktivitat
gegen Hsp90 (158, Abbildung 120)*°? und Hsp70 (159, Abbildung 120)"*®*! besitzen. Bei der
Verwendung von 140 in einem Gemisch verschiedener Inhibitoren konnte gezeigt werden,
dass 140 das Fluorenszensignal aus dem Tumorzelllysats erheblich verminderte

(Abbildung 121).

250 4 250

200 200

Cy5 Fluoreszenzintensitét
Cy5 Fluoreszenzintensitét

‘\\\\\\N

T T T T T T T T
ohne Inhibitor RAD RAD +ND  RAD +ND + NE ohne Inhibitor VER VER+ND  VER+ND+NE
Proben Proben

Abbildung 121: Darstellung der Ergebnisse zur Untersuchung der Verdrangung des ATP-Signals verschiedener Tumorlysate
durch Kombination verschiedener Inhibitoren. Die Inhibitoren wurden wie folgt abgekiirzt: RAD (158), VER (159) und ND
(140). AuBerdem wurde ein Naturstoffextrakt (NE) aus Hypoxylon rickii unbekannter Zusammensetzung verwendet.

Es konnte allerdings nicht genau geklart werden, warum das Derivat 140 einen Einfluss auf
die ATP-Verdrangung zeigte. Offensichtlich ist die Verbindung 140 in der Lage, das
fluoreszenzmarkierte ATP auch aus dem Tumorlysat zu verdrangen. Eine Untersuchung der
Stabilitat des Derivats 140 zeigte zudem, eine erhebliche Verbesserung der Stabilitdt in dem
verwendeten Puffersystem. Darum kann davon ausgegangen werden, dass es sich bei der

aktiven Spezies in diesem Experiment tatsachlich um die Struktur 140 handelt.

5.3 STUDIEN ZUM DIVERGENTEN AUFBAU EINER WIRKSTOFF-BIBLIOTHEK

5.3.1 STUDIEN ZU KREUZKUPPLUNGS-REAKTIONEN AN 3,4-DIBROM PYRAZOLDERIVATEN

Um die Flexibilitat fir den Aufbau einer Wirkstoffbibliothek aus Derivaten von A 83-01 (14)
zu erhohen, sollte ein Vorlaufer dargestellt werden, der den Einbau der aromatischen

Substituenten am Pyrazol (iber sequenzielle Kreuzkupplungsreaktionen, z.B. Suzuki-

[204]

Kreuzkupplungs-Reaktionen'""™ ermdoglichen sollte (Abbildung 122).
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Kreuzkupplung

Substitution

R e

----> Kreuzkupplung
14

Abbildung 122: Retrosynthetischer Ansatz zum Aufbau einer Wirkstoffbibliothek mit dem Strukturmotiv des A 83-01 (14).

Hierbei wurde zundchst die Methodik von LANGER et al. zur selektiven Kreuzkupplung von

3,4,5-TribrompyrazoI[ZOS]

verwendet. Uber eine Bromierung wurde 3,4-Dibrompyrazol (161)
aufgebaut. Dieses sollte anschlieBend Uber eine Substitutionsreaktion zu dem

Thioharnstoffderivat 163 umgesetzt werden (Schema 39).

Br S
Br -
= a BN Br b I\N%
< N — NH + = — B~ N NH
Br N
161 162 163

160
Schema 39: Darstellung des Suzuki-Kreuzkupplungs-Vorlaufers 163. Reaktionsbedingungen: a) Br,, NaOH, RT, 6 h, 90 %; b)
Phenylisothiocyanat, NaH, THF, RT, 3 h, 22 %.

Als Startpunkt dieser Syntheseroute diente Pyrazol (160). Nach der Bromierung[zoel konnten
zwar die mono- und tri-substituierten Nebenprodukte voneinander getrennt werden, jedoch
lag ein Tautomerengemisch von 3,4-Dibrompyrazol (161) und 4,5-Dibrompyrazol (162) vor.
Dieses wurde anschlieBend in einer Substitutionsreaktion'”®”! mit NaH und
Phenylisothiocyanat zu 163 umgesetzt. Hier zeigte sich erneut die bereits in Kapitel 5.1

beschriebene Labilitat der Thioharnstoffgruppe.

Br S

_ Br _ S
Br N NH N NH

« O O

164 fir X = Ph
165 fiir X = 4-Pyridin

Schema 40: Studien zu Kreuzkupplungsreaktionen mit 163. Reaktionsbedingungen: a) Pd-Katalysator, XB(OH),, Base,

Losungsmittel, Temperatur, Zeit (siehe Tabelle 5).

Es war nicht moglich 163 lber sdaulenchromatographische Reinigung zu isolieren. Aus diesem

Grund wurde eine Kristallisation aus MeCN durchgefiihrt. Im Vergleich zum A 83-01 (14)
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zeigte 163 jedoch eine erhohte Stabilitat in CDCl; und wurde daher in nachfolgenden Studien
Uber Suzuki-Kreuzkupplung als Substrat genutzt (Schema 40). Die ersten Studien zu
Kreuzkupplungsreaktionen mit 163 lieferten nur Spuren des gewtlinschten Produkts und zwar
unabhangig von den in Tabelle 5 angefiihrten Reaktionsbedingungen. Grund hierfiir ist zum
einen die beschriebene Labilitdt von 163 und die Fahigkeit des Schwefelatoms, am Palladium

zu koordinieren und somit die Harnstoffstruktur zu zersetzen.

Tabelle 5: Studien zu Kreuzkupplungsreaktionen mit 163. Die angefiihrten Reaktionen wurden im analytischen Mal3stab
durchgefihrt und per LCMS untersucht. Die farbliche

Lfd. Nr. Kat. / Base / XB(OH), LM T/ Zeit Anmerkungen
1 Pd(PPh;),Cl, / K,CO3/ Dioxan/H,0 60°C/4h Keine Produktbildung
Ph (4:1) Zersetzung des SM
’ Pd(PPhs),Cl, / K,CO53/ Dioxan/H,0 60°C/4h Keine Produktbildung
Ph (4:1) Zersetzung des SM
3 Pd(dppf),Cl, / K,CO3/ Dioxan/H,0 60°C/4h Keine Produktbildung
Ph (4:1) Zersetzung des SM
Dioxan/H,0 . Keine Produktbildung
4 Pd(OAc), / TBAT / Ph (4:1) 60°C/4h Zersetzung des SM
Pd(OAc), / K3PO, / iPrOH/H,0 . Keine Produktbildung
5 L 80°C/3h
4-Pyridin (1:1) Zersetzung des SM
PdCl, / TBAF / . Keine Produktbildung
6 4-Pyridin H.0 BT/ Zersetzung des SM
2 PdCl, / K,CO5 / DMF/H,0 RT/1h Keine Produktbildung
4-Pyridin (1:1) Zersetzung des SM
8 PdCl, / K%;O;,/ DMF/H,0 RT/ 14 h Keine Produktbildung
4-Pyridin (1:1) Zersetzung des SM

AuBerdem wurde auch das 4-Brompyrazol nachgewiesen, was auf eine erfolgreiche Insertion
des Palladiums in die C-Br-Bindung hinweist. Es ist jedoch unklar, ob diese Reaktion vor oder
nach der Zersetzung der Thioharnstoffgruppe stattfand. Im Folgenden wurden Derivate
dargestellt und genutzt, bei denen die 1H-Position des Pyrazolrings mit stabileren
Substituenten modifiziert ist. Zunachst wurde die Thioharnstofffunktion durch die

korrespondierende Harnstoffgruppe ersetzt (Schema 41).

- —-> Br

NH
ST v
161 162 166

Schema 41: Darstellung des Harnstoffderivats 166. Reaktionsbedingungen: a) Phenylisocyanat, 80 °C, 15 min, 43 %.

Br (e}
B — 2,
Br — Br ' a j:\’N
NH + N NH
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[208] gewdhlt. Nach

Hierfir wurde eine l|6sungsmittelfreie Variante nach DEHN et al.
Kristallisation aus Ethanol konnten die beiden Regioisomere voneinander getrennt und

nachfolgend einer Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion unterzogen werden (Schema 42).
Br 0 Br 0

B N NH N NH

w & &

167 fir X = Ph
168 fiir X = p-Tol

Schema 42: Studien zu Kreuzkupplungsreaktion mit 166. Reaktionsbedingungen: a) Pd-Katalysator, XB(OH),, Base,
Losungsmittel, Temperatur, Zeit (siehe Tabelle 6).

Auch hier wurde die in Kapitel 5.1 beschriebene Labilitdt gefunden. Unter den gewahlten
Kreuzkupplungsbedingungen (Tabelle 6) konnten sowohl das di-substituierte Produkt, als

auch 3,4-Dibrompyrazol und 4-Brompyrazol nachgewiesen werden.

Tabelle 6: Studien zu Kreuzkupplungsreaktionen mit 166. Die angefiihrten Reaktionen wurden im analytischen Malstab
durchgefihrt und per LCMS untersucht.

Kat. / Base / .
Lfd. Nr. XB(OH), LM T/ Zeit Anmerkungen
1 Pd(OAc), / K3PO, / i-PrOH/H,0 80 °C »RT/ komplexes
Ph (1:1) 2h-14h Produktgemisch
PA(OAC), / KsPO,/  i-PrOH/H,0 80 °C >RT/ komplexes
2 ol (1:1) > ho14 h Produktgemisch, di-
p ’ Substituiertes Produkt
. komplexes
3 Pd(OAc), / KsPO,/ i-PrOH/H,0 80°C/3h Produktgemisch, di-

p-Tol (1:1) substituiertes Produkt

Die vorliegenden Untersuchungen lieferten keinen Hinweis auf die Selektivitat der
Kreuzkupplungsreaktionen. Um festzustellen, ob die 3-Position im Pyrazol selektiv in einer
Kreuzkupplung umgesetzt werden kann, wurde nach einem Substituenten gesucht, der unter
den Bedingungen einer Suzuki-Reaktion unverandert am Pyrazol verbleibt. Zunachst wurde

[209]

eine Schutzgruppe fiir Amine gewahlt, die sich leicht wieder entfernen lasst (Schema 43).

Br Br
L el e I\N‘/< jj4
\N/ \/NH Br

Br N 169 7< 170 7<

Schema 43: Einflihrung einer Boc-Gruppe und Kreuzkupplungsreaktionen mit 169. Reaktionsbedingungen: a) Boc,0, DMAP,
MeCN, RT, 3.5 h 16 %; b) Pd(PPhs),, PhB(OH),, K5PO,, 100 °C, 3 h, Spuren.

161 162
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In dieser Sequenz konnte das einfach substituierte Pyrazol 170 ebenfalls nur in Spuren
nachgewiesen werden. Auch die Verwendung des Boc-funktionalisierten Pyrazols (170)
flihrte berwiegend zu dem 4-Brompyrazol, sowie zu den mono- und di-substituierten,

freien Pyrazolen.

Keine der gewadhlten Veranderungen an der 1H-Position zeichneten sich als ausreichend
stabil aus, um die Selektivitat der Kreuzkupplungen mit 3,4-Dibrompyrazolderivaten
untersuchen zu kénnen. Aus diesem Grund wurde eine weitere Schutzgruppenstrategie

gewihlt, bei der zunichst eine N-Methyl-Gruppe!**”

eingefiihrt wurde. Diese hadtte zwar
nach erfolgreicher Reaktion nicht wieder entfernt werden kénnen, jedoch wurde eine
hinreichende Stabilitat erwartet, um grundsatzliche Studien zur Selektivitdt der Suzuki-

Reaktion mit 171 durchzufihren (Schema 44).

Br O
Br — \H Br a Br = \ b = \
+ _ —
\N/ - /NH ~ 7 \N/
Br N Br O
161 162 171 172

Schema 44: Aufbau des N-Methyl-Pyrazols 171 und Untersuchung zur selektiven Kreuzkupplung. Reaktionsbedingungen: a)
Mel, KOH, H,0, RT, 12 h, 32 %; b) p-TolB(OH),, K,CO3, Pd(OAc),, SPhos, Dioxan/H,0 (4:1), 100 °C, 15 h, 80 %.

Diese Kreuzkupplung mit 171 und 1.0 Aq. der Boronsaure lieferte das zweifach substituierte

Produkt (172) das Hauptprodukt. Das einfach substituierte Produkt konnte ebenfalls per GC-

[211]

MS nachgewiesen. Deshalb wurde versucht die Methylgruppe in 172 zu entfernen, was

allerdings nicht gelang. Aus diesem Grund wurde eine Schutzgruppe fiir 161 gesucht, die
eine dhnliche Stabilitat wie die Methylgruppe verspricht, jedoch leichter entfernbar ist. Die

[212]

para-Methoxybenzylgruppe erwies sich als geeignet, da sie mild einzubringen und zu

entfernen® jst (Schema 45).

Br

—
Br _ N

N

NH Br

T ﬁNH
Br 173
161 162 OMe

Schema 45: Darstellung des PMB-Pyrazols 173 zur Untersuchung der Selektivitat von Kreuzkupplungsreaktionen mit 3,4-
Dibrompyrazolderivaten. Reaktionsbedingungen: a) NaH, PMB-CI, DMF, RT, 18 h, 25 %.

Angelehnt an den Arbeiten von LANGER et al. wurden die Bedingungen der Kreuzkupplung[213]

mittels Pd(PPhs)4 auf das PMB-geschiitzte 3,4-Dibrompyrazol (173) Gbertragen (Schema 46).
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Br Br.
- -
~ /N a ~ /N
Br — N
173 174
OMe OMe

Schema 46: Suzuki-Kreuzkupplung mit 173. Reaktionsbedingungen: a) p-TolB(OH),, Pd(PPhs),, K5PO,, Dioxan, 100 °C, 15 h,
15 %.

Es konnte gezeigt werden, dass zwar eine selektive Kupplung an Position drei des Pyrazols
moglich war. Jedoch ist diese Position so reaktiv, dass der GroRteil des Startmaterials
lediglich in 3-Position debromiert (177) wurde (Abbildung 123). Die Isolierung der einzelnen
Nebenprodukte zeigte aulerdem, dass auch die Homokupplung der beiden Boronsduren

(175), die zweifache Substitution (178) und die Bildung des para-Kresols (176) stattgefunden

hat.
O
O 175 177
34 % 178
10 %

Abbildung 123: Isolierte Nebenprodukte der Kreuzkupplung von 173 mit p-TolB(OH),.

Dieses exemplarische Kreuzkupplungsexperiment wurde genutzt, um im Folgenden den

Einfluss von verschiedene Katalysatoren, Basen, Temperaturen und Reaktionszeiten?*

2102132171 quf Umsatz und Selektivitit zu untersuchen (Tabelle 7). Hierbei wurden die
Retentionszeiten der einzelnen Produkte bzw. Nebenprodukte unter LCMS-Bedingungen als
Referenz genutzt, um eine Aussage lUber die Umsetzung der folgenden Reaktionen treffen zu

kénnen.

Tabelle 7: Bedingungen fiir die Kreuzkupplungsreaktionen aus Schema 46. Die Auswertung erfolgte mittels LCMS.

Lfd. Nr. Katalysator Zusatz Losungsmittel Base Temperatur Zeit
1 Pd(PPhs), Dioxan/H,0 (4:1) K3PO,4 RT—90 °C 26 h
2 Pd(OAc), SPhos EtOH/H,0 (1:1) K3PO, 60 °C 21h
3 Pd(PPhs),Cl, Dioxan/H,0 (4:1)  KsPO, 60 °C 21h
4 Pd(PPhs),Cl, Dioxan/H,0 (4:1)  K,COs 60 °C 16 h
5 Pd(PPhs;), Toluol K,CO; 90 °C 23 h

langsame Zugabe
6 Pd(PPhs), Toluol K,CO; 90 °C 19h
der Boronsaure
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7 Pd(PPhs;), KBr Dioxan K5PO, 100 °C 28 h
O, unterstiitzte Pd-
8 PdCl, EtOH/H,O (1:1)  KsPO,  RT—80°C 17 h
Katalyse
0O, unterstitzte Pd-
9 Pd(OAc), i-PrOH/H,0 (1:1) K,CO; 80 °C 22 h
Katalyse
10 Pd(DPPF)CI, H,0 K3PO, 80—100 °C 22 h
11 Pd(DPPF)Cl, DPPF Dioxan K,CO; 100 °C 22 h
12 PEPPSI™-IPr Dioxan/H,0 (4:1)  KsPO, RT—=100°C  27h

Es zeigte sich, dass bei allen gewahlten Reaktionsbedingungen kein vollstandiger Umsatz zu
beobachten war. Die Ursache hierfiir konnten die Nebenreaktionen, die Homokupplung der
Boronsauren und die Bildung des para-Kresols sein. Aulerdem wurde in jeder Reaktion die
Bildung des debromierten (177) und des doppelt substituierten Produktes (178) beobachtet.
Dies war der Anlass, die Synthesestrategie zu dandern und eine Gruppe in 3-Position des
Pyrazols zu wéahlen, welche ausschlieBlich iber die Aktivierung durch einen Katalysator, oder

eines speziellen Reagenzes reagieren konnte.

5.3.2 STUDIEN ZUM AUFBAU DES PYRAZOL-GRUNDGERUSTS UNTER VERWENDUNG EINER [1,3]-

DIPOLAREN CYCLOADDITION

Um das Pyrazol-Grundgerist selektiv in der 3- und 4-Position mit einer funktionellen Gruppe
zu versehen, die in einer Kreuzkupplung umgesetzt werden kann, wurde im Folgenden die

2181 yerwendet. Dazu wurde der Aufbau eines

Herangehensweise von ECKERT-MAKSIC et al!
Pyrazol Grundgeriistes beschrieben, bei dem, abhangig vom eingesetzten Alkin, ein 3,4-
Substitutionsmuster Uber eine [1,3]-dipolare Cycloaddition unter Verwendung von TMS-

Diazomethan als 1,3-Dipol erreicht wird (Abbildung 124).

R2 R2
— :

R" N 180
179

Abbildung 124: Retrosynthese zum Aufbau des Pyrazol Grundgerists (179) tber eine [1,3]-dipolare Cycloaddition.

Durch diese Methode war es moglich, das Pyrazol 182 aufzubauen und im weiteren Verlauf

ein Bromid durch selektive Bromierung in 4-Position (183, Schema 47) einzufiihren.?*® Um
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den negativen Einfluss des freien Pyrazols auf die Kreuzkupplung zu unterbinden wurde
dieses zuvor, wie auch im vorhergehenden Kapitel beschrieben, mit einer PMB-Gruppe (184)

maskiert.?*?

Br
-
L»

a = b Br c N
=z J:NH o NH s TMS
T™S N -

ot ™S ms” N
182 183 184 OMe

Schema 47: Darstellung des 3-TMS-4-Brom-Derivats 184 als Kreuzkupplungsvorlaufer. Reaktionsbedingungen: a) TMS-
Diazomethan (2 M), Et,0, uW (250 W, 120 °C), 30 min, 71 %; b) NBS, CCl,, RT, 3 h, 98 %; c) PMB-Cl, NaH, DMF, RT, 18 h,
11 %.

Die geringen Ausbeuten erklaren sich zum einen durch den geringen Umsatz der Bromierung
(Schema 47, c), aber zum anderen auch durch die problematische Trennung von para-
Methoxybenzylchlorid vom Produkt 184. Bei dieser Reaktion offenbarte sich wiederum die
Labilitdat des Bromsubstituenten im Pyrazolring. Das gewlinschte Produkt (185) konnte nur in
Spuren erhalten werden. Dariber hinaus wurde auch der Verlust der TMS-Gruppe und die

Debromierung beobachtet (Schema 48).

Br
f\N
~ 7/ -
N a N

TMS — ~.

184
OMe
185 OMe

Schema 48: Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion mit 184. Reaktionsbedingungen: a) p-Toluolboronsdure, Pd(PPhs),, KsPO,,
Dioxan, 70 °C, 30 h, Spuren von 185.

Es ist literaturbekannt, dass die Boronsdure einen Einfluss auf die Nebenreaktion der
Protodebromierung haben kann.?”® Aus diesem Grund wurde die Strategie so gedndert,
dass die Boronsaure als maskiertes MIDA-Boronat direkt in 4-Position eingebracht werden
sollte. Hierfir wurden erneut die Bedingungen der [1,3]-dipolaren Cycloaddition nach

ECKERT-MAKSIC et al. genutzt und das MIDA-TMS-Alkin!?2?2?1 (186) generiert (Schema 49).
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) -
a,b,c 03/\'\l d  MIDAB
TMS% - B — ~ NH
\o > 7/
181 / o ™s”~ N
T™S 186 187

Schema 49: Darstellung des Suzuki-Kreuzkupplungsvorldufers 187. Reaktionsbedingungen: a) EtMgBr, THF, 0 °C—RT, 1.5 h;
b) B(OMe);, THF, -78 °C—RT, 3 h; c¢) N-Methylimino-di-essigsaure, DMSO, 130 °C, 1 h, 72 % Uber drei Stufen; d) TMS-
Diazomethan, Xylol, 160 °C, Spuren von 187.

[218] aus

Nach erfolgreichem Aufbau von 182 konnten die Bedingungen dieser Cycloaddition
Schema 47 nicht auf 186 Ubertragen werden. Nach einer umfangreichen Optimierung der
Reaktionsbedingungen unter Verwendung von TMS-Diazomethan bzw. von frisch
destilliertem Diazomethan (Tabelle 8) konnte beim Einsatz von TMS-Diazomethan und Xylol
bei 160 °C das Produkt nur in Spuren Uber hochaufgeloste Massenspektrometrie

nachgewiesen werden.

Tabelle 8: Untersuchungen der [1,3]-dipolaren Cycloaddition mit 186 unter Verwendung von TMS-Diazomethan (1-9) und
frisch destilliertem Diazomethan (10-11) und Untersuchung des Einflusses der Mikrowellenstrahlung (1-4) bzw.
konventionellen Heizens (5-11) auf den Reaktionsumsatz.

Lfd. Nr. Reagenz Losungsmittel Bedingungen Beobachtungen
150 W, 120° DC: kei

1 TMS-Diazomethan Hexan Hw. 55% m,in 0 GE: kz:: 322::;

2 TMS-Diazomethan DMSO Hw. 155(;V:1,i:20 < gg II::: Bmzzz

3 TMS-Diazomethan 1,4-Dioxan Hw, 1522‘\/:1}:30 © gg ::2:: ldmz:::

4 TMS-Diazomethan Aceton S 30209\/:1}:20 < ZE II::: 3222:;

5 TMS-Diazomethan DMSO 120°C, 24 h DC: kein Umsatz

GC: kein Umsatz
DC: kein Umsatz

6 TMS-Diazomethan 1,4-Dioxan 120°C, 24 h GC: kein Umsatz
7 TMS-Diazomethan DMSO 140°C, 24 h DC: kein Umsatz
GC: kein Umsatz
DC: kei
8 TMS-Diazomethan 1,4-Dioxan 120 °C, K,CO3, 24 h C: kein Umsatz
GC: kein Umsatz
GC: <10%
9 TMS-Diazomethan Xylol 160°C, 24 h HR-MS:
Produktbildung
. R DC: kein Umsatz
10 Diazomethan Xylol 12 h, 50 °C GC: kein Umsatz
11 Diazomethan Diethylether 12 h,50°C DC: kein Umsatz

GC: kein Umsatz

Ein Grund fir die geringe Reaktionsfahigkeit des Alkins 186 in der Reaktion mit TMS-
Diazomethan konnte auf die elektronische Situation am Alkin zuriickzufiihren sein. Hierbei

handelt es sich beim verwendeten TMS-Alkin 186 um ein sehr elektronenreiches Alkin,
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welches die Reaktion mit dem elektronenreichen Dipol erschwert. Um die Elektronendichte
am Alkin zu verringern, wurde das iodierte Alkin 188 das von DAvID CANDITO synthetisiert

wurde, ebenfalls in einer [1,3]-dipolaren Cycloaddition eingesetzt (Schema 50).

/ 0 0 |
| 188

Schema 50: Untersuchung der [1,3]-dipolaren Cycloaddition mit 188. Reaktionsbedingungen: a) TMS-Diazomethan (2 M),
Et,0, uW (250 W, 120 °C), 30 min, kein Umsatz.

Es zeigte sich jedoch, dass es bei dieser Reaktion zu keiner Produktbildung kommt. Auch das
Startmaterial konnte nicht reisoliert werden, was auf die Zersetzung des Alkins 188

hindeutet.

5.3.3 WEITER ANSATZE ZUM AUFBAU EINER DIVERGENTEN DARSTELLUNG EINER

WIRKSTOFFBIBLIOTHEK

Ein weiterer Ansatz fiihrte, beginnend mit dem kommerziell erhialtlichen Pyrazol 190, tber
eine Bromierung (191) zum Kupplungsprodukt 192, das jedoch nur in Spuren nachgewiesen

werden konnte (Schema 51).

= a Br
\N,N‘THP — j\/\N THP ——
MIDAB 190 MDAB” N o4 N THP

MIDAB 192

Schema 51: Darstellung des Pyrazolderivats 191 und anschlieBende Kreuzkupplung zu 192. Reaktionsbedingungen. a) NBS,
Acetonitril, RT, 12 h, 92 %; b) Pd(OAc),, CyJohnPhos, K5PO,, THF, 65 °C, 12 h, Spuren von 192.

Nach umfangreichen Optimierungen konnte die Bromierung bei einer AnsatzgroRRe von
20 mg unter vollstidndigem Umsatz und eine Ausbeute von 92 % erhalten werden.??®! Bej
einer doppelten AnsatzgroBe konnte bei vollstandigem Umsatz von 190 nur noch eine
Ausbeute von 15 % des bromierten Pyrazols 191 gewonnen werden. Diese Reaktion zeigte
sich damit als ungeeignet, groe Mengen des Startmaterials fiir den Aufbau einer

2241 \y0n 191 zu

Wirkstoffbibliothek zu generieren. Die nachfolgende Kreuzkupplungsreaktion
192 lieferte eine Vielzahl von Zerfallsprodukten, weshalb dieser Ansatz zum Aufbau einer

Wirkstoffbibliothek nicht weiter verfolgt wurde.
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Ein weiterer Versuch ein geeignetes Startmaterial flir den Aufbau einer Wirkstoffbibliothek
zu entwickeln fihrte iiber die CATELLANI-Reaktion.””® Hierbei sollte, ausgehend von dem
lodpyrazol 194, zwei verschiedene Substituenten in 3- und 4-Position des Pyrazols durch eine

Reaktionssequenz eingefiihrt werden (Schema 52).

T S

Schema 52: Darstellung des Substrates 194 und anschlieBende CATELLANI-Reaktion zu 195. Reaktionsbedingungen: a) PMB-
Br, Cs,CO3, DMF, RT, 1 h, 75 %, b) para-Toluolboronsaure, 3-Ethylphenylboronsaure, Pd(OAc),, Norbornen, K,CO5;, DMF, RT,
24 h, Spuren von 195.

Das Produkt der Catellani-Reaktion konnte jedoch nur in Spuren nachgewiesen werden, da
das lodpyrazol zum einen sehr schnell mit der Boronsdure abreagierte. Zum anderen konnte
ein hoher Umsatz zu dem deiodierten Produkt nachgewiesen werden. Somit stellt sich dieser

Ansatz ebenfalls als ungeeignet heraus.

5.3.4 AUFBAU EINES FLUOR-BROM-PYRAZOL-GERUSTS

Wie in vorhergehenden Kapiteln gezeigt, eignet sich die Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion fir
die Funktionalisierung bromierter Pyrazolderivate. Allerdings erwiesen sich sowohl Brom als
auch die Trimethylsilylgruppe in der 3-Position als zu labil. Aus diesem Grund wurde eine
funktionelle Gruppe gewahlt, die eine hinreichend grolRe Stabilitat und geringere Reaktivitat
besitzt, um nach einer Suzuki-Kreuzkupplungsreaktion unverandert vorzuliegen. Die Arbeiten
von ICHIKAWA et al.!?26:%7] zeigten, dass das Boc-geschiitzte 3-Fluorpyrazol (196) aus 2-Brom-

3,3,3-trifluorprop-1-en (198) dargestellt werden kann (Abbildung 125).

0]
D4 CF, NHTs CF,
F N 0 — . NBoc —
PhMe,Si Br
196 197 198

Abbildung 125: Retrosynthese zur Darstellung von 196 nach IcHIKAWA et al.
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Basierend auf diesem Ansatz sollte zunachst die Zielstruktur 200 auf direktem Weg
ausgehend von 198 generiert werden (Schema 53). Hierbei wurde ein abgednderter
Reaktionsweg verfolgt. Es zeigte sich jedoch, dass der Ringschluss zum Pyrazol 200 auf
diesem Weg nicht moglich ist. Der Grund fiir den Misserfolg kann Uber die notwendige

[226]

Anwesenheit einer Silylgruppe im postulierten Mechanismus erklart werden.

CF, a.b CF, NHTs  © Brj\%
—_— NBoc
NBoc ~— 7 _y
Br/& Br)J\/ o° 7N

198 199 200
Schema 53: Darstellung von 199 und Untersuchung des Ringschlusses zu 200. Reaktionsbedingungen: a) tert-Butyl-
hydrazincarboxylat, NaH, THF, RT, 24 h; b) Tosylchlorid, Pyridin, RT, 12 h, 61 % Uber 2 Stufen; c) NaH, DMF, 24 h, RT, kein
Umsatz.

Um das Pyrazolgrundgeriist aufzubauen und (ber eine nachfolgende Bromierung 200 zu

generieren, wurde die Synthese von ICHIKAWA et al 1226:227]

nachvollzogen und optimiert.
Hierbei wurde zundchst ausgehend von 198 Vinylmagnesiumbromid erzeugt und durch
Abfangen mit Chlor(dimethyl)phenylsilan der Silylenolether 201 gebildet (Schema 54).
AnschlieBend wurde 201 mit tert-Butyl-hydrazincarboxylat zu 202 und weiter zum N-Tosylat

197 umgesetzt.

CF3 a CF3 b CF2 NHZ (o} CF2 ’\IIHTS
— — NBoc — > NB
Br/& PhMeZSi/& PhMeQSi)K/ oc PhMeZSi)K/ o¢
198 201 202 197

Schema 54: Darstellung des Vorldufers (197) der Ringschlussreaktion zum Pyrazol 196. Reaktionsbedingungen: a) Mg,
Chlor(dimethyl)phenylsilan, THF, -15 °C—RT, 8 h, 94 %; b) tert-Butyl-hydrazincarboxylat, NaH, THF, 0°C, 3 h, 67 %; c)
Tosylchlorid, Pyridin, RT, 3 h, 80 %.

Die Reaktionen zu 197 lieBen sich reproduzierbar im MaRstab von 15g flhren. Die
anschliefende Ringschlussreaktion wurde durch NaH initiiert, konnte allerdings nur in einem
MaRstab von 400 mg durchgefiihrt werden. Nach erfolgreichem Ringschluss zu 196 wurde

[219]

am Boc-geschiitzten Pyrazol (196) die Bromierung ™ zu 200 untersucht. Es zeigte sich, dass

sich das bromierte Produkt (200) nur in Spuren bildete.

CF, NHTS a f\NB b Brf\
ocC
NBOC _— ~_ —_ — /NBOC
PhMeZSi)K/ S £7 SN
200

197 196

Schema 55: Ringschluss zu 196 und nachfolgende Bromierung zu 200. Reaktionsbedingungen: a) NaH, DMF, RT, 12 h, 94 %;
b) NBS, CCl,, RT, 24 h, Spuren.
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Aus diesem Grund wurde die Route um die in Schema 56 gezeigte Reaktionssequenz
erweitert. Zunachst konnte die Boc-Gruppe unter sehr milden Bedingungen[m] (Schema 56)
mittels K3PO,4 entfernt und das freie Pyrazol 203 so unter Einsatz von NBS selektiv und
guantitativ bromiert?*  werden. Um das Pyrazolgrundgeriist 204 fir eine
Kreuzkupplungsreaktion vorzubereiten, wurde wie in Kapitel 5.3.1 beschrieben, die PMB-
Gruppe als geeignete Schutzgruppe zur Untersuchung der Suzuki-Kreuzkupplung an Pyrazol-

Derivaten eingeft’jhrt.[m]

= a = b Br c Br

J:\,NBOC — M — f\NH — f\NPMB

F~oN F~oN 7 N 7N
196 203 204 205

Schema 56: Darstellung des Suzuki-Kreuzkupplungsvorldufers 205. Reaktionsbedingungen: a) K;PO,, MeOH, 40 °C, 24 h,
60 %; b) NBS, CCl,, RT, 8 h, 99 %; c) PMB-CI, Cs,CO3, DMF, RT, 16 h, 73 %.

Nach erfolgreicher Darstellung von 205 mit einer Gesamtausbeute von 21 % Uber sieben
Stufen wurde dieses Pyrazolderivat genutzt, um die selektive Kreuzkupplung in 4-Position zu

J,[20%] Ubernommen, trotz der in

untersuchen. Es wurden die Bedingungen von LANGER et a
Kapitel 5.3.1 beschriebenen mangelnden Regio- und Chemoselektivitaten. Allerdings zeigte
diese Methode das geringste AusmaR an Protodebromierung. Zunachst wurde die para-
Toluolboronsdure verwendet, um einen Vergleich mit den vorhergehenden Studien zu
Suzuki-Kreuzkupplungsreaktionen zu ziehen (Schema 57). Hier zeigten sich zundchst nur 49 %

Umsatz nach 12 h Reaktionszeit und eine Ausbeute von 31 %. Unter diesen Bedingungen

konnte nur ein Umsatz von 11 % zum debromierten Nebenprodukt verzeichnet werden.

Br. a
_—
j:\/NPMB —_— _—
N . NPMB

F
206 7 N
205

Schema 57: Kreuzkupplungsreaktion mit 205. Reaktionsbedingungen: a) p-Toluolboronsaure, K,CO3, Pd(PPhs),, Dioxan/H,0
(4:1), 90 °C, 24 h, 31 %.

Um den Umsatz der Kreuzkupplungsreaktion zu erhéhen, wurde die Reaktionstemperatur
von 90 °C auf 105 °C erhoht. Der Einsatz verschiedener Boronsauren (Tabelle 9) sollte zeigen,
ob es einen Zusammenhang zwischen elektronenreichen bzw. elektronenarmen

aromatischen Boronsdurederivaten und den korrespondierenden Ausbeuten gibt.
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Tabelle 9: Tabelle zur Untersuchung der Kreuzkupplungsreaktionen mit 205.
Br i A
_ Bedingungen '\
. NPMB — . NPMB
F N F N
205 207 - 212
Abbildung 126: Allgemeines Reaktionsschema zu (Tabelle 9).
Lfd. Nr. ArB(OH), Reagenzien Rkt-Bedingungen Ausbeute
B(OH),
X K2C03, Pd(PPh3)4, ° o
1 r\©/ 213 Dioxan/H,0 (4:1) 105°C, 12k 26 %
F. B(OH),
X K2C03, Pd(PPh3)4, 0 ®
2 T\IQ/ 214 Dioxan/H,0 (4:1) 5 16 22 99 %
B(OH). K,CO3, Pd(PPhs),
7 ] o 0,
3 /\©/ . Dioxan/H,0 (4:1) 105°C, 12 h 41 %
B(OH),
K,CO3, Pd(PPhs),,
4 ©: 216 . i 105°C, 12 h 23 %
OCF, Dioxan/H,0 (4:1)
O K,CO;, Pd(PPh;) Produkt nur in
B(OH), 2L0;3, 3)a, o
> Dioxan/H,0 (4:1) 105°C, 12 h Spuren erhalten
217
SN
- ‘ B(OH), K,CO;, Pd(PPhs),, 105 °C, 12 h Produkt nur in

Dioxan/H,0 (4:1)

Spuren erhalten

Hierbei zeigte sich, dass Boronsdauren mit stark elektronenziehenden Substituenten in der

meta-Position schneller mit 205 umgesetzt werden und somit zu verbesserten Ausbeuten

flihren als fur vergleichbare elektronenreiche aromatische Boronsduren (Tabelle 9, Eintrag 1

und 2). Lediglich die Naphthalen- und Chinolinderivate (Tabelle 9, Eintrag 5 und 6) reagierten

unter diesen Bedingungen sehr langsam und flihrten zu einem hohen Anteil des

protodebromierten Produkts. Die Boronsdauren 217 und 218 konnten vollstdndig umgesetzt

werden, jedoch wurde nach der Reinigung per praparativer HPLC (MeOH/H,0 20:80—100 %

Uber 90 min) das jeweilige Produkt nur in Spuren nachgewiesen.

Cl
Br _ a >
_ NPMB —— ]
F~ N NN
205 _ NPMB
219 F N

Schema 58: Kreuzkupplungsreaktion unter Anwendung der Bedingungen nach

Biswas et al.”??  mit  205.

Reaktionsbedingungen: a) 7-Chlor-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-dioxaborolan-2-yl)chinolin, Pd(PPhs),, K,CO;, MeCN/H,0

1:1),90°C, 12 h, 56 %.
(1:2), ,12h,
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Um zu klaren, ob es an den Reaktionsbedingungen oder an der Reinigungsmethode lag,
wurden die Bedingungen an eine literaturbekannte Methode zur Kreuzkupplung von
Chinolin-Derivaten angepasst (Schema 58). Nachdem gezeigt werden konnte, dass 205 ein
geeignetes Substrat fiir die Anwendung der Suzuki-Kreuzkupplung in 4-Position ist, musste
diese Syntheseroute zu Derivaten von A 83-01 (14) noch um die Entschitzung und den
Aufbau des Harnstoffes erweitert werden. Die para-Methoxybenzylgruppe wurde gemaR
einer Variante von SuTTON et al.[23°], die innerhalb von 12 h vollstindig verlauft,

entfernt(Schema 59).

F F
L U
N N
- -
- /NPMB - /NH
208 7 N 220 7~ N

Schema 59: Darstellung des freien Pyrazols 220 durch Entschitzung mittels CAN. Reaktionsbedingungen: a) CAN,
MeCN/H20 (2.5:1), RT, 12 h, nur in Spuren erhalten.

Allerdings nach sdulenchromatographischer Reinigung nur noch Spuren des Produktes
nachzuweisen. Wie bereits im Kapitel 5.1 gezeigt, kdnnte auch hierfiir eine irreversible
Wechselwirkung des freien Pyrazols (220) mit der Kieselgeloberflaiche verantwortlich

gemacht werden.
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6 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK

6.1 DARSTELLUNG NEUER HYDROGELE ZUR ANWENDUNG IM TISSUE ENGINEERING

6.1.1 ZUSAMMENFASSUNG

In den Studien zu Darstellung neuer Hydrogele zur Anwendung im tissue engineering sollte
eine Hydrazon-Vernetzungsstrategie an Polysacchariden etabliert werden, die keine
Carboxylfunktion enthalten. Diese musste zunachst in die jeweiligen Polysaccharide

eingebracht werden.

Carboxymethyl-Modifizierung Aldehyd-Modifizierung

i’ b ’
HO 0 JOI\HS o) L o=— 0
HO O : =
OH NaO OH ; Oﬁw
_17,22,93,97,101, 105,109 33,34,94,98,102,106 27,28, 96,100, 104
Hydrazid-Modifizierung
RGDfK
Q Pl o
HN\/\
37, 38, 95, 99, 103, 107, 110 90, 91
79, 80
FsC T
0]
JjO\HS O o) o) HO )
Fluoreszin—~ o
N OH HN\/\N OH
92 75,76

N
e L
N/
O o)

RDGfK
82,83 86, 87, 88, 89

Abbildung 127: Ubersicht der durchgefiihrten bzw. méglichen Modifizierungen an Polysacchariden wie Dextran (17),
Pullulan (22), Glykogen (93), Lentinan (97), Lichenin (101), Fucoidan (105) und Chitosan (109).

Durch die Nutzung der Hydrazon-Bildung eines Aldehyd-modifizierten Polysaccharids mit

einem Hydrazid-modifizierten Polysaccharid konnte ein Zugang zu neuen Hydrogelen auf
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Basis von Dextran (17), Pullulan (22), Glykogen (93), Lentinan (97), Lichenin (101), Fucoidan
(105) und Chitosan (109) geschaffen werden. Dabei konnte, ausgehend von einer
Funktionalisierung der Polysaccharide mit einer Carboxymethylgruppe bzw. mit einem
Aldehyd (Abbildung 127) diverse reaktive Derivate von den verschiedenen Polysacchariden
erzeugt werden. Hieraus resultierte eine Vielzahl von Hydrogelen, die bezliglich ihrer
Wasseraufnahmefahigkeit untersucht werden konnten. Hierbei wurde der Einfluss des
Substitutionsgrads und des durchschnittlichen Molekulargewichts auf die chemische
Architektur der neuartigen Polysaccharide und deren Grad der Quervernetzung und
Wasseraufnahmefahigkeit untersucht. Ferner wurden Untersuchungen zur Degradierbarkeit
der Hydrogele in Anwesenheit des Enzyms Dextranase durchgefiihrt. Hierfiir dienten
Fluoreszein-modifizierte Dextran-Hydrazide flr die Entwicklung einer
Visualisierungsstrategie. Es zeigte sich Degradierbarkeit der Hydrogele in Abhangigkeit vom
Grad der Funktionalisierung. Einige Hydrogele konnten positiv auf Kompatibilitat mit
Fibroblasten gepriift werden. Die Einzelkomponenten und die Hydrogele zeigten dabei keine
nennenswerte Cytotoxizitdat. Es war jedoch nicht moglich, die Bildung eines kiinstliches
Herzmuskelgewebes durch Kultivierung von myokardialen Stammzellen in Gegenwart der
Hydrogele zu induzieren und einen ECM-Ersatz zu erzeugen. Es konnte nicht geklart werden,
was der limitierende Faktor hierfiir ist. Allerding weisen die hier gefihrten Untersuchungen
darauf hin, dass der Einsatz von Collagen unverzichtbar fir eine erfolgreiche Gewebebildung

mit den ausgewahlten Polysacchariden ist.

(@] \OMe
MeO °

HO" “'OH
48 OH

o\\‘ﬂo 0. .OMe

,NH A ‘ry
HoN HO' OH

67 OH

Schema 60: Darstellung von Dimethylpyranosid 48 als Referenzsubstanz fiir die Oxidation und Carboxymethylierung der
Polysaccharide und des internen Standards 67. Dieser sollte fir den TNBS-Assay zur Bestimmung von Hydrazid-
Modifizierungen an Polysacchariden genutzt werden.

Neben der  Funktionalisierung der genannten  Polysaccharide konnte ein
monosaccharidisches Modell (48) dargestellt werden (Schema 60). Es diente dazu, die
Reaktionsbedingungen der Oxidation und der Carboxymethylierung der Polysaccharide auf

eine niedermolekulare Ebene zu Ubertragen. Vergleiche von 'HNMR- und 3C NMR-
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Spektroskopie bestitigten die Produkte auf der Ebene der Polysaccharide. Uber eine
Abweichung der Synthese von 46 konnte ebenfalls die Darstellung eines geeigneten
Standards flir den TNBS-Assay zur Bestimmung von Hydrazid-funktionalisierten

Polysacchariden vorbereitet werden (Schema 60).

6.1.2 AUSBLICK

Da sich die erzeugte Bibliothek von Hydrogelen auf Polysaccharidbasis fiur die Bildung bzw.
den Ersatz der natirlichen ECM zur Bildung eines Herzmuskelgewebes als ungeeignet
erwiesen, bleibt der Wechsel der Zellen und damit der Art des resultierenden Gewebes zu
untersuchen. Ein Wechsel zu einer Anwendung auf dem Gebiet des Gewebe von Dermis
bzw. Epidermis®®! kénnte aufgrund der bereits gezeigten Affinitit der hier untersuchten
Hydrogele zu Collagen zu der erfolgreichen Bildung einer ECM fiihren. Weiterhin kdnnten
Untersuchungen mit verschieden stark funktionalisierten Polysacchariden unter
Verwendung von RGDfK durchgefiihrt werden. Die vorgestellten Experimente offenbarten
zwar nur eine minimale Formanderung des Hydrogels im Zellexperiment, induziert durch den
Adhasionsfaktor RGDfK, jedoch sollten Untersuchungen mit héherer Beladung durchgefiihrt
werden. Da bei den Cytotoxizitatstests Fibroblasten und nicht myokardiale Stammzellen
untersucht wurden, kénnte eine Anderung der Vernetzungsvariante in die nachfolgenden
Untersuchungen einbezogen werden. Diese strukturelle Veranderung kénnte ebenfalls zu
einer besseren Zellerkennung fiihren. Dabei kdnnen z. B. Vernetzungsvarianten eingesetzt

werden, die in Kapitel 2.3 beschrieben wurden.

6.2 STUDIEN ZUR DARSTELLUNG NEUER KINASEINHIBITOREN
6.2.1 ZUSAMMENFASSUNG

Die Synthese des bekannten Kinaseinhibitors A 83-01 (14) lieferte das (iberraschende
Ergebnis, dass dieser chemisch nicht stabil ist. Diese Beobachtung ertffnete prinzipielle
Untersuchungen tber den kommerziell erhaltlichen TGF-B-Rezeptor-Kinase-Inhibitor A 83-01
(14) und dem ebenfalls kommerziell erhéltlichen Inhibitor A 77-01 (16). Dieser stellte sich als

das Zersetzungsprodukt von 14 heraus. Der Mechanismus der Zersetzung und die Bildung
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von 14 konnte in der vorgelegten Arbeit groBtenteils aufgeklart werden (Schema 61). Eine
Base, selbst DMSO, ermoglicht einen Protonentransfer, der zum Zerfall des Zielmolekils

fuhrt.

Schema 61: Zersetzung des A 83-01 (14) zu A 77-01 (16) in Losung und in Anwesenheit einer Base.

Ein Wechsel von der Thioharnstoff- zur Harnstoffgruppe fiihrte nur bedingt zu einer
Erhohung der Stabilitdt der dargestellten Derivate. Es wurde ferner gefunden, dass ein
aliphatisches Verbindungselement (126, 127) zwischen dem aromatischen Substituenten
und der Harnstoffeinheit zu einer deutlich langsameren Zersetzung fiihrt (Abbildung 128).
Auch der monosubstituierte Harnstoff 128 zeigte nur einen sehr langsamen Zerfall im

Vergleich zu den disubstituierten Derivaten (Kapitel 5.1.1).

Abbildung 128: Auflistung der Derivate mit erhdhter chemischer Stabilitat

Mehrere Derivate wurden beziglich ihrer Fahigkeit zur Inaktivierung von acht verschiedenen
Kinasen herangezogen. Diese Kinase-Profiling-Studie zeigte, dass prinzipiell alle untersuchten
Substanzen Inhibitoren flr verschiedene Kinasen sind. Berechnungen der Wechselwirkung
ausgewahlter Derivate mit der aktiven und inaktiven Konformation der Kinasen ALK2 und
ALK4 konnten keine Erklarung fiir diese Aktivitaten liefern. Ein in vitro Experiment zur
Expression des Transkriptionsfaktors MIXL1 zeigte zusatzlich, dass die Verbindungen A 83-01
(14) und A 77-01 (16) ein dhnliches Aktivitatsprofil aufweisen.
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R2

-
j\/\N_R3 — Kreuzkupplungen
R1 \N

163, 166, 169, 171,
173, 184, 191, 194, 205

Schema 62: Verschiedene Ansatze zum divergenten Aufbau einer Wirkstoffbibliothek aus Derivaten des A 83-01 (14).

Weitere Thioharnstoff- bzw. Harnstoffderivate, die lber einen flexibleren, divergenten
Syntheseweg dargestellt wurden, zeigten ebenfalls die bekannten Zerfallsreaktionen. Bei
diesen Synthesen erwiesen sich funktionelle Gruppen wie Brom und Trimethylsilyl in der 3-
Position des Pyrazolrings als zu reaktiv und resultierten in zusatzlicher chemischer Labilitat.
Dennoch konnte Uber eine siebenstufige Synthese der Vorlaufer 205 generiert werden.
Dieser  Vorlaufer (205) erlaubte es, verschiedene Pyrazolderivate (iber

Kreuzkupplungsreaktionen darzustellen (Schema 63).

CFy __
/& N PMB — j\/\N PMB
Br

205 206 - 212, 219

Schema 63: Synthese von 205 und davon abgeleitete dargestellte Pyrazolderivate Giber Suzuki-Kreuzkupplungsreaktionen.

6.2.2 AUSBLICK

Die lineare Synthese des Kinaseinhibitors A 83-01 (14) und seiner Derivate sollte ferner
beziglich der Einbringung verschiedener aromatischer Reste in der 3- und 4-Position

untersucht werden.

— S Untersuchung
= —_—
OH ==, N _ NA der Stabilitat
O N NH
N 222

Schema 64: Mogliche Variationen der linearen Synthese zu Derivaten von 14.
Hierflr konnten verschiedene stickstoffhaltige und stickstofffreie Aromaten in die Synthese

integriert werden, die es erlauben die Rolle der Position des Stickstoffs am Pyridin- und

Chinolinrest in Bezug auf die Inhibitoraktivitdt zu priifen. Diese Derivate konnen dann
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aullerdem auf ihre Stabilitdt in Abhdngigkeit der Anzahl an aromatischen Stickstoffen gepriift

werden.

Thioharnstoff- bzw.
Harnstoffbildung und
anschliende Untersuchung

Ar _— Entschutzung Ar _— der Inhibitoaktivitat
j:\/N—PMB I j:\/NH
N N

F F
Untersuchung der
207 - 212, 219 220, 223 Inhibitoraktivitat

Schema 65: Weitere Vorgehensweise mit den dargestellten Derivaten aus Kapitel 5.3.4.

Fir die divergente Syntheseroute sollten verschiedene Kreuzkupplungsmethoden mit 204
geprift werden. Wie bereits gezeigt, sind mogliche Reaktionsbedingungen durch die Art der
Boronsaure limitiert. Weiterhin kénnten die Bedingungen der PMB-Entschlitzung optimiert
werden, um die resultierenden freien Pyrazole oder die davon abgeleiteten

Harnstoffderivate auf ihre Inhibitoraktivitat zu untersuchen (Schema 65).

Br Ar
- -
o e
N N

F 204 F 223
Schema 66: Vorschlag zur Optimierung der Synthese zu Derivaten von 223 (Schema 65).

Weiterhin kann die Syntheseroute um PMB-Schiitzung und Entschitzung gekiirzt werden
und die Suzuki-Kreuzkupplungen bereits am freien Pyrazol durchgefiihrt werden. Hier zeigen

Arbeiten von PLETTENBURG et al.!3%

eine erfolgreiche Umsetzung halogenierter aromatischer
Aminosauren in einer Palladium-katalysierten Kreuzkupplung unter Zuhilfenahme eines
Aminopyrimidin Liganden. Dies konnte eine Koordination von 204 am Palladium verhindern
und erfolgreich zu einer Verkiirzung der linearen Synthese des Kreuzkupplungsvorlaufers

(204) fuhren.

Arl Arl
- -
j:\/NR — j:\/NR
F~ N A" N

223 firR=H 225 fuirR=H
224 fur R = PMB 226 fir R = PMB

Schema 67: Mogliche Hivama-Kreuzkupplung mit Derivaten von 223 bzw. 224.

Weiterhin eréffnet das eingebrachte Fluoratom die Méglichkeit der Ubergangsmetall-

katalysierten Kreuzkupplungsreaktion aromatischer Reste. Die Gruppe von OGOSHI et al.?]

zeigte, dass die Aktivierung von Arylfluoriden durch den Katalysator [Niy('Prylm)s(cod)] und
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die Verwendung eines Aryltrimethoxysilans als Kupplungspartner im Sinne einer HivAMA-
Kreuzkupplungsreaktion gelingt. Diese Methode konnte auf das freie Pyrazol 223 bzw. das
PMB-geschiitzte Pyrazol 224 Ubertragen werden und wiirde somit neue Optionen zur

Synthese von Pyrazolderivaten flihren (Schema 67).
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7 EXPERIMENTELLER TEIL

7.1 ALLGEMEINE HINWEISE ZU DEN CHEMISCH SYNTHETISCHEN ARBEITEN

Reaktionen: Alle Reaktionen mit luft- oder feuchtigkeitsempfindlichen Reagenzien wurden in
im  Vakuum ausgeheizten Glasgefdlen in einer sauerstofffreien, trockenen
Inertgasatmosphare (Stickstoff) durchgefiihrt. Sdulenchromatographie wurde mit Kieselgel
60 A von Acros durchgefiihrt. Qualitative Diinnschichtchromatographie erfolge mittels
Kieselgel beschichteten Aluminiumfolien 60 F,s4 der Firma Merck oder mittels beschichteten
Aluminiumfolien Alugram® Xtra SIL G/UV254 der Firma Macherey&Nagel. Der Nachweis
erfolgte unter einer UV-Lampe (Lambda =254 nm) oder mit Tauchreagenzien (DNPH-,
Bromkresolgriin-, Anisaldehyd-, Vanillin-, Kieselgel/lod- oder Kaliumpermanganat-
Tauchreagenz). Alle Reagenzien deren Herstellung nicht beschrieben ist, wurden von den
Firmen ABCR, Acros, Aldrich, Alfa Aesar, Fluka, Merck, Solvay, Bayer, Fluorochem oder TCl

kauflich erworben.

Polysaccharide: Die verwendeten Polysaccharide wurden aus folgenden Quellen bezogen:
Alle Dextrane mit unterschiedlichen durchschnittlichen Molekulargewichten wurde von Alfa
Aesar, Pullulan mit einem ungefahren durchschnittlichen Molekulargewicht von 100 kDa von
TCl, Glykogen, Chitosan und Hyaluronsdure mit einem ungefdhren durchschnittlich
Molekulargewicht von 1000 kDa von Sigma Aldrich und die Polysaccharide Lichenin und

Lentinan wurden von Carbosynth erworben.

Losungsmittel: Alle Loésungsmittel wurden entweder wie folgt getrocknet und unter einer
Inertgasatmosphare (Stickstoff) aufbewahrt oder dem L6sungssystem SPS der Firma MBraun
entnommen, oder von der Firma Aldrich kauflich erworben. Tetrahydrofuran wurde Uber
Natrium mit Benzophenon als Indikator unter Rickfluss erhitzt und dann destilliert. Zum
vollstandigen Entgasen der Losungsmittel wurde entweder die freeze-pump-thaw Technik

verwendet, oder Gber 1 h Stickstoff eingeleitet.

Kernresonanzspektren: Die Messungen der Kernresonanzspektren wurden mit den Gerdten
DPX 200, DPX 400, AVANCE-400 und DRX-500 der Firma Bruker aufgenommen. Die *C-NMR-
Spektren wurden 'H-breitbandentkoppelt mit dem Gerat DPX 400 der Firma Bruker
durchgefiihrt. Alle Messungen wurden, soweit nicht anders vermerkt, in deuteriertem

Chloroform aufgenommen. ‘H NMR-Spektren und B¢ NMR-Spektren wurden auf das
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Restprotonensignal des deuterierten Losungsmittels (flir CHCls: 7.26 ppm und 77.16 ppm)
kalibriert. Chemische Verschiebungen & wurden in ppm und Kopplungskonstanten J in Hz
angegeben. Die Zuordnung der Signale erfolgte anhand der Kopplungskonstanten, sowie
COSY-, HSQC und HMBC-Spektren. Fir die Beschreibung der Multiplizitdten der 'H NMR-
Spektren und *C NMR-Spektren wurden die Abkirzungen s (Singulett), br s (breites
Singulett), d (Duplett), dd (doppeltes Dublett), ddd (doppeltes Dublett von Dubletts), ddt
(doppeltes Dublett von Tripletts), t (Triplett), g (Quartett), dq (Dublett von Quartetts) und m

(Multiplett) verwendet.

Massenspektrometrie: Die hochaufgelésten Massenspektren wurden nach dem
Elektrospray-Verfahren (ESI) an einem Micromass LCT mit Lock-Spray-Einheit der Firma
Waters aufgenommen. Die Injizierung der in Methanol, Wasser oder Acetonitril gel6sten
Proben erfolgte Uber einen Loop in einer HPLC-Anlage der Firma Waters (Alliance 2695).
Alternativ wurde mit einem Micromass Q-TOF in Verbindung mit einer Waters Aquity UPLC-

Anlage gemessen.

Rheologie: Die rheologischen Untersuchungen wurden an dem Rheometer MCR302 von
Anton Paar durchgefiihrt. Die standardisierten Messbedingungen waren wie folgt:
Spaltabstand = 0.5 mm, Normalkraft=0.1 N, Amplitude=0.1%, Frequenz=1Hz und

Temperatur = 25 °C.

Titration: Die Titrationen der Polysaccharide wurden mit dem automatischen Titrator T50

von Mettler Toledo durchgefiihrt.

Gefriertrocknung: Die Lyophillisation der wassrigen Polysaccharidlésungen wurde mit der
Gefriertrocknungsanlage Alpha 2-4 der Firma Christ durchgefiihrt. Die Proben wurden vorher

mit flissigem Stickstoff der Firma Linde gefroren.

Dialyse: Die Dialyse der wassrigen Reaktionslosungen wurde mittels Dialysierschlauche
Membra-Cel™ mit einer Ausschlussgrenze von 14 kDa durchgefiihrt. Das Gefal§ in dem die
Dialyse stattgefunden hat war ein Griffinbecher (5000 mL) der Firma Vitlab bezogen von

CarlRoth®.

Schmelzpunkte: Die gemessenen Schmelzpunkte sind unkorrigiert. Die Messung erfolgte mit

dem Gerat Optimelt der Firma SRS (Stanford Research System, Sunnyvale, USA).
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Gaschromatographische Massenanalyse: GC-MS-Spektren wurden auf den Gerdten GC-17
und QP-500 der Firma Shimadzu Europa GmbH (Duisburg) mit einer Optima-5-MS-

Kapillarsaule (0.25 mm, 30 m, 0.32 mm) der Firma Macherey&Nagel (Diren) gemessen.

Pufferlosungen: Fiir den verwendeten Phosphatpuffer (pH=7) wurde KH,PO,; (17.7 g,
0.13 mol) und Na,HPO,4 (28.9 g, 0.24 mol) in deion. H,O (1000 mL) gel6st und vor jeder
Verwendung dieses Konzentrat mit deion. H,O (10:1) verdinnt. Fir den Verwendeten
Citratpuffer (pH =5.6) wurde eine vorgefertigte Losung von Zitronensdaure Monohydrat
(0.1 M, Losung A) mit einer vorgefertigten Losung von Trinatriumcitrat Dihydrat (0.1 M,
Losung B) in einem Verhdltnis von 21:79 (Losung A:Losung B) vermischt. Fiir den
verwendeten TrisHCI-Puffer (pH =7.4) wurde nach einem Protokoll von Promega eine

L6sung aus TrisHCI (200 mM), MgCl, (100 mM) und BSA (0.5 mg/mL) in deion. H,0 angesetzt.
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7.2. DARSTELLUNG VON MODIFIZIERTEN POLYSACCHARIDEN

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von oxidiertem Dextran (27, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa

und 500 kDa), oxidiertem Pullulan (28), oxidiertem Glykogen (96), oxidiertem Lentinan (100)

und oxidiertem Lichenin (104)

Zu einer Lésung des jeweiligen Polysaccharids (1.0 g, 1.0 Aq.) in deion. H,0 (100 mL) wurde
unter Lichtausschluss NalO, (1.00 g, 4.70 mmol, 0.8 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir 12 h
bei RT gerlhrt. Anschliefend wurde die Losung in einen Dialyseschlauch Gberfiihrt und drei
Tage gegen deion. H,0 dialysiert. Nach der Gefriertrocknung wurde das oxidierte

Polysaccharid (900 mg) als farbloser, watteartiger Feststoff erhalten.

Bestimmung des Substitutionsgrades von oxidiertem Dextran (27, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa

und 500 kDa) und oxidiertem Pullulan (28)

Um den Substitutionsgrad von oxidierten Polysacchariden (27 und 28) zu bestimmen wurde
das lyophilisierte  Polysaccharid  (100mg) in  deion. H,O (75mL) und
Hydroxylaminhydrochlorid-Lsg. (0.25 M, 25 mL) geldst und fir 12 h bei RT geschittelt, um
einen vollstandigen Umsatz der Aldehyde zum Oxim zu garantieren. Anschliefend wurden
drei Chargen (je 25 mL) gegen NaOH-Lsg. (0.2 M) titriert, um den Substitutionsgrad zu

ermitteln.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von carboxymethyliertem Dextran (33, 100 kDa,

150 kDa, 250 kDa und 500 kDa), carboxymethyliertem Pullulan (34), carboxymethyliertem

Glykogen (94), carboxymethyliertem Lentinan (98), carboxymethyliertem Lichenin (102) und

carboxymethyliertem Fucoidan (106)

Zu einer Lésung des jeweiligen Polysaccharid (10 g, 1.0 Ag.) in deion. H,0 (150 mL) wurden
Chloressigsaure (20 g, 3.4 Ag.) und NaOH-Lsg. (8.0 M, 50 mL) gegeben und das Gemisch fiir
1.5 h bei 62 °C geriihrt. Nach Neutralisation mit wassriger HCI (6.0 M) wurde die Losung in

MeOH getropft, das ausgefallene Polysaccharid filtriert und mit MeOH gewaschen. Nachdem
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das frisch gefallte Polysaccharid im Trockenofen (15 mbar, 40 °C) getrocknet wurde, konnte
das jeweilige carboxymethylierte Polysaccharid (12.5g) als farbloser Feststoff erhalten

werden.

Um einen hoheren Substitutionsgrad zu erhalten, wurde das einfach carboxymethylierte

Polysaccharid bis zu sechsmal den oben genannten Bedingungen unterzogen.

Bestimmung des Substitutionsqgrades von carboxymethyliertem Dextran (33, 100 kDa,

150 kDa, 250 kDa und 500 kDa) und carboxymethyliertem Pullulan (34)

Um den Substitutionsgrad der carboxymethylierten Polysaccharide (33 und 34) zu
bestimmen, wurde das gefdllte und getrocknete Polysaccharid (1.0 g) Gber Nacht in
MeOH/Salpetersaure (10:1, 14 mL) geruhrt, um die protonierte Form der Carbonsauren zu
erhalten. Der gummiartige Feststoff wurde anschliefend filtriert, mit Ethanol gewaschen
und im Trockenofen (15 mbar, 40 °C) getrocknet. Der erhaltene Feststoff (600 mg) wurde in
deion. H,O (60 mL) suspendiert und durch Zugabe von NaOH-Lsg. (0.2 M, 18 mL) gelost.
AnschlieBend wurden drei Chargen (je 15 mL) gegen wassrige HCl (0.05 M) titriert um den

Substitutionsgrad zu ermitteln.

Darstellung von Carboxymethyliertem Chitosan (110)

Zu einer Suspension von Chitosan (1.0 g) in H,0O/i-PrOH (4:1, 10.0 mL) wurde bei 50 °C NaOH
(1.35 g) gegeben und das Gemisch fir 1 h gerihrt. AnschlieBend wurde eine Losung von
Chloressigsaure (1.5 g) in i-PrOH (2.0 mL) hinzugegeben und die Suspension fiir 4 h bei RT
geriihrt. Nach der Zugabe von Ethanol (20 mL), Filtration und mehrmaligem Waschen mit

Ethanol wurde das Produkt 110 (1.0 g) als farbloser Feststoff erhalten.

Um die Wasserloslichkeit des carboxymethylierten Chitosan zu erhéhen, wurde diese

Reaktion mit dem gebildeten Produkt wiederholt.
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Hydrazid-modifiziertem Dextran (35, 100 kDa,

150 kDa, 250 kDa und 500 kDa), Hydrazid-modifiziertem Pullulan (36), Hydrazid-

modifiziertem Glykogen (95), Hydrazid-modifiziertem Lentinan (99), Hydrazid-modifiziertem

Lichenin (103), Hydrazid-modifiziertem Fucoidan (107), Hydrazid-modifiziertem Chitosan
110

Zu einer Ldésung des carboxymethylierten Polysaccharids (200 mg, 1.0 Aq.) in deion. H,O
(100 mL) wurden nacheinander EDC (348 mg, 2.2 Aq.), HOBt (250 mg, 2.2 Aq.), DIPEA
(0.16 mL, 1.1 Aq.) und Hydrazin (1.0 M in THF, 8.0 mL, 10 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir
vier Tage bei RT geriihrt. Die gelbliche L6sung wurde anschlieRend zwei Tage gegen eine
NaCl-Lsg. (1d gegen 20 g/L, 1d gegen 10 g/L) und zwei Tage gegen deion. H,0 dialysiert.
Nach der Gefriertrocknung wurde das jeweilige Hydrazid-modifizierte Polysaccharid

(190 mg) als farbloser, watteartiger Feststoff erhalten.

Bestimmung des Substitutionsgrades von Hydrazid-modifiziertem Dextran (35, 100 kDa,

150 kDa, 250 kDa und 500 kDa) und Hydrazid-modifiziertem Pullulan (36)

Um den Substitutionsgrad der Hydrazid-modifizierten Polysaccharide (35 und 36) zu
bestimmen, wurde eine Losung des lyophilisierten Polysaccharids (0.2 mg/mL, 0.25 mL) mit
einer NaHCOs-Lsg. (0.1 M, 0.25 mL) und einer TNBS-Lsg (0.01 % in H,0, 0.25 mL) versetzt und
flr 2 h bei 40 °C inkubiert. AnschlieBend wurde eine SDS-Lsg. (10 % in H,O, 0.25 mL) und
eine wassrige HCl (1.0 M, 0.125 mL) hinzugegeben und das gebildete Chromophor im UV-
Spektrometer bei einer Wellenldnge von 325 nm vermessen. Uber eine zuvor erstellte
Kalibriergrade mit Glycin anstatt des Hydrazid-modifizierten Polysaccharids wurde der

Substitutionsgrad ermittelt.

Allgemeine Vorschrift zur Bildung von Hydrogelen

Eine Losung der Aldehyd-Komponente (20 mg/mL) wurde mit dem &quivalenten Volumen
einer Losung der Hydrazid-Komponente (20 mg/mL) bei RT vermengt. Nach wenigen

Sekunden trat die Gelbildung ein.
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Bestimmung der Cytotoxizitét von Polysacchariden und Hydrogelen (durchgefiihrt von Julio-

Cesar Rios-Camacho)

Zur Bestimmung der Cytotoxizitdat wurde ein “Pierce LDH Cytotoxicity assay kit” (Thermo
Scientific® Rockford USA) verwendet. Wie in der Vorschrift des Kits verzeichnet wurden
6x10° Fibroblasten aus der menschliche Vorhaut pro Schacht in einer Mikrotiterplatte
platziert. Die Zellen wurden Uber Nacht im Kulturmedium (inklusive Pferdeserum und
Insulin) gelagert. AnschlieRend wurden die Polysaccharide in PBS suspendiert, filtriert und
der pH-Wert, falls n6tig, auf pH = 7.5 gebracht. Diese Losungen (2wt%, 100 uL) wurden in die
vorbereitete Mikrotiterplatte gegeben und fiir 6 h bei 37 °C inkubiert. Als Nullwert wurde
eine PBS-Pufferlosung (10 puL) und fiir den Maximalwert ein Lysat-Puffer (10x, 100 pL)
verwendet. Ein bekanntes, nicht toxisches System (Ratten Collagen Typ | und Matrigel®)
wurde ebenfalls verwendet, um den Nullwert zu kontrollieren und eine interne Referenz zu
generieren. Nach der Inkubation wurde Kulturmedium (50 pL) und je eine Charge (50 pL) in
eine neue Mikrotiterplatte (flat bottom Nunc® (Sigma Aldrich)) tberfihrt und diese fir
30 min bei RT inkubiert. Anschlielend wurde eine Abbruchslosung (50 uL) hinzugegeben und

die Absorption der einzelnen Schachte bei 490 nm und 680 nm vermessen.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von oxidiertem Dextran CM 1 (68, 150 kDa, 250 kDa

und 500 kDa) und oxidiertem Pullulan CM 1 (69)

Zu einer Ldsung des jeweiligen Polysaccharids (100 mg, 1.0 Aqg.) in deion. H,0 (10 mL) wurde
unter Lichtausschluss NalO, (100 mg, 0.47 mmol, 0.8 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir 12 h
bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde die Losung in einen Dialyseschlauch Gberfiihrt und drei
Tage gegen deion. H,O dialysiert. Nach der Gefriertrocknung wurde das oxidierte und

carboxymethylierte Polysaccharid (90 mg) als farbloser, watteartiger Feststoff erhalten.

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Linker-modifiziertem Dextran CM (75, 150 kDa,

250 kDa und 500 kDa) und Linker-modifiziertem Pullulan CM (76)

Zu einer Losung des jeweiligen Polysaccharids (100 mg) in deion. H,O (10 mL) wurden

nacheinander EDC (8.2 mg), HOBt (6.00 mg), DIPEA (0.02 mL) und der Linker 71 (5.3 mg)
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gegeben und das Gemisch fiir 24 h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde die Losung zwei Tage
gegen eine NaCl-Lsg. (1 d gegen 20 g/L, 1 d gegen 10 g/L) und zwei Tage gegen deion. H,0
dialysiert. Nach der Gefriertrocknung wurde das Linker-modifizierte und carboxymethylierte

Polysaccharid (70.0 mg) als farbloser, watteartiger Feststoff erhalten.

Allgemeine  Vorschrift zur Kupfer-freien ,Click“-Reaktion an Linker-modifizierten

Polysacchariden mit dem RGDfK-Azid (74)

Zu einer Losung des Linker-modifizierten Polysaccharids 75 bzw. 76 (60 mg) in deion. H,0
(15 mL) wurde das RGDfK-Azid (3.0 mg) gegeben und die Losung fiir vier Tage bei 40 °C
geruhrt. AnschlieBend wurde die Losung fiir drei Tage gegen deion. H,O dialysiert. Nach
Gefriertrocknung wurde das jeweilige modifizierte Polysaccharid (58 mg) als farbloser,

watteartiger Feststoff erhalten.

Allgemeine Vorschrift zur direkten RGDfK-Modifizierung und Hydrazid-Generierung von

Dextran CM (90, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa, 500 kDa) und Pullulan CM (91)

Zu einer Losung des jeweiligen Polysaccharids (100 mg) in deion. H,O (50 mL) wurden
nacheinander EDC (8.2 mg), HOBt (6.0 mg), DIPEA (0.02 mL) und das RGDfK (73, 1.0 mg)
gegeben und das Gemisch fir 24 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurden nacheinander EDC
(348 mg, 2.2 Aq.), HOBt (250 mg, 2.2 Aq.), DIPEA (0.16 mL, 1.1 Aq.) und Hydrazin (1.0 M in
THF, 8.0 mL, 10 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir vier Tage bei RT geriihrt. Die gelbliche
L6sung wurde anschlieRend zwei Tage gegen eine NaCl-Lsg. (1 d gegen 20 g/L, 1 d gegen
10 g/L) und zwei Tage gegen deion. H,0 dialysiert. Nach der Gefriertrocknung wurde das
jeweilige Hydrazid-RGDfK-modifizierte Polysaccharid (190 mg) als farbloser watteartiger

Feststoff erhalten.
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Allgemeine Vorschrift zur Fluoreszeinmodifizierung und Hydrazidgenerierung am Dextran CM

(92, 100 kDa, 150 kDa, 250 kDa, 500 kDa)

Zu einer Losung des jeweiligen Polysaccharids (100 mg) in deion. H,O (50 mL) wurden
nacheinander EDC (8.2 mg), HOBt (6.0 mg), DIPEA (0.02 mL) und Fluoreszinamin (3.0 mg)
gegeben und das Gemisch fiir 24 h bei RT gerihrt. Anschliefend wurden nacheinander EDC
(348 mg, 2.2 Aq.), HOBt (250 mg, 2.2 Aq.), DIPEA (0.16 mL, 1.1 Aq.) und Hydrazin (1.0 M in
THF, 8.0 mL, 10 Aqg.) gegeben und das Gemisch fiir vier Tage bei RT geriihrt. Die gelbliche
Lésung wurde anschlieRend zwei Tage gegen eine NaCl-Lsg. (1 d gegen 20 g/L, 1d gegen
10 g/L) und zwei Tage gegen deion. H,O dialysiert. Nach der Gefriertrocknung wurde das
Fluoreszein-modifizierte Polysaccharid 92 (190 mg) als gelblicher, watteartiger Feststoff

erhalten.

7.3 DARSTELLUNG UND UNTERSUCHUNG EINES MONOMER-MODELLS VON

POLYSACCHARIDEN

Methyl 4,6-0O-benzyliden-a-D-glucopyranosid (44)

O .OM
HO woMe

HO" “’OH
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Eine Suspension aus Methyl a-D-glucopyranosid (12.2 g, 62.9 mmol, 1.0Aq.) in MeCN
(250 mL) wurde mit Benzaldehyddimethylacetal (16.9 mL, 113 mmol, 1.8 Aq.) und
Camphersulfonsdure (1.46 g, 6.29 mmol, 0.1 Aq.) versetzt und das Reaktionsgemisch bei
95 °C gerihrt bis eine homogene Losung entstand. Die Reaktionslosung wurde auf RT
erwdrmt und Triethylamin (1.75 mL, 12.6 mmol, 0.2 Aq.) hinzugegeben. Das Gemisch wurde
anschliefend mit EtOAc (200 mL) versetzt, die organische Phase mit Wasser (3x 50 mL)
gewaschen, Uber MgSO,; getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Nach Umkristallisation (CH,Cl,/PE 1:1) wurde das Produkt 44 (10.7 g, 37.8 mmol,

60 %) als farbloser Feststoff erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.52-7.47 (m, 2H, H-9), 7.39-7.34 (m, 3H, H-10/11), 5.52 (s,
1H,7), 4.78 (d, J = 3.9 Hz, 1H, H-1), 4.29 (dd, J = 9.6, 4.2 Hz, 1H, H-6a), 3.92 (t, J = 9.2 Hz, 1H,
H-3), 3.84-3.77 (m, 1H, H-5), 3.75 (dd, J = 19.8, 10.1 Hz, 1H, H-6b), 3.66-3.58 (m, 1H, H-2),
3.48 (t, J = 9.2 Hz, 1H, H-4), 3.45 (s, 3H, 12), 2.91 (s, 1H, H-OH), 2.41 (d, J = 8.6 Hz, 1H, H-OH)
ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 137.2 (C4-8), 129.4 (C-11), 128.5 (C-10), 126.5 (C-9), 102.1
(C-7), 99.9 (C-1), 81.1 (C-4), 73.0 (C-2), 71.8 (C-3), 69.1 (C-6), 62.5 (C-5), 55.7 (C-12) ppm; ESI-
MS (HRMS) berechnet fiir C14H1506Na ([M+Na]*) 305.1001, gefunden bei 305.1005 m/z.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen tiberein.™*®

Methyl 2,3-di-O-benzyl-4,6-O-benzyliden-a-D-glucopyranosid (45)

6 12
~OMe 0. .OMe
1

o)
pe 7
- ., . 7 4
O o' ‘OH qu\o“’ “OBn
44  OH » 45 OBn

Eine Lésung von Methyl 4,6-O-benzyliden-a-D-glucopyranosid (1.44 g, 5.11 mmol, 1.0 Aq.) in

DMEF (50 mL) wurde bei 0 °C mit NaH (644 mg, 21.5 mmol, 4.2 Aq.) versetzt, fiir 30 min bei
RT und weitere 15 min bei 0°C gerihrt. AnschlieBend wurde Benzylbromid (2.62 g,
15.3 mmol, 3.0 Aq.) hinzugegeben und das Gemisch fiir 17 h bei RT geriihrt. Nach der Zugabe
von Methanol (1.10 mL) wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Durch
Umbkristallisation (Ethanol) wurde das Produkt 45 (1.85 g, 4.00 mmol, 78 %) als farbloser

Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 7.87-7.80 (m, 2H, H-Ar), 7.77-7.61 (m, 13H, H-Ar), 5.90 (s, 1H, H-
7), 5.26 (d, J = 11.3 Hz, 1H, H-CH,Ph), 5.20 (d, J = 12.1 Hz, 1H, H-CH,Ph), 5.18 (d, J = 11.3 Hz,
1H, H-CH,Ph), 5.05 (d, J=12.1 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.94 (d, J=3.6 Hz, 1H, H-1), 4.61 (dd,
J=10.1, 4.7 Hz, 1H, H-6a), 4.39 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H-3), 4.17 (td, J = 9.9, 4.7 Hz, 1H, H-5), 4.05
(t, J=10.2 Hz, 1H, H-6b), 3.95 (t, J = 9.4 Hz, 1H, H-4), 3.90 (dd, J = 9.3, 3.8 Hz, 1H, H-2), 3.75
(s, 1H, H-12) ppm; **C NMR (101 MHz, CDCl3) & 138.9 (C4-Ar), 138.3 (C4-Ar), 137.5 (Cg-Ar),
129.0 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 128.4 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.2 (C-Ar), 128.1 (C-Ar),
127.7 (C-Ar), 126.2 (C-Ar), 101.4 (C-7), 99.4 (C-1), 82.3 (C-4), 79.3 (C-2), 78.7 (C-3), 75.5 (C-
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CH,Ph), 74.0 (C-CH,Ph), 69.2 (C-6), 62.5 (C-5), 55.5 (C-12) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fir
CysH3006Na ([M+Na]") 485.1940, gefunden bei 485.1939 m/z.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen iiberein.*”!

Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (46)
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Zu einer Losung von Methyl 2,3-di-O-benzyl-4,6-0-benzyliden-a-D-glucopyranosid (2.07 g,

4.47 mmol, 1.0 Aq.) in CH,Cl,/Et,0 (1:1, 100 mL) wurde LiAlH; (1.19 g, 31.3 mmol, 7.0 Aq.)
gegeben, das Gemisch auf 50 °C erhitzt und anschlieRen AICl; (2.68 g, 20.1 mmol, 4.5 Aq.)
hinzugegeben. Die Reaktionslésung wurde fiir weitere drei Stunden bei 50 °C geriihrt und die
Reaktion durch Zugabe eine Kaliumnatriumtartrat-Lsg. (100 mL) abgebrochen. Die wassrige
Phase wurde mit EtOAc (3x 100 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen lber
MgSO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde das

Produkt 46 (1.87 g, 4.02 mol, 90 %) als farblose olige Fllssigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.40-7.27 (m, 15H, H-Ar), 5.00 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.89
(d, J=11.0 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.84 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.81 (d, J = 12.1 Hz, 1H, H-
CH,Ph), 4.67 (d, J=12.1Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.65 (d, J=11.0 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.57 (d,
J=3.5Hz, 1H, H-1), 4.01 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H-3), 3.81-3.74 (m, 1H, H-6a), 3.73-3.63 (m, 2H, H-
5/6b), 3.56-3.48 (m, 2H, H-2/4), 3.37 (s, 3H, H-12), 1.67-1.62 (m, 1H, H-OH) ppm; *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 138.9 (C4-Ar), 138.3 (C,-Ar), 138.3 (C4-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.6 (C-Ar),
128.5 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.2 (C-Ar), 128.1 (C-Ar), 128.1 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 127.8(C-Ar),
98.3 (C-1), 82.1 (C-3), 80.1 (C-4), 77.5 (C-2), 75.9 (C-CH,Ph), 75.2 (C-CH,Ph), 73.6 (C-CH,Ph),
70.8 (C-6), 62.0 (C-5), 55.3 (C-12) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C2gH3,06Na ([M+Na]")
487.2097, gefunden bei 487.2095 m/z.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen iberein.”!
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Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-methyl-a-D-glucopyranosid (47)
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Zu einer Losung von Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (1.86g, 4.01 mmol,

1.0 Ag.) in DMF (100 mL) bei 0 °C wurde NaH (95 %, 253 mg, 10.3 mmol, 2.5 Aq.) gegeben
und das Gemisch fiir 60 min bei 0 °C geriihrt. Anschliefend wurde Mel (1.42 g, 10.3 mmol,
2.5 Aq.) hinzugegeben und das Gemisch fiir weitere 3 h bei RT geriihrt. Zur Reaktionslésung
wurden Methanol (20 mL) und Wasser (100 mL) gegeben und die wassrige Phase mit CH,Cl,
(3x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSQO, getrocknet,
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt 47 (1.86 g, 3.89 mmol,

97 %) als gelbliche 6lige Flissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.38-7.27 (m, 15H, H-Ar), 4.98 (d, J = 10.9 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.87
(d, J=11.0 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.83 (d, J=11.0 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.79 (d, J=12.1 Hz, 1H, H-
CH,Ph), 4.65 (d, J = 12.1 Hz, 1H, H-CH,Ph), 4.60 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H-1), 4.59 (d, J = 9.1 Hz, 1H,
H-CH,Ph), 3.98 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H-3), 3.71 (ddd, J = 10.1, 3.3, 2.2 Hz, 1H, H-5), 3.63-3.50 (m,
4H, H-2/4/6), 3.37 (s, 3H, H-7), 3.34 (s, 3H, H-8) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 139.0 (Cq-
Ar), 138.5 (Cq4-Ar), 138.3 (C4-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.5 (C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.1
(C-Ar), 128.0 (C-Ar), 127.9(C-Ar), 127.7 (C-Ar), 98.5 (C-1), 82.2 (C-3), 79.9 (C-2/4),77.9 (C-2/4),
75.9 (C-CH,), 75.2 (C-CH,Ph), 73.6 (C-CH,Ph), 71.1 (C-6), 70.0 (C-5), 59.3 (C-8), 55.3 (C-7)
ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CooH3406Na ([M+Na]*) 501.2253, gefunden bei 501.2252

m/z.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen iberein.4
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Methyl 6-0O-methyl-a-D-glucopyranosid (48)

Eine Suspension von Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-6-O-methyl-a-D-glucopyranosid (1.86 g,
3.89 mmol, 1.0 Ag.) und Palladium auf Kohle (10 wt/%, 164 mg) in MeOH (50 mL) wurde
Uber 6 h mit Wasserstoff (1 bar) zur Reaktion gebracht. Die Reaktionslosung wurde
anschlieBend Uber Kieselgur filtriert und das LOosungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung (CH,Cl,/MeOH 100%—99:1—9:1)

wurde das Produkt 48 (485 mg, 2.33 mmol, 60 %) als farblose, 6lige Flissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.77 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1), 4.25 (s, 1H, H-OH), 3.84 (s, 1H, H-
OH), 3.77-3.47 (m, 6H, H-2/3/4/5/6), 3.43 (s, 3H, H-7), 3.42 (s, 3H, H-8), 3.41-3.33 (m, 1H, H-
OH) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 99.5 (C-1), 74.5 (C-2/3/4/5/6), 72.0 (C-2/3/4/5/6),
71.9 (C-2/3/4/5/6), 70.6 (C-2/3/4/5/6), 70.2 (C-2/3/4/5/6), 59.5 (C-8), 55.3 (C-7) ppm; ESI-
MS (HRMS) berechnet fiir CsH10gNa ([M+Na]*) 231.0845, gefunden bei 231.0840 m/z.

Die analytischen Daten stimmen mit denen in der Literatur beschriebenen iberein. 4

Darstellung von (3S,5R)-3-Methoxy-5-(methoxymethyl)-1,4-dioxan-2,6-diol (50), (35,5R,6R)-3-

Methoxy-5-(methoxymethyl)-1,4-dioxepan-2,6,7-triol  (54) und (3R,5S,6R)-5-Methoxy-3-

(methoxymethyl)-1,4-dioxepan-2,6,7-triol (52)
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Zu einer Losung von Methyl 6-O-methyl-a-D-glucopyranosid (239 mg, 1.15 mmol, 1.0 Aq.) in
deion. H,0 (12 mL) wurde unter Lichtausschluss NalO4 (245 mg, 1.15 mmol, 1.0 Aq.) gegeben
und das Gemisch fiir 17 h bei RT gerihrt. Nachdem dem Entfernen des Losungsmittels am

Rotationsverdampfer wurde das Rohprodukt tiber eine praparative HPLC (MACHEREY&NAGEL;



7 Experimenteller Teil 152

NucLteobur C18 Isis, 5 um; H,0/MeOH 97:3—85:15, 90 min) gereinigt und das
Produktgemisch aus 50, 52 und 54 (62.0 mg, 0.32 mmol, 28 %) als farblose, élige Fllssigkeit

erhalten.

'H NMR (400 MHz, D,0) & 5.80 (s, 1H), 5.68 (s, 4H), 5.62 (s, 4H), 5.51 (s, 1H), 5.16 (d,
J=5.3Hz, 3H), 5.03 (d, J = 7.6 Hz, 3H), 4.74 (s, 5H), 4.42 (s, 1H), 4.28 (d, J = 0.7 Hz, 5H), 4.03
(dd, J=7.9, 4.0 Hz, 4H), 3.82-3.74 (m, 3H), 3.73-3.34 (m, 80H) ppm; *C NMR (101 MHz, D,0)
6 100.9, 98.7, 97.3, 96.1, 95.0, 94.5, 93.1, 89.6, 88.0, 80.2, 79.4, 72.8, 70.9, 70.6, 70.4, 69.3,
69.0, 69.0, 58.6, 58.6, 58.5, 55.4, 55.2, 55.1 ppm; 49 Aldehyd: ESI-MS (HRMS) berechnet fur
C;H1,05Na ([M+Na]) 199.0582, gefunden bei 199.0580 m/z; 50 Aldehyd-Hydrat: ESI-MS
(HRMS) berechnet fiir C;H1406Na ([M+Na]*) 217.0688, gefunden bei 217.0684 m/z; 51 und
53 Aldehyd: ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CgH140¢Na ([M+Na]®) 229.0688, gefunden bei
229.0686 m/z; 52 und 54 Aldehyd-Hydrate: ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CgHic0;Na
([M+Na]") 247.0794, gefunden bei 247.0790 m/z.

Aufgrund der geringen Ausbeuten wurden keine [a]3°-Werte bestimmt.

Methyl 4-O-natriumacetyl-6-O-methyl-a-D-glucopyranosid (55)
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Zu einer Losung von Methyl 6-O-methyl-a-D-glucopyranosid (464 mg, 2.23 mmol, 1.0 Aq.) in
deion. H,0 (7.5 mL) wurde NaOH-Lsg. (8.0 M, 2.5 mL) und Chloressigsaure (1.0 g, 10.6 mmol,
4.8 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir 1.5 h bei 62 °C geriihrt. AnschlieBend wurde das
Gemisch mit HCl (6.0 M) neutralisiert und lyophilisiert. Der erhaltene farblose Feststoff
wurde in mehreren Chargen mittels einer praparative HPLC (Macherey&Nagel, Nucleodur
C18 Isis, 5 um, H,0/MeOH 97:3—85:15, 90 min) gereinigt. Das gewilinschte Produkt 55

(15.0 mg, 0.056 mmol, 3 %) wurde als farbloser Feststoff erhalten.

55 (R'=CH,CO,Na, R? und R*=H)
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'H NMR (500 MHz, D,0) 6 4.75 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1), 4.29 (s, 2H, H-CH,CO,H), 3.81-3.75 (m,
2H, H-3/5), 3.69 (m, 2H, H-6), 3.54 (dd, J = 9.8, 3.8 Hz, 1H, H-2), 3.38 (s, 3H, H-7), 3.38 (s, 3H,
H-8), 3.33 (t, J = 9.5 Hz, 1H, H-4) ppm; *C NMR (126 MHz, D,0) & 175.4 (C4-CO,H), 99.1 (C-1),
79.1 (C-4), 72.6 (C-3/5), 71.1 (C-2), 70.4 (C-6), 69.8 (C-CH,CO,H), 68.9 (C-3/5), 58.3 (C-8), 55.1
(C-7) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CioH:150sNa ([M+Na]*) 289.0899, gefunden bei
289.0894 m/z.

Des Weiteren konnte ein Gemisch aus 56 und 57 mittels HPLC isoliert werden. Dieses

konnten jedoch nicht voneinander getrennt werden.

56 (R' und R*=H; R>=CH,CO,Na) und 57 (R' und R?=H; R*=CH,CO,Na)

'H NMR (500 MHz, D,0) 6 4.99 (d, J = 3.6 Hz, 1H, H-1), 4.77 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-1‘), 4.38 (s,
2H, H-CH,CO,H), 4.30 (s, 2H, H-CH,CO,H), 3.77-3.61 (m, 8H, H-3/3'/5/5'/6/6), 3.53 (m, 2H,
H-2/2°), 3.46-3.35 (m, 13H, H-4/4°/7/8), 3.40 — 3.35 (m, 11H) ppm; *C NMR (126 MHz, D,0)
8 175.8 (C4-CO,H), 174.7 (C4-CO,H), 99.1 (C-1), 97.2 (C-17), 83.1 (C-2), 79.9 (C-3¢), 72.1 (C-5),
70.8  (C-3/4/6/2'/4'/5'/6'/CH,CO,H), 70.7 (C-3/4/6/2/4'/5/6'/CH,CO,H), 70.0 (C-
3/4/6/2'/4°/5'/6°/CH,COLH), 69.8 (C-3/4/6/2'/4'/5'/6'/CH,CO4H), 69.5 (C-
3/4/6/2'/4'/5'/6/CH,COLH), 69.1 (C-3/4/6/2'/4/5'/6'/CH,COLH), 68.0 (C-
3/4/6/2'/4°/5'/6/CH,CO,H), 58.4 (C-7/8), 58.4 (C-7/8), 55.1 (C-7/8), 54.9 (C-7/8) ppm; ESI-
MS (HRMS) berechnet fiir C1oH150sNa ([M+Na]*) 289.0899, gefunden bei 289.0894 m/z.

58 (R* und R3= CH,CO,Na; R*=H)

'H NMR (500 MHz, D,0) & 4.98 (d, J = 3.7 Hz, 1H, H-1), 4.29 (s, 2H, H-CH,CO,H), 4.27 (s, 2H,
H-CH,CO,H), 3.91 (t, /= 9.4 Hz, 1H, H-3), 3.80-3.75 (m, 1H, H-2/4/5/6), 3.71-3.68 (m, 2H, H-
2/4/5/6), 3.45 (dd, J=9.7, 3.7 Hz, 1H, H-2/4/5/6), 3.41-3.36 (m, 7H, H-2/4/5/6/7/8) ppm;
3C NMR (126 MHz, D,0) & 173.8 (C,-CO,H, 97.1 (C-1), 79.9 (C-2), 78.9 (C-4), 71.9 (C-3/5/6),
70.3 (C-3/5/6), 68.7 (C-3/5/6), 58.3 (C-7/8), 54.9 (C-7/8) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir
C1,H20010Na ([M+Na]*) 347.0954, gefunden bei 347.0948 m/z.

Aufgrund der geringen Ausbeute wurde kein Schmelzpunkt und kein [a]3°-Wert bestimmt.
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Methyl 6-tert-butoxyacetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (64)
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Zu einer Losung von Methyl 2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid (500 mg, 1.07 mmol,
1.0 Ag) in DMF (5 mL) wurde NaH (60 %, 86.1 mg, 2.15 mmol, 2.0 Aq.) gegeben und das
Gemisch fiir 30 min gerihrt. AnschlieBend wurde Bromessigsaure-tert-butylester (0.32 mL,
2.15 mmol, 2.0 Ag.) hinzugegeben und die Lésung fiir weitere 3 h bei RT geriihrt. Nach der
Zugabe von CH,Cl, (30 mL) wurde die organische Phase mit einer NaCl-Lsg. (100 mL)
gewaschen, Uber Na,SO,; getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 10:1—2:1) wurde das
Produkt 64 (530 mg, 0.92 mmol, 85 %) als farbloses Ol erhalten.

H NIMR (400 MHz, CDCl3) & 7.41-7.27 (m, 15H, H-Ar), 5.04-4.64 (m, 6H, H-CH,Ph), 4.62 (d,
J=3.5Hz, 1H, H-1), 4.00 (t, J = 9.3 Hz, 1H, H-3), 3.97 (s, 2H, H-8), 3.77 (m, 2H, H-6), 3.65 (t,
J=9.2 Hz, 1H, H-2), 3.59-3.53 (m, 1H, H-5), 3.38 (s, 3H, H-7), 1.46 (s, 9H, H-11) ppm; *C NMR
(101 MHz, CDCl3)  169.4 (C4-9), 139.0 (C4-Ar), 138.6 (Cq-Ar), 138.3(C,-Ar), 128.6 (C-Ar), 128.5
(C-Ar), 128.3 (C-Ar), 128.2 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 128.0 (C-Ar), 127.8 (C-Ar), 127.6 (C-Ar), 98.3
(C-1), 82.2 (C-3), 81.6 (C4-10), 79.8 (C-5), 75.8 (C-CH,Ph), 75.1 (C-CH,Ph), 73.5 (C-CH,Ph), 70.2
(C-2), 69.9 (C-6), 69.3 (C-8), 55.3 (C-7), 28.2 (C-11) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir
C34H4303 ([M+H]") 279.2958, gefunden bei 579.2958 m/z.

Methyl 6-tert-butoxyacetyl-a-D-glucopyranosid (65)

Zu einer Losung von Methyl 6-tert-butoxyacetyl-2,3,4-tri-O-benzyl-a-D-glucopyranosid
(500 mg, 0.86 mmol, 1.0 Aq.) in MeOH (25 mL) wurde Pd/C (300 mg) gegeben und das
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Gemisch anschlieBend unter H,-Atmosphare (1 bar) fir 12 h bei RT geriihrt. Die Suspension
wurde dann Uber Celite® filtriert, mit MeOH (50 mL) gewaschen und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung wurde das

Produkt 65 (250 mg, 0.81 mmol, 94 %) als farblose, 6lige Fliissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 4.76 (d, J = 3.8 Hz, 1H, H-1), 4.09 (dd, J = 16.9, 1.4 Hz, 1H, H-8),
3.94 (d, J = 16.9 Hz, 1H, H-8), 3.88-3.61 (m, 9H, H-3/4/5/6/0H), 3.58 (dd, J = 9.3, 3.8 Hz, 1H,
H-2), 3.40 (s, 3H, H-7), 1.46 (s, 9H, H-11) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl5) § 170.8 (C-9), 99.8
(C-1), 82.5 (C4-10), 74.0 (C-3/4/5/6), 72.3 (C-2), 70.8 (C-3/4/5/6), 70.1 (C-3/4/5/6) , 70.1 (C-
3/4/5/6), 68.5 (C-8), 55.5 (C-7), 28.2 (C-11) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir Cy3H,505
([M+H]") 309.1549, gefunden bei 309.1548 m/z.

Methyl 6-acetyl-a-D-glucopyranosid (66)
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Zu einer Losung von Methyl 6-tert-butoxyacetyl-a-D-glucopyranosid (250 mg, 0.81 mmol,
1.0 Ag.) in CH,Cl, (5.0 mL) wurde TFA (0.81 mL, 10.5 mmol, 13 Ag.) und Triethylsilan
(0.32mL, 2.03mmol, 2.5 Aqg.)gegeben und das Gemisch fiir 17 h bei RT geriihrt.
AnschlieBend wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, dem Riickstand
deion. H,0 (10 mL) und Amberlite Na* Form zugegeben und fiir weitere 3 h bei RT geriihrt.
Nach dem das Gemisch filtriert und lyophilisiert wurde, konnte das Produkt 66 (319 mg,
0.78 mmol, 96 %) als farbloser Feststoff erhalten werden.'H NMR (400 MHz, D,0) & 4.81 (d,
J=3.8Hz, 1H, H-1), 4.26 (s, 1H, H-8), 3.92-3.81 (m, 2H, H-6), 3.81-3.75 (m, 1H, H-5), 3.71-
3.64 (m, 1H, H-3), 3.57 (dd, J = 9.8, 3.8 Hz, 1H, H-2), 3.48 (t, J = 9.4 Hz, 1H, H-4), 3.43 (s, 3H,
H-7) ppm; *C NMR (101 MHz, D,0) 6 174.3 (C4-9), 163.0 (q, Jer = 35 Hz, C,-NaOTf), 116.31 (q,
Jer = 292 Hz, C4-NaOTf) 99.3 (C-1), 72.9 (C-3), 71.1 (C-2), 70.3 (C-5), 70.0 (C-6), 69.5 (C-4),
68.0 (C-8), 55.2 (C-7) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CoH1¢NaOg ([M+Na]’) 275.0743,
gefunden bei 275.0738 m/z.
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7.4 DARSTELLUNG DER VERBINDUNGEN AUS KAPITEL 5.1

Methyl 6-methylpicolinat (112)
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Zu einer Lésung von 6-Methylpicolinsdure (10.8 g, 78.8 mmol, 1.0 Aq.) in MeOH (250 mL)

wurde H,SO,4 (55 mL) gegeben und das Gemisch fiir 48 h auf 80 °C erhitzt. AnschlieRend
wurde die Reaktionsldsung mit einer NaHCOs-Lsg. (200 mL) versetzt und die wassrige Phase
mit CHCl3 (3x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden lber MgSQO,4
getrocknet und nach dem Entfernen des Losungsmittels wurde das Produkt 112 (11.8 g,

78.1 mmol, 99 %) als farblose, olige Fllssigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) § 7.94 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 7.71 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-4), 7.33 (d,
J=7.8 Hz, 1H, H-3), 3.98 (s, 3H, H-OMe), 2.64 (s, 3H, H-CHs3) ppm; 3¢ NMR (101 MHz, CDCl3)
8 166.1 (C4-7), 159.1 (C4-2), 147.6 (C4-6), 137.2 (C-4), 127.0 (C-3), 122.5 (C-5), 53.0 (C-OMe),
24.8 (C-CHs3) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CgHgNO, ([M+H]*) 152.0712, gefunden bei
152.0712 m/z.

Ethyl 6-methylpicolinat (113)

o) o
N "N
[N oH S o>
2 1 As 13

Zu einer Lésung von 6-Methylpicolinsdure (10.0 g, 72.9 mmol, 1.0 Aq.) in EtOH (250 mL)

wurde H,SO4 (55 mL) gegeben und das Gemisch fir 48 h auf 60 °C erhitzt. AnschlieRend
wurde die Reaktionsldsung mit einer NaHCOs-Lsg. (200 mL) versetzt und die wassrige Phase
mit CHCl3 (3x 200 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber MgSO,4
getrocknet und nach dem Entfernen des Losungsmittels wurde das Produkt 113 (10.5 g,

63.4 mmol, 87 %) als gelbliche, olige Flissigkeit erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.93 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 7.71 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-4), 7.32 (d,
J=7.8Hz, 1H, H-3), 4.47 (qd, J=7.1,0.7 Hz, 2H, H-8), 2.66 (s, 3H, H-1), 1.43 (td,
J=17.1,0.7 Hz, 3H, H-9) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 165.6 (C4-7), 159.2 (C4-2), 148.0
(C4-6), 137.2 (C-4), 126.8 (C-3), 122.4 (C-5), 62.0 (C-8), 24.8 (C-1), 14.5 (C-9) ppm; ESI-MS
(HRMS) berechnet fiir CsH13NO, ([M+H]") 166.0868, gefunden bei 166.0864 m/z.

1-(6-Methylpyridin-2-yl)-2-(chinolin-4-yl)ethan-1-on (114)

R (112): CHj
R (113): CH,CHj

Zu einer Lésung von Lepidin (1.02 mL, 7.70 mmol, 1.0 Ag.) in THF (30 mL) wurde bei -78 °C
portionsweise KHMDS (0.5 M in Toluol, 17.0mL, 1.1 Aq.) und anschlieRend Methyl-6-
methylpicolinat (1.28 g, 8.50 mmol, 1.1 Ag.) bzw. Ethyl-6-methylpicolinat (1.40 g, 8.50 mmol,
1.1 Aq.) tropfenweise hinzugegeben. Das Reaktionsgemisch wurde fiir 12 h bei RT geriihrt,
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand mit Et,O (3x 60 mL)
gewaschen. Der braunliche Feststoff wurde mit einer NH4Cl-Lsg. (60 mL) versetzt und die
wassrige Phase mit EtOAc (3x 100 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden Uber MgSO, getrocknet und nach dem Entfernen des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer wurde das Produkt 114 (0.90 g, 3.40 mmol, 45 % beim Einsatz des
Methylesters 112 und 1.01g, 3.85mmol, 50 % beim Einsatz des Ethylesters 113) als

orangefarbene, 6lige Flussigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 8.85 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-11), 8.11 (dt, J = 5.0, 2.5 Hz, 1H, H-13),
8.07 (dd, J=8.5,0.9 Hz, 1H, H-16), 7.86 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 7.72 (t, J = 7.7 Hz, 1H, H-4),
7.70 (ddd, J=8.4,6.9, 1.4 Hz, 1H, H-14), 7.54 (ddd, J = 8.3, 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-15), 7.41 (d,
J=4.4Hz, 1H, H-10), 7.37 (d, J=7.7 Hz, 1H, H-3), 5.03 (s, 2H, H-8), 2.68 (s, 3H, H-1) ppm;
3C NMR (101 MHz, CDCl3)  198.2 (C4-7), 158.3 (C4-2), 152.2 (C4-6), 150.2 (C-11), 148.6 (Co-
12), 142.0 (C4-9), 137.3 (C-4), 130.3 (C-13), 129.3 (C-14), 128.2 (C4-17), 127.4 (C-15), 126.7 (C-
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3), 124.5 (C-10), 123.5 (C-16), 119.7 (C-5), 41.0 (C-8), 24.6 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C;7H15N,0 ([M+H]*) 263.1184, gefunden bei 263.1185 m/z.

4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16)

Zu einer Losung von 1-(6-Methylpyridin-2-yl)-2-(chinolin-4-yl)ethan-1-on (900 mg,
3.40 mmol, 1.0 Aq.) in DMF (14 mL) wurden Essigsdure (0.71 mL, 12.4 mmol, 3.6 Aq.) und
N,N-Dimethylformamiddimethylacetal (1.06 mL, 10.3 mmol, 3.0 Aq.) gegeben und das
Gemisch fur 1h bei RT gerihrt. AnschlieBend wurde die Losung mit Hydrazin-Hydrat
(2.42 mL, 75.5mmol, 22.0Aq.) versetzt und fiir weiter 2h bei 50°C geriihrt. Das
Reaktionsgemisch wurde mit deion. H,O (30 mL) versetzt und mit EtOAc (3x 50 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit einer NaHCOs-Lsg. (50 mL) gewaschen,
Uber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
Umkristallisation (MeCN bei 8 °C) wurde das Produkt 16 (680 mg, 2.40 mmol, 70 %) als

braunlicher Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 11.81 (s, 1H, H-NH), 8.97 (d, J=4.4 Hz, 1H, H-12), 8.20 (d,
J=8.0Hz, 1H, H-14), 7.81 (dd, J = 8.4, 0.8 Hz, 1H, H-17), 7.76-7.70 (m, 1H, H-15), 7.75 (s, 1H,
H-9), 7.47-7.41 (m, 2H, H-11/16), 7.22 (t, J = 7.8 Hz, 1H H-4), 6.99 (d, J = 7.5 Hz, 1H, H-3), 6.61
(d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 2.55 (s, 3H, H-1) ppm; **C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.7 (C4-2), 150.3
(C-12), 148.8 (C4-13), 146.8 (C4-6), 141.5 (C-9), 140.7 (C,-10), 139.7 (C4-7), 137.1 (C-4), 130.0
(C-14), 129.8 (C-15), 127.6 (C4-18), 127.0 (C-11), 126.1 (C-17), 122.9 (C-3), 122.8 (C-18), 118.0
(C-5), 115.4 (C,-8), 24.6 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fir CigHisNg ([M+H]')
287.1297, gefunden bei 287.1298 m/z; Smp. 190.6 °C.
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Allgemeine Vorschrift zur Darstellung verschiedener Derivate von A 83-01 (14)

Zu einer Lésung von 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16, 1.0 Aq.) in THF
(20 mg/mL) wurde NaH (1.5Aq.) und das korrespondierende lIsothio- bzw. Isocyanat
(1.2 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir 12 h bei RT geriihrt. Nach Zugabe von Phosphatpuffer
(pH=7, 20 mL) wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, (3x 50 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen Uber Na,SO,4 getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 5:1-1:1 bzw.
PE/EtOAc/NEt; 8:1:1—4:5:1) bzw. Kristallisation wurde das jeweilige Harnstoff- bzw.

Thioharnstoffderivat erhalten.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-phenyl-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carbothioamid (14)

Flr die Darstellung von 14 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35mmol, 1.0Aq.), THF (5.0 mL), NaH (21.0mg, 0.52 mmol, 1.5Aq.) und
Phenylisothiocyanat (0.05 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wissriger Aufarbeitung
und Kristallisation (EtOAc, 8 °C) wurde das Produkt 14 (16.0 mg, 0.04 mmol, 11 %) als

gelblicher Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 10.98 (s, 1H, H-NH), 9.00 (s, 1H, H-9),
8.93 (d, J= 4.4 Hz, 1H, H-12), 8.16 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-14), 7.85 (m,
2H), 7.75 (d, J=8.2 Hz, 1H, H-3/4/11/15/16/17/21/22/23), 7.72-
7.67 (m, 1H, H-3/4/11/15/16/17/21/22/23), 7.49 (m, 2H, H-
3/4/11/15/16/17/21/22/23),  7.45-7.32 (m, G5H,  H-
3/4/11/15/16/17/21/22/23), 7.22 (m, 2H, H-
3/4/11/15/16/17/21/22/23), 7.02 (d, J=7.9 Hz, 1H, H-5), 2.25 (s, 3H, H-1) ppm; ESI-MS

(HRMS) berechnet fiir CysHigNsS ([M+H]') 422.1439, gefunden bei 422.1439 m/z;
Smp. 168.0 °C.

Wegen der geringen Stabilitat der Verbindung 14 in Losung konnte kein B¢ NMR-Spektrum

aufgenommen werden.



7 Experimenteller Teil 160

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-phenyl-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (115)

Fir die Darstellung von 115 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35mmol, 1.0Aq.), THF (5.0 mL), NaH (21.0mg, 0.52 mmol, 1.5Aq.) und
Isocyanatobenzol (0.05 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wéssriger Aufarbeitung
und sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das Produkt 115
(114 mg, 0.28 mmol, 80 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 9.36 (s, 1H, NH), 8.91 (d, J = 4.4 Hz, 1H,
H-12), 8.54 (s, 1H, H-9), 8.16 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-17), 7.76-7.65 (m,
o  A4H, H-14/16/21), 7.46-7.34 (m, 5H, H-4/11/15/22), 7.24-7.18 (m,
2H, H-5/23), 7.02 (d, J= 7.6 Hz, 1H, H-3), 2.27 (s, 3H, H-1) ppm;
20 3¢ NMR (101 MHz, CDCl3) & 158.8 (Cq-2), 152.2 (C4-13), 149.9 (C-

12), 149.5 (C4-6), 148.4 (C4-19), 146.7 (C4-10), 139.5 (C4-7), 136.8
(C-4), 136.5 (C-20), 130.2 (C-9), 129.8 (C-17), 129.6 (C-5), 129.4 (C-22), 127.6 (C4-18), 126.8
(C-15), 125.9 (C-14), 125.1 (C-23), 123.3 (C-3), 122.6 (C-11), 120.5 (C,-8), 120.1 (C-21), 119.9
(C-16), 24.2 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CysHisNsONa ([M+Na]*) 428.1487,
gefunden bei 428.1489 m/z.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-N-(p-tolyl)-1H-pyrazol-1-carbothioamid (134)

Fir die Darstellung von 134 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und p-
Tolylisothiocyanat (63.0 mg, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wéssriger Aufarbeitung
und Kristallisation (EtOAc, 8 °C) wurde das Produkt 134 (31 mg, 0.07 mmol, 20 %) als

gelblicher Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) & 10.86 (s, 1H, H-NH), 9.00 (s, 1H, H-9),
8.92 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-12), 8.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-14), 7.75 (d,
J=81Hz, 1H, H-3/4/11/15/16/17/21/22), 7.68 (m, 3H, H-
3/4/11/15/16/17/21/22), 7.47-7.35 (m, 4H, H-
3/4/11/15/16/17/21/22), 7.31-7.25 (m, 4H, H-

3/4/11/15/16/17/21/22), 7.01 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 2.41 (s, 3H,
H-1), 2.22 (s, 3H, H-24) ppm; *H NMR (400 MHz, d1g-HMPA) & 12.78 (s, 1H, H-NH), 9.07 (d,
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J=4.4Hz, 1H, H-12), 8.96 (s, 1H, H-9), 8.38 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-14), 8.14 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-
5), 7.88 (m, 2H, H-4/15), 7.80 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H-21), 7.71 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-17), 7.65 (d,
J=4.4Hz, 1H, H-11), 7.61-7.53 (m, 1H, H-16), 7.44 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-22), 7.27 (d, J = 7.6 Hz,
1H, H-3), 2.50 (s, 3H, H-1), 1.81 (s, 3H, H-24) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;gH,1:NsSNa
(IM+Nal*) 458.1415, gefunden bei 458.1418 m/z; Smp. 159.3 °C.

Wegen der geringen Stabilitdt der Verbindung 134 in Losung konnte kein *C NMR-Spektrum

in CDCl;3 aufgenommen werden.

N-(4-Fluorophenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carbothioamid
(135)

Fir die Darstellung von 135 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 4-
Fluorophenylisothiocyanat (64.0 mg, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wissriger
Aufarbeitung und Kristallisation (EtOAc, 8 °C) wurde das Produkt 135 (23.0 mg, 0.05 mmol,

15 %) als gelblicher Feststoff erhalten.

ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CsHisNsSFNa ([M+Na]*) 462.1165,
gefunden bei 462.1166 m/z; Smp. 184.9 °C.

Wegen der geringen Stabilitdt der Verbindung 135 in Losung
konnten keine 'HNMR- und *C NMR-Spektren aufgenommen

werden.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-(4-nitrophenyl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carbothioamid (136)

Fiir die Darstellung von 136 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 4-
Nitrophenylisothiocyanat (76.0 mg, 0.42 mmol, 1.2 Ag.) verwendet. Nach wissriger
Aufarbeitung und Kristallisation (EtOAc, 8 °C) wurde das Produkt 136 (19.0 mg, 0.04 mmol,

11 %) als gelblicher Feststoff erhalten.
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ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;5sH13NgO,SNa ([M+Na]*) 489.1110,
gefunden bei 489.1112 m/z; Smp. 179.9 °C.

Wegen der geringen Stabilitat der Verbindung 136 in Losung
konnten keine 'H NMR- und **C NMR-Spektren aufgenommen

werden.

N-(3,5-bis(Trifluoromethyl)phenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-
carbothioamid (137)

Fir die Darstellung von 137 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Aq.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 3,5-
bis(Trifluoromethyl)phenylisothiocyanat (0.08 mL, 0.42 mmol, 1.2 Ag.) verwendet. Nach
wassriger Aufarbeitung und Kristallisation (EtOAc, 8 °C) wurde das Produkt 137 (16.0 mg,

0.03 mmol, 8 %) als gelblicher Feststoff erhalten.

ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C,7H17NsFsSNa ([M+Na]*) 580.1007,
gefunden bei 580.1007 m/z.

Wegen der geringen Stabilitdit der Verbindung 137 in Losung
konnten keine 'HNMR- und **C NMR-Spektren aufgenommen

werden.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-N-(p-tolyl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (138)

Fiir die Darstellung von 138 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-
Isocyanato-4-methylbenzol (0.05 mL, 0.42 mmol, 1.2 Agq.) verwendet. Nach wéssriger
Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—-1:1) wurde das
Produkt 138 (79 mg, 0.19 mmol, 54 %) als farbloser Feststoff erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9.31 (s, 1H, H-NH), 8.91 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.54 (s, 1H, H-9), 8.17 (d, J = 8.5 Hz, 1H, H-14), 7.74 (d,
o J=8.4Hz, 1H, H-17), 7.72-7.65 (m, 1H, H-15), 7.58 (d, J = 8.4 Hz,
2H, H-21), 7.44-7.34 (m, 3H, H-4/11/16), 7.22 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-
20 22),7.19 (d, J = 8.1 Hz, 1H, H-5), 7.01 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-3), 2.36

(s, 3H, H-23), 2.27 (s, 3H, H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl5) &
158.8 (C4-2), 152.0 (C4-19), 149.7 (C4-13), 149.5 (C-12), 148.2 (C4-6), 146.7 (Cq-7), 139.7 (Cq-
10), 136.8 (C-4), 134.9 (C4-20), 133.9 (C4-23), 130.2 (C-9), 129.9 (C-22), 129.7 (C-15), 129.6 (C-
14), 127.6 (C,-18), 126.9 (C-16), 125.9 (C-17), 123.3 (C-3), 122.6 (C-11), 120.3 (C4-8), 120.2 (C-
21), 120.0 (C-5), 24.2 (C-1), 21.1 (C-24) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;sH,:NsONa
([M+Nal") 442.1644, gefunden bei 442.1644 m/z; Smp. 162.2 °C.

N-(4-fluorphenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (139)

Fir die Darstellung von 139 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 4-
Fluorphenylisocyanat (0.05 mL, 0.42 mmol, 1.2 Ag.) verwendet. Nach wissriger Aufarbeitung
und saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das Produkt 139
(22.3 mg, 0.05 mmol, 16 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.34 (s, 1H, NH), 8.92 (d, J = 4.4 Hz, 1H,
H-12), 8.55 (s, 1H, H-9), 8.18 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-14), 7.77-7.67 (m,
4H, H-15/17,21), 7.47-7.34 (m, 5H, H-4/11/16/22), 7.25-7.19 (m,
1H, H-5), 7.02 (d, J=7.7Hz, 1H, H-3), 2.26 (s, 3H, H-1) ppm;
3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 158.8 (Cq-2), 152.1 (C4-19), 149.7 (Cq-
6), 149.4 (C4-13), 148.2 (C4-7), 146.7 (C-12), 139.7 (C4-10), 136.9 (C-

4), 136.6 (C4-20), 130.3 (C-9), 129.7 (C-15), 129.7 (C-14), 129.4 (C-
21), 127.6 (C4-18), 125.9 (C-16), 125.2 (C-17), 123.4 (C-3), 122.6 (C-11), 120.4 (C-8), 120.2 (C-
22), 112.0 (C-5), 24.2 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CysHigNsOF ([M+H]")
424.1574, gefunden bei 424.1573 m/z; Smp. 178.1 °C.
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3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-(4-nitrophenyl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (140)

Fir die Darstellung von 140 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-
Isocyanato-4-nitrobenzol (69.0 mg, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wiéssriger
Aufarbeitung und Kristallisation (CH,Cl,/PE 1:10) wurde das Produkt 16 (32.0 mg, 0.07 mmol,

20 %) als gelber Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9.82 (s, 1H, H-NH), 8.94 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.54 (s, 1H, H-9), 8.35-8.29 (m, 2H, H-21), 8.18 (dd,
O J=8.8,1.0 Hz, 1H, H-14), 7.96-7.90 (m, 2H, H-22), 7.74-7.69 (m, 2H,
Ny H-15/17), 7.46-7.39 (m, 2H, H-4/16), 7.37 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-11),
7.17 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 7.06 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-3), 2.32 (s, 3H,
H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 159.0 (C4-2), 152.3 (C4-19),

149.9 (C-12), 148.8 (C4-6), 148.4 (C4-13), 146.5 (C4-7), 144.3 (C-23),
142.6 (C4-20), 139.0 (C4-10), 137.2 (C-4), 130.4 (C-9/14/15/16), 129.9 (C-9/14/15/16), 129.8
(C-9/14/15/16), 127.4 (C4-18), 127.1 (C-16), 125.7 (C-15/17), 125.4 (C-21), 123.8 (C-3), 122.6
(C-11), 121.1 (C4-8), 120.1 (C-5), 119.5 (C-22), 24.2 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir
CsH19NgOsNa ([M+Na]*) 451.1519, gefunden bei 451.1519 m/z; Smp. 212.8 °C.

N-(3,5-bis(Trifluormethyl)phenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-
carboxamid (141)

Fir die Darstellung von 141 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-
Isocyanato-4-nitrobenzol (0.08 mL, 0.42 mmol, 1.2 Ag.) verwendet. Nach wissriger
Aufarbeitung und Kristallisation (CH,Cl,/PE 1:10) wurde das Produkt 141 (32.0 mg,

0.07 mmol, 20 %) als farbloser Feststoff erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 9.83 (s, 1H, H-NH), 8.94 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.53 (s, 1H, H-9), 8.27 (s, 2H, H-21), 8.20 (d, J = 8.3 Hz,
1H, H-14), 7.76-7.67 (m, 3H, H-15/17/23), 7.48-7.36 (m, 3H, H-
4/11/16), 7.21 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.07 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-3),
2.32 (s, 3H, H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 158.8 (Cy-2),

149.5 (C-19), 148.5 (C,-6), 148.0 (C4-13), 147.5 (C4-7), 146.6 (C-12),

139.1 (C410), 138.0 (C-4), 137.2 (C-20), 132.71 (Cq-22, q,

Jer = 34 Hz), 130.2 (C-9), 129.9 (C-16), 129.6 (C-15/17), 127.3 (C4-18), 127.1 (C-16), 125.6 (C-
15/17), 123.8 (C-3), 123.0 (C4-CFs, q, Jor = 277 Hz), 122.5 (C-11), 120.9 (C,-8), 120.0 (C-5),

141 CF4

119.6 (C4-21, q, Jcr = 4.1 Hz), 118.2 (C4-23, q, Jcr = 3.6 Hz) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fur
Cy7H17NsOFgNa ([M+Na]*) 564.1235, gefunden bei 564.1235 m/z.

N-(2-Methoxyphenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid
(142)

Flr die Darstellung von 142 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5Aq.) und 1-
Isocyanato-2-methoxybenzol (0.06 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wéssriger
Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—-1:1) wurde das
Produkt 142 (79.0 mg, 0.18 mmol, 52 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 9.83 (s, 1H, H-NH), 8.91 (d,
J=4.4Hz, 1H, H-12), 8.53 (s, 1H, H-9), 8.33 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz,

0 1H, H-24), 8.14 (d, J=8.4Hz, 1H, H-14), 7.73 (dd,
1 NH J=8.4,0.8 Hz, 1H, H-17), 7.67 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.4 Hz, 1H, H-
20 oMe 15), 7.52-7.42 (m, 2H, H-4/5), 7.39-7.33 (m, 2H, H-11/16), 7.15
24 (td, J=7.8,1.6 Hz, 1H, H-22), 7.06 (td, J=7.8,1.3 Hz, 1H, H-

23), 6.98 (m, 2H, H-3/21), 4.00 (s, 3H, H-26), 2.10 (s, 3H, H-1) ppm; *C NMR (101 MHz,
CDCl3) & 158.4 (C4-2), 152.1 (Co-19), 149.9 (C-12), 149.8 (C4-6), 149.0 (C4-25), 148.4 (C-13),
146.6 (C,-10), 139.8 (C4-7), 136.7 (C-5), 130.1 (C-9), 129.7 (C-14), 129.3 (C-15), 127.8 (C-18),
126.5 (C-4), 126.3 (C4-20), 126.1 (C-17), 124.8 (C-22), 123.0 (C-3), 122.6 (C-11), 121.3 (C-23),
120.6 (C4-8), 119.7 (C-16), 119.4 (C-24), 110.5 (C-21), 56.1 (C-26), 24.01 (C-1) ppm; ESI-MS
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(HRMS) berechnet fiir C;6H21NsO,Na ([M+Na]*) 458.1593, gefunden bei 458.1593 m/z ; Smp.
168.9 °C.

N-(3-Methoxyphenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid
(143)

Flr die Darstellung von 143 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-
Isocyanato-3-methoxybenzol (0.06 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wéssriger
Aufarbeitung und Kristallisation (CH,Cl,/PE 1:10) wurde das Produkt 143 (15.0 mg,

0.04 mmol, 10 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 9.32 (s, 1H, H-NH), 8.92 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.54 (s, 1H, H-9), 8.15 (d, J = 8.2 Hz, 1H, H-14), 7.76-
o  7.72(m, 1H, H-17), 7.69 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.4 Hz, 1H, H-15), 7.44-
NH 7-29 (m, 5H, H-4/11/16/22/25), 7.25-7.18 (m, 2H, H-5/21), 7.02
(d, J=7.7 Hz, 1H, H-3), 6.77 (ddd, J=8.3, 2.5, 0.8 Hz, 1H, H-23),
24 3.86 (s, 3H, H-26), 2.28 (s, 3H, H-1) ppm; *CNMR (101 MHz,

OMe
CDCl3) 6 160.5 (C4-2), 158.9 (C4-24), 152.3 (C4-19), 150.0 (C-12),

149.5 (C4-6), 148.6 (C4-13), 146.6 (C,-10), 139.3 (C4-7), 137.7 (C4-25), 136.8 (C-5), 130.2 (C-9),
130.2 (C-14), 129.9 (C4-20), 129.5 (C-15), 127.5 (C4-18), 126.8 (C-4), 125.9 (C-17), 123.3 (C-3),
122.6 (C-11), 120.6 (C4-8), 120.0 (C-16), 112.3 (C-21), 111.0 (C-23), 105.8 (C-22), 55.6 (C-26),
24.3 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;6H,:NsO,Na ([M+Na]*) 458.1593, gefunden
bei 458.1593 m/z; Smp. 166.6 °C.

N-(4-Methoxyphenyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid
(144)

Fiir die Darstellung von 144 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-

Isocyanato-4-methoxybenzol (0.06 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wéssriger
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Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das
Produkt 144 (58.0 mg, 0.13 mmol, 38 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 9.21 (s, 1H, H-NH), 8.91 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.54 (s, 1H, H-9), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-14), 7.75 (dd,
o J=8.4,0.7Hz, 1H, H-17), 7.69 (ddd, J=8.4, 6.9, 1.4 Hz, 1H, H-15),
7.63-7.56 (m, 2H, H-21), 7.39 (ddd, J = 8.2, 7.1, 3.3 Hz, 2H, H-4/16),
20 7.35(d, J=4.4Hz, 1H, H-11), 7.19 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 7.02 (d,
J=7.7 Hz, 1H, H-3), 6.99-6.93 (m, 2H, H-22), 3.84 (s, 3H, H-24), 2.28

(s, 3H, H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.8 (C4-2), 157.2
(C4-23), 152.2 (C4-19), 150.0 (C-12), 149.6 (C4-6), 148.6 (Co-13), 146.9 (C4-10), 139.4 (C4-7),
136.8 (C-5), 130.2 (C-9), 129.9 (C4-20), 129.5 (C-14), 129.5 (C-15), 127.6 (C4-18), 126.8 (C-4),
125.9 (C-17), 123.3 (C-3), 122.6 (C-11), 122.1 (C-21), 120.4 (C4-8), 120.0 (C-16), 114.6 (C-22),
55.7 (C-24), 24.3 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CysH21NsO,Na ([M+Na])
458.1593, gefunden bei 458.1593 m/z.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-(2-nitrophenyl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (145)

Flr die Darstellung von 145 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5Aq.) und 1-
Isocyanato-2-nitrobenzol (69.0 mg, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach waéssriger
Aufarbeitung und Kristallisation (CH,Cl,/PE 1:10) wurde das Produkt 145 (20.0 mg,

0.05 mmol, 13 %) als gelber Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 12.51 (s, 1H, H-NH), 8.93 (d,
J=4.4Hz, 1H, H-12), 8.85 (dd, J = 8.5, 1.2 Hz, 1H, H-24), 8.50 (s,

0 1H, H-9), 8.36 (dd, J=8.5,15Hz, 1H, H-21), 8.15 (dd,

1 NH J=8.9,1.2 Hz, 1H, H-14), 7.83 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.80-7.74
20 NO, (m, 1H, H-23), 7.69-7.64 (m, 2H, H-15/17), 7.57 (t, J=7.8 Hz,

4 145 24 1H, H-4), 7.40 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-11), 7.33 (m, 2H, H-16/22),

6.95 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-3), 1.89 (s, 3H, H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCls) § 158.0 (C4-2),
152.6 (C,-19), 149.9 (C-12), 149.4 (C4-6), 148.3 (C4-13), 147.0 (C4-7), 140.0 (C-10), 137.2 (Cq-
20), 136.9 (C-4), 136.3 (C-23), 133.9 (C4-25), 130.0 (C-9), 129.7 (C-14), 129.2 (C-15/17), 128.0
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(C-18), 126.4 (C-15/16/17/21), 126.4 (C-15/16/17/21), 126.2 (C-15/16/17/21), 124.1 (C-22),
123.1 (C-3), 122.4 (C-11), 121.7 (C,-8), 121.5 (C-24), 119.0 (C-5), 23.7 (C-1) ppm; ESI-MS
(HRMS) berechnet fiir Co5H19NgO3Na ([M+Na]*) 451.1519, gefunden bei 451.1519 m/z; Smp.
211.8 °C.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-(3-nitrophenyl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (146)

Fir die Darstellung von 146 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-
Isocyanato-3-nitrobenzol (69.0 mg, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach waéssriger
Aufarbeitung und Kristallisation (CH,Cl,/PE 1:10) wurde das Produkt 146 (86.0 mg,

0.19 mmol, 55 %) als gelber Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls) 6 10.11 (s, 1H, H-NH), 8.94 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.66 (t, J = 2.1 Hz, 1H, H-25), 8.52 (s, 1H, H-9), 8.18 (dd,
0  J=9.0,1.1Hz 1H, H-14), 8.16-8.12 (m, 1H, H-23), 8.08-8.04 (m,
\H  1H, H-21), 7.75-7.68 (m, 2H, H-15/17), 7.60 (t, J=8.2 Hz, 1H, H-
22), 7.45-7.34 (m, 3H, H-4/11/16), 7.06 (d, J=7.7 Hz, 1H, H-3),

116 ;402 7.02 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5) ppm; *CNMR (101 MHz, CDCl;5) &
159.0 (C4-2), 152.1 (C4-19), 150.1 (C-12), 149.0 (C,-6), 149.0 (Cq-

24), 148.6 (C4-13), 146.9 (C4-7), 138.9 (C4-10), 138.3 (C4-20), 137.0 (C-4), 130.3 (C-
9/14/15/17/22), 130.3 (C-9/14/15/17/22), 130.0 (C-9/14/15/17/22), 129.8 (C-
9/14/15/17/22), 127.4 (C4-18), 127.1 (C-16), 125.7 (C-23), 125.5 (C-15/17), 123.7 (C-3), 122.7
(C-11), 120.7 (C4-8), 120.1 (C-21), 119.5 (C-5), 114.9 (C-25), 24.3 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir CysHigNgOsNa ([M+Na]’) 451.1519, gefunden bei 451.1519 m/z; Smp.

167.9 °C.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-N-(m-tolyl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (147)

Fir die Darstellung von 147 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und 1-

Isocyanato-3-methylbenzol (0.05 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wissriger
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Aufarbeitung und saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das
Produkt 147 (72 mg, 0.17 mmol, 49 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 9.25 (s, 1H, H-NH), 8.92 (d, J = 4.4 Hz,
1H, H-12), 8.54 (s, 1H, H-9), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-14), 7.77-7.72
o (m, 1H, H-17), 7.69 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.4 Hz, 1H, H-15), 7.53 (s, 1H,
Ny H-25), 7.49 (d, J=8.0Hz, 1H, H-23), 7.42 (t, J=7.7 Hz, 1H, H-4),
7.39 (ddd, J=8.3,6.9, 1.2 Hz, 1H, H-16), 7.35 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-

147 24 11), 7.31 (t, J = 7.8 Hz, 1H, H-22), 7.24 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 7.02
(m, 2H, H-3/21), 2.41 (s, 3H, H-26), 2.25 (s, 3H, H-1) ppm; **C NMR (101 MHz, CDCl;) 6 158.8
(C4-2), 152.2 (C4-19), 150.0 (C-12), 149.6 (Cq-13), 148.5 (Cq-6), 146.7 (Co-7), 139.4 (Cq-20),
139.4 (C,-10), 136.8 (C-4), 136.4 (C4-24), 130.2 (C-9), 129.9 (C-14), 129.5 (C-15), 129.3 (C-22),
127.6 (C,-18), 126.8 (C-16), 126.0 (C-21), 125.9 (C-17), 123.3 (C-3), 122.6 (C-11), 120.8 (C-25),
120.6 (C,-8), 119.9 (C-5), 117.2 (C-23), 24.3 (C-1), 21.7 (C-26) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet
fiir C;6H,1NsONa ([M+Na]®) 442.1644, gefunden bei 442.1644 m/z; Smp. 176.5 °C.

N-Benzyl-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (126)

Flr die Darstellung von 126 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0Aq.), THF (5.0mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5Aq.) und
(Isocyanatomethyl)benzol (0.05 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wdssriger
Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—-1:1) wurde das
Produkt 126 (107 mg, 0.26 mmol, 73 %) als schwach gelber Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.89 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-12), 8.48 (s,
1H, H-9), 8.14 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-17), 7.76 (t, J = 6.0 Hz, 1H, H-
NH), 7.73 (dd, J=8.4,0.8Hz, 1H, H-14), 7.67 (ddd,
J=84,69,14Hz, 1H, H-16), 7.46-730 (m, 8H, H-
4/11/15/22/23/24), 7.15 (d, J=7.8Hz, 1H, H-5), 6.97 (d,

J=7.7 Hz, 1H, H-3), 4.69 (d, J = 6.1 Hz, 2H, H-20), 2.21 (s, 3H, H-1)
24 ppm; CNMR (101 MHz, CDCl5) § 158.7 (C4-2), 152.1 (C4-13),
149.9 (C-12), 149.7 (C4-6), 149.6 (C4-19), 148.5 (C4-10), 139.5 (C4-7), 137.3 (C4-21), 136.7 (C-
4), 130.2 (C-9), 129.8 (C-17), 129.5 (C-5), 129.0 (C-22), 128.1 (C-23), 128.1 (C-24), 127.6 (Cq-
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18), 126.7 (C-11), 126.0 (C-14), 123.1 (C-3), 122.6 (C-15), 120.0 (C4-8), 119.8 (C-16), 44.7 (C-
20), 24.2 (C-1) ppm; *H NMR (500 MHz, d1s-HMPA) & 10.24 (t, J = 6.2 Hz, 1H, H-NH), 9.02 (d,
J=4.3Hz, 1H, H-12), 8.51 (s, 1H, H-9), 8.14 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-5), 8.12 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-
14), 7.89 (t, J=7.7 Hz, 1H, H-4), 7.84 (t, J=7.6 Hz, 1H, H-15), 7.69 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-11),
7.62 (m, 3H, H-22/24), 7.54 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-16), 7.47 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H-23), 7.39 (m, 1H,
H-17), 7.24 (d, J=7.6 Hz, 1H, H-3), 4.72 (d, J=6.1 Hz, 2H, H-20), 1.81 (s, 3H, H-1) ppm;
3C NMR (126 MHz, d1g-HMPA) 6 157.5 (C,-2), 151.6 (C4-19), 151.3 (Co-7), 150.7 (C-12), 150.5
(Cq-16), 149.1 (C4-13), 140.9 (C4-10), 140.5 (Cq-21), 137.7 (C-4), 130.5 (C-9), 130.3 (C-14),
129.5 (C-15), 129.1 (C-22), 128.9 (C-24), 128.6 (C-23), 127.8 (C4-18), 127.1 (C-16), 126.8 (C-
17), 123.5 (C-11), 123.3 (C-3), 120.4 (C,-8), 119.3 (C-5), 44.8 (C-20), 23.7 (C-1) ppm; ESI-MS
(HRMS) berechnet fiir Cy6H2,NsO ([M+H]") 420.1824, gefunden bei 420.1824 m/z; Smp.
111.7 °C.

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-phenethyl-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (127)

Flr die Darstellung von 127 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Aq.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und (2-
Isocyanatoethyl)benzol (0.06 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach waéssriger
Aufarbeitung und sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—-1:1) wurde das
Produkt 127 (90.0 mg, 0.21 mmol, 59 %) als schwach gelber Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.89 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-12),
8.44 (s, 1H, H-9), 8.14 (d, J=8.0 Hz, 1H, H-17), 7.72 (dd,
J=8.4,0.8Hz, 1H, H-14), 7.67 (ddd, J=8.4,6.9, 1.4 Hz,
1H, H-16), 7.52 (t, J = 6.0 Hz, 1H, H-NH), 7.42-7.24 (m, 8H,
H-4/11/15/23/24/25), 7.19 (d, J = 7.6 Hz, 1H, H-5), 6.97 (d,

J=7.6Hz, 1H, H-3), 3.81-3.69 (m, 2H, H-20), 3.02 (t,
J=7.4Hz, 2H, H-21), 2.19 (s, 3H, H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.6 (C4-2), 151.9
(Cq-13), 149.9 (C-12), 149.8 (C4-6), 149.5 (C4-19), 148.5 (Co-10), 139.6 (Cq-7), 138.4 (C4-22),
136.6 (C-4), 130.1 (C-9), 129.8 (C-17), 129.4 (C-5), 128.9 (C-23), 128.9 (C-24), 127.6 (C4-18),
126.9 (C-25), 126.6 (C-11), 126.0 (C-14), 123.0 (C-3), 122.6 (C-15), 119.9 (C4-8), 119.7 (C-16),
42.1 (C-20), 36.1 (C-21), 24.2 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;7H24NsO ([M+H]")
434.1981, gefunden bei 434.1981 m/z; Smp. 173.6 °C.



7 Experimenteller Teil 171

3-(6-Methylpyridin-2-yl)-N-propyl-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (151)

Fir die Darstellung von 151 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35mmol, 1.0Aq.), THF (5.0 mL), NaH (21.0mg, 0.52 mmol, 1.5Aq.) und
Propylisocanat (0.04 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aq.) verwendet. Nach wéssriger Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das Produkt 151 (34.0 mg,

0.09 mmol, 26 %) als farblose, 6lige Flussigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.89 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-12), 8.46 (s,
1H, H-9), 8.17 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-14), 7.77-7.72 (m, 1H, H-17), 7.69
(ddd, J=8.3, 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-15), 7.46 (t, J = 5.9 Hz, 1H, H-NH),
7.41-7.36 (m, 2H, H-4/16), 7.34 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-11), 7.17 (d,
J=7.7Hz, 1H, H-5), 6.99 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-3), 3.47 (dd, J = 14.1,

6.4 Hz, 2H, H-20), 2.24 (s, 3H, H-1), 1.81-1.67 (m, 2H, H-21), 1.04 (t,
J=7.4Hz, 3H, H-22) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl5) § 158.7 (C4-2), 151.8 (Co-19), 149.7 (C-
12), 149.6 (C4-13), 149.5 (C4-7), 148.1 (C4-6), 140.1 (C4-10), 136.8 (C-4), 130.2 (C-9), 129.7 (C-
15), 129.5 (C-14), 127.6 (C,-18), 126.8 (C-16), 126.0 (C-17), 123.1 (C-3), 122.6 (C-11), 119.9
(C-5), 119.7 (C-8), 42.5 (C-20), 29.8, 24.2 (C-1), 23.1 (C-21), 11.5 (C-22) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C;,H,oNs0 ([M+H]") 372.1824, gefunden bei 372.1823 m/z; Smp. 122.4 °C.

N-Hexyl-3-(6-methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (152)

Flr die Darstellung von 152 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aqg.) und N-
Hexylisocyanat (0.04 mL, 0.42 mmol, 1.2 Aqg.) verwendet. Nach wéssriger Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das Produkt 152 (22.0 mg,

0.05 mmol, 15 %) als farblose, olige Flissigkeit erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.89 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-12), 8.45 (s,
1H, H-9), 8.15 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-14), 7.73 (d, J = 8.4 Hz, 1H, H-17),
7.67 (ddd, J=8.3, 6.9, 1.3 Hz, 1H, H-15), 7.43 (t, J = 5.8 Hz, 1H, H-
NH), 7.40-7.34 (m, 2H, H-4/16), 7.32 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-11), 7.16
(d, J=7.8Hz, 1H, H-5), 6.98 (d, J=7.7 Hz, 1H, H-3), 3.49 (dd,

152 J=13.5,7.0 Hz, 2H, H-20), 2.24 (s, 3H, H-1), 1.74-1.62 (m, 2H, H-
21), 1.43 (dd, J = 14.8, 7.1 Hz, 2H, H-22), 1.38-1.31 (m, 4H, H-23/24), 0.95-0.88 (m, 3H, H-25)
ppm; 3C NMR (101 MHz, CDCl3) & 158.7 (C4-2), 151.8 (Co-19), 149.8 (C-12), 149.7 (C4-13),
149.5 (C4-7), 148.2 (C4-6), 139.9 (C4-10), 136.7 (C-4), 130.2 (C-9), 129.6 (C-14), 129.6 (C-15),
127.6 (C4-18), 126.8 (C-16), 126.0 (C-17), 123.1 (C-3), 122.6 (C-11), 119.9 (C-5), 119.7 (C4-8),
40.8 (C-20), 31.6 (C-23/24), 29.8 (C-21), 26.7 (C-22), 24.3 (C-1), 22.7 (C-23/24), 14.2 (C-25)
ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir Cy5H,sNsO ([M+H]") 414.2294, gefunden bei 414.2294

m/z.

4-(1-(4-Methoxybenzyl)-3-(6-methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (154)

Fir die Darstellung von 154 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Aqg.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und PMB-CI
(0.06 mL, 0.42mmol, 1.2Aq.) verwendet. Nach wissriger Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das Produkt 154 (48.0 mg,

0.12 mmol, 34 %) als farblose, 6lige Fliissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.84 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-12), 8.12
(d, J=8.4 Hz, 1H, H-14), 7.76 (dd, J=8.5,0.8 Hz, 1H, H-17),
1 7.65 (ddd, J = 8.4, 6.9, 1.4 Hz, 1H, H-15), 7.45 (s, 1H, H-9), 7.33

2" (m, 5H, H-4/11/16/21), 7.08 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-5), 6.93 (m,

b5  3H, H-3/22), 5.45 (s, 2H, H-19), 3.82 (s, 3H, H-24), 2.28 (s, 3H,
) 154 O™ H-1) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 159.8 (C4-2), 158.4 (Cq-
23), 150.9 (C-12), 149.4 (C4-6), 149.2 (C4-7), 147.9 (C4-13), 141.4 (C4-10), 136.4 (C-4), 130.7
(C-14), 129.9 (C-21), 129.4 (C-15), 129.0 (C,-18), 127.7 (C-16), 127.4 (C-17), 126.4 (C-5), 126.3
(C4-20), 122.5 (C-3), 121.9 (C-11), 119.3 (C-9), 117.3 (C,-8), 114.4 (C-22), 56.2 (C-19), 55.3 (C-
24), 24.3 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CysH,,N4sONa ([M+Na]®) 429.1691,

gefunden bei 429.1691 m/z.
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4-(1-Methyl-3-(6-methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (153)

Fir die Darstellung von 153 wurden 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16,
100 mg, 0.35 mmol, 1.0 Ag.), THF (5.0 mL), NaH (21.0 mg, 0.52 mmol, 1.5 Aq.) und Mel
(0.03mL, 0.42mmol, 1.2Aq.) verwendet. Nach waéssriger Aufarbeitung und
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 4:1—1:1) wurde das Produkt 153 (13.0 mg,

0.04 mmol, 12 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 8.85 (d, J = 4.4 Hz, 1H, H-12), 8.11 (d,
J=8.4Hz, 1H, H-14), 7.80 (d, J=8.4Hz, 1H, H-17), 7.64 (ddd,
J=8.3,6.9,1.3 Hz, 1H, H-15), 7.56 (s, 1H, H-9), 7.37-7.31 (m, 1H, H-
4), 7.27 (m, 2H, H-11/16), 6.95 (d, J=7.8 Hz, 1H, H-5), 6.90 (d,
J=7.7Hz, 1H, H-3), 4.09 (s, 3H, H-19), 2.32 (s, 3H, H-1) ppm;

*C NMR (101 MHz, CDCl3) § 158.6 (C4-2), 150.9 (C,-13), 149.9 (C-12),
149.5 (C4-7), 148.5 (C4-6), 140.9 (C,-10), 136.4 (C-4), 132.0 (C-14), 129.6 (C-15), 129.3 (C-16),
127.8 (C4-18), 126.4 (C-17), 126.3 (C-9), 122.6 (C-5), 122.0 (C-3), 119.4 (C-11), 117.2 (C4-8),
39.6 (C-19), 24.5 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C1oH1gNsNa ([M+Na]*) 323.1273,
gefunden bei 323.1273 m/z; Smp. 117.6 °C.

N-Phenylpiperidin-1-carboxamid (122)

Zu einer Losung von Phenylisocyanat (0.08 M in CDCls, 0.7 mL, 1.0 Ag.) wurde eine Ldsung
von Piperidin (0.80 M in CDCl3, 0.07 mL, 1.0 Aq.) gegeben und das Reakitonsgemisch nach
1 h NMR-Spektroskopisch untersucht. Es wurde ein vollstandiger Umsatz zum Produkt 122

festgestellt werden.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.35 (m, 2H, H-6), 7.30-7.23 (m, 2H, H-7), 7.01 (tt, J = 7.7, 1.2 Hz,
1H, H-8), 6.39 (s, 1H, H-NH), 3.51-3.38 (m, 4H, H-3), 1.68-1.57 (m, 6H, H-1/2) ppm; *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 155.1 (Cq-4), 139.4 (C4-5), 129.0 (C-7), 122.9 (C-8), 119.9 (C-6), 45.4 (C-3),
25.8 (C-1/2), 24.5 (C-1/2) ppm.
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3-(6-Methylpyridin-2-yl)-4-(chinolin-4-yl)-1H-pyrazol-1-carboxamid (128)

Zu einer Loésung von 4-(3-(6-Methylpyridin-2-yl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (16, 30 mg,
0.11 mmol, 1.0Aq.) in CHCl; (1.0mL) wurde Trichlormethylchlorformiat (0.02 mlL,
0.16 mmol, 1.6 Aqg.) gegeben und das Gemisch fiir 4 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde
der Reaktionslosung Ammoniak (0.3 mL) gegeben und fir weitere 2 h bei RT gerihrt. Nach
der Zugabe von deion. H,O (5.0 mL) wurde die wassrige Phase mit CHCl; (3x 10 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen {ber Na,SO, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (PE/EtOAc 10:1—1:1) wurde das Produkt 128 (15.0 mg, 0.05 mmol, 41 %) als

farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.90 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-12), 8.45 (s, 1H, H-9), 8.18 (d, J = 8.4 Hz,
1H, H-14), 7.74-7.66 (m, 2H, H-15/17), 7.45-7.33 (m, 4H, 4/11/16/NH), 7.25 (d, J = 9.0 Hz, 1H,
H-5), 6.99 (d, J=7.6 Hz., 1H, H-3), 5.65 (s, 1H, H-NH), 2.18 (s, 3H, H-1) ppm; *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 158.6 (C4-19), 152.3 (C4-7), 150.3 (C4-13), 149.5 (C-12), 148.0 (C¢-6), 140.1
(C4-10), 136.8 (C-4), 130.3 C-14), 129.7 (C-15), 129.4 (C,-18), 127.7 (C-16), 126.9 (C-9), 126.0
(C-17), 123.2 (C-5), 122.6 (C-3), 120.4 (C¢-8), 119.7 (C-11), 24.1 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir C1oH1NsO ([M+H]") 330.1355, gefunden bei 330.1355 m/z; Smp. 164.5 °C.
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7.5 DARSTELLUNG DER VERBINDUNGEN AUS KAPITEL 5.3

3,4-(4,5)-Dibrom-1H-pyrazol (161 und 162)

Br 3 Br
- — Br 6
E\NH —_— 1 NH + —
\N/ \N/ _ /NH
Br 4 >N
161 162

160

Zu einer Ldésung von 1H-Pyrazol (2.06 g, 30.2 mmol, 1.0 Aq.) in NaOH-Lsg. (3 M, 100 mL)
wurde Brom (9.66 g, 60.5 mmol, 2.0 Aq.) tiber 3 h zugegeben und das Gemisch fiir weitere
2 h bei RT geriihrt. Anschliefend wurde die Losung neutralisiert (1 M HCI), der gebildete
farblose Feststoff durch Zugabe von Et,0 geldst und die wassrige Phase mit Et,0 (3x 100 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tiber MgSO, getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel Rotationsverdampfer entfernt. Nach saulenchromatographischer
Reinigung (PE/EE 20:1—5:1) wurde das Produktgemisch aus 161 und 162 (6.16 g, 27.3 mmol,

90 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 11.11 (s, 1H, H-NH), 11.01 (s, 1H, H-NH), 7.63 (s, 1H, H-3/6), 7.60
(s, 1H, H-3/6) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCls) § 134.5 (C-4), 134.5 (Cq-1), 131.5 (C-3), 127.9
(C4-6), 96.9 (C4-1/5), 93.9 (C4-1/5) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C3H3N,Br, ([M+H]")
224.8663, gefunden bei 224.8666 m/z; Smp. 90.4 °C.

3,4-Dibrom-N-phenyl-1H-pyrazol-1-carbothioamid (163)

Br. 3 S
B —
Br Br r 1 \N/N—<
NH + Br NH

\N’ /NH 5
Br \N

161 162 163

8

Eine Losung von 3,4-(4,5)-dibrom-1H-pyrazol (2.53 g, 11.2 mmol, 1.0 Ag.) in THF (50 mL)
wurde bei 0 °C mit NaH (60 %, 1.79 g, 44.8 mmol, 4.0 Aq.) versetzt und fiir 30 min bei 0 °C

gerihrt. AnschlieRend wurde der Suspension Phenylisothiocyanat (1.46 mL, 12.3 mmol,
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1.1 Aq.) und die Reaktionsldsung fiir weitere 3 h bei RT geriihrt. Nach Zugabe einer NaCl-Lsg
(100 mL) wurde die wassrige Phase mit EtOAc (3x 100 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen (iber Na,SO, getrocknet, filtriert und das LOsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach Umbkristallisation MeCN wurde das Produkt 163

(880 mg, 2.44 mmol, 22 %) als gelblicher Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 10.37 (s, 1H, H-NH), 8.74 (s, 1H, H-3), 7.79-7.71 (m, 2H, H-6),
7.48-7.42 (m, 2H, H-7), 7.32 (m, 1H, H-8) ppm; **C NMR (101 MHz, CDCl;) & 170.6 (Cq-4),
136.7 (Cg-5), 133.2 (C4-1), 132.0 (C-3), 129.3 (C-7), 127.4 (C-8), 123.7 (C-6), 102.4 (C-2) ppm;
ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C1oHgN3Br,S ([M+H]") 359.8806, gefunden bei 359.8802 m/z;
Smp. 108.7 °C.

3,4-Dibrom-N-phenyl-1H-pyrazol-1-carboxamid (166)

Br. 3 0
—
Br Br ] N—(
- Br ~ 7
NH + - —> Br N NH
\N’ /NH 5
Br \N
161 162 166
8

Eine Mischung aus 3,4-(4,5)-dibrom-1H-pyrazol (543 mg, 2.40 mmol, 1.0Aq.) und
Phenylisocyanat (0.28 mL, 2.52 mmol, 1.05 Aq.) wurde fiir 15 min auf 80 °C erhitzt und nach
dem Abklhlen auf RT mit PE (30 mL) gewaschen. Nach Umbkristallisation (EtOH) wurde das
Produkt 166 (364 mg, 1.06 mmol, 44 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 8.80 (s, 1H, H-NH), 8.28 (s, 1H, H-3), 7.64-7.53 (m, 2H, H-6), 7.44-
7.35 (m, 2H, H-7), 7.24-7.14 (m, 1H, H-8) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 145.0 (C4-4),
136.0 (C4-5), 132.7 (C4-1), 130.3 (C-3), 129.5 (C-7), 125.4 (C-8), 120.0 (C-6), 101.7 (C4-2) ppm;
ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C1oH;N3Br,ONa ([M+Na]*) 365.8854, gefunden bei 365.8854
m/z; Smp. 113.1 °C.
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tert-Butyl 3,4-dibrom-1H-pyrazol-1-carboxylat (169)

Br 3 0
B Br =
r - Br 1 ~ /N%
NH + — —_— Br N e}
N 169
161 162 6

Zu einer Lésung von 3,4-(4,5)-dibrom-1H-pyrazol (414 mg, 1.83 mmol, 1.0 Aq.) in MeCN
(20 mL) wurden nacheinander Boc,0 (520 mg, 2.38 mmol, 1.3 Ag.) und DMAP (448 mg,
0.37 mmol, 0.2 Aq.) gegeben und das Gemisch fiir 3.5 h bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, der erhaltene Feststoff umkristallisiert

(n-Pentan) und das Produkt 169 (155 mg, 0.48 mmol, 26 %) als farblose Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) & 8.03 (s, 1H, H-3), 1.63 (s, 9H, H-6) ppm; *C NMR (101 MHz,
CDCl3) & 145.8 (C4-4), 134.5 (C4-1), 131.9 (C-3), 101.4 (Cg-2), 87.2 (C4-5), 27.9 (C-6) ppm; ESI-
MS (HRMS) berechnet fiir CgH11N,Br,0, ([M+H]") 324.9187, gefunden bei 324.9187 m/z;
Smp. 73.8 °C.

3,4-Dibrom-1-methyl-1H-pyrazol (171)

Br Br Br
= NH Br =
SN NH PN
Br =N B
161 162 171

Zu einer Suspension aus 3,4 (4,5)-Dibrom-1H-pyrazol (1.14g, 5.07 mmol, 1.0Aq.) in
deion. H,0 (5.0 mL) wurde KOH (0.37 g, 6.58 mmol, 1.3 Aq.) und vorsichtig Methyliodid
(0.41 mL, 6.58 mmol, 1.3 Aq.) gegeben und das Reaktionsgemisch fiir 12 h bei RT geriihrt.
Nach der Zugabe von deion. H,O (5.0 mL) wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, (3x 20 mL)
extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber MgSO,; getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (PE/EE 9:1) wurde das Produkt 171 (379 mg, 1.58 mmol, 32 %) als farbloser

Feststoff erhalten.
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Rs (PE/EE 4:1): 0.4, 'HNMR (400 MHz, CDCls) & 7.32 (d, J=2.4Hz, 1H, H-3), 3.85 (d,
J=3.8 Hz, 3H, H-4) ppm; *C NMR (400 MHz, CDCls) § 132.0 (C-3), 127.3 (C4-2), 96.1 (Cq4-1),
40.3 (C-4) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C4HsN,Br, ([M+H]*) 238.8819, gefunden bei
238.8814 m/z; Smp. 60.1 °C.

1-Methyl-3,4-di-p-tolyl-1H-pyrazol (172)

171

Zu einer Lésung von 3,4-Dibrom-1-methyl-1H-pyrazol (60.0 mg, 0.25 mmol, 1.0 Aq.), p-
Toluolboronsiure (74.8 mg, 0.55 mmol, 2.2 Aq.), K,CO3; (138 mg, 1.00 mmol, 4.0 Ag.) und
SPhos (10.3 mg, 0.03 mmol, 0.1 Aq.) in Dioxan/Wasser (4:1, 2.5mL) wurde Pd(OAc),
(2.80 mg, 0.01 mmol, 5.0 mol%) gegeben und das Gemisch fiir 15 h bei 100 °C geriihrt. Nach
der Zugabe von deion. H,0 (10 mL) wurde die Mischung mit CH,Cl, (3x 30 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen (ber MgSO,; getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE
20:1—10:1) wurde das Produkt 172 (52.0 mg, 0.20 mmol, 80 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCls): 7.42 (s, 1H, H-3), 7.40 (d, J = 8.1 Hz, 2H, H-Ar), 7.20-7.16 (m, 2H,
H-Ar), 7.11 (dd, J = 8.0, 1.9 Hz, 4H, H-Ar), 3.96 (s, 3H, H-NMe), 2.36 (s, 3H, H-9), 2.35 (s, 3H,
H-14) ppm; *C NMR (400 MHz, CDCl3): 148.8 (C-1), 137.2 (C4-5), 136.2 (C4-10), 130.9 (C,-8),
130.6 (C4-13), 130.2 (C-3), 129.2 (C-6), 129.1 (C-11), 128.6 (C-7), 128.2 (C-12), 120.7 (C-2),
39.1 (C-4), 21.4 (C-9), 21.3 (C-14) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CigH19N> ([M+H])
263.1548, gefunden bei 263.1549 m/z.
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3,4-Dibrom-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (173)

Br
—
Br Br 1]
- Br N
NH + — Br
B~ N <\ 173 A
161 162 OMe

Zu einer Suspension aus NaH (95 %, 500 mg, 20.1 mmol, 1.5 Aq.) in trockenem DMF (100 mL)
wurde bei 0 °C eine Ldsung von 3,4-(4,5)-Dibrom-1H-pyrazol (3.03 g, 13.4 mmol, 1.0 Aq.) in
trockenem DMF (10 mL) und p-Methoxybenzylchlorid (2.00 mL, 14.8 mmol, 1.1 Aq.) gegeben
und die Reaktionsldsung flr 18 h bei RT geriihrt. Nach der Zugabe von deion. H,O (10 mL)
wurde das Gemisch mit EtOAc (3x 100 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 20:1—10:1) wurde das Produkt 173 (1.16 g,

3.35 mmol, 25 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.24 (s, 1H, H-3), 7.21-7.14 (m, 2H, H-7), 6.86 (dd, J = 6.7, 2.0 Hz,
2H, H-6), 5.12 (s, 2H, H-4), 3.76 (s, 3H, H-9) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCls) & 159.8 (C,-8),
130.8 (C-3), 129.7 (C-7), 127.4 (C4-1), 126.6 (C4-5), 114.3 (C-6), 96.3 (C4-2), 56.8 (C-4), 55.3 (C-
9) ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir Cy1H11BroN,O ([M+H]*) 366.9052, gefunden bei
366.9049 m/z.

4-Brom-1-(4-methoxybenzyl)-3-(p-tolyl)-1H-pyrazol (174)

Br Br 3
— — 4
N 1)
Br N —_— 10
173 3 174 8
o— 5—

Zu einer Suspension aus 3,4-Dibrom-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (31,0 mg, 0.09 mmol,
1.0 Aq.), p-Toluolboronsdure (13,4 mg, 0.01 mmol, 1.1 Aqg.) und KsPO, (28,5 mg, 0.13 mmol,
1.5 Aq.) in Dioxan (6.5 mL) wurde Pd(PPhs). (3.1 mg, 2.70 umol, 3.0 mol%) gegeben und das
Gemisch fur 15 h bei 100 °C gerihrt. Nach der Zugabe von deion. H,O (10 mL) wurde die
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wassrige Phase mit CH,Cl, (3x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Utber
MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 20:1—10:1) wurde das Produkt 174 (5.2 mg,
14.4 pumol, 16 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.42-7.38 (m, 2H, H-11), 7.32 (s, 1H, H-3), 7.27-7.24 (m, 2H, H-7),
7.20-7.16 (m, 2H, H-12), 6.92-6.88 (m, 2H, H-6), 5.21 (s, 2H, H-4), 3.81 (s, 3H, H-9), 2.35 (s,
3H, H-14) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 159.9 (C4-8), 137.0 (C¢-13), 129.9 (C-7), 129.3 (C-
12), 128.6 (C-3), 128.5 (C4-10), 127.7 (C-11), 127.5 (C4-5), 124.4 (C4-2), 122.8 (Co-1), 114.5 (C-
6), 56.4 (C-4), 55.5 (C-9), 21.3 (C-14) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C;gH;7BrN,ONa
([M+Na]") 379.0422, gefunden bei 379.0417 m/z.

3-(Trimethylsilyl)-1H-pyrazol (182)

_ _
s T 1 NH
™s”~ N
182
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Eine Mischung aus Trimethylsilyl-acetylen (1.20 mL, 8.40 mmol, 1.0 Aq.) und Trimethylsilyl-
diazomethan (2 M in Et,0, 4.2 mL, 8.40 mmol, 1.0 Ag.) wurde in einem Mikrowellenreaktor
(250 W, 120 °C, 30 min) zur Reaktion gebracht. AnschlieBend wurde das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 5:1)
wurde das Produkt 182 (834 mg, 6.00 mmol, 71 %) als farbloser, kristalliner Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.66 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-2), 6.45 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-3), 0.32 (s,
9H, H-TMS) ppm; **C NMR (400 MHz, CDCls) § 142.6 (C,-1), 139.1 (C-2), 112.4 (C-3), -1.0 (C-
TMS) ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir C¢H1oN,Si ([M+H]') 141.0848, gefunden bei
141.0853 m/z; Smp. 75.4 °C.
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4-Brom-3-(trimethylsilyl)-1H-pyrazol (183)

Br 3
-
-
\N,NH - D:NH
™S ™s” N
182 183

Zu einer Loésung von 3-(Trimethylsilyl)-1H-pyrazol (51.0 mg, 0.36 mmol, 1.0 Aq.) in CCls
(5.0 mL) wurde N-Bromsuccinimid (65.0 mg, 0.36 mmol, 1.0 Aq.) gegeben und das Gemisch
fiir 3 h bei RT geriihrt. Der ausgefallene Feststoff wurde abfiltriert, die organische Phase mit
deion. H,0 (2x 10.0 mL) gewaschen, liber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE
10:1-5:1) wurde das Produkt 183 (78.0 mg, 0.36 mmol, 98 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.59 (s, 1H, H-3), 0.39 (s, 9H, H-TMS) ppm; *C NMR (101 MHz,
CDCl5) 6 140.9 (Cq-1, C-3), 102.0 (C4-2), -1.7 (C-TMS) ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir
CsH1,BrN,Si ([M+H]") 218.9953, gefunden bei 218.9946 m/z; Smp. 98.8 °C.

4-Brom-1-(4-methoxybenzyl)-3-(trimethylsilyl)-1H-pyrazol (184)

Br 3
-
Br 1] /N 5
= N
j:NH —— TMs
™s” N 184 A
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Zu einer Suspension von NaH (31.4 mg, 1.31 mmol, 1.2 Aq.) in trockenem DMF (10 mL) bei
0°C wurde eine Losung von 4-Brom-3-(trimethylsilyl)-1H-pyrazol (239 mg, 1.09 mmol,
1.0 Aqg.) in trockenem DMF (3 mL) vorsichtig hinzu getropft. Das Reaktionsgemisch wurde
5 min bei 0°C geriihrt und anschlieBend auf RT erwarmt. AnschlieRend wurde para-
Methoxybenzylchlorid (0.16 mL, 1.20 mmol, 1.1 Aq.) vorsichtig hinzugegeben und das
Gemisch fur 18 h bei RT geriihrt. Nach der Zugabe von deion. H,O (10 mL) wurde die
Reaktionsmischung mit EtOAc (3x 30 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen mit

NaCl-Lsg. (50 mL) gewaschen, Uber MgSO,; getrocknet und das LOsungsmittel am
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Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 10:1)

wurde das Produkt 184 (41.5 mg, 0.12 mmol, 11 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.27 (s, 1H, H-3), 7.19 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-6), 6.89 (d, J = 8.7 Hz,
2H, H-7), 5.23 (s, 2H, H-4), 3.80 (s, 3H, H-9), 0.37 (s, 9H, H-TMS) ppm; *C NMR (101 MHz,
CDCls) & 159.7 (C4-8), 151.34 (Cq-1), 129.8 (C-6), 127.0 (C4-5), 114.4 (C-3), 100.8 (C4-2), 56.1
(C-4), 55.4 (C-9), -1.0 (C-TMS) ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir C14H,0BrN,OSi ([M+H])
339.0526, gefunden bei 339.0528 m/z.

1-(4-Methoxybenzyl)-4-(p-tolyl)-3-(trimethylsilyl)-1H-pyrazol (185)

TMS —_— L S 5
184

Eine Mischung aus 4-Brom-1-(4-Methoxybenzyl)-3-(trimethylsilyl)-1H-pyrazol (42.0 mg,
0.12 mmol, 1.00 Aq.), p-Toluolboronsiure (29.0 mg, 0.21 mmol, 1.70 Aq.), KsPO, (61.0 mg,
0.29 mmol, 2.30 Aq.) und Pd(PPhs)s (6.60 mg, 6.00 pmol, 0.06 Aq.) in Dioxan (2 mL) wurde
bei 70 °C fir 30 h gerihrt. Nach Zugabe von deion. H,O (10 mL) wurde die wassrige Phase
mit CH,Cl, (3x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen tiber MgS0, getrocknet
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt 185 lieR sich nur

massenspektrometrisch nachweisen.

ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir C,1H,7N,0Si ([M+H]") 351.1899, gefunden bei 351.1893 m/z.
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6-Methyl-2-((trimethylsilyl)ethynyl)-1,3,6,2-dioxazaborocan-4,8-dion (186)

(0]
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In einem SchlenkgefidR wurde eine Lésung von TMS-Acetylen (2.13 g, 21.7 mmol, 1.0 Aq.)
und THF (20 mL) auf 0 °C gekihlt, tropfenweise EtMgBr (3 M in Et,0, 7.20 mL, 21.7 mmol,
1.0 Aqg.) hinzugegeben und das Gemisch anschlieRend fiir 40 min bei 0 °C geriihrt. In einem
separaten Zweihalskolben wurde B(OMe); (2.48 g, 23.8 mmol, 1.1 Aq.) in THF (20 mL)
vorgelegt, auf -78°C gekiihlt und die Lésung von dem ersten Kolben uber eine
Transferkanile langsam hinzugegeben. Nach beendeter Zugabe wurde das
Reaktionsgemisch auf RT gebracht und 3 h bei RT gerihrt. In einem weiteren Dreihalskolben
mit Thermometer und Destillationsbriicke wurde 2,2'-(Methylazandiyl)diessigsaure (7.01 g,
47.6 mmol, 2.2 Ag.) in DMSO (30 mL) suspendiert und auf 130 °C gebracht. AnschlieRend
wurde der At-Komplex aus dem zweiten Kolben (iber eine Transferkaniile hinzugegeben und
das entstehende MeOH abdestilliert. Das Gemisch wurde auf RT gebracht, mit deion. H,0
(150 mL), NaCl-Lsg. (150 mL), EtOAc (200 mL) und Aceton (150 mL) versetzt, die wassrige
Phase mit EtOAc/Aceton (2/1, 3x 200 mL) extrahiert und die vereinigten organischen Phasen
Uber MgS0O, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels am Rotationsverdampfer wurde

das Produkt 186 (2.25 g, 15.6 mmol, 72 %) als farbloser Feststoff erhalten.

14 NMR (400 MHz, CDsCN) & 3.91 (m, 4H, H-5), 3.01 (s, 3H, H-6), 0.17 (s, 9H, H-1) ppm;
3¢ NMR (101 MHz, CDsCN) &6 168.7 (C4-4), 118.3 (C4-2), 62.4 (C-5), 48.8 (C-6), -0.26 (C-1)
ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir C1oH16BNNaO4Si ([M+Na]*) 276.0839, gefunden bei
276.0841 m/z; Smp. 232.3 °C.
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6-Methyl-2-(3-(trimethylsilyl)-1H-pyrazol-4-yl)-1,3,6,2-dioxazaborocan-4,8-dion (187)
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Eine Losung von 6-Methyl-2-((trimethylsilyl)ethynyl)-1,3,6,2-dioxazaborocan-4,8-dion
(50.0 mg, 0.19 mmol, 1.0 Ag.) in Xylol (5 mL) wurde mit frisch destilliertem Diazomethan
versetzt und fir 24 h auf 160 °C erhitzt. Nach Zugabe von deion. H,0 (10 mL) wurde die
wassrige Phase mit EtOAc/Aceton (2:1, 3x 30 mL) extrahiert, Gber MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt 187 lieBR sich nur

massenspektrometrisch nachweisen

ESI-MS (HR-MS) berechnet fir Ci1H1oN30,SiB ([M+H]*) 296.1238, gefunden bei 296.1237

m/z.

2-(4-Brom-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-pyrazol-3-yl)-6-methyl-1,3,6,2-dioxazaborocan-
4,8-dion (191)

Zu einer Losung von 6-Methyl-2-(1-(tetrahydro-2H-pyran-2-yl)-1H-pyrazol-3-yl)-1,3,6,2-
dioxazaborocan-4,8-dion (20.0 mg, 65.1 pmol, 1.00 Aqg.) in Acetonitril (1.0 mL) wurde NBS
(12.2 mg, 68.4 umol, 1.05 Aq.) hinzugegeben und das Gemisch fiir 12 h bei RT geriihrt. Die
Reaktionslésung wurde anschlieBend direkt saulenchromatographisch gereinigt (PE/Et,0
20:1-100 % Et,0) und das Produkt 191 (23.1 mg, 59.9 umol, 92 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CD5CN) & 7.50 (s, 1H, H-6), 5.61 (dd, J = 9.9, 2.4 Hz, 1H, H-7), 4.05 (m, 4H,
H-2), 3.87-3.77 (m, 1H, H-11), 3.58-3.47 (m, 1H, H-11), 2.68 (s, 3H, H-1), 2.45-2.28 (m, 1H, H-
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8), 2.09-1.97 (m, 2H, H-8/9), 1.72-1.47 (m, 3H, H-9/10) ppm; *C NMR (101 MHz, CDsCN) &
169.1 (C4-3), 169.0 (C4-3), 140.3 (C-6), 126.4 (C,-4) 103.4 (C4-5), 87.5 (C-7), 68.1 (C-11), 65.2
(C-2), 64.4 (C-2), 50.0 (C-1), 29.5 (C-8), 25.7 (C-10), 23.3 (C-9) ppm; ESI-MS (HR-MS)
berechnet fiir Cyi3sHqig*BN3O5Br (IM+H]") 386.0523, gefunden bei 386.0521 m/z; Smp.
145.1 °C.

4-lod-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (194)
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Zu einer Lésung von 4-lod-1H-pyrazol (170 mg, 0.88 mmol, 1.0 Ag) in DMF (1.5 mL) wurden
Cs,CO; (429 mg, 1.32 mmol, 1.5 Aq) und PMB-Br (0.25 mL, 1.76 mmol, 2.0 Aq) hinzugegeben
und das Gemisch flr 2 h bei RT geriihrt. Anschlielend wurde die Reaktionslésung mit deion.
H,0 (5.0 mL) versetzt, mit CH,Cl, (3x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
Uber MgS0, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EtOAc 6:1) wurde das Produkt 194 (185 mg,

0.59 mmol, 67 %) als farbloser Feststoff erhalten.

Ry (PE/EtOAC 4:1) = 0.35; *H NMR (400 MHz, CDCl3) § 7.52 (s, 1H, H-1), 7.35 (s, 1H, H-3), 7.22-
7.15 (m, 2H, H-7), 6.91-6.85 (m, 2H, H-6), 5.22 (s, 2H, H-4), 3.80 (s, 3H, H-9) ppm;
3C NMR (400 MHz, CDCl3) & 159.8 (C4-8), 144.5 (C-1), 133.4 (C-3), 129.6 (C-7), 127.8 (C4-5),
114.4 (C-6), 56.4 (C4-2), 56.2 (C-4), 55.43 (C-9) ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fiir
C11H12N,01 ([M+H]") 314.9994, gefunden bei 314.992 m/z.
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Dimethyl(phenyl)(3,3,3-trifluorprop-1-en-2-yl)silan (201)

CF3 4
Br/& S|i 3
198 8 6 201

Zu einem Gemisch aus Magnesiumspane (2.50 g, 103 mmol, 1.2 Aq.) in THF (150 mL) wurde

Chlor(dimethyl)phenylsilan (29.3 g, 172 mmol, 2.0 Aq.) gegeben. AnschlieBend wurde Uber
eine Spritzenpumpe (0.74 mL/h), bei -15°C, 2-Brom-3,3,3-trifluor-1-propen (15.0g,
85.7 mmol, 1.0 Aq.) zugegeben und nach beendeter Zugabe fiir 8 h bei RT geriihrt. Nach der
Zugabe von Phosphatpuffer (pH=7, 300 mL) wurde die wassrige Phase mit Et,O (3x 300 mL)
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden tber Na,SO, getrocknet, filtriert und
das Losungsmittel am Rotationsverdampfer (max. 300 mbar) entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (PE 100 %) wurde das Produkt 201 (18.5g,

80.2 mmol, 94 %) als farblose, 6lige Fliissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.58-7.51 (m, 2H, H-6), 7.45-7.36 (m, 3H, H-7/8), 6.41 (dt,
J=37,21Hz, 1H, H-3), 576 (d, J=1.4Hz, 1H, H-3), 051 (s, 6H, H-4) ppm;
*C NMR (101 MHz, CDCls) § 140.9 (q, Jcr = 30 Hz, C4-2), 135.8 (C4-5), 134.4 (q, Jcr = 9 Hz, C-3),
134.2 (C-6), 129.8 (C-8), 128.1 (C-7), 125.8 (q, Jor = 274 Hz, C4-1), -2.8 (C-4) ppm; GC-
MS (HRMS) berechnet fur Ci1Hq3SiF3 ([M]) 230.0739, gefunden bei 230.0744 m/z;
Ry (PE): 0.85; **F NMR (376 MHz, CDCl3) & -134.36 ppm.

tert-Butyl 1-(2-(dimethyl(phenyl)silyl)-3,3-difluorallyl)hydrazin-1-carboxylat (202)

;
CF, NH,

NN
J T
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Zu einer Losung von Dimethyl(phenyl)(3,3,3-trifluorprop-1-en-2-yl)silan (376 mg, 1.63 mmol,

CF;

1.0 Aq.) und tert-Butyl-hydrazincarboxylat (388 mg, 2.94 mmol, 1.8 Aq.) in THF (4 mL) wurde
bei 0°C NaH (60 %, 70.6 mg, 2.94 mmol, 1.8 Aq.) hinzugegeben und weitere 3 h bei 0°C
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geriihrt. Das Reaktionsgemisch wurde mit Phosphatpuffer (pH=7, 30 mL) versetzt und mit
Et,0 (3x 30 mL) extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden {iber Na,SO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
saulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 4:1) wurde das Produkt 202 (375 mg,

1.10 mmol, 67 %) als farblose, 6lige Flissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) § 7.55-7.48 (m, 2H, H-6), 7.39-7.32 (m, 3H, H-7/8), 4.04 (s br, 2H,
H-3), 3.50 (s br, 2H, H-NH), 1.42 (s, 9H, H-11), 0.47 (s, 3H, H-4), 0.46 (s, 3H, H-4) ppm;
*C NMR (101 MHz, CDCls) 6 158.2 (dd, Jcr = 309, 286 Hz, C4-1), 156.3 (C4-9) 137.3 (C4-5),
133.6 (C-6), 129.5 (C-8), 128.1 (C-7), 80.9 (C4-10), 79.1 (dd, Jer = 27, 6 Hz, C4-2), 46.4 (m, C-3),
28.4 (C-11), -2.4 (C-4) ppm; *FNMR (376 MHz, CDCl3) & -70.2 (d, Jer = 26 Hz), -72.6 (d,
Jer =27 Hz) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CqH24SiFoN20,Na ([M+Na]®) 365.1473,
gefunden bei 365.1470 m/z; R¢ (PE/EE 4:1): 0.5.

tert-Butyl 1-(2-(dimethyl(phenyl)silyl)-3,3-difluorallyl)-2-tosylhydrazin-1-carboxylat (197)

F
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Eine Losung von tert-Butyl 1-(2-(dimethyl(phenyl)silyl)-3,3-difluorallyl)hydrazin-1-carboxylat
(330 mg, 0.96 mmol, 1.0 Aq.) und Tosylchlorid (496 mg, 2.60 mmol, 2.7 Aq.) in Pyridin (2 mL)
wurde fiur 3 h bei RT gerihrt. AnschlieRend wurde die Reaktionslésung mit Phosphatpuffer
(pH=7, 20 mL) versetzt, mit EtOAc (3x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
Uber Na,SO4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE  4:1) und anschlieRender
Umkristallisation (PE) wurde das Produkt 197 (379 mg, 0.76 mmol, 80 %) als schwach

gelblicher Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 7.68 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-13), 7.52-7.46 (m, 2H, H-6), 7.42-7.33
(m, 3H, H-7/8), 7.25 (d, J = 7.0 Hz, 2H, H-14), 6.16 (s br, 1H, H-NH), 4.46 (s br, 1H, H-3), 4.06
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(s br, 1H, H-3), 2.38 (s, 3H, H-16), 1.11 (s, 9H, H-11), 0.49 (s, 6H, H-4) ppm; *C NMR
(101 MHz, CDCl3) & 158.3 (dd, Jcr = 312, 287 Hz, C4-1), 144.5 (C4-15), 136.9 (C4-5), 134.3 (Co-
12), 133.7 (C-6), 129.7 (C-8), 129.6 (C-13), 128.7 (C-14), 128.2 (C-7), 82.7 (C4-9), 78.1 (C4-2),
46.5 (C-3), 27.7 (C-11), 21.7 (C-16), -2.2 (C-4) ppm; ESI-MS (HR-MS) berechnet fir
Ca3H30F;N,04SSiNa ([M+Na]*) 519.1561, gefunden bei 519.1556 m/z; Ry (PE/EE 4:1): 0.45;
®F NMR (376 MHz, CDCl5) 6 -67.31, -71.61 ppm; Smp. 101.2 °C.

tert-Butyl 3-fluor-1H-pyrazol-1-carboxylat (196)

0] 3
\\S = O
F,C HNTY ; N—<
| @) E— =<\,
Si \n/ 5
| 5 7< 196 7<
197

Zu einer Losung von tert-Butyl 1-(2-(dimethyl(phenyl)silyl)-3,3-difluorallyl)-2-tosylhydrazin-1-
carboxylat (422 mg, 0.85 mmol, 1.0 Aq) in DMF (2 mL) bei 0 °C wurde NaH (60 %, 75.0 mg,
1.87 mmol, 2.2 Aq) gegeben und das Reaktionsgemisch 12 h bei RT geriihrt. Nach der Zugabe
von Phosphatpuffer (pH=7, 10 mL) wurde die wassrige Phase mit Et,0O (3x 20 mL) extrahiert,
die vereinigten organischen Phasen liber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
am Rotationsverdampfer (max. 300 mbar) entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (PE—PE/Et,0 20:1-5:1) wurde das Produkt 196 (164 mg, 0.80 mmol, 95 %) als

farblose Flissigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.95 (t, /=2.9 Hz, 1H, H-3), 6.02 (dd, /=2.9, 6.0 Hz, 1H, H-2),
1.62 (s, 9H, H-6) ppm; **C NMR (400 MHz, CDCl3) § 165.4 (d, Jcr = 253 Hz, C4-1), 147.2 (C,-4),
132.8 (d, Jer = 1 Hz, C-3), 95.5 (d, Jr = 26 Hz, C-2), 86.1 (C4-5), 28.0 (C-6) ppm; ESI-MS (HRMS)
berechnet fiir CoH11N,0,FNa ([M+Na]*) 209.0702, gefunden bei 209.0702 m/z; Ry (PE/EE 4:1):
0.3.
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3-Fluor-1H-pyrazol (203)

— 0o 3
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Zu einer Losung von tert-Butyl 3-fluor-1H-pyrazol-1-carboxylat (400 mg, 2.15 mmol, 1.0 Aq)
in MeOH (25mL) wurde KsPO, (100mg, 0.47 mmol, 0.2 Aq) gegeben und das
Reaktionsgemisch fur 48 h bei 40 °C gerihrt. Nach der Zugabe von H,0 (10 mL) wurde die
wassrige Phase mit Et,0 (3x 50 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen Uber
Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer (max. 300 mbar)
entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE-PE/Et,0 1:1) wurde das Produkt
203 (110 mg, 1.28 mmol, 60 %) als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 10.81 (s br, 1H, NH), 7.42 (t, J = 2.4 Hz, 1H, H-3), 5.87 (dd, J = 5.9,
2.0 Hz, 1H, H-2) ppm; *CNMR (101 MHz, CDCls) & 164.7 (d, Jcr = 243 Hz, C,-1), 130.5 (d,
Jer=2Hz, C-3), 89.5 (d, Jcr=25Hz, C-2) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir CsHsFN,Na
(IM+Na]’) 109.0178, gefunden bei 109.0177 m/z; R (PE/Et,0 1:1): 0.2.

4-Brom-3-fluor-1H-pyrazol (204)

Br 3

~ /NH e 1 j/NH
F £~ N
203 204

Zu einer Lésung von 3-Fluor-1H-pyrazol (110 mg, 1.28 mmol, 1.0 Ag.) in CCls (20 mL) wurde
NBS (228 mg, 1.28 mmol, 1.0 Aq) unter Lichtausschluss hinzugegeben und das Gemisch fiir
8 h bei RT geriihrt. Nach Filtration des Reaktionsgemisches und der Zugabe von deion. H,0
(20 mL) wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, (3x 50 mL) extrahiert, die vereinigten
organischen Phasen (iber Na,SO, getrocknet, filtriert und das LOsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach saulenchromatographischer Reinigung (PE—PE/Et,0O

1:1) wurde das Produkt 204 (209 mg, 1.27 mmol, 99 %) als farbloser Feststoff erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl3) & 10.52 (s br, 1H, NH), 7.48 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H-3) ppm; *C NMR
(101 MHz, CDCls) 6 161.6 (d, Jcr = 243 Hz, C-1), 130.8 (C-3), 77.7 (d, Jcr = 25 Hz, C-2) ppm; ESI-
MS (HRMS) berechnet fiir C3H;BrFN, ([M-H]) 162.9307, gefunden bei 162.9307 m/z; R¢
(PE/Et,0 1:1): 0.8; Smp. 109.2 °C.

4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (205)

Br N
-
Br 1] ,N 5
-
T
F~ N A
204 205 o—

Zu einer Suspension aus 4-Brom-3-fluor-1H-pyrazol (209 mg, 1.27 mmol, 1.0 Aq.) in
trockenem DMF (5 mL) und Cs,CO;3 (618 mg, 1.89 mmol, 1.5 Aq) wurde PMB-CI (0.35 mL,
2.53 mmol, 2.0 Aqg.) hinzugegeben und das Gemisch fiir 16 h bei RT geriihrt. Nach der Zugabe
von deion. H,O (20 mL) wurde die wassrige Phase mit CH,Cl, (3x 50 mL) extrahiert, die
vereinigten organischen Phasen liber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das Loésungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer Reinigung (PE/EE 10:1)

wurde das Produkt 205 (263 mg, 0.93 mmol, 73 %) als farblose, olige Flussigkeit erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 7.20 (d, J = 8.8 Hz, 2H, H-6), 7.15 (d, J = 1.9 Hz, 1H; H-3), 6.90 (d,
J=8.7 Hz, 2H, H-7), 5.04 (s, 2H, H-4), 3.81 (s, 3H, 9) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) § 160.5
(d, Jor = 243 Hz, C4-1), 160.0 (C4-8), 130.7 (d, Jer = 1 Hz, C-3), 129.9 (C-6), 126.8 (C4-5), 114.5
(C-7), 76.5 (d, Jcr = 26 Hz, C-2) 56.8 (d, Jcr = 1 Hz, C-4), 55.48 (C-9) ppm; °F NMR (376 MHz,
CDCl5) 6 -133.0 (F-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir C11H1:BrFN,O ([M+H]") 285.0039,
gefunden bei 285.0041 m/z; R¢ (PE/EE 4:1): 0.5.

Allgemeine Vorschrift zur Suzuki-Kreuzkupplung mit 205

Zu einer Lésung von 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (1.00 Aq) in Dioxan
(0.12 M) wurde unter Stickstoffatmosphare ein Gemisch aus der jeweiligen Boronsaure

(1.1 Ag, 0.52 M) und K,COs (2.75 Ag, 1.3 M) in Wasser hinzugegeben. AnschlieBend wurde
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Pd(PPhs)s (0.03 Aq) hinzugegeben und das Reaktionsgemisch bei 105 °C fiir 12 h geriihrt.
Nach saulenchromatographischer Vorreinigung (EtOAc) wurde das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt.

3-Fluor-1-(4-methoxybenzyl)-4-(p-tolyl)-1H-pyrazol (206)

Fir die Darstellung von 206 wurden 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol
(33.1 mg, 0.12 mmol, 1.0 Aq), Dioxan (1.0 mL), p-Toluolboronsiure (17.4 mg, 0.13 mmol,
1.1 Aq), K,CO3 (44.1 mg, 0.32 mmol, 2.75 Aq), dest H,0 (0.25 mL) und Pd(PPhs); (4.00 mg,
4.0 umol, 0.03Aq) verwendet. Nach Reinigung mittels HPLC (RP18, H,0/MeOH
80:20—0:100) wurde das Produkt 206 (10.6 mg, 40.0 umol, 34 %) als farbloser Feststoff

erhalten.
» 'H NMR (400 MHz, CDCls) & 7.37 (m, 3H, H-3/11), 7.26-7.21
; (m, 2H, H-12), 7.15 (d, J = 7.9 Hz, 2H, H-6), 6.93-6.86 (m, 2H,
© D H-7), 5.09 (s, 2H, H-4), 3.81 (s, 3H, H-9), 2.34 (s, 3H, H-14)
F~ N ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 160.5 (d, Jcr = 248 Hz, Cq-
206 1), 159.8 (C4-8), 136.4 (C,-13), 129.8 (C-6/12), 129.6 (C-

O— 9
6/12), 127.5 (d, Jor =8.3 Hz, C-3), 127.5 (Cg-5), 127.3 (d,

Jer = 4.6 Hz, C4-10), 125.9 (d, Jer = 3.3 Hz, C-11), 114.5 (C-7), 105.9 (C4-2),56.2 (C-4), 55.5 (C-
9), 21.3 (C-14) ppm; °F NMR (376 MHz, CDCl5) & -131.2 ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiir
C1gH17FN,0 ([M+H]") 297.1403, gefunden bei 297.1408 m/z.

4-(3-Fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)pyridin (207)

Fir die Darstellung von 207 wurden 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol
(30.0 mg, 0.11 mmol, 1.0 Aq), Dioxan (1.0 mL), Pyridin-4-boronsdure (14.2 mg, 0.12 mmol,
1.1 Aq), K,CO; (40.0 mg, 0.29 mmol, 2.75 Aq), dest H,O (0.25 mL) und Pd(PPhs)s; (4.0 mg,
4.0 umol, 0.03 Aq) verwendet. Nach Reinigung mittels HPLC (RP18, H,0/MeOH
80:20—0:100) wurde das Produkt 207 (8.0 mg, 27.4 umol, 26 %) als farbloser Feststoff

erhalten.
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'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 8.58 (s br, 2H, H-12), 7.53 (d,
J=2.1Hz, 1H, H-3), 7.40 (s br, 2H, H-11), 7.26 (d, J = 8.7 Hz, 2H,
H-6), 6.92 (d, J = 8.7 Hz, 2H, H-7), 5.11 (s, 2H, H-4), 3.82 (s, 3H,

H-9) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 161.0 (d, J¢; = 250 Hz, Cq-

207 oo 1) 160.1 (Cy-8), 149.8 (C-12), 138.4 (d, Jer = 4 Hz, C5-10), 130.0
(C-6), 128.5 (C4-5), 126.7 (C-3), 120.4 (C-11), 114.6 (C-7), 103.5 (d, Jer = 17 Hz), 56.6 (C-4),
55.5 (C-9) ppm; °F NMR (376 MHz, CDCls) 6 -127.5 (F-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet

flirC16H14FN3O ([M+H]") 284.1199, gefunden bei 284.1199 m/z.

2-Fluor-4-(3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)pyridin (208)

Fir die Darstellung von 208 wurden 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol
(15.0 mg, 52.6 umol, 1.0 Aq), Dioxan (1.0 mL), (2-Fluorpyridin-4-yl)boronsiure (8.0 mg,
57.9 umol, 1.1 Aq), K,CO3 (19.9 mg, 0.15 mmol, 2.75 Aq), dest H,O (0.25 mL) und Pd(PPhs)s
(2.0 mg, 2.0 umol, 0.03 Ag) verwendet. Nach Reinigung mittels HPLC (RP18, H,O/MeOH
80:20—0:100) wurde das Produkt 208 (15.7 mg, 52.1 umol, 99 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl5) 6 8.15 (d, J = 5.0 Hz, 1H, H-12), 7.52
(d, J=2.2 Hz, 1H, H-3), 7.28-7.23 (m, 3H, H-6/11), 6.99 (s br,
1H, H-14), 6.95-6.89 (m, 2H, H-7), 5.12 (s, 1H, H-4), 3.82 (s, 3H,

H-9) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) 6 164.7 (d, Jer = 237 Hz,
Co-13), 160.9 (d, Jer =250 Hz, Cg-1), 160.1 (C4-8)148.2 (d,
Jep = 16 Hz, C-12), 143.2 (dd, Jer =9, 5 Hz, C4-10), 130.1 (C-6),
128.7 (C4-5), 126.5 (C-3), 117.8 (t, Jr = 2 Hz, C-11), 114.6 (C-7), 105.2 (dd, Jer = 39, 4 Hz, C-
14), 103.0 (dd, Jer = 17, 4 Hz, C,-2) 56.6 (C-4), 55.5 (C-9 ppm; *°F NMR (376 MHz, CDCl5) & -
67.9 (F-13), -127.4 (C-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiirC;gH13F,N30 ([M+H]") 302.1105,
gefunden bei 302.1106 m/z.
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4-(3-Ethylphenyl)-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (209)

Fir die Darstellung von 209 wurden 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol
(15.0 mg, 52.6 umol, 1.0Aq), Dioxan (1.0mL), (3-Ethylphenyl)boronsiure (8.7 mg,
57.9 umol, 1.1 Aq), K,CO3 (19.9 mg, 0.15 mmol, 2.75 Aq), dest H,O (0.25 mL) und Pd(PPhs)s
(2.0 mg, 2.0 umol, 0.03 Aq) verwendet. Nach Reinigung mittels HPLC (RP18, H,0/MeOH
80:20—0:100) wurde das Produkt 209 (7.0 mg, 21.6 umol, 41 %) als farbloser Feststoff

erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl;) & 7.40 (d, J=2.4 Hz, 1H; H-3),
7.32-7.22 (m, 5H, H-6/11/12/15), 7.07 (d, J = 7.1 Hz, 1H, H-

5 13), 6.91 (d, J=8.7 Hz, 2H, H-7), 5.10 (s, 2H, H-4), 3.81 (s,
3H, H-9), 2.65 (q, /=7.6 Hz, 2H, H-16), 1.24 (t, J=7.6 Hz,

209

O0—9 3H) ppm; “CNMR (101 MHz, CDCly) & 160.6 (d,
Jer = 248 Hz, Cg-1), 159.8 (C4-8), 144.9 (C4-14), 130.1 (d, Jer = 5 Hz, C4-10),129.7 (C-6), 128.9
(C-12), 127.7 (C-13), 127.5 (d, Jcr = 1 Hz, C-15), 126.3 (C4-5), 125.57 (d, Jer = 3 Hz, C-3), 123.4
(d, Jer = 3 Hz, C-11), 114.5 (C-7), 106.2 (d, Jer = 17 Hz, C4-2), 56.2 (C-4), 55.5 (C-9), 29.1 (C-16),
15.8 (C-17) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiirC1H,0FN,O ([M+H]") 311.1560, gefunden bei
311.1562 m/z.

3-Fluor-1-(4-methoxybenzyl)-4-(2-(trifluormethoxy)phenyl)-1H-pyrazol (210)

Fir die Darstellung von 210 wurden 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol
(15.0 mg, 52.6 umol, 1.0Aq), Dioxan (1.0 mL), (2-(Trifluormethoxy)phenyl)boronsiure
(11.9 mg, 57.9 umol, 1.1 Aq), K,CO3 (19.9 mg, 0.15 mmol, 2.75 Aq), dest H,0 (0.25 mL) und
Pd(PPh3)s (2.0 mg, 2.0 umol, 0.03 Aq) verwendet. Nach Reinigung mittels HPLC (RP18,
H,0/MeOH 80:20—0:100) wurde das Produkt 210 (4.5 mg, 12.1 umol, 23 %) als farbloser

Feststoff erhalten.
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14 'H NMR (400 MHz, CDCl;) § 7.65 (dt, J = 8.0, 1.5 Hz, 1H, H-11),
OC:3 7.54 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H-3), 7.33-7.21 (m, 5H, H-6/12/13/14),

” 101 f N 6.95-6.86 (m, 2H, H-7), 5.12 (s, 2H, H-4), 3.81 (s, 3H, H-9) ppm;
F 3C NMR (101 MHz, CDCls) 6 167.8-167.1 (m, C4-15), 160.9 (d,

210 Jer = 248 Hz, Cq4-1), 159.9 (C4-8), 130.17 (d, Jer = 1 Hz, C-11),

00— 9
129.9 (d, Jer = 3 Hz, C-3), 129.7 (C-6), 129.7 (C-13), 129.6 (C-

12), 129.3 (q, JCF = 251 Hz, C;-16), 127.3 (m, C4-10), 127.2 (C4-5), 120.9 (q, Jer = 2 Hz, C-14),
114.5 (C-7), 100.2 (d, Jer = 17 Hz, C¢-2), 56.3 (C-4), 55.5 (C-9) ppm; *°F NMR (376 MHz, CDCl;)
6 -56.9 (F-OCF;), -56.9 (F-OCFs;), -67.9 (F-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet
flirC1gH14F4N,0,Na ([M+Na]*) 389.0889, gefunden bei 389.0887 m/z.

7-Chlor-4-(3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol-4-yl)chinolin (219)

Zu einer Losung von 4-Brom-3-fluor-1-(4-methoxybenzyl)-1H-pyrazol (15.0 mg, 52.6 umol,
1.0 Aq) in MeCN/H,0 (1:1, 2 mL) wurden nacheinander 7-Chlor-4-(4,4,5,5-tetramethyl-1,3,2-
dioxaborolan-2-yl)chinolin (16.8 mg, 57.9 umol, 1.1 Aq.), K,CO; (19.9 mg, 0.15 mmol,
2.75 Aqg.) und Pd(PPhs)s (2.00 mg, 2.0 umol, 0.03 Aq) gegeben und das Gemisch fiir 12 h bei
90 °C gerlihrt. AnschlieBend wurde deion. H,0 (10 mL) hinzugegeben und die wassrige Phase
mit CH,Cl, (3x 20 mL) extrahiert, die vereinigten organischen Phasen (iber MgSO, getrocknet
und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Nach sdulenchromatographischer
Reinigung (PE/EtOAc 10:1-1:1) wurde das Produkt 219 (10.8 mg, 29.5 umol, 56 %) als

farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (400 MHz, CDCl3) 6 8.90 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-12), 8.17 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-3), 7.95
(dd, J=9.0, 1.7 Hz, 1H, H-17), 7.53 (dd, J = 9.0, 2.2 Hz, 1H, H-16), 7.50 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H-
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14), 7.37 (d, J = 4.5 Hz, 1H, H-11), 7.36-7.31 (m, 2H, H-6), 7.00-6.93 (m, 2H, H-7), 5.22 (s, 2H,
H-4), 3.84 (s, 3H, H-9) ppm; *C NMR (101 MHz, CDCl3) & 160.41 (d, Jcr = 249 Hz, C,-1), 160.0
(Cq-8), 150.8 (C-12), 148.9 (C4-13), 136.6 (d, Jer = 3 Hz, C4-10), 135.6 (C4-15), 130.3 (C-14),
129.9 (C-6), 128.7 (C-17), 127.9 (C4-5), 126.6 (d, Jer = 1 Hz, C-3), 126.6 (C-16), 124.7 (C,4-18),
121.5 (C-11), 114.5 (C-7), 101.9 (d, Jer=20Hz), 56.5 (C-4), 55.4 (C-9) ppm; “°FNMR
(376 MHz, CDCl3) 6 -129.2 (F-1) ppm; ESI-MS (HRMS) berechnet fiirCyH;5sCIFN3sONa
([M+Na]") 390.0785, gefunden bei 390.0785 m/z.
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8 ANHANG

8.1 SPEKTRENANHANG ZU KAPITEL 4
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Abbildung 129: Liste der oxidierten Polysaccharide, die gemaR Kapitel 4 dargestellt wurden. Um die vorgenommene
Modifizierung zu verdeutlichen, sind Ausschnitte der Polysaccharide mit je einer modifizierten glykosidischen Einheit
dargestellt.

Im Folgenden sind Spektren der oxidierten Polysaccharide gelistet. In diesen befinden sich
hervorgehobene Bereiche, die mit den Symbolen a-e beschriftet sind. Dabei schliisselt sich
die Symbolik wie folgt auf: a) reprasentiert die Protonen der gebildeten Aldehyd-Hydrate; b)

reprasentiert die anomeren Protonen der nicht modifizierten glykosidischen Einheiten,
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wobei diese Signale mit fortschreitender Modifizierung von anderen lberlagert werden; c)
reprasentiert die Protonen der Position 2-6 nach Zuckernomenklatur der nichtmodifizierten
glykosidischen Einheiten; d) reprasentiert die Protonen der modifizierten glykosidischen
Einheiten mit Ausnahme der in a und e genannten; e) reprdsentiert die Protonen der

modifizierten glykosidischen Einheiten.

Dextran 100 kDa (21)

Dextran 100 kDa Ox 0.5 (27)

a, e
wﬂ

Dextran 100 kDa Ox 0.8 (27)

Dextran 100 kDa Ox 1.1 (27) M
L L B B BN B B L B

N

Dextran 100 kDa Ox 1.4 (27)

= = =

6.9 6.7 6.5 6.3 6.1 5.9 5.7 5.5 5.3 5.1 4.9 4.7 4.5 4.3 4.1 3.9 3.7 3.5 3.3 31



8 Anhang 198

T
o
o

Dextran 150 kDa (21)

Dextran 150 kDa Ox 0.2 (27)

Dextran 150 kDa Ox 0.5 (27)

Dextran 150 kDa Ox 0.8 (27)

»

g:
T
e

Dextran 150 kDa Ox 1.1 (27)

7.0 6.8 6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 54 5.2 5.0 4.8 4.5 4.3 4.1 3.9 3.7 3.5 3.3 3.1

o
o
o

Dextran 250 kDa (21)

Dextran 250 kDa Ox 0.2 (27)

1
R

% N

LI (N

Dextran 250 kDa Ox 0.8 (27)

Dextran 250 kDa Ox 1.1 (27)
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b c,d
Dextran 500 kDa (21) JL
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Glykogen (93) Verunreinigungen im Glykogen
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Abbildung 130: Liste der carboxymethylierten Polysaccharide, die gemaR Kapitel4 dargestellt wurden. Um die
vorgenommene Modifizierung zu verdeutlichen sind Ausschnitte der Polysaccharide mit je einer modifizierten
glykosidischen Einheit dargestellt.
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Im Folgenden sind Spektren der carboxymethylierten Polysaccharide gelistet. In diesen
befinden sich hervorgehobene Bereiche, die mit den Symbolen a-d beschriftet sind. Dabei
schlisselt sich die Symbolik wie folgt auf: a) reprasentiert die anomeren Protonen der
modifizierten glykosidischen Einheiten; b) reprasentiert die anomeren Protonen der nicht
modifizierten glykosidischen Einheiten, wobei diese Signale mit fortschreitender
Modifizierung von anderen Uberlagert wird; c) reprasentiert die Protonen der Position 2-6
nach Zuckernomenklatur der modifizierten und nichtmodifizierten glykosidischen Einheiten;
d) reprasentiert die Protonen der substituierten Essigsdaurereste. Auf die Darstellung der
Protonenspektren von Hydrazid-modifizierten Polysacchariden wurde aufgrund der

Ahnlichkeit zu denen der carboxymethylierten Polysaccharide verzichtet.
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