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Kurzdarstellung

Oligo(p-benzamid)e bilden formtreue, lineare Stabe auf molekularer Ebene, die, sehr
ahnlich zu den  auf bestimmten  Aminosdauresequenzen  basierenden
B-Faltblattstrukturen, zu Wasserstoffbriickenbindungen befahigt sind. Aufgrund der
Wasserstoffbriickenbindungen wird es moglich, supramolekulare Strukturen in
vorhersagbarer Weise aufzubauen, wobei sich die GréfRenordnung der resultierenden
Strukturen von wenigen Nanometern bis hin zu mehreren Mikrometern erstreckt.

In dieser Arbeit wird das erste Beispiel einer automatisierten Oligo-
(p-benzamid)synthese  beschrieben, die an einem  typischerweise  zur
sequenzkontrollierten Synthese von aliphatischen Aminosdauren verwendeten Applied
Biosystems Peptide Synthesizer durchgefiihrt wurde.

Ausgehend von der bioabbaubaren p-Aminobenzoesdure wurde zunidchst die
Entwicklung und Optimierung der automatisierten Festphasensynthese von
wohldefinierten Oligo(p-benzamid)en durchgefiihrt. Um Oligo(p-benzamid)e mit einer
hohen Anzahl an Wiederholungseinheiten zu erhalten, wurde die p-Aminobenzoesaure
mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe N-substituiert. Es konnte gezeigt werden, dass
eine N-Substitution des resultierenden Benzamids zu einem Ubergang von der trans- in
die cis-Konformation der Phenyle an der Amidbindung fiihrt. Dadurch wird eine héhere
Anzahl an Konformeren des Oligo(p-benzamid)s moglich, wodurch sich seine Loslichkeit
deutlich verbessert. Zudem werden Aggregationen iliber Wasserstoftbriickenbindungen
vermieden. Das Oligomer kann somit, im Anschluss an die Synthese, unabhangig von der
Anzahl der Wiederholungseinheiten der Oligo(p-Benzamid)e saulenchromatographisch
gereinigt werden.

Die auf diese Weise synthetisierten und gereinigten Oligo(p-benzamid)e wurden zu
verschiedensten Block-co-polymeren umgesetzt und, nach Abspaltung der
p-Methoxybenzylschutzgruppe, die Losungsaggregation der resultierenden Rod-Coil
Block-co-polymere mithilfe der Transmissionselektronen-Mikroskopie untersucht. Es
wurde festgestellt, dass sowohl das Volumen des Knauelblocks als hochstwahrscheinlich
auch das Dipolmoment des Oligo(p-benzamid) Blocks einen entscheidenden Einfluss auf
das Aggregationsverhalten des Rod-Coil Block-co-polmyers hat.

Unabhangig von der oben beschriebenen Entwicklung der automatisierten Synthese von
Oligo(p-benzamid)en wurden auflerdem zyklische Benzanilide synthetisiert, die iiber
die ring6ffnende Metathese-Polymerisation umgesetzt werden sollen.
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Einleitung

4.1 Peptid-Polymerhybride

Das Auffinden von Konzepten, die es ermdglichen Molekiile so zu strukturieren, dass sie
durch Selbstorganisation funktionale Uberstrukturen bilden, ist eine der groRen
gegenwartigen Herausforderungen in Physik, Chemie und Materialforschung.1 Von
besonderem Interesse ist hierbei die supramolekulare Selbstorganisation von Polymeren, die
ausschlieBlich Gber attraktive Wechselwirkungen hervorgerufen wird. Peptid-Polymer-
Hybridstrukturen beispielsweise stellen deshalb eine interessante neue Materialklasse dar,
die es ermoglicht, wichtige Einblicke in natiirlich vorkommende Selbstorganisationsprozesse

zu erlangen.2

Eine wichtige Methode, um Peptide in definierter Weise zu synthetisieren, wurde 1963 von
R. B. Merrifield veréffentlicht.® Seine nahezu revolutionire Idee war, sequenzkontrollierte
Peptidsynthesen mithilfe eines unldslichen Polymersupports (oftmals auch als Harz oder
Festphase bezeichnet, von engl. solid support oder solid phase) durchzuflihren. Dafiir
verwendete er zu einem geringen Teil quervernetztes Poly(styrol), das mit Benzylchlorid
endfunktionalisiert war und aufgrund seiner Unl6slichkeit als Festphase bezeichnet wurde.
Durch das endstandige Benzylchlorid gelang es Merrifield, a-Aminocarbonsduren lber die
Aminogruppe an die Festphase zu binden. Dabei verwendete er Dicyclohexylcarbodiimid
(DCC) als Kupplungsreagenz, wahrend er die Carboxylgruppe der a-Aminocarbonsauren als

Benzylester schutzte.*

Woolley und dessen Mitarbeitern®® gelang 1981, indem sie anstelle der Benzylchloride
Benzylalkohole als Endgruppen (Wang-Harz) verwendeten, a-Aminocarbonsduren
ausgehend von der Carboxylgruppe an die Festphase zu binden. In diesem Fall wird die
Aminogruppe der a-Aminocarbonsaure wahrend der Reaktion mit der Festphase mit der
Fmoc-Schutzgruppe geschiitzt. Dieses Syntheseprinzip ist mittlerweile aufgrund seiner
geringen Nebenreaktionen zu der am haufigsten verwendeten Methode zur Synthese von
Peptiden geworden. Die Anbindung der a-Aminocarbonsaure Uber die Carboxylgruppe (C-
Terminus) an die Festphase erfolgt, indem die a-Aminocarbonsaure zunachst zusammen mit
einem geeigneten Kupplungsreagenz aktiviert und dann in einem zehnfachen Uberschuss

mit der Festphase umgesetzt wird. Um Nebenreaktionen zu vermeiden, ist es dabei wichtig,
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alle anderen funktionellen Gruppen der oa-Aminocarbondure wahrend dieses
Syntheseschrittes zu schiitzen. Ublicherweise wird die Aminogruppe (N-Terminus) mit der
Fmoc-Schutzgruppe substituiert. Nach der ersten Ankopplung einer a-Aminocarbonsaure an
die Festphase wird zunichst der Uberschuss an Reagenzien von der Festphase abgewaschen.
AnschlieBend erfolgt die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von der endstdandigen
Aminogruppe durch Spilen der Festphase mit Piperidin. Es befindet sich nun primares Amin
an der Festphase, Uiber das eine zweite a-Aminocarbonsdure an die Festphase gebunden
werden kann. Ist dies geschehen, so fiihrt die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von dieser
zweiten a-Aminocarbondure dazu, dass eine dritte a-Aminocarbonsdure an die Festphase
gebunden werden kann. Die standige Wiederholung dieser beiden Schritte, die Anknitpfung
einer a-Aminocarbonsdure an die Festphase gefolgt von der Abspaltung von deren Fmoc-
Schutzgruppe, flihrt zu einem Kreislauf, {ber den schlielich sequentiell a-
Aminocarbonsduren an die Festphase gebunden werden kénnen, was zur Synthese von
prazise definierten Peptiden fihrt. Diese kdnnen wiederum zur Darstellung von biologisch

inspirierten Block-co-polymeren herangezogen werden.

41.1 Copolymere linearer Oligopeptide

Biologisch inspirierte Block-co-polymere haben in den letzten Jahren stark an
Aufmerksamkeit gewonnen. Die Bandbreite der Forschungen reicht von der Untersuchung
grundlegender Aspekte der Selbstorganisation auf der Nanometerskala bis hin zu moéglichen
Anwendungen in der Medizin. Eine Vielzahl von Konjugaten aus natlirlichen Polymeren und
Oligomeren — vor allem Proteinen — mit synthetischen Polymeren wurden bereits in der

7-10

Literatur beschrieben und sind im Literaturverzeichnis zu finden. Erste Arbeiten Uber

I 11-13

Peptid-Polymer-Konjugate stammen unter anderen von Gallot et a , die allerdings

polydisperse Peptide einsetzten. Lynn und dessen Mitarbeiter beschrieben erstmals die

1416 Unter

Anbindung eines B-Faltblattpeptids an eine Poly(ethylenglykol) (PEG)-Kette.
Verwendung eines PAP-TentaGel®-Harzes wurde durch Festphasensynthese eine Sequenz
aus 26 zentralen Aminosduren des Peptids B-Amyloid hergestellt. PAP-TentaGel®-Harze
bestehen aus einer gering vernetzten Poly(styrol)matrix auf die Poly(ethylenglykol) (PEG)

Uber eine Benzyletherbindung gepfropft wird. ,PAP“ bedeutet dabei: ,PEG Attached PEG-
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modified compounds“.’’ Dies bezeichnet die Tatsache, dass das PEG zusammen mit der an
der Festphase synthetisierten Verbindung abgespalten wird, wodurch ein Diblock-co-
polymer entsteht. Nach Abspaltung vom Harz wird das PEG-Peptid-Konjugat erhalten. Nach
drei Tagen Aggregationszeit in einer wassrigen Losung (der pH-Wert wurde mit Natrium-Azid
auf 3 eingestellt), lagerte es sich zu einzelnen Fasern zusammen, deren Breite (ca. 8 nm) mit
den molekularen Abmessungen des Peptids gut libereinstimmte. Es wurde gezeigt, dass sich
die in Faserrichtung wachsenden R-Faltblatter zu Stapeln von bis zu sechs parallelen
Schichten anordnen, die vom PEG-Block umgeben sind.**%

Weiterhin wurde festgestellt, dass die Peptidstrange vollstindig gestreckt im Faltblatt
vorliegen. Da die einzelnen Faltblatter leicht von der Coplanaritat abweichen, kommt es zur
Bildung von helicalen Fasern, die im Wesentlichen aus einem Stapel von sechs,
schraubenférmig umeinander gewickelten B-Faltblattern bestehen. Es wurde vermutet, dass
diese Verdrillung der entscheidende Faktor ist, der das Wachstum in Stapelrichtung
einschrankt. Das native, nicht an das PEG konjugierte Peptid bildet irreversibel Faserbiindel
aus, wie sie in PEG-Konjugaten oder auch in Peptid-Copolymer-Mischungen nur selten
beobachtet wurden. Es besteht die Annahme, dass die Oberflache der Fasern vom PEG-Block
umhdillt und dadurch die laterale Aggregation unterdriickt oder verlangsamt wird.

Sogah und seine Mitarbeiter synthetisierten segmentierte Block-co-polymere, in denen sich
die Tetrapeptidsequenz Gly-Ala-Gly-Ala mit Oligo- oder Poly(ethylenglykol)-Ketten

abwechselt.?}®

Infolge der entstehenden B-Faltblattstrukturen konnte in diinnen Filmen des
Copolymers eine Phasenseparation beobachtet werden. Amphiphile AB-Diblock- und ABA-
Triblock-co-polymere aus einer [B-Peptidsequenz (B) und PEG (A) wurden von den
Arbeitsgruppen um Klok und Hamley synthetisiert. Die Diblock-co-polymere wurden an
einem PAP-TentaGel®-Harz hergestellt, wahrend die Triblock-co-polymere durch Konjugation
des tragerfixierten Diblock-co-polymers mit PEG-Monocarbonsdure erhalten wurden. FTIR-
und SAXS-/WAXS-Messungen (Klein- und Weitwinkelrontgenstreuung) am Festkorper
belegten, dass die Block-co-polymere lamellare Uberstrukturen bilden, in denen sich PEG-
Schichten mit antiparallelen B-Faltblittern abwechseln.?® Auch Collier und Messersmith
flihrten vergleichende Studien nativer und PEG-konjugierter Peptide aus. AB-Diblock- und
ABA-Triblock-co-polymere eines B-Faltblattpeptids (A) und einer monodispersen

Undeca(ethylenglykol)-(B)-Kette wurden hergestellt.”” Ahnlich wie in den vorherigen

Beispielen verhinderte auch hier die PEG-Konjugation die laterale Aggregation der
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faserbildenden Peptide. Es wurden Fasern von einheitlicher Breite (8 nm) beobachtet, die
sich Uber Langen von mehreren hundert Nanometern erstreckten. Kelly et al. konnten
zeigen, dass Diaden aus Threonin und Valin (Thr-Val), durch rdaumliche Vororientierung

Fasern aus [-Faltblattern bilden.?®

Die Vororientierung wurde durch Anbinden der
Tetrapeptide an die 2- und 8-Position eines Dibenzofurans erreicht. Die linearen Analoga, d.
h. Peptide der Struktur (Thr-Val),, bilden erst ab x=5 intermolekulare Assoziate.” Unter
Verwendung einer Carbazol- anstelle der Dibenzofurangruppe konnten Borner et al. dieses
Verhalten auch fir das PEG-Konjugat bestitigen.’® Geradlinige Fasern, die nur wenige
Nanometer (4-3 nm) breit sind, sich aber Uber einige Mikrometer erstrecken, wurden
mithilfe von Rasterkraftmikroskopie (AFM) und Transmissionselektronenmikroskopie (TEM)
nachgewiesen. Eine Aggregatbildung wahrend der Festphasensynthese liel} sich durch O-
Acylierung von Threoninresten unterdriicken. Borner et al. nutzten diese Strategie zur
Synthese von Konjugaten des Typs H,N-Gly-Trp-(Thr-Val)s-Gly-PEG>! und Poly(butylacrylat)-
(Thr-Val)s-Phe-Gly-OH*?>. Die erhaltenen Hybridpolymere bildeten mikrometergroRe
faserartige Aggregate in Wasser, die dem PEG—Konjugat31 zugeordnet werden kdnnen, bzw.
in Diethylether/Methanol-Mischungen, die dem Poly(butylacrylat)-Konjugat®? zugeordnet
sind. Diese faserartigen Aggregate haben eine Breite von 2 mm und sind mehrere Millimeter
lang. Derartige Abmessungen kdnnen nicht mehr direkt mit der Molekilstruktur erklart
werden und miussen daher durch hierarchische Selbstorganisation entstanden sein. Die
grofSe Diskrepanz zwischen der GrolRe der aggregierten Molekiile und den Abmessungen der
Fasern ldsst vermuten, dass mehrere Stufen von Selbstorganisationsprozessen durchlaufen
werden. Die Autoren erklaren die Bildung der Fasern mit der Stapelung antiparalleler
B-Faltblatter entlang der Faserrichtung, wobei das Faserwachstum in die Breite durch das
Gesamtdipolmoment der (nicht verdrillten) Fasern eingeschrankt wird. Im Unterschied dazu
bildet das Poly(butylacrylat)-Peptid-Konjugat helicale Bander aus umeinander gewundenen
B-Faltblattern. Die Autoren schlagen vor, dass hierdurch die Dipolmomente der B-Faltblatter
ausgeglichen  werden, die in organischen Losungsmitteln mit niedrigen
Dielektrizitatskonstanten an Bedeutung gewinnen. AFM-Untersuchungen belegten, dass die
helicalen B-Faltblatter Gber die Ausbildung von Doppel- und Dreifachhelices makroskopische
Gele bilden.

Der Ansatz, Peptidblock-co-polymere mit B-Faltblattstruktur zur Ausrichtung funktioneller

Gruppen in Losung zu nutzen, wurde kiirzlich von Frauenrath und seinen Mitarbeitern
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entwickelt.3>3

Zunéachst wurde ein Tetra(L-alanin)-Segment stufenweise am Kettenende
einer hydrierten kurzen Poly(isopren)kette aufgebaut. Der N-Terminus des Peptids wurde
weiter mit einer Diacetyleneinheit versehen. Es wurde beobachtet, dass das Copolymer
parallele oder antiparallele B-Faltblattstrukturen in Dichlormethan bildet, je nachdem, ob
der N-Terminus des Peptids mit einer Acetamidgruppe funktionalisiert wurde oder nicht. Nur
im Falle der parallelen B-Faltblattstrukturen waren die Diacetylengruppen fiir eine
topochemische Reaktion richtig ausgerichtet. In einem von den Autoren vorgeschlagenen
Modell bilden zwei Bander aus parallelen B-Faltblattern eine réhrenartige Doppelhelix. Im
Einklang hiermit wurden in AFM-Untersuchungen doppelt helicale Fasern nachgewiesen, die
sich Uber mehrere Mikrometer Lange erstreckten und einheitliche Breiten von ca. 5 nm
aufwiesen. Eine ganz andere Syntheseroute zu Peptid-Polymer-Konjugaten wurde von van
Hest et al. vorgestellt,””> die Methoden des Protein-Engineerings zur Synthese der
monodispersen Peptide ([Ala-Gly]s-Glu-Gly), (n=10 oder 20) nutzten. Die Polypeptide trugen
Cysteinreste am C- oder N-Terminus, wodurch die Anbindung von mit Maleinsaureimid
funktionalisiertem PEG ermoglicht wurde. Nach Spincoating aus wassriger Losung zeigten
AFM-Bilder einzelne Fasern aus B-Faltblattpeptiden, die Hohen von 2 nm und Langen bis zu
mehreren Mikrometern aufwiesen. Die Auflésung der AFM-Spitze liel keine genaue

Messung der Faserbreiten zu.

4.1.2 Copolymere zyklischer Oligopeptide

Selbstorganisierte, rohrenférmige Aggregate, die auf Hybridstrukturen diverser

%37 oder kettensteifer Makrozyklen® beruhen, haben in jiingster Zeit

B-Faltblattpeptide
starkes Interesse hervorgerufen. Die sequenzkontrollierte Synthese von zyklischen
Oligopeptiden bietet einen Zugang zum Aufbau solcher Rohrenstrukturen. Das erste Beispiel
eines zyklischen Peptids, das aus alternierenden D- und L-Aminosaurebausteinen aufgebaut
wurde und zu ausgedehnten Rohren aggregierte, stammt von Ghadiri und seinen

Mitarbeitern.3*#?

Die Strukturen, welche von diesen zyklischen Peptiden gebildet werden,
sind eng verwandt mit den Poren der B-Helices, wie sie z.B. in den Tailspike-Proteinen der
Bakteriophagen™® oder in Bakterien-Proteinasen vorkommen.

In der Polymerchemie hat diese Art von Peptidstruktur erst in jlingster Zeit Beachtung
gefunden. Das erste Beispiel eines zyklischen Peptid-Polymer-Konjugats wurde von Biesalski

et al. beschrieben.*® In diesem Fall dienten Lysinreste innerhalb des Peptids als
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Bindungsstellen fir Initiatoren der kontrollierten Atomtransferradikalpolymerisation (ATRP)
von N-Isopropylacrylamid (NIPAM). Mittels AFM wurde gezeigt, dass sowohl das Peptid als
auch das Peptid-Polymer-Konjugat rohrenformige Strukturen in wassriger Losung bilden, die
im Falle des Copolymers ca. 80 nm lang und 12 nm hoch sind. Fir das Peptid-co-polymer
konnte aulRerdem eine Kern-Schale-Struktur nachgewiesen werden. Es wurde vorgeschlagen,
dass die Stapel der ringféormigen zweidimensionalen B-Faltblatter den Kern und Poly(NIPAM)
die Schale der beobachteten Aggregate bilden. Weiterhin wurde beobachtet, dass die Lange
der Aggregate bis zu einer kritischen Linge des umhiillenden Polymerblocks konstant blieb.*’
Sehr lange Polymerbldcke flhrten jedoch dazu, dass die Aggregate aufbrachen und kleinere
Partikel bildeten, was wahrscheinlich auf abstoRende Wechselwirkungen zwischen den
Polymerketten zuriickzufiihren ist. Eine weitere Aggregation der Peptidrohren wurde nicht
beobachtet.

Aufbauend auf Arbeiten (ber die Verwendung linearer Peptid-co-polymere als
Peptidinitiatoren fiir die ATRP und RAFT-Polymerisation (reversibler Kettentransfer durch

4648 entwickelten Boérner et al. eine Syntheseroute zur

Addition und Fragmentierung)
Herstellung eines zyklischen Peptid-Polymer-Konjugats in Mengen von mehreren Gramm.
Durch AFM und TEM wurden roéhrenartige Strukturen mit Breiten von ca. 5nm
nachgewiesen, die Netzwerke bildeten. Im Unterschied zu den von Biesalski et al.

384445 \wurde eine laterale Aggregation der Peptidréhren

beschriebenen Systemen
festgestellt. Dies wurde Uber Verschlaufungen der umgebenden Polymerketten und durch
die Bildung von Wasserstoffbriicken der L-Glutamin-Seitenketten zwischen einzelnen Réhren
erklart. Zyklische Peptide stapeln sich typischerweise in einer antiparallelen, dem B-Faltblatt
dhnelnden Struktur. Flir das Stapeln der Ringe gibt es mehrere Anordnungsmoglichkeiten,
was dazu fuhren kénnte, dass sich die umhillenden Polymerketten auf beliebige Weise
entlang des Aggregats anordnen. Sicher ist jedoch, dass jeder Ring vollig parallel mit dem
vorherigen Uberlappt, was sich aufgrund der Aggregation Uber
Wasserstoffbriickenbindungen erklaren lasst. Die weitere Selbstorganisation zu hoéheren

hierarchischen Aggregaten kann deshalb nur Uber nichtkovalente Wechselwirkungen

zwischen den umhiillenden Polymerketten bzw. zwischen den Peptidresten erfolgen.
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4.2 Oligoaramid-co-polymere

Die Verwendung von p-Faltblattpeptiden aus a-Aminosdauren bietet einen sehr
vielversprechenden Syntheseansatz fiir strukturdirigierende Organisationsmotive. Zusatzlich
werden durch die Zusammenfihrung dieser auBerordentlichen Direktionsfahigkeit mit der
synthetischen Polymerchemie neue, interessante Forschungsgebiete ermoglicht, wie aus
den bereits vorgestellten Publikationen entnommen werden kann. Um allerdings Strukturen
zu erhalten, die unabhangig von der Polaritat des Losungsmittels oder des pH-Wertes immer
in vorhersagbarer Weise strukturdirigierend wirken, ist es notwendig, von diesen bereits
vorgestellten, biologisch-inspirierten Verbindungen zu synthetischen Verbindungen
Uberzugehen, die in der Lage sind, natirliche PB-Faltblattstrukturen unabhangig von
beispielsweise Losungsmitteleinfliissen nachzuahmen.

Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang Oligo(p-benzamid)e (OPBA), die
formtreue, lineare Stabe auf molekularer Ebene bilden, bei denen
Wasserstoffbriickendonatoren und -akzeptoren — dhnlich wie bei B-Strangen — abwechselnd

zu beiden Seiten des flachen Oligomers ausgerichtet sind (Abbildung 1).

@*@@*@@*@@
@@@@@@Q«

Abbildung 1. Lineare Oligo(p-benzamid)e &hneln p-Strdngen in  p-Faltblattern
(Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien dargestellt).

o..m-]‘

Die Formtreue des linearen Oligomers (d. h. dessen eingeschrankte konformative Freiheit)
ermoglicht eine sichere Vorhersage der Molekiilgeometrie und vereinfacht so die Korrelation
zwischen Molekiilform und Uberstruktur. Da Oligo(p-benzamid)e, die langer als Trimere sind,
in den meisten organischen Loésungsmitteln praktisch unléslich sind, wurden zunachst
mehrere Synthesewege zu geschiitzten, |oslichen hoheren Oligomeren oder |6slichen
Vorstufenverbindungen entwickelt. Die erste Synthesestrategie nutzte den Umstand, dass
aromatische Amide in stabile Imidoylchloride Uberfihrt werden kdnnen. Bei diesen fehlt
nicht nur der Wasserstoffbriickendonator; die benachbarten Phenylringe sind zudem stark

gegeneinander verdrillt. Beide Effekte verbessern deutlich die Loslichkeit dieser
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Verbindungen, so dass Imidoylchlorid-Vorstufen bis zum Tetramer in Lésung hergestellt
werden konnten.* OPBA-PEG-co-polymere aggregieren sehr stark in unpolaren

Lésungsmitteln.”*>?

In den AFM-Bildern wurden Micellen mit stark anisotropen,
stabformigen Kernen beobachtet, die von einer Schale aus PEG umgeben sind.* Im
vorgeschlagenen Strukturmodell bilden wasserstoffverbriickte, parallele OPBA-Ketten den
Kern der Micellen und ahmen somit ein B-Faltblatt nach.

Der Micellkern wird von den knauelartigen PEG-Blocken umhdllt. Die Breiten der micellaren
Kerne korrelieren mit den Liangen der stabartigen Oligomere. Das mit AFM beobachtete
Aggregationsverhalten wurde durch TEM-Messungen an OPBA-co-polymeren, die Uber eine
konvergente Syntheseroute hergestellt wurden, bestatigt.>

Kirzlich wurde eine vollautomatisierte Synthese entwickelt, die es ermdglicht, OPBA
schrittweise am nukleophilen Ende einer Polymerkette aufzubauen.>® Durch abwechselnde
Zugabe von 4-N-Sulfinylaminobenzoylchlorid und Wasser zu einem PEG mit Amin-Endgruppe
wurden auf diese Weise OPBA-PEG-co-polymere in groflerem Malistab (150 g) hergestellt.
Die in TEM-Aufnahmen beobachteten Aggregate glichen denjenigen, die definiert in Loésung
hergestellt wurden.”®> Wie schon zuvor beobachtet, entsprach die Breite der Aggregate den
molekularen Abmessungen der Oligomere. Der leichte Zugang zu groBeren Mengen an
OPBA-co-polymeren ermoglicht es, Materialeigenschaften zukiinftig noch genauer zu
untersuchen. Das Aggregationsmotiv der OPBA-Block-co-polymere dhnelt dem der
B-Faltblattpeptide. Letztere bilden typischerweise Fasern durch zweidimensionale
Aggregation (Wasserstoffbriicken und Stapel der Faltblatter) und zeigen oft weitere
Aggregation zu groReren Aggregaten oder Netzwerken. OPBA-co-polymere bilden
aulRergewodhnlich lineare und kettensteife Aggregate, was eine Folge der partiellen n-
Konjugation und des Fehlens von chiralen Substituenten ist. Wasserstoffbriicken sind fiir die
Aggregation parallel zur Faserrichtung verantwortlich, zusatzlich legen AFM-Aufnahmen den
Schluss nahe, dass mehrere lineare Aggregate, wahrscheinlich Gber m-Wechselwirkungen,

Ubereinander Iiegen.49
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4.3 Bildung von Peptidfibrillen

Die Bildung von Peptidfibrillen spielt eine bedeutende Rolle bei Krankheiten, die durch
Amyloidablagerungen verursacht werden. Intensiv erforscht wird die Bildung von Fibrillen
aber auch wegen ihres grolen Anwendungspotenzials in der Bionanotechnologie, wo
Hydrogele aus Peptidfibrillen als Zellgerliste und als Substrate fiir funktionelle und
responsive Biomaterialien, Biosensoren und Nanodrdahte Anwendung finden kdénnen. Die
Bezeichnung ,,amyloid“ bezieht sich auf Proteinablagerungen mit einem Erscheinungsbild,
das zuerst bei Stirke beobachtet wurde. ,Amyloid“ bedeutet deshalb starkedhnlich.
Insbesondere werden solche Proteine als amyloid bezeichnet, die Fibrillen aus
Protofilamenten mit der Cross-B-Struktur bilden, in denen die parallelen B-Faltblatter
senkrecht zur Fibrillenachse orientiert sind. Die Entstehung der Fibrillen basiert auf der
Anordnung der Peptide zu parallelen oder anti-parallelen B-Faltblattern (Sekundarstruktur).
Diese wiederum ordnen sich in der Tertidrstruktur zu Protofilamenten, beispielsweise in der
Anordnung der Cross-B-Struktur, zusammen. Ausgehend von diesen Protofilamenten bildet
sich dann die Quartarstruktur, die Fibrille. Die Bildung von Fibrillen ist symptomatisch fir
viele Amyloidose-Krankheiten. Beispiele sind die Alzheimersche und die Creutzfeldt-Jakob

Krankheit.>®>®

Fibrillen haben oft Helixstrukturen, die aus der bevorzugten rechtshandigen
Verdrillung der pB-Faltblatteinheiten resultieren. Die Amyloidbildung ist mittlerweile
umfangreich erforscht. Dieses Wissen kann nun zur Entwicklung neuartiger Peptide und

Peptidverbindungen mit niitzlichen Eigenschaften herangezogen werden.

4.4 Zusammenfassung und Ausblick

Copolymere von B-Faltblattpeptiden sowie ihre Losungs- und Festkorpereigenschaften rufen
seit einigen Jahren groBes Interesse hervor. Zahlreiche Synthesewege, die zu solchen
Materialien fihren, wurden untersucht. Die konvergente Synthese, bei der das Peptid an der
Festphase hergestellt wird, gewéhrleistet den héchsten Grad an struktureller Perfektion des
Block-co-polymers, insbesondere bei schwer synthetisierbaren oder langen

Peptidsequenzen. PAP-TentaGele® wurden ebenfalls erfolgreich fir die Block-co-
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polymersynthese eingesetzt. Um die vollstandige Kupplung jeder Aminosdure
sicherzustellen, muss sich allerdings jedem Kupplungsschritt eine genaue Analyse der
tragerfixierten Spezies anschlieRen. Dieser Syntheseansatz ist besonders dann giinstig, wenn
kurze Peptidketten, insbesondere solche mit C-terminaler PEG-Konjugation dargestellt
werden sollen. Peptid-ATRP- und RAFT-Initiatoren sind ebenfalls gut geeignet, um
Fehlsequenzen zu vermeiden, da diese typischerweise vor der kontrollierten radikalischen
Polymerisation aufgereinigt werden kdnnen.

Aus den bisher vorliegenden Ergebnissen Uber Block-co-polymere von linearen
B-Faltblattpeptiden kann man schliefen, dass die Hybridpolymere ein den nativen Peptiden
sehr dhnliches Aggregationsverhalten aufweisen. Typischerweise bilden sich zunachst
Bander aus B-Faltblattpeptiden, bei denen die Breite des Aggregats mit den molekularen
Abmessungen des Peptidstrangs korreliert.

Diese flachen Bander kénnen sich unbegrenzt stapeln, wie das Beispiel von van Hest et al.
zeigt.®® Durch Verdrillung kann die Zahl der Aggregate im Stapel begrenzt sein, wie etwa

Lynn und seine Mitarbeiter untersuchten #1203

Die Umhillung des Aggregats mit einem
synthetischen Polymerblock stellt eine Maoglichkeit zur Unterdrickung der weiteren
Aggregation der so gebildeten Fasern dar und verbessert so die Loslichkeit und somit die
Charakterisierbarkeit des Aggregats.

Ein Grof3teil der Daten liegt bisher flir wassrige Systeme vor. Jliingste Ergebnisse, die in
organischen Losungsmitteln mit niedriger Dielektrizitatskonstante erhalten wurden, legen
nahe, dass die im Faltblatt vorhandenen Dipolmoment genutzt werden kénnen, um weitere
Aggregationsstrukturen zuganglich zu machen.332

Beispiele, in denen die Losungsstruktur der Peptide genutzt wird, um funktionelle Gruppen
auszurichten, sind immer noch selten. Zyklische Peptide kdnnen sowohl am inneren wie
auch am aduBeren Rand des rohrenartigen Aggregats funktionelle Gruppen tragen, was z.B.
zum Aufbau von kiinstlichen lonenkanalen genutzt werden kdnnte.

Oligo(p-benzamid)e lassen sich leicht derivatisieren und bieten so die Maoglichkeit,
kettensteife Geriste zu bilden, mit deren Hilfe funktionelle Gruppen in genau festgelegten
Abstdanden positioniert werden kdnnen. Auflerdem kann die definierte Kernstruktur von
Copolymeraggregaten als anisotropes Templat fungieren. Nach dem Vernetzen der

umhillenden Polymerschalen wird das Templat entfernt, und man erhdlt pordse

Polymernetzwerke mit festgelegten PorengrofRen. Samtliche oben beschriebenen
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Aggregationsprozesse kdnnen als nichtkovalente Polymerisationen aufgefasst werden. Im
Bereich der kovalenten Polymere gibt es eine Vielzahl von Methoden, um das
Molekulargewicht und die Molekulargewichtsverteilung zu steuern, wohingegen
nichtkovalente Polymere sehr viel weniger erforscht sind. Zwar korreliert bei vielen der oben
beschriebenen Beispiele die Breite der beobachteten Aggregate mit den molekularen
Abmessungen des Peptidbausteins; es fehlt jedoch an Modglichkeiten, die Lange der
Aggregate zu steuern. Die Entwicklung entsprechender Methoden stellt derzeitig eine der
grofiten Herausforderungen auf diesem Gebiet dar.

Im Bereich der Polymerchemie werden formtreue, stabchenartige Makromolekiile wie
Polymerbiirsten oder dendronisierte Polymere intensiv erforscht. Ahnlich komplexe und
funktionelle makromolekulare Architekturen sind auch durch reversible nichtkovalente
Selbstorganisation von Peptid-Polymer-Hybriden zuganglich.

Copolymere von [-Faltblattpeptiden sind ein sehr junges Forschungsgebiet der
makromolekularen Chemie, das den Bogen von der synthetischen organischen Chemie tber
die Polymerchemie bis zu den Materialwissenschaften spannt.

Die grundlegenden Prinzipien der Bildung von B-Faltblatt-Sekundarstrukturen von Peptid-co-
polymeren sind von der Natur erfolgreich abgeschaut worden. Jetzt gilt es, das komplexe

Regelwerk hinter den hoéheren hierarchischen Ordnungen zu entschllsseln und zu nutzen.
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4.5 Aufgabenstellung

Die dieser Arbeit zugrunde liegende Aufgabe ist die Entwicklung einer neuen
Synthesestrategie, die es erlaubt, Oligomere mit diskreten Molekulargewichten und
Monomersequenzen wie sie typischerweise in Biopolymeren beobachtet werden auf der
Basis der bioabbaubaren p-Aminobenzoesdure zu synthetisieren. Mithilfe der neu
entwickelten Synthesestrategie sollen Rod-Coil Block-co-polymere synthetisiert werden, bei
denen der kettensteife Block wohldefiniert vorliegt. Dies beinhaltet die Endgruppen-
Modifizierung verschiedenster Knauelpolymere, die Untersuchung der
Konjugationsbedingungen zwischen dem rigiden Oligomer und dem flexiblen Polymerblock
sowie die ErschlieRung geeigneter Aufreinigungsbedingungen des synthetisierten Rod-Coil
Block-co-polymers. AnschlieBend wird das Aggregationsverhalten der erhaltenen Rod-Coil
Block-co-polymere in Losungsmitteln mit unterschiedlicher Dielektrizitatskonstante liber die

Transmissionselektronen-Mikroskopie untersucht.

Unabhangig von oben genannter Aufgabenstellung sollen zyklische Benzanilide synthetisiert
werden, die es ermoglichen, aromatische Amide (iber die ring6ffnende Metathese-

Polymerisation umzusetzen.



Syntheseentwicklung 22

Syntheseentwicklung

5.1 Einleitung

Formtreue, kettensteife Molekiile im Nanometerbereich stellen wichtige Bauelemente fir

2980 D3 die meisten dieser kettensteifen Molekiile

supramolekulare Architekturen dar.
oligomer sind, d. h. aus sich mehrfach wiederholenden, funktionellen Einheiten aufgebaut
sind, bietet die Festphasenchemie ideale Mdéglichkeiten zur Darstellung solcher Molekiile. In

diesem Zusammenhang wurden bereits wenige, fundamentale Arbeiten verdffentlicht.

61,62 63,64

Nelson sowie Huang et al. beschrieben bereits Ende der 1990er Jahre die
festphasengetragerte Synthese von Oligo(phenylenethynylen)en. Die Arbeitsgruppe um
Wang synthetisierte dendritische Phenylacetylene Uber Festphasensupport,65 wahrend
Fréchet et al.?® erfolgreich Oligo(thiophen)e bis zu einem Oligomerisationsgrad von funf an

der Festphase darstellten. Wohldefinierte Oligopamide sowie aromatische Oligoamide

| 67 68,69

wurden von Levins et a und Konig sowohl in Losung als auch an der Festphase
synthetisiert. Die meisten kettensteifen Elemente, die in der supramolekularen Chemie
verwendet werden, basieren auf ausgedehnten n-Systemen und aggregieren liber schwache
- Wechselwirkungen. Ausgedehntere kettensteife Elemente, die Uber gerichtete, nicht-

kovalente zwischenmolekulare Wechselwirkungen verfiigen sind rar.

5.2 Festphasensynthese von Oligo(p-bezamid)en

Nachstehend wird die erste festphasengetragerte Synthese von wohldefinierten Oligo(p-
benzamid)en bis zu einem Oligomerisationsgrad von zehn Uber die Acylierung sekundarer

aromatischer 6- bzw. p-Aminocarbonsaduren beschrieben.

Als Festphasentrager wurde das Wang-Harz mit einer Beladungsdichte von 1,2 mmol OH/g
gewahlt, das sich leicht Gber endstiandige Hydroxylgruppen acylieren lasst. Das Wang-Harz
besteht aus unléslichem, quervernetztem (2-3%) Polystyrol, das endstandige
Benzylalkoholgruppen tragt. An diese Benzylalkohollinker kdnnen Aminocarbonsaduren tber
eine Esterbindung mit der Festphase verbunden werden. Normalerweise werden

standardisierte Kupplungsreagenzien, wie DCC’®, DIC/HOBt oder HBTU’?, zur Aktivierung der
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Carboxylfunktion von a-Aminocarbonsduren verwendet. Im Falle der aromatischen
6-Aminocarbonsauren reicht die Reaktivitdat der gebildeten Aktivester nicht aus, um eine
erfolgreiche Veresterung mit dem Wang-Harz zu gewahrleisten. Deshalb wurde die
Carboxylgruppe durch direkte Uberfiihrung in das Saurechlorid aktiviert. Dies wurde in

Anlehnung an eine Verdffentlichung von Ueda et al.”

durchgefiihrt, wobei als
Aktivierungsreagenz Thionylchlorid verwendet wurde.In Voruntersuchungen73 wurde
festgestellt, dass bei der Verwendung von aromatischen §-Aminosauren, die zur Ausbildung
von Wasserstoffbriicken zu benachbarten Amidfunktionen befahigt sind, keine hohen
Oligomerisationsgrade erzielt werden koénnen. In der Literatur wird von einem
hochstmoglichen Oligomerisationsgrad unsubstituierter aromatischer Amide von vier
berichtet.”* Dies wird durch die Aggregation der Oligomere Uber n-Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen verursacht. Diesem Effekt kann durch die Uberfiihrung der
primdaren Aminogruppe der p-Aminobenzoesdure in eine temporar geschitzte, sekundare
Aminogruppe vorgebeugt werden. Werden sekunddre p-Aminobenzoesdauren zu tertidren
Amiden umgesetzt, so sind diese aufgrund der N-alkylierten Amidbindung nicht mehr zur
Ausbildung von Wasserstoffbriicken befahigt. Es kann also keine Aggregation zwischen den
Amidbindungen (ber Wasserstoffbricken stattfinden. Zusatzlich tritt durch die Alkylierung
der Amidbindung eine Konformationsanderung auf. Liegen die nicht N-alkylierten
(sekundaren) Amidbindungen in der trans-Konformation vor, so gehen die alkylierten

(tertidaren) Amidbindungen in die cis-Konformation tber.

Abbildung 2. Einzelkristallrontgenstrukturen von Modellverbindungen 1 (links) und I
(rechts). Die sekundare Amidbindung fuhrt zur trans-Konformation (links). Die Phenyle der
Amidbindung liegen in einer Ebene. Die tertidre Amidbindung flihrt zur cis-Konformation
(rechts). Hier stehen sich die Phenyl gegeniber. Die Benzylgruppe zeigt von der
Amidbindung weg.”®
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Diese Konformationsanderung fiihrt zu einer erhdhten Anzahl von Konformeren der
Oligo(p-benzamid)e, besonders bei hohen Oligomerisationsgraden, und somit zu einer sehr
guten Loslichkeit des aromatischen Oligoamids. Aullerdem wird die Aggregation Uber m-mt
Wechselwirkungen der Aromaten verhindert. Diese Anderung der Konformation der
Amidbindung von der trans- in die cis-Konformation wurde anhand der Synthese geeigneter
Modellverbindungen demonstriert (siehe Abbildung 2), zudem sind zahlreiche Beispiele zu

diesem Thema in der Literatur zu finden.>*”>"®

Um die Ausbildung von Wasserstoffbriicken zwischen den Amidgruppen zu vermeiden und
zusatzlich die Loslichkeit der Oligomere wadhrend der Synthese zu verbessern, fiel die
Entscheidung, die aromatischen 6-Aminocarbonsauren temporar zu schiitzen. Eine bewahrte
Schutzgruppe stellt die siurelabile p-Methoxybenzyl-schutzgruppe dar,””’® die leicht durch
reduktive Alkylierung des p-Anisaldehyds an die primare Aminogruppe gebunden und
ebenso schnell wieder unter Verwendung von Trifluoressigsaure (TFA) entfernt werden
kann. Um die p-Methoxybenzylgruppe als Schutzgruppe einzufiihren, wurde
p-Aminobenzoesdure 1 mit p-Anisaldehyd 2 in einer Kondensationsreaktion umgesetzt,
wobei das entstehende Wasser azeotrop durch die Verwendung von Toluol als Lésungsmittel

aus dem Reaktionsgemisch entfernt wurde.

HQ 0] /C Hs Q
o) H HO \

1 2
NaBH /THF
H3C_O
0O, /Fmoc Q /H
HO HO
4 3
o} O\

CH3 CH3

Abbildung 3. Synthesestrategie zur Darstellung von Monomer 4. Monomer 3 konnte mit
70%iger Ausbeute erhalten werden, das Fmoc-geschiitzte Monomer 4 in 80%iger Ausbeute.

Das so entstandene kanarienvogelgelb gefarbte Imin wurde dann isoliert und mit
Natriumborhydrid in Tetrahydrofuran (THF) als Losungsmittel zur
N-(p-Methoxybenzyl)aminobenzoesdure 3 reduziert. Um wahrend der Ankopplung des

Monomers an die Festphase Nebenreaktionen der sekundaren Aminogruppe zu vermeiden,
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wurde zusatzlich die Fmoc-Schutzgruppe tber das 9-Fluorenylmethylchloroformiat (Fmoc-Cl)
eingefiihrt (siehe Abbildung 3). Durch die Uberfiihrung des Monomers 4 in das Saurechlorid
5 (Abbildung 4 oben) kann eine Umsetzung mit dem Wang-Harz in hohen Ausbeuten (90-
95%) erreicht werden. Dazu wird Monomer 4 in trockenem NMP gel6st, mehrfach evakuiert
und dann das Thionylchlorid im Stickstoffstrom zugegeben. Um die N-terminale Fmoc-
Schutzgruppe abzuspalten und so das an die Festphase gebundene Monomer 5 fiir weitere
Acylierungen zu befahigen, wird die Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin entfernt. Die an der
Festphase befindliche Monomereinheit kann dadurch Uber die terminale Aminogruppe

nukleophil mit weiterem Saurechlorid 5 reagieren.
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Abbildung 4.0Oben: Aktivierung des Monomers 4 mit Thionylchlorid. Das daraus
hervorgehende Sdaurechlorid wird als Monomer 5 bezeichnet. Unten: Synthese von
Oligo(p-benzamid)en durch sequentielle Anbindung von Monomer 5.
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Durch die Wiederholung dieser beiden Schritte, der Acylierung des Wang-Harzes gefolgt von
der Entfernung der Fmoc-Schutzgruppe, ergibt sich ein Kreislauf, (iber den sequentiell
Aminobenzoesauren in guten Ausbeuten an die Festphase gebunden werden kénnen (siehe
Abbildung 4 unten). Die Effektivitdt eines jeden Kupplungsschrittes kann am besten Uber die

RP HPLC (iberprift werden.
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Durch die abnehmende Polaritdt der Oligo(p-benzamid)e mit zunehmender Anzahl an
Wiederholungseinheiten kann leicht der Fortschritt der Oligomerisation verfolgt werden.
Uber diese Synthesefiihrung gelang es zum ersten Mal, ein wohl-definiertes Deca(p-
benzamid) darzustellen. Das zur Reinigung und Analyse noch temporar geschiitzte Deca(p-
benzamid) wurde sowohl tber ESI MS als auch tber den Vergleich der Elutionszeiten mit

kiirzeren Oligo(p-benzamid)en mithilfe der analytischen RP HPLC nachgewiesen.76

521 Monomersynthese zur Darstellung gewinkelter Oligo(p-benzamid)e

Cavero und seine Mitarbeiter’”® veroffentlichten erstmals die Idee, Eigenschaften von
Mesogenen zu untersuchen, deren kettensteife Elemente nicht in einer Ebene, sondern in
der ,, dachartigen Anordnung” vorliegen. Bei dieser Anordnung befinden sich die Flachen der
kettensteifen Elemente nicht in einer Ebene, sondern stehen sich, nach einer Drehung um
90°, gegeniber. Dies wurde durch den Einbau eines BH,-Pyrazabols als
winkelverursachendes Element erméglicht. Die so erhaltenen, gewinkelten Mesogene zeigen

sehr dhnliche Eigenschaften wie Mesogene, deren kettensteife Elemente planar vorliegen.®

Aromatische Amide konnen leicht durch N-Alkylierung der Amidbindung in die
cis-Konformation Uberfiihrt werden und bilden dadurch ideale Bauelemente fiir gewinkelte
Mesogene, die in der ,dachartigen Anordnung” vorliegen. Durch Reaktion der p-
Aminobenzoesdure 1 mit Hexanal 6 und anschlieBender Reduktion zum sekunddren Amin 7
Iasst sich ein Bauelement in permanenter cis-Konformation darstellen. Um das Monomer bei
Umsetzungen an der Festphase vor Nebenreaktionen zu schiitzen, wurde zuséatzlich die
Fmoc-Schutzgruppe eingefiihrt. Um das Vorliegen der cis-Konformation der hexylierten
Amidbindung zu belegen, wurde Modellverbindung Il (siehe Abbildung 5) synthetisiert und
deren Konformation sowohl in kristalliner Form {iber Rontgenstrukturanalyse als auch in
Losung Gber 2D-NMR Spektroskopie untersucht.”® Anhand des COSY-NMR Experiments, das
in Abbildung 5 oben dargestellt ist, kdnnen alle aromatischen Protonen eindeutig zugeordnet
werden. Die Protonen in meta-Stellung zur Carboxylgruppe von Verbindung III kénnen dem
am starksten hochfeldverschobenen Duplett zugeordnet werden, wahrend im Vergleich
dazu das Signal der Protonen in meta-Stellung zur Nitrogruppe etwas starker

tieffeldverschoben ist. Das wird auf den elektronenziehenden Effekt der Nitrogruppe
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zurlickgefihrt. Die ausgepragte Wechselwirkung der aromatischen Protonen 2 und 3 in
ortho-Stellung zur Amidbindung, die im NOESY-Spektrum in Abbildung 5 unten deutlich wird,
belegt eindeutig, dass die Phenyle an der Amidbindung auch in Loésung in der

cis-Konformation zueinander stehen.

H; Hy
0 P
\/\\/\_"> \_/ NO:
{ \
Hy - s
I TR
1 4 2 3
- & ® h
== @
— © o
= &3 o ¢ g
HA )
I 4 = =5 !.V— 7—43 =

Abbildung 5. Oben: Modellverbindung Ill. Mitte: Die Zuordnung der aromatischen Protonen
erfolgte Uber ein COSY-Experiment in CDCls.Unten: NOESY NMR Spektrum der
Modellverbindung 111 in CDCls. Die ausgepragte Wechselwirkung von Proton 2 mit Proton 3
verifiziert eindeutig die cis-Konformation der aromatischen Substituenten der Amidbindung
zueinander.
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Prozessautomatisierung

6.1 Einleitung

Mit der Entwicklung kontrollierter Polymerisationstechniken wurde es ermdglicht, definierte
Polymerarchitekturen  sowie  Block-co-polymere  zu  synthetisieren und  ihr
Aggregationsverhalten sowohl in Losung als auch in Substanz zu untersuchen. Allerdings
konnen diskrete Molekulargewichte und Monomersequenzen, die typischerweise in
Biopolymeren beobachtet werden, mit diesen Polymerisationstechniken nicht erhalten
werden. Um diese Einschrdankung zu umgehen, bewegen sich seit kurzem einige
Arbeitsgruppen an der Grenzflaiche zwischen Polymerchemie und organischer Chemie mit
dem Ziel, neue Block-co-polymer-Architekturen zu synthetisieren, in denen wenigstens ein
Block prazise definiert vorliegt.81 Eine bereits etablierte Vorgehensweise, um prazise
definierte Oligomere und Polymere zu synthetisieren, ist die Verwendung von
festphasengetragerten Synthesemethoden. Die zugrunde liegende Idee wurde zum ersten
Mal von Merrifield im Jahre 1963 veréffentlicht und seitdem stetig weiterentwickelt sowie
automatisiert. Es basiert auf der Anknipfung des N-terminalen Endes von
o-Aminocarbonsduren an das Wang-Harz, das Benzylalkohole als Endgruppen tragt. Die a-
Aminocarbonsauren werden zur Vermeidung von Nebenreaktionen wahrend der Anbindung
an die Festphase mit der Fmoc-Gruppe geschiitzt. Nach Anbindung der a-Aminocarbonsaure
an die Festphase und anschliefender Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe kénnen weitere a-
Aminocarbonsduren angebunden werden. Diese Methode wurde 1981 von Wooley und
seinen Mitarbeitern® veréffentlicht und ist seitdem die am haufigsten verwendete Methode,
um Peptide Uber die Festphase zu synthetisieren, da (ber diese Syntheseroute
Nebenreaktionen stark reduziert werden kdnnen. Bisher sind nur wenige Beispiele fiir die
Anwendung der Festphasenchemie innerhalb der Materialwissenschaften zu finden. Cornack
et al.® berichteten von der Verwendung der Festphase zur Synthese von fliissigkristallinen

884  yerwendeten den

Oligopeptiden. Die Arbeitsgruppen um Klok’” und Wooley
Festphasensupport, um Peptid-Polymer Hybride zu synthetisieren, wahrend in Kapitel 5
dieser Arbeit die Synthese von Oligo(p-benzamid)en an der Festphase bis zu einem
Oligomerisationsgrad von zehn vorgestellt wurde.”®  Der groRe Vorteil der
Festphasensynthese liegt in der Moglichkeit der automatisierten Synthesefiihrung.

Kommerziell erhaltliche Peptidsynthese-automaten sind typischerweise fiir Boc- oder
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Fmoc-Peptidsynthesen und fir die Synthese aliphatischer Amide aus a-Aminocarbonsduren
mit etablierten Kupplungsprotokollen ausgelegt. Repetitive Synthesen von Oligomeren, die
drastischere Reaktionsbedingungen bendtigen, sind oft ohne groBere Modifizierungen der
Automaten nicht moglich. Daraus resultierend wird die Syntheseautomatisierung im Bereich
der Materialwissenschaften sehr selten angewendet. In dieser Arbeit wird das erste Beispiel
einer automatisierten Oligo-(p-benzamid)synthese vorgestellt, die an einem kommerziell
erhaltlichen Peptidsyntheseautomaten durchgefiihrt werden kann. AulRerdem wird
beschrieben, wie an der Festphase polydisperse Knaduelpolymere an wohldefinierte
Oligo(p-benzamid)e geknlpft werden, wodurch Rod-Coil Block-co-polymere dargestellt

werden kdénnen.

6.2 Automatisierung der Oligo(p-benzamid)-Synthese

Die in Kapitel 5 beschriebene Aktivierung der aromatischen, sekundaren &-Amino-
carbonsauren mit Thionylchlorid wurde sowohl von Ueda et al. ’* als auch von Zollinger und
seinen Mitarbeitern® veréffentlicht. Wird die Synthese in Glasgeraten durchgefihrt, stellt
diese Methode eine durchaus wirkungsvolle und effiziente Moglichkeit dar, Chlorierungen

von aromatischen 6-Aminocarbonsauren durchzufiihren.
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Abbig!gung 6. Bei der Aktivierung von Carbonséuren mit Thionylchlorid entsteht korrosives
SO,.

In Abbildung 6 ist zu sehen, dass bei der Chlorierung mit Thionylchlorid korrosives SO,

entsteht, das metallhaltige Reaktionsumgebungen oder Kunststoffe sehr stark angreift bzw.
zersetzt. Handelsibliche Syntheseautomaten konnen deshalb unter Verwendung dieser

Aktivierungsmethode nicht dauerhaft betrieben werden.

Um dieses Problem zu umgehen, wurden verschiedene Chlorierungsmittel, wie

beispielsweise Oxalylchlorid und Phosgen, getestet, bei deren Umsetzung mit der



Prozessautomatisierung 30

6-Aminocarbonsdure keine korrodierenden Nebenprodukte auftreten. Aufgrund seiner
hohen Reaktivitat und leichten Dosierbarkeit fiel die Wahl auf Bis(trichlormethyl)carbonat,

das auch als BTC oder Triphosgen bezeichnet wird, als Chlorierungsreagenz.

Es wurden drei verschieden Méglichkeiten zur Uberfiihrung von Monomer 4 in Monomer 5

(siehe Abbildung 4) getestet.

1) Es wird eine Lésung von einem Aquivalent Monomer 4 mit drei Aquivalenten Triphosgen
in NMP unter Riihren geldst, wobei eventuell vorhandene Wasserspuren (NMP ist
hygroskopisch), tiberschiissiges Phosgen oder CO; durch ein permanent anliegendes

Vakuum wihrend der Reaktion entfernt werden.
Um eine zeiteffizientere Synthesefiihrung zu erhalten, wurde dann Methode 2 entwickelt:

2) Ein leichter Uberschuss an Triphosgen wird zusammen mit Monomer 4 in einem
Reaktionsgefdfs des Peptidsyntheseautomaten (Kartusche, siehe auch Abbildung 33)
vorgelegt. Durch die automatisierte Zugabe von NMP findet dann die Aktivierung von

Monomer 4 statt.

Triphosgen reagiert mit NMP stark exotherm unter CO,-Entwicklung, so dass sich die
Kartuschen nach der automatischen NMP-Zugabe aufblahten. Diesem Fall konnte durch
einen Druckausgleich Uber die Ventile des Automaten entgegengewirkt werden. Allerdings
verstopften teilweise ungelOoste Reagenzien zusatzlich die Kapillaren und Schlauche des
Automaten und fihren dadurch zu einem Abbruch der automatisieren Synthese. Eine
weitere Moglichkeit stellt die direkte Synthese der aktiven Chlorierungsspezies 2-Chlor-N-
methyl-1-pyrroliniumchlorid (NMP-Cl) dar. Um das NMP-Cl zu erhalten, wird ein Aquivalent
NMP in Diethylether vorgelegt und ein Aquivalent Thionylchlorid vorsichtig unter Eiskiihlung
zugetropft. Nach etwa 30 Sekunden beginnt das NMP-ClI als farblose Nadeln

auszukristallisieren. Es wird isoliert und als Feststoff in den Kartuschen vorgelegt.

3) 2-Chlor-N-methyl-1-pyrroliniumchlorid, das als eigentlich aktivierende Spezies vermutet
wird,87-90 wird synthetisiert und zusammen mit Monomer 4 in der Kartusche vorgelegt.
Durch die automatisierte Zugabe von NMP findet dann die Aktivierung von Monomer 4

statt, ohne dass COz-Entwicklung auftrit.

Bei Verwendung von Methode 3 konnte zwar die aktivierende Spezies 2-Chlor-N-methyl-1-

pyrroliumchlorid isoliert und erfolgreich zur Synthese von Oligo(p-benzamid)en eingesetzt
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werden, allerdings handelt es sich bei NMP-Cl um eine stark hygroskopische Substanz, so
dass eine langere Aufbewahrung in den Kartuschen des Syntheseautomaten wahrend der
Synthese zu einer Zersetzung des Aktivierungsreagenzes fihrt. Monomer 4 kann somit nicht
mehr in das Saurechlorid Gberfiihrt werden. Aus den oben aufgefiihrten Griinden blieb
deshalb nur Methode 1 als Aktivierungs-moglichkeit fir Monomer 4 (brig. Ein weiterer
Vorteil dieser Methode ist die Moéglichkeit der Filtration der Losung direkt vor der Befiillung
der Kartuschen. Eine Schwachstelle, die engen Schlduche des Peptidsyntheseautomaten,
kann damit zusatzlich umgangen werden. Um einen besseren Einblick in einen
handelsiblichen Peptidsyntheseautomaten zu erhalten, ist in Abbildung 7 die Schalttafel

eines Applied Biosystems Model 431A Peptidsyntheseautomaten abgebildet.

=

j

Fmoc DCCUHOBt  pip  empty DMAP empty MeOH HOBt DCC  Fmoc-AA DCM  NMP

Abbildung 7. Schalttafel eines handelsublichen Peptidsyntheseautomaten. Die zur
Aktivierung der Aminosauren notwendigen Reagenzien werden in Flaschen bereitgehalten
(Nummer 1-8) und im Aktivierungsgefall zusammen mit der a-Aminocarbonsdure gemischt.

Die konventionellen Programmierungen der handelsiiblichen Peptid-syntheseautomaten
sind auf die Verwendung bestimmter Aktivierungsreagenzien eingestellt, die als
entsprechende Losungen in Flaschen bereitgehalten und aus diesen in das Aktivierungsgefald
des Automaten Uberfihrt werden. Bei der Verwendung von Triphosgen als
Aktivierungsreagenz ist dies aufgrund der bereits beschriebenen exothermen
Reaktionsbedingungen nicht moglich. Die Aktivierungslosung wird deshalb extern, manuell

hergestellt und in die Kartuschen des Peptidsyntheseautomaten gefillt (siehe Abbildung 8).
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Abbildung 8. Schalttafel des umprogrammierten Peptidsyntheseautomaten. Das aktivierte
Monomer wird direkt in Kartuschen vorgelegt und in das AktivierungsgefaR tberfiihrt.

Dabei wird fiir jeden Kupplungsschritt eine Portion (5 Aquivalente) an voraktiviertem
Saurechlorid in einer Kartusche vorgelegt und von dort direkt in das Aktivierungsgefald
Uberfihrt. Nach der Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von der Festphase wird das
Saurechlorid in das ReaktionsgefaR transferiert und es findet die Anbindung an die
Festphase statt. Die eben beschriebene Syntheseflihrung wurde ermdoglicht, indem das
Standardkupplungsprotokoll des Applied Biosystems Model 431A Peptide Synthesizers

umgeschrieben wurde. Es ist nachfolgend aufgefihrt.

Syntheseprotokoll fiir den ,,Applied Biosystems Model 431A Peptide Synthesizer”:

431A Chemistry

Fmoc (Standard) [0.25 mmol]:

1 6 middle cycle with capping GgbdefffGgeff
7 1 deprotection and NMP wash gbd

8 1 NMP wash only gd

9 1rinse cycle E

Beschreibung von Modul g: Waschen des Aktivierungsgefafies mit NMP

Beschreibung von Modul b: Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit Piperidin

Beschreibung von Modul d: Waschen des Harzes mit NMP

Beschreibung von Modul e: Uberfithrung des aktivierten Monomers vom Aktivierungsgefifl in das
Reaktionsgefaf}

Beschreibung von Modul f: Kupplung von Monomer und Harz (Dauer: 20 min.)

Beschreibung von Modul E: Waschen des Harzes und der Kapillaren mit NMP und DCM

Beschreibung von Modul G:

Das mit 2-Chlor-N-methyl-1-pyrroliniumchlorid aktivierte Monomer 4 wird aus den Kartuschen des
Syntheseautomaten in das Aktivierungsgefaf3 tiberfiihrt.

32
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Module: G -> Activated-Monomer Solution
1 5 Needle Down 10 (Zeit in Sekunden) 0 (Wiederholung)
2 58 Interrupts function 0 0

3 62 Drain amino acid cartridge 30 0
4 61 Vent amino acid cartridge 30 0
56 NeedleUp 100

6 7 Eject Cartridge 10 0

7 8 Advance Cartridge 10 0

8 5 Needle Down 10 0

9 20 Mix Activator 5 0

10 22 Drain Activator 10 0

11 11 #9 thru top valve block 1 0

12 29 #9 to top of ACT with drain 4 0
13 22 Drain Activator 40 0

14 14 #10 thru bottom valve block 1 0
15 10 Gas thru bottom valve block 6 0
16 60 Mix amino acid cartridge 5 0

17 24 Cartridge to Activator 30 0

18 98 BEGIN LOOP 4 0

19 24 Cartridge to Activator 50

201 Wait50

2199 ENDLOOP 10

22 65 #10 to amino acid cartridge 2 0
23 10 Gas thru bottom valve block 6 0
24 20 Mix Activator 1 0

25 14 #10 thru bottom valve block 1 0
26 10 Gas thru bottom valve block 3 0
27 14 #10 thru bottom valve block 1 0
281 Wait50

29 10 Gas thru bottom valve block 6 0
30 20 Mix Activator 1 0

31 12 #9 thru bottom valve block 1 0
321Wait50

33 10 Gas thru bottom valve block 2 0
34 14 #10 thru bottom valve block 1 0
35 9 Gas thru top valve block 10 0

36 10 Gas thru bottom valve block 10 0
37 61 Vent amino acid cartridge 10 0
38 62 Drain amino acid cartridge 10 0
39 61 Vent amino acid cartridge 10 0
40 62 Drain amino acid cartridge 10 0

Ein anderer groRer Vorteil bei der Verwendung der automatisierten Synthesefiihrung ist die
direkte Uberpriifung der Kupplungseffizienz der einzelnen Syntheseschritte durch einen an
den Syntheseautomaten angeschlossenen UV-Detektor. Nach jedem Kupplungsschritt wird
automatisch die Fmoc-Schutzgruppe von den festphasengetragerten Monomereinheiten
abgespalten. Eine schematische Darstellung dieses Vorgangs ist in Abbildung 9 zu sehen. Die
Base Piperidin deprotoniert die an die Aminocarbonsdaure gebundene Fmoc-Schutzgruppe
und es entsteht das Carbanion, das die monomolekulare Eliminierung (E1cB) von CO,

verursacht. Das flihrt zur Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von der Festphase und zu
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Ausbildung des Dibenzofulvens. Das Dibenzofulven reagiert mit Piperidin weiter zum Fulven-

Piperidin Addukt.
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Abbildung 9. Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe in einer monomolekularen Eliminierung
(E1cB) durch die Einwirkung von Piperidin.®®*! Das UV-Signal der abgespaltenen Fmoc-
Schutzgruppe wird detektiert und spiegelt die Kupplungseffizienz wider.

Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe wird mit 20% Piperidin in NMP durchgefiihrt. Pro
Monomereinheit erfolgen zwei Abspaltungsschritte, die beide eine Reaktionszeit von 3
Minuten benétigen. Bereits bei der Durchfiihrung des ersten Abspaltungsschritts wird ein
GrofRteil der Fmoc-Schutzgruppen von den Aminosduren, die an die Festphase gebunden
sind, abgespalten. Wahrend des zweiten Abspaltungsschritts werden alle (ibrigen Fmoc-
Schutzgruppen entfernt. Nach der ersten und nach der zweiten Durchfiihrung des
Entschiitzungsschrittes wird automatisch eine Stichprobe aus dem Reaktionsgefald
entnommen. In dieser Stichprobe befinden sich abgespaltene Fmoc-Schutzgruppen, die bei
einer Wellenlange von 301 nm absorbieren. Der UV-Detektor des Peptidsyntheseautomaten
detektiert das UV-Signal der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen. Uber den Vergleich der
Intensitaten dieses UV-Signals kann abgeschatzt werden, wie hoch die Konzentration der in

der Losung enthaltenen Fmoc-Schutzgruppen ist.

Weil die Konzentration der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen proportional zur Anzahl der
an die Festphase gebunden Aminosauren ist, spiegelt das UV-Signal auch die Anzahl der an
die Festphase konjugierten Aminosauren wider. Damit ist das UV-Signal der abgespaltenen
Fmoc-Schutzgruppen ein sehr guter Indikator fir die Kupplungseffizienz des jeweiligen
Konjugationsschrittes. Je mehr Fmoc-Schutzgruppen abgespalten werden, desto hoher ist
die Anzahl der sich an der Festphase befindlichen Monomereinheiten. Betrachtet man sich
das UV-Elugramm in Abbildung 10, so kann prinzipiell pro Monomereinheit zwischen dem

ersten und dem zweiten Entschiitzungsschritt sehr gut unterschieden werden. Wahrend die
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erste Stichprobe ein sehr hohes UV-Signal aufweist, zeigt die zweite Stichprobe eine sehr
geringe Intensitat. Dies wird zum einen durch die hohe Konzentration an abgespaltenen
Fmoc-Schutzgruppen beim ersten Entschitzungsschritt verursacht, zum anderen
demonstriert es auch, wie wichtig es ist, den Entschitzungsschritt zu wiederholen. Findet
keine vollstandige Abspaltung aller Fmoc-Schutzgruppen statt, so kdnnen in darauffolgenden
Acylierungsschritten nicht alle potentiell vorhandenen Oligomere funktionalisiert werden
und gehen dem weiteren Verfahren verloren. Hinzu kommt eine leichte Verbreiterung der
Oligomerverteilung, denn in nachfolgenden Abspaltungsschritten kdénnen ,vergessene”
Fmoc-Schutzgruppen entfernt werden, was zu einer weiteren Acylierung fiihrt. Allerdings ist
der Oligomerisationsgrad dieses Peptids dann im Vergleich zum Oligomerisationsgrad des

Hauptprodukts um eine Monomereinheit verkiirzt. Es handelt sich um eine Fehlsequenz.

Intensitat

JUIG LIS ey Je I JU I I T LT

Zeit

Abbildung 10. Schnelle Erkennung von UnregelmaRigkeiten in der Synthesefiihrung durch
ein automatisiertes Detektionsverfahren. Das hohere UV-Signal wird bei der erstmaligen
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppen erhalten, das zweite, kleinere Signal nach einem
weiteren Entschitzungsschritt. So kann sehr gut die Kupplungseffizienz der einzelnen
Monomer-Ankopplungen uberprift werden.

So wird deutlich, wie wichtig die Sequenzkontrolle bei Festphasensynthesen ist. Gerade im
Hinblick auf das Ziel, prazise definierte Oligomere zu synthetisieren, ist eine absolute
Kontrolle des Prozessverfahrens notwendig. In Abbildung 10 ist das UV-Elugramm einer
automatisierten Synthese dargestellt, bei der die Durchmischung aufgrund eines Ausfalls des
Vortex, also des Motors, der fiir die Durchmischung der Reaktionslésung im Reaktionsgefald

des Peptidautomaten verantwortlich ist, unregelmaBig war. Bei UnregelmaRigkeiten
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wahrend einer manuell durchgefiihrten Synthese kdnnen solche detailierten Abweichungen
selten bzw. gar nicht detektiert werden. Um die prinzipiellen Synthesebedingungen fir die
automatisierte Darstellung von Oligo(p-benzamid)en zu untersuchen, wurde ein Monomer
verwendet, das, im Gegensatz zum mit der p-Methoxybenzylgruppe geschiitzten Monomer
5, leichter und kostengiinstiger synthetisiert werden kann. Aus diesem Grund wurde die
p-Aminobenzoesaure zunachst ausschlielRlich mit der Fmoc-Schutzgruppe substituiert und in

dieser Form mit dem Wang-Harz umgesetzt (siehe Abbildung 11).
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Abbildung 11. Reaktionszyklus der automatisierten Kupplung mit p-Amino-benzoeséure.
Nach der externen Vorfunktionalisierung des Wang-Harzes mit Fmoc-geschutzter p-
Aminobenzoesdaure, konnen die nachfolgenden Kupplungsschritte voll-automatisiert
durchgefthrt werden.

Um wahrend der Oligomerisation an der Festphase eine Aggregation der aromatischen

Amide untereinander zu vermeiden, wurde ein Wang-Harz gewahlt, dessen Beladungsdichte
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sehr gering ist (0,6 mmol OH / g). Nach der Vorfunktionalisierung des Wang-Harzes wird die
vollautomatisierte Synthese von Oligo(p-benzamid)en an der Festphase durchgefiihrt. Die
Kupplungseffizienz wurde anhand des UV-Signals der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen

Uberprift und ist in Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12. UV-Elugramm der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen des ersten
Hepta(p-benzamid)s, das automatisiert synthetisiert wurde.
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Abbildung 13. UV-Detektion der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen nachdem das Monomer
mehrfach gefriergetrocknet wurde, um Wasserspuren zu entfernen.

In Abbildung 12, dem UV-Elugramm der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppe, erkennt man
sofort, dass die Kupplung mit der Festphase noch optimiert werden kann. Denn jeder
Kupplungsschritt an das Wang-Harz ist mit einem Verlust funktioneller Gruppen von
mindestens 20-30 % verbunden, wie es anhand der abnehmenden Intensitat der UV-Signale

erkennbar wird. Um auszuschlieBen, dass eventuell vorhandene Wasserspuren den
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Reaktionsverlauf negativ beeinflussen, wurde das Monomer daraufhin zweimal mit Benzol
gefriergetrocknet und nochmals im automatisierten Verfahren umgesetzt. Das Resultat ist in
Abbildung 38 zu sehen. Aus Abbildung 13 wird ersichtlich, dass eine absolut wasserfreie
Reaktionsfiihrung bei der Verwendung von Saurechloriden als aktive Kupplungskomponente
wirklich essentiell ist. Die Bedingungen fiir die Syntheseflihrung sind dementsprechend wie

folgt:

(1)Mehrfache Gefriertrocknung des Monomers vor der Chlorierung
(2) Destillation des hygroskopischen Losungsmittels NMP

(3)Verwendung von Triphosgen im Uberschuss

Unter Einhaltung dieser Synthesebedingungen ist es modglich, selbst relativ unlosliche,
ungeschitzte aromatische Amide an der Festphase in moderaten Ausbeuten zu

synthetisieren.
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Abbildung 14. Sequenzkontrolle des p-methoxybenzyl-geschiitzten Hepta(p-benzamid)s tber
UV-Detektion der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen. Die automatisierte Erstanbindung an
das Harz stellt den schwierigsten Schritt in der Synthesefiihrung dar.

Hohere Wiederholungseinheiten von Oligo(p-benzamid)en bedeuten eine abnehmende
Loslichkeit des Oligomers und damit verbunden eine verstirkte Aggregation (Uber
Wasserstoffbriickenbindungen. Um dies zu umgehen, wurden die Synthesebedingungen fir
Monomer 5, das mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe geschiitzt ist, optimiert. Dabei
wurden mehrere Optimierungsschritte durchlaufen: Zum einen erwies sich der

Veresterungsschritt, die erste Anbindung von Monomer 5 an die Festphase, als schwierig. Im
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Vergleich zur Veresterung mit Thionylchlorid als Aktivierungsreagenz konnte der
Aktivierungsweg mit Triphosgen nicht ganz so gute Resultate erzielen. Deshalb wurde das
Wang-Harz mit einem zehnfachen Uberschuss an Monomer 5, das mit Thionylchlorid
aktiviert wurde, extern vorfunktionalisiert und erst dann im automatisierten Verfahren
eingesetzt. Selbst hierbei zeigten sich noch Schwierigkeiten bei der automatisierten
Anbindung von Monomer 5 an die Festphase. Wie man anhand von Abbildung 14 erkennt,
scheint besonders die erste automatisierte Ankopplung an die Festphase problematisch zu
sein. Zur Verdeutlichung ist das dazugehorige UV-Signal mit ,2mer” lGberschrieben. Trotz der
externen Vorfunktionalisierung des Wang-Harzes (Anmerkung: das dazugehorige UV-Signal
ist iberschrieben mit Imer) ist die Kupplungseffizienz gerade beim ersten automatisierten
Kupplungsschritt deutlich erniedrigt. Alle weiteren Kupplungsschritte sind dagegen leichter
umzusetzen. Um die automatisierte Erstanbindung zu erleichtern, wurde das Wang-Harz mit
Monomer 9 vorfunktionalisiert, welches nicht mit der p-Methoxybenzyl-schutzgruppe
geschitzt ist. Dazu wurde die p-Aminobenzoesdure 1 mit der Fmoc-Schutzgruppe
substituiert, mit Thionylchlorid in das Saurechlorid Gberfihrt und dann mit dem Wang-Harz
umgesetzt (siehe Abbildung 15). Nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe von der Festphase
liegt der Vorteil in der Verbesserung der Nukleophilie des endstandigen Amins 10. Das
primare Amin am Festphasensupport ist deutlich reaktiver als das zuvor verwendete Amin 3,
welches mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe geschiitzt vorliegt. Der Verzicht auf den
tempordren Schutz des Amins scheint der entscheidende Faktor fir eine deutliche
Verbesserung in der Synthesefiihrung zu sein, wie man anhand des in Abbildung 15
dargestellten UV-Elugramms erkennen kann. Durch die Erhohung der Nukleophilie des
ersten Monomers an der Festphase (Anmerkung: UV-Signal ist Gberschrieben mit 1mer)
kann im automatisierten Verfahren eine nahezu quantitative Umsetzung mit dem Wang-
Harz erfolgen. Die Ursache dafir ist allerdings noch nicht wirklich geklart. Warum
ausgerechnet die Nukleophilie der ersten Monomereinheit an der Festphase einen so
entscheidenden Einfluss hat, ist nicht sicher und bedarf weiterer Nachforschungen, die im
Rahmen dieser Arbeit nicht betrieben werden konnten. Uber diese Synthesefiihrung gelingt
es, wohldefinierte Oligo(p-benzamid)e bis zu einem Oligomerisationsgrad von 15 zu

synthetisieren.
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Abbildung 15. Nahezu quantitative Umsetzung mit dem Wang-Harz durch Verzicht auf die
p-Methoxybenzylschutzgruppe an der ersten festphasengetragerten Monomereinheit.
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Abbildung 16. UV-Elugramm eines wohldefinierten Oligo(p-benzamid)s mit einem
Oligomerisationsgrad von 14. Uber die Verwendung von Monomeren, die mit der

p-Methoxybenzylschutzgruppe geschitzt sind, gelingt es, wohldefinierte Oligo(p-benzamid)e
mit einem Oligomerisationsgrad von 14 zu synthetisieren.

Vergleicht man das UV-Elugramm des 14mers (Abbildung 16) mit dem des 15mers
(Abbildung 17), so fallt eine deutliche Abnahme in der Intensitdt des UV-Signals auf,
nachdem die 14. Monomereinheit an die Festphase gebunden wurde. Dies liegt vermutlich
an einer deutlichen Abnahme der Loslichkeit der Oligomere im verwendeten Losungsmittel

NMP beim Ubergang vom 14mer zum 15mer.
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Abbildung 17. Prazise definiertes Oligo(p-benzamid) mit einem Oligomerisationsgrad von 15.
Auch hier wurden Monomere verwendet, die mit der p-Methoxybenzylgruppe geschiitzt sind.
Es fallt auf, dass nach der 14. Monomereinheit ein Einbruch in der Kupplungseffizienz
stattfindet. Dies wird auf die abnehmende Loslichkeit des Oligomers im Reaktionsmedium
NMP mit zunehmendem Oligomerisationsgrad zurtickgefihrt.

6.2.1 Zusammenfassung

In  diesem Kapitel wurde das erste Beispiel einer automatisierten Oligo-
(p-benzamid)synthese vorgestellt, die an einem Applied Biosystems Peptide Synthesizer
durchgefihrt wurde. Diese automatisierte Synthesefiihrung bietet einen schnellen Zugang
zu formtreuen, molekularen Nanoobjekten, die leicht an synthetische oder
Biomakromolekiile konjugiert werden kdénnen. Ausgehend von der p-Aminobenzoesdure
wird zundchst die Entwicklung und Optimierung der automatisierten Festphasensynthese
von wohldefinierten Oligo(p-benzamid)en beschrieben. Dabei wurden anfanglich mit der
p-Aminobenzoesidure, die an der Aminogruppe mit der Fmoc-Schutzgruppe geschiitzt ist, die
Acylierungs-bedingungen mit dem Wang-Harz getestet. Es stellte sich heraus, dass eine
externe Uberfiihrung der 8-Aminobenzoedure in das Siurechlorid unter Verwendung von
Triphosgen und NMP und anschlieBende, manuelle Befilillung der einzelnen
Reaktionsreaktoren (Kartuschen) des Automaten die effizienteste Vorgehensweise darstellt.
Auf diese Weise kdonnen sequentiell Oligo(p-benzamid)e an der Festphase synthetisiert
werden, was anhand der Detektion des UV-Signals der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen
nachverfolgt werden konnte. Um  Oligo(p-benzamid)e auch  fir  hohere

Oligomerisationsgrade zuganglich zu machen, wurde die p-Methoxybenzylschutzgruppe
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eingefihrt. Es konnte gezeigt werden, dass eine Substitution des Amids mit dieser
Schutzgruppe zu einem Ubergang von der trans-Konformation in die cis-Konformation der
Phenyle fiihrt. Dadurch wird eine héhere Anzahl an Konformeren des Oligo(p-benzamid)s
moglich und die Loslichkeit des Oligomers verbessert sich deutlich. Zudem werden
Aggregationen an der Festphase Uber Wasserstoffbrickenbindungen vermieden. Das
Oligomer kann somit, unabhangig von der Anzahl der Wiederholungseinheiten,
saulenchromatographisch Uber die praparative HPLC gereinigt werden. Uber diese
Syntheseflihrung ist es moglich, Oligo(p-benzamid)e bis zu einem Oligomerisationsgrad von
15 wohldefiniert zu synthetisieren. Allerdings ist ab der 15. Benzamideinheit an der
Festphase ein deutlicher Rickgang in der Kupplungseffiziens zu beobachten. Dies liegt
hochstwahrscheinlich an der abnehmenden Léslichkeit des Oligomers bei hoher Anzahl an

Wiederholungseinheiten.
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6.3 Synthese von Rod-Coil Block-co-polymeren
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Abbildung 18. Reaktionsschema zur Darstellung von Rod-Coil Block-co-polymeren Uber
Festphasensupport. Das Knauelpolymer wurde ber die 1,3-dipolare Cycloaddition an das mit
der p-Methoxybenzylschutzgruppe N-substituiertes Hepta(p-benzamid) gebunden.

In den vorhergehenden Kapiteln wurde die Synthese von Oligo(p-benzamid)en beschrieben,
die durch die Verwendung der p-Methoxybenzylschutzgruppe sequenzkontrolliert an der
Festphase bis zu einer Wiederholungseinheit von 15 synthetisiert werden kénnen. Die Idee

hinter dieser Art der Syntheseflihrung ist folgende:

43
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Zunachst wird die Synthese geschitzter, wohldefinierter Oligo(p-benzamid)e an der
Festphase durchgefiihrt. AnschlieBend wird ein Knduelpolymer an das wohldefinierte
Oligo(p-benzamid), das sich noch immer an der Festphase befindet, gebunden und es
entsteht so ein festphasengetragertes Block-co-polymer. Das wird anschliefend von der
Festphase  abgespalten und gereinigt. Nach der Reinigung werden die
p-Methoxybenzylschutzgruppen vom  Oligo(p-benzamid)-Block entfernt und die
Konformation der aromatischen Amide des Oligomers wechselt von der cis-Konformation in
die trans-Konformation. Aufgrund des zusatzlich zuriickgewonnenen Protons an der
Amidbindung ist nun die Aggregation liber Wasserstoffbriickenbindungen moglich. Das so
entstandene Rod-Coil Block-co-polymer kann nun in vorhersagbarer Weise Uber
Wasserstoffbriickenbindungen aggregieren. Um diese Idee umzusetzen, wurde zunachst
Poly(ethylenglykol) als Knauelpolymer gewahlt, das aufgrund seiner guten Loslichkeit in
zahlreichen Losungsmitteln und seiner kommerziellen Zuganglichkeit eine vergleichsweise
unkomplizierte Umsetzung mit dem Oligo(p-benzamid) ermoglicht. Um das
Poly(ethylenglykol) an der Festphase mit dem Oligo(p-benzamid) zu verbinden, fiel die Wahl
auf die von Sharpless et al.”? definierte ,Klick-Chemie“. Das Charakteristikum fur Klick-
Reaktionen ist die nahezu vollstiandige Umsetzung der beteiligten Reaktionspartner
miteinander. Unter vielen anderen Moglichkeiten bietet besonders die 1,3-dipolare
Cycloaddition ideale Voraussetzungen, um diesem Charakteristikum gerecht zu werden.
Damit Klick-Reaktionen durchgefiihrt werden konnen, sind zwei komplementare
Komponenten notwendig. Wahrend ein Reaktionspartner das Alkin darstellt, handelt es sich
bei dem anderen um ein Organoazid. Die Reaktion von Alkinen mit Organoaziden ist seit
bereits einem Jahrhundert bekannt.”® Sie ist ein typisches Beispiel einer 1,3-dipolaren
Huisgen—CycIoaddition.94 Die niedrige Regioselektivitat und die hohen
Reaktionstemperaturen schranken jedoch die Anwendungsbreite dieser Reaktion ein. Die

1°> und Sharpless96 berichteten unabhangig voneinander, dass

Arbeitsgruppen von Melda
Umsetzungen von terminalen Alkinen mit Aziden durch Kupfermetall-Prakatalysatoren oder
Kupfersalze extrem beschleunigt wurden und mit perfekter Regiospezifitat verliefen. Somit
wird diese Umsetzung als Klickreaktion eingeordnet.92 Allgemein wird fir diese Reaktion ein
schrittweiser Reaktionspfad mit Kupfer(l)-acetylid-Katalysatoren und einem Kupfer(l)-

triazolid-Intermediat angenommen.99 Mechanistische Untersuchungen durch Fokin und Finn

zeigten auf, dass am geschwindigkeitsbestimmenden Schritt der Alkin-Azid-Klickreaktion
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offenbar zweikernige Kupfer(l)-Komplexe beteiligt sind.’® Um den kommerziell erworbenen
Poly(ethylenglykol)ss-monomethylether fir die 1,3-dipolare Cycloaddition zuganglich zu
machen, wurde zunichst nach der Vorschrift von van Hest et al.*> die endstindige
Hydroxylgruppe mit der Tosylgruppe funktionalisiert. Das tosylierte Polymer wurde dann mit
Natriumazid in DMF in das Azid uberfihrt. Um eine Klick-Reaktion mit dem
festphasengebundenen Hepta(p-benzamid) zu ermoglichen, fand eine Endfunktionalisierung
des Hepta(p-benzamid)s mit Pentinsaurechlorid statt. Die Pentinsdure wurde zunachst mit
Thionylchlorid und NMP in das Saurechlorid Gberfiihrt und dann mit dem automatisiert
hergestellten Hepta(p-benzamid) an der Festphase umgesetzt. Nach einer Reaktionszeit von
einer Stunde wurde das Uberschiissige Pentinsdurechlorid durch waschen des Harzes mit
NMP und Dichlormethan entfernt. Ein finffacher Uberschuss an PEG-Azid 13 wurde in NMP
unter Erhitzen gel6st und anschlielRend mithilfe der 1,3-dipolare Cycloaddition an das
Hepta(p-benzamid) gebunden. Um eine Aufreinigung des Block-co-polymers 15 zu
ermoglichen, wurde ein mit der p-Methoxybenzylgruppe N-geschiitztes Hepta(p-benzamid)
verwendet (siehe auch Abbildung 18). Es wurden zwei Moglichkeiten der Katalyse fiir die
1,3-dipolare Cycloaddition getestet, wobei sowohl Cul als auch CuSO,4 jeweils als Katalysator
verwendet wurden. Beide Varianten katalysieren die 1,3-dipolare Cycloaddition lber die
Verwendung von Cu(l) und verlaufen dem entsprechend in dhnlich guten Ausbeuten.
Anhand der RP HPLC-Elugramme in Abbildung 19 kann man sehr gut den Umsatz des
Hepta(p-benzamid)s mit dem PEG-Azid verfolgen. In Abbildung 19 (a) ist das Elugramm des
Hepta(p-benzamid)s zu sehen. Das Oligomer eluiert nach circa 40 Minuten. In Abbildung 19
(b) befindet sich das Elugramm der Cul-katalysierten Umsetzung. Hier ist auch nach
wiederholter Umsetzung des PEG-Azids mit dem Oligo(p-benzamid) nicht umgesetztes
Oligomer bei der Elutionszeit von 40 Minuten zu erkennen. In Abbildung 19 (c) ist das
Elugramm der CuSO;-katalysierten Umsetzung dargestellt. Man erkennt eindeutig, dass die
Signale des Hepta(p-benzamid)s verschwunden sind und stattdessen ausschliefllich die
wesentlich polareren Signale des Block-co-polymers 15 auftreten. Die in situ Aktivierung des
Kupfers bei Verwendung von CuSO; in Verbindung mit Natrium-Ascorbat als
Reduktionsmittel verlauft damit etwas besser als die Verwendung von Cul mit DBU, was lber
HPLC-Analytik festgestellt werden konnte. Deshalb wurden alle sich an diesen Vergleich

anschlieBenden Umsetzungen unter CuSQO4-Katalyse durchgefiihrt.
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(b) Block-co-polymer 15

(c)

Elutionszeit

Abbildung 19. RP HPLC-Elugramme: (a) geschitztes Hepta(p-benzamid) 11 (b) Block-co-
polymer Gber Cul katalysierte Klick-Reaktion 15 (c¢) Block-co-polymer 15 Uber CuSO, /

Natrium-Ascorbat katalysierte Klick-Reaktion.
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Abbildung 20. Analytik des Uber die préparative GPC aufgereinigten Block-co-polymers 15
uber ESI-MS. Es zeigt eindeutig die durch das PEG verursachte Massenverteilung. In der
VergroRerung eines Ausschnittes des Spektrums kann eindeutig die exakte Masse des Block-

co-polymers 15 bestétigt werden.
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Abbildung 21. *H-NMR-Spektrum des geschiitzten Block-co-polymers 15 in DMSO-d.

Nach der Abspaltung des Block-co-polymers 15 von der Festphase und der anschlieBenden
Aufreinigung Uber die praparative GPC in DMF wurde Block-co-polymer 15 tiber ESI-MS, 'H-
NMR-Spektroskopie und die analytische GPC charakterisiert. Das ESI-Massenspektrum ist in
Abbildung 20 zu sehen. Es zeigt eindeutig eine Molekulargewichtsverteilung, was dafir
spricht, dass das PEG-Azid 13 erfolgreich an das Hepta(p-benzamid) 12 addiert wurde. Wie
es flur Poly(ethylenglykol) typisch ist, wird auch diese Verteilung mehrfach geladen mit
Natriumkationen, Kaliumkationen und Protonen als Gegenionen ionisiert. Durch
VergrofRerung eines Ausschnittes des Spektrums kann jedoch exakt die erwartete Masse des

Block-co-polymers 15 bestatigt werden.

Zusatzlich wurde das Block-co-polymer 15 auch tber 'H-NMR-Analytik untersucht. Das
Spektrum ist in Abbildung 21 zu sehen. In Bereich a des Spektrums befinden sich die Signale
der Protonen von teilweise ungeschitzten Amiden. Die partielle Abspaltung der
p-Methoxybenzylschutzgruppen wird durch die sauren Abspaltungsbedingungen vom Wang-
Harz verursacht. In Bereich b liegen die Signale der aromatischen Protonen des Hepta(p-
benzamid)s und der p-Methoxybenzylschutzgruppe. Die Signale der benzylischen
Methylenprotonen und die Methylprotonen der p-Methoxybenzylschutzgruppe befinden
sich in Bereich ¢ und g des Spektrums. In Abschnitt d und e liegen die Dupletts der
Methylenprotonen die sich in der Abbildung links vom Triazolring befinden, Abschnitt f
kennzeichnet die Signale der Methylenprotonen, die sich in der Abbildung rechts vom

Triazolring befinden. In Bereich h befindet sich das Signal der Methylenprotonen des
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Poly(ethylenglykol)s und in Bereich i das Signal der drei Protonen der endstdndigen

Methylgruppe des Poly(ethylenglykol)s.
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Abbildung 22. Die Abspaltung der p-Methoxybenzylschutzgruppen von Block-co-polymer 15
flhrt zur Ausbildung des Rod-Coil Block-co-polymers 16.

Nach der Reinigung und Charakterisierung von Block-co-polymer 15 wurden die
p-Methoxybenzylschutzgruppen unter Einwirkung von TFA abgespalten (Abbildung 22). Die
p-Methoxybenzylschutzgruppen wurden (ber die praparative GPC vom Rod-Coil Block-co-
polymer 16 abgetrennt (Abbildung 23). In Abbildung 24 ist das 1H—NMR—Spektrum und das
zugehorige GPC-Elugramm des Block-co-polymers 15 dargestellt. Beide sind rot markiert. Im
Gegensatz dazu steht das *H-NMR-Spektrum und GPC-Elugramm des ungeschitzten Rod-Coil

Block-co-polymers 16.
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Abbildung 23. Abtrennung der abgespaltenen p-Methoxybenzylschutzgruppen von Rod-Coil
Block-co-polymer 16 Uber die praparative GPC.
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Abbildung 24. Der Vergleich der *H-NMR-Spektren (rot: geschiitztes Block-co-polymer 15;
schwarz: entschiitztes Rod-Coil Block-co-polymer 16) zeigt, dass nicht alle p-
Methoxybenzylschutzgruppen entfernt werden kdnnen. Trotzdem findet in Chloroform die
Aggregation des entschutzten Rod-Coil Block-co-polymers 16 statt (schwarze GPC-Kurve).

Es wurde erhalten, indem die p-Methoxybenzylschutzgruppen mit TFA abgespalten wurden.
Im direkten Vergleich des 1H—NMR—Spektrums des Block-co-polymers 15 (rot) mit dem H-
NMR-Spektrum des entschiitzten Rod-Coil Block-co-polymers 16 (schwarz) erkennt man,
dass nicht alle p-Methoxybenzylschutzgruppen entfernt werden konnten. Dies wird durch
die aliphatische Methylenkette der  terminalen Amidgruppe verursacht.
p-Methoxybenzylschutzgruppen lassen sich an aliphatischen Aminosauren nur in siedender

TFA entfernen, 3#10%103

Die Protonierung des Sauerstoffs der Amidbindung ist dabei
vermutlich der initiierende Schritt bei der Abspaltung der p-Methoxybenzylschutzgruppe.
Um diese Schutzgruppe von aliphatischen Aminosduren zu entfernen, werden deutlich
aggressivere Abspaltungsbedingungen bendtigt, was hochstwahrscheinlich durch die
reduzierte Konjugationsstabilisierung der protonierten Amidsauerstoffe verursacht wird. Um
weitere, detailliertere Einblicke in das Aggregationsverhalten von Copolymeren in Losung zu
erhalten, bietet sich die Transmisssionselektronen-Mikroskopie (TEM) an, die einen

vergleichsweise groflen Bildausschnitt bei hohem Auflésungsvermogen liefert. Eine gute

Auflésung fir Strukturen im Nanometerbereich erhalt man, indem man auf moglichst kurze
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Wellenldangen zurilickzugreift. Mit der im Jahre 1924 von de Broglie postulierten Doppelnatur
von Wellen- und Korpuskularstrahlen wurde es moglich, Elektronen der Masse m und
Geschwindigkeit v eine Wellenlange A zuzuordnen. Werden Elektronen durch ein Potential U
beschleunigt, so haben sie eine Energie von Ue = % mv? (e = Elektronenladung). Setzt man A
= h/mv (h = Plancksches Wirkungsquantum), so ergibt sich eine Abhéangigkeit der
Wellenlange des Elektrons von der angelegten Spannung. Je héher die angelegte Spannung
ist, desto kirzer die Wellenlange des Elektrons und desto hoher das Auflésungsvermogen
des Mikroskops. Diesen Effekt macht sich die Elektronenmikroskopie zunutze. Mit einer
Beschleunigungsspannung von 40-100 kV ist es moglich, eine Auflosungsgrenze von Ry, = 2

104197 ym bessere Einblicke in das Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-

A zu erreichen.
co-polymers 16 zu erhalten, wurden Lésungen in Chloroform, Toluol und Wasser mit einer
jeweiligen Konzentration von 0,5 mg/ml hergestellt. Sie wurden teilweise als
Trockenprdparation, aber auch vitrifiziert als Cryo-TEM vermessen. Aufgrund des
Dichteunterschiedes der beiden Blocke und des dadurch hervorgerufenen
Kontrastunterschiedes des kettensteifen Oligo(p-benzamid) Blocks, der wegen seiner
hoheren Dichte dunkler erscheint, und des Knduelblocks, kann das Aggregationsverhalten

von Rod-Coil Block-co-polymer 16 mithilfe der Elektronenmikroskopie sehr gut interpretiert

werden.

0,5 Utfle

W 2.

Abbildung 25. Links: Cryo-TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 16 in
Chloroform. Rechts: TEM der Trockenpraparation von Rod-Coil Block-co-polymer 16 in
Toluol. Der rigide Oligo(p-benzamid) Block hat eine héhere Dichte und damit einen hoheren
Kontrast als der Knduelblock. Aufgrund der Breite des Aggregat-Kerns von 10 nm kann auf
die Bildung von Bilayer-Micellen geschlossen werden.*°
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In Abbildung 25 links ist das Cryo-TEM von Rod-Coil Block-co-polymer 16 in Chloroform zu
sehen. Es zeigt lange Aggregate, die eine Kern-Schale Struktur aufweisen. Diese Kern-Schale
Struktur wird durch den Dichteunterschied zwischen den kettensteifen Hepta(p-
benzamid)en und dem im Losungsmittel gequollenen Knauelblock hervorgerufen. Die
Hepta(p-benzamid)e aggregieren sehr engmaschig tUber Wasserstoffbriicken miteinander,
was zu einer vergleichsweise hohen Dichte und damit zu einem guten Kontrast unter dem
Transmissionselektronenmikroskop fiihrt. Dagegen weist der Knaduelblock, der im
Losungsmittel Chloroform sehr gut 16slich ist, nur einen sehr geringen bis gar keinen Kontrast
auf. Zusatzlich fiihrt die Phasenseparation des flexiblen und des rigiden Blocks zu einer sehr
guten Unterscheidung zwischen beiden Blocken. Aufgrund der Breite des Aggregat-Kerns
und der Vorkenntnisse aus bereits publizierten Arbeiten von Tobias Schleuss,*® der ebenfalls
intensiv auf dem Gebiet der Aggregation von Oligo(p-benzamid)en forscht, kann auf die
Bildung von Bilayer-Micellen geschlossen werden. Die Anordnung in Bilayer-Micellen wird
durch die Aggregation der endstandigen Carboxylgruppen Uber
Wasserstoffbriickenbindungen verursacht (Abbildung 26). In Kapitel 6.4 wird die Synthese
von Rod-Coil Block-co-polymeren beschrieben, die auf der Basis von mit der p-
Methoxybenzylschutzgruppen geschiitzten, tertidaren Oligo(p-benzamid)en synthetisiert
werden. Uber die in Kapitel 6.3 vorgestellte automatisierte Festphasensynthese werden in
ihrer Lange prazise definierte Oligo(p-benzamid)e dargestellt und an der Festphase liber die
Kupfer (1)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition (, Klick-Chemie”) mit Poly(ethylenglykol)ss-

monomethylether als dem Knduelblock gebunden.
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Abbildung 26. Anordnung von Rod-Coil Block-co-polymer 16 in Bilayer-Micellen.*
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6.3.1 Zusammenfassung

Nach der Abspaltung des Block-co-polymers vom Festphasensupport findet (ber die
praparative GPC die Abtrennung von Oligo(p-benzamid)en statt, die nicht an das
Knauelpolymer gebunden sind. Um das Rod-Coil Block-co-polymer zu erhalten, werden dann
die p-Methoxybenzylschutzgruppen vom Block-co-polymer abgespalten und Uber die
prdparative GPC abgetrennt. Die tertiaren Amidbindungen werden dadurch zu sekundaren,
aggregationsfahigen Amidbindungen. Auf diese Weise entsteht Rod-Coil Block-co-polymer
16, dessen kettensteifer Block aufgrund von Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Amidbindungen zur Aggregation befahigt ist. Durch die Darstellung der Oligo(p-benzamid)e
Uber die Festphasensynthese ist es moglich, den Oligomerisationsgrad der Benzamide
prazise zu definieren und das Aggregationsverhalten in Abhadngigkeit von der Anzahl der
Wiederholungseinheiten des kettensteifen Blocks zu untersuchen. Bei der Darstellung eines
Hepta(p-benzamid)s, das an Poly(ethylenglykol)s;smonomethylether gebunden wurde,
konnte in verschiedenen Losungsmitteln die Aggregation in BiIayer-MiceIIenAg'108 be-
obachtet werden. Ob dieses Verhalten durch die Lange des Oligo(p-benzamid)s verursacht

wird, oder ob vielleicht doch auch das Knduelpolymer einen entscheidenden Einfluss auf das

Aggregationsverhalten hat, wird in den nachfolgenden Kapiteln untersucht.
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7.1 Variation der Linge des Knduelblocks

Um gezielt das Aggregationsverhalten von Hepta(p-benzamid) Rod-Coil Block-co-polymeren
in Abhdngigkeit vom Molekulargewicht des Knduelblocks zu untersuchen, wurde zundchst

eine neue, deutlich effizientere Synthesestrategie entwickelt.
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Abbildung 27. UV-Elugramm der Detektion der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppe eines
Hepta(p-benzamid)s, das ohne p-Methoxybenzylschutzgruppen an der Festphase synthetisiert
wurde.

Bei dieser Vorgehensweise wird ein ungeschiitztes Hepta(p-benzamid) an der Festphase
synthetisiert (Abbildung 27) und dieses Oligomer lber die Umsetzung mit dem Saurechlorid
der Poly(ethylenglykol)monomethylethers in ein Rod-Coil Block-co-polymer tberfihrt. Dabei
wurde basierend auf der Veréffentlichung von Bredereck und Schuh’ angenommen, dass
Oligo(p-benzamid)e ab einer Wiederholungseinheit von vier aufgrund ihrer Aggregation liber
Wasserstoffbriickenbindungen aus der Losung ausfallen. Damit beeintrachtigen sie, nach
Abspaltung von der Festphase, das Aggregationsverhalten der Hepta(p-benzamid)e, die
aufgrund ihrer Anbindung an das l6sungsvermittelnde Knauelpolymer in Losung bleiben,
nicht. Die aggregierten Oligomere kdnnen Uber Filtration durch einen Spritzenfilter vom
geldsten Rod-Coil Block-co-polymer entfernt werden. Eine weitere Abtrennung der niederen
Oligomere ist aufgrund der sehr zligigen Losungsaggregation der Rod-Coil Block-co-polymere

nicht moglich. Es wurden insgesamt drei in ihrer Lange unterschiedliche
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Poly(ethylenglykol)monomethylether modifiziert. Daflir wurde ein sehr kurzes PEGssg, €in
PEG7s0 und ein PEGspgo gewahlt und durch Oxidation mit Chrom(VI)-Oxid in die PEG-Saure
Uberfihrt (Abbildung 28). Dabei wurde auf die Vorschrift von Lee-Ruff et al.'®
zuriickgegriffen. Die Oxidationsbedingungen waren fir alle drei Langen des
Poly(ethylenglykol)monomethylethers  dieselben und auch die 'H-NMR-Spektren

unterschieden sich nur in der GrofRe des Integrals Giber die Methylenprotonen.
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Abbildung 28. Syntheseschema fur Rod-Coil Block-co-polymer 18, 19 und 20.

Rod-Coil Block-co-polymer 18 wurde sowohl Uber 1H—NMR—Spektroskopie als auch Gber
MALDI-ToF Massenspektrometrie untersucht, allerdings konnte aufgrund der starken
Aggregation des Polymers keine detaillierte Strukturanalyse durchgefiihrt werden. Das
Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-co-polymer 18 in Losung wurde ausschlieBlich in
DMSO als Losungsmittel untersucht. In Losungsmitteln wie Chloroform oder Toluol, die die
Aggregation liber Wasserstoffbriickenbindungen unterstiitzen, konnte sich aufgrund der zu
starken Aggregation des kettensteifen Blocks kein Aggregationsgleichgewicht einstellen.
Geordnete Aggregation wurde dort nicht beobachtet. In Abbildung 29a ist die TEM-
Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 18 in DMSO als Trockenpraparation zu sehen. Um
das Aggregationsverhalten in Abhdngigkeit von der Probenkonzentration zu untersuchen,

wurden verschiedene Konzentrationen vermessen.
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Abbildung 29a. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 18 in DMSO, ¢=2 mg/ml.
Bei den dunkel kontrastierten Protofilamente handelt es sich um die Lésungsaggregate von
Rod-Coil Block-co-polymer 18, die helleren Flachen sind Hohlraume, die aufgrund der

netzwerkartigen Aggregation der Protofilamente des Rod-Coil Block-co-polymers 18
entstehen.

HV=120.0kV

Direct Mag 55000

Abbildung 29b. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 18. Um einen besseren
Kontrast zu erhalten, wurde tber die Bildbearbeitung eine Kontrastumkehr eingestellt. Die

hellen Fasern sind Protofilamente, bestehend aus Rod-Coil Block-co-polymer 18, die dunklen
Stellen sind Hohlrdume.

Bei den hier abgebildeten TEM-Aufnahmen wurden relativ hohe Konzentration von c=2
mg/ml verwendet. Die Probe wurde durch Eintauchen des Kupfer-Grids in die LOosung

aufgebracht und das Lésungsmittel iber Nacht bei 80°C im Vakuumofen entfernt.
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Rod-Coil Block-co-poylmer 18 zeigt Aggregate, die sich zu einem dichten Netzwerk anordnen
(Abbildung 29a). Bei einer detaillierteren Betrachtung der Aggregation (Abbildung 29b)
erkennt man, dass es sich bei den Untereinheiten, die das Netzwerk aufbauten, um
Aggregate handelt, die sich, ahnlich wie die Protofilamente des Insulin-Amyloids (siehe
Abbildung 31), umeinander winden. Es stellte sich heraus, dass bei der Verwendung von
Nickel-Grids, bei gleicher Konzentration der L6sung, deutlich weniger Probe abgeschieden
wird als auf den normalerweise verwendeten Kupfer-Grids. Uber die Ursache kann nur
spekuliert werden. Moglicherweise liegt dies an Dipolwechselwirkungen der Probe mit den
Valenzelektronen der Grids. Zwar weisen sowohl Kupfer als auch Nickel die gleiche
Elektronegativitat nach Pauling auf, allerdings verhalt sich Kupfer diamagnetisch, es weist
nach aullen hin also keine besondere Ordnungsvorliebe auf, wahrend Nickel
ferromagnetisch ist, also eine gewisse Ordnung in seiner elektronischen Struktur besitzt.
Dies kénnte aufgrund von Dipolwechselwirkungen mit den Aggregaten der Rod-Coil Block-
co-polymere zu einer partiellen AbstoBung fihren und dadurch die deutlich erniedrigte
Aggregatdichte auf den Nickel-Grids verursachen. Was auch immer der Grund fir diesen
Effekt ist, er erlaubt es, wesentlich weniger Protofilamente des Rod-Coil Block-co-polymers
18 auf dem Nickel-Grid als auf dem Kupfer-Grid abzuscheiden und so einen detaillierteren
Einblick in die zugrunde liegende Aggregation zu erhalten. Um die Strukturbildung von Rod-
Coil Block-co-polymer 18 weiter zu untersuchen, wurde die Probe deshalb auch auf Nickel-
Grids unter dem Transmissionselektronen-Mikroskop untersucht. In Abbildung 30 sind einige
Aggregate abgebildet. Deutlich erkennt man die fiur die Aggregation von Oligo(p-
benzamid)en typische Kern-Schale Struktur dieser Aggregate. Die Ausbildung der Kern-
Schale Struktur findet aufgrund der Phasenseparation des kettensteifen Blocks und des
Knauelblocks statt. Die auffdllige Lange der Aggregate wird wahrscheinlich durch die
Aggregation der Hepta(p-benzamid)e liber Wasserstoffbriickenbindungen verursacht, die
den Aggregat-Kern bilden. Die Schale der Aggregate entsteht durch das im Losungsmittel
gequollene Knauelpolymer. Aufgrund der héheren Dichte der Uber Wasserstoffbriicken
aggregierenden Hepta(p-benzamid)e ist deren Kontrast, verglichen mit dem Kontrast des
gequollenen Knauelpolymers, deutlich erhéht. Deshalb kann sehr gut die Breite des
Aggregat-Kerns bestimmt werden, die 5 nm betragt. Es wird angenommen, dass sich die
Hepta(p-benzamid)e in Rod-Coil Block-co-polymer 18 zunachst, &dhnlich wie die

Peptidstrange in B-Faltblattern, anti-parallel zueinander anordnen. Denn nur so kénnen sich
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die in Abbildung 29b und Abbildung 30 gezeigten Strukturen bilden, die eine Breite des
Aggregat-Kerns  von 5 nm  aufweisen. Durch die  Aggregation Uber
Wasserstoffbriickenbindungen bilden sich lange Aggregate (Protofilamente) aus, die sich,
moglicherweise aufgrund der lateralen Aggregation der Knduelblocke, dann weiter zu
fibrillenartigen Strukturen ordnen (Abbildung 29b). Aufgrund der groRen Ahnlichkeit der
Aggregation von Rod-Coil Block-co-polymer 18 zu der anti-parallelen oder parallelen

Aggregation von B-Faltblattern, wird deren Nomenklatur nachfolgend Gibernommen.

100 nw
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Abbildung 30. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 18 auf einem Nickel-Grid.
Die Aggregate (Protofilamente) haben die fur Oligo(p-benzamid) Rod-Coil Block-co-
polymere typische Kern-Schale Struktur. Die Breite des Aggregat-Kerns betragt 5 nm.

Um weitere Vergleichsmoglichkeiten zu haben und den Einfluss der Lange des Knauelblocks
auf das Aggregationsverhalten zu untersuchen, wurde ein weiteres Rod-Coil Block-co-
polymer synthetisiert. Dazu wurde, wie bereits zu Anfang dieses Kapitels beschrieben,
Poly(ethylengykol);ymonomethylether mit Cr(VI)-Oxid zur PEGyso-Sdure oxidiert und Uber
das Saurechlorid an das festphasengetrdagerte Hepta(p-benzamid) gebunden. Das MALDI-
ToF-Spektrum des auf diese Weise synthetisierten Rod-Coil Block-co-polymers 19 ist in

Abbildung 32 zu sehen.
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Abbildung 31. Hierarchische Aggregation von aus o-Aminocarbonsauren bestehenden
Peptiden in B-Faltblattstrukturen. Die B-Faltblatter aggregieren weiter zu Protofilamenten und
diese lagern sich in Fibrillen zusammen. Die Aggregation von Rod-Coil Block-co-polymeren
scheint moglicherweise &hnlich hierarchisch aufgebaut zu sein.

Um die Aggregation von Rod-Coil Block-co-polymer 19 aufzubrechen, wurde es im
Ultraschallbad in DMSO gel6st und dann direkt mit der Matrix fir die MALDI-ToF-Analytik
vermischt und vermessen. Auf diese Weise konnte die Aggregation des Rod-Coil Block-co-
polymers unterdriickt werden. Das Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-co-polymer 19
wurde dann unter dem Transmissionselektronen-Mikroskop untersucht. Auch hier wurde
eine relativ hohe Konzentration von ¢ = 2 mg/ml in DMSO hergestellt und die Probe sowohl

auf einem Kupfer-Grid als auch auf einem Nickel-Grid vermessen.

16522
1608 1 1740.4
B 1784.4
| l 18285
1519.9 |

18727

1431.9 j ﬂ ] ’ | |
! R | 8 | 3

“'“A\ l)v “\‘ ‘w‘ﬂd\fﬁ'\q U)\ N L"W u |~h’i LI‘UH« {,.ﬁ/t" J!l A

1400 00 1600 1700 1800 1600

Abbildung 32. MALDI-ToF-Massenspektrum von Rod-Coil Block-co-polymer 19 in DMSO.
Das Polymer wurde im Ultraschallbad in DMSO gel6st und dann direkt mit der Matrix
vermischt und vermesssen.
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Abbildung 33. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 19 bei einer Konzentration
von ¢=2 mg/ml in DMSO. Die dunklen Bereiche kennzeichnen den ,,Aggregat-Kern®, die
hellen Bereiche den Kn&uelblock.

In Abbildung 33 kann aufgrund des héheren Polymerisationsgrades des Knauelblocks von
Rod-Coil Block-co-polymer 19 sofort deutlich besser zwischen den lateral angeordneten
Protofilamenten unterschieden werden. Durch Messungen bei hoheren VergroRerungen
konnte eine Breite des Aggregat-Kerns, der durch iber Wasserstoffbriicken aggregierende
Hepta(p-benzamid)e gebildet wird, von 5 nm festgestellt werden. Wie bereits zu Beginn
dieses Kapitels beschrieben, wurde auch die PEGsggo-Saure synthetisiert, in das Saurechlorid
Uberfihrt und an das festphasengebundene Hepta(p-benzamid) geknipft. Das auf diese
Weise synthetisierte Rod-Coil Block-co-polymer 20 wurde dann ebenfalls Gber MALDI-ToF
Massenspektrometrie analysiert. Bei der Hauptverteilung handelt es sich um die Masse des
Produktes abzliglich der Masse einer Benzoesaureeinheit. Da das UV-Elugramm der Fmoc-
Abspaltung zeigt, dass das Hepta(p-benzamid) erfolgreich an der Festphase hergestellt
wurde, ist es wahrscheinlich, dass diese Massendifferenz durch Zersetzungsvorgange im

Massenspektrometer hervorgerufen wird.
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Abbildung 34. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 20 in DMSO bei einer
Konzentration von c=2 mg/ml. Der Aggregat-Kern hat den starksten Kontrast und eine Breite
von 10 nm, wéhrend der Kn&uelblock nicht zu sehen ist.

Auch Rod-Coil Block-co-polymer 20 wurde in einer DMSO-Losung von ¢ = 2 mg/ml zur
Aggregation gebracht und unter dem Transmissionselektronen-Mikroskop untersucht. Das
Ergebnis ist in Abbildung 34 dargestellt. Aufgrund der Breite des Aggregat-Kerns von 10 nm
kann auf die Aggregation in Bilayer-Micellen geschlossen werden, wie es auch bei der
Ankniupfung eines PEGyooo an das Hepta(p-benzamid) beobachtet wurde. Aufgrund der
Tatsache, dass bei Rod-Coil Block-co-polymer 20 ein PEGsggo als Knauelblock angebunden
wurde, das mehr als doppelt soviele Wiederholungseinheiten hat als das PEG;q00, Werden

49,108

deutlich verkiirzte Bilayer-Hockeypuck-Micellen erhalten. Dies kann auf den hoheren

Volumenanspruch des PEGsgqg zuriickgefiihrt werden.

7.1.1 Exkurs zum Aggregationsverhalten in Substanz

In Kapitel 7.1 wird das Aggregationsverhalten von Hepta(p-benzamid) in Abhangigkeit von
der Lange des Knauelblocks untersucht. Um die Ergebnisse einordnen zu kénnen und die
Aggregationsmoglichkeiten von Rod-Coil Block-co-polymeren darzulegen, folgt nachstehend
ein Exkurs in das Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-co-polymeren in Substanz,
woraus sich wiederum eine Ableitung fir das hier beobachtete Aggregationsverhalten

ziehen lasst.
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Im Jahre 1992 veréffentlichten Frederickson und Williams'® ein theoretisch berechnetes
Phasendiagramm, das das Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-co-polymeren in
Substanz beschreibt. Insbesondere kdnnen vier Phasen fiir Rod-Coil Block-co-polymere
unterschieden werden (Abbildung 35). Phase | besteht aus Bilayer-Lamellen, Phase Il aus
Monolayer-Lamellen, Phase IIl aus Bilayer-Hockeypuck-Micellen und Phase IV aus

Monolayer-Hockeypuck-Micellen.

Dieses Phasendiagramm beschreibt die Phasenseparation von Rod-Coil Block-co-polymeren
in Abhdngigkeit des Wechselwirkungsparameters Xs. In Berufung auf die Definition von
Semenov und Vasilenko™® beschreibt ys das Wechselwirkungsverhalten zwischen dem
flexiblen Block und dem Knauelblock. A steht fiir die Lange des Knauelblocks und wird Uber
die Anzahl der Segmente mit einem Volumen V bezogen auf eine konstante Lange des
rigiden Blocks definiert. Unabhangig von der Temperatur ist die Stabilitdt einer Phase des
Phasendiagramms gepragt vom Gleichgewicht zwischen dem Wechselwirkungsparameter xs
und dem Streckungsfaktor des flexiblen Blocks. Dadurch, dass beide Blocke, der flexible und
der rigide Block, immer miteinander verbunden sind, ist eine komplette Phasenseparation
der beiden Blocke nicht moglich. Es gibt immer eine Grenzflache zwischen beiden Blocken. Je
scharfer diese Grenzflache ist, desto mehr miissen sich die flexiblen Ketten strecken, um
eine moglichst gute Phasenseparation zu erreichen. Fir sehr groRe Werte von s, also einer
hohen chemischen Unvertraglichkeit des rigiden und des flexiblen Blocks, kénnen die
flexiblen Ketten als eine Art Mauer angenommen werden, die die rigiden Blocke umgibt.
Dieses Verhalten der flexiblen Ketten ist notwendig, um durch eine maximal mogliche
Streckung den Wechselwirkungsparameter xs und damit den Kontakt zwischen beiden
Blocken auf ein Minimum zu reduzieren. Tritt dieser Fall auf, beginnt zusatzlich die
Geometrie des Knauelblocks eine Rolle zu spielen. Aufgrund von hohen sterischen
Anforderungen in solchen Rod-Coil Block-co-polymeren findet dann beispielsweise ein

Ubergang von Lamellen zu Hockeypuck-Micellen statt.
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Abbildung 35. Phasendiagramm von Williams und Frederickson:'® Phase I: Bilayer-
Lamellen, Phase II: Monolayer-Lamellen und Phase 111: Bilayer-Hockeypuck-Mizellen, Phase
IV: Monolayer-Hockeypuck-Micellen.

Das Phasendiagramm von Williams und Frederickson ist giltig fiir Rod-Coil Block-co-
polymere in Substanz. Losungsmitteleffekte, die Abhangigkeit des Knduelblockvolumens von
der Losungsmittelqualitdit und auch die Knauelblockarchitektur konnen mit diesem
Phasendiagramm nicht beschrieben werden. Fir die dieser Arbeit zugrunde liegende
Untersuchung der Losungsaggregation von Rod-Coil Block-co-polymeren kann dieses
Phasendiagramm deshalb nicht uneingeschrankt angewendet werden. Trotzdem wurde im
Rahmen der durchgefiihrten Experimente eine groRe Ubereinstimmung der beobachteten
Ergebnisse in Losung und der theoretisch berechneten Aggregationsmodelle fiir Rod-Coil

Block-co-polymere in Substanz festgestellt.

7.1.2 Interpretation der Aggregation in Losung

Betrachtet man sich das Aggregationsverhalten der Rod-Coil Block-co-polymyere 16, 18, 19
und 20, so liegen in jedem Fall Kern-Schale Strukturen vor. Allerdings ist liber die genauere
Beobachtung der Aggregation iiber Transmissionselektronenmikroskopie ein Ubergang von
Monolayer-Micellen zu Bilayer-Micellen festzustellen (Abbildung 36), der mit einer

zunehmenden Lange des Knduelblocks korreliert.
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Abbildung 36. Untersuchung der Aggregation Uber die Transmissionselektronen-
Mikroskopie. Bei gleichbleibender Lénge des rigiden Hepta(p-benzamid) Blocks, &ndert sich
das Aggregationsverhalten mit zunehmender Lange des Knéuelblocks. Rod-Coil Block-co-
polymer 18 (oben links) und 19 (oben rechts) ordnen sich in Monolayer-Micellen an, wéhrend
Rod-Coil Block-co-polymer 16 (STEM Dunkelfeldaufnahme, unten rechts) und 20 (unten
links) in Bilayer-Micellen aggregiert. (Erkennbar an der Breite des Aggregat-Kerns.)

Wahrend bei geringer Anzahl von Wiederholungseinheiten beziiglich des Knauelblocks, die
Anordnung in Monolayer-Micellen erfolgt, was anhand der Breite der Aggregatkerne
nachverfolgt werden kann (Verbindung 18 und 19), so liegt im Fall von hoheren
Polymerisationsgraden des Knauelblocks (Verbindung 16 und 20) die Anordnung der rigiden
Blécke in Bilayern vor, die die doppelte Breite des Aggregat-Kerns der Monolayer-Micellen

aufweisen.
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Die Aggregation der Hepta(p-benzamid)e ist in Abbildung 37 schematisch dargestellt. Die
Hepta(p-benzamid)e aggregieren sehr wahrscheinlich Gber Wasserstoffbriickenbindungen
zwischen den Amidbindungen, wobei sich jedes Rod-Coil Block-co-polymer so anordnet, dass
eine moglichst gute Phasenseparation des rigiden und des flexiblen Blocks auftritt. Diese ist
dann gegeben, wenn das Knauelpolymer durch Streckung seiner Polymerkette mdglichst
wenig Kontaktpunkte zum rigiden Block hat. Dabei bildet der rigide Block eine Art

Gegengewicht zum flexiblen Block.
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Abbildung 37. Aggregationsschema fir Monolayer-Micellen. Die Hepta(p-benzamid)e
aggregieren hdchstwahrscheinlich anti-parallel Uber Wasserstoffbriickenbindungen und
ermoglichen so eine maximale Phasenseparation des rigiden und flexiblen Blocks.

Ab einer bestimmten Lange des Knduelblocks ist dessen Streckungsbedarf zur Erméglichung
der bestmoglichen Phasenseparation zwischen dem rigiden und dem flexiblen Block so hoch,
dass die Anordnung in Monolayer-Micellen nicht mehr ausreicht. Um die energetisch
notwendige, maximale Streckung des Knduelblocks zu erreichen, muss deshalb zur
Ausbildung von Bilayer-Micellen libergegangen werden (Abbildung 38). Dazu ordnen sich die

Hepta(p-benzamid)e parallel zueinander an.

Der grof3e Vorteil bei der Bildung des Bilayers ist eine Zunahme in der Stabilitdt des rigiden
Blocks. Der rigide Block verdoppelt durch die parallele Aggregation, verbunden mit der
Aggregation (iber die Wasserstoffbriicken der Carboxylendgruppen, die Anzahl an
Wasserstoffbriickenbindungen, was eine Zunahme des Wasserstoffbriickeninkrementes

bedeutet. '3
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10 nm

Abbildung 38. Schematische Darstellung eines Bilayers, der tber die parallele Aggregation
der Hepta(p-benzamid)e und der zusétzlichen Wasserstoffbriicken-bindung Uber die
Carboxylgruppen hervorgerufen wird.

Durch die Zunahme des Wasserstoffbriickeninkrementes erfahrt der rigide Block eine
deutliche  Steigerung in dem Bestreben der aromatischen Amide, (ber
Wasserstoffbriickenbindungen miteinander zu aggregieren und bietet damit einen starkes
Gegengewicht zum Streckungsbedarf des Knaduelblocks. Der Knaduelblock kann sich somit
strecken, ohne die Aggregation insgesamt zu gefahrden und das Aggregat zu zerbrechen. Die
Wechselwirkung zwischen dem rigiden Block und dem flexiblen Block kann damit auf ein
Minimum reduziert werden. Anhand der in Abbildung 36 gezeigten TEM-Aufnahmen kann
das Vorhandensein von Bilayer-Micellen demonstriert werden. Man sieht eindeutig anhand
der Breite des Aggregat-Kerns flir Rod-Coil Block-co-polymer 18 und 19 die Anordnung in
Monolayer-Micellen, wahrend sich Rod-Coil Block-co-polymer 16 und 20 in Bilayer-Micellen
anordnen, was ebenfalls anhand der Breite des Aggregat-Kerns ermittelt werden kann. Im
Gegensatz zur Breite des Aggregat-Kerns bei Monolayer-Micellen von 5 nm liegt hier eine

Breite von 10 nm vor.

Zusatzlich nimmt mit zunehmendem Volumen des Knauelblocks die Kettensteifigkeit der
Protofilamente deutlich zu. Aufgrund dessen ist beim Ubergang vom PEGsso, bei dem eine
sehr starke Netzwerkbildung zu beobachten ist, zum PEGys5o, die laterale Aggregation der
Knauelblocke anzutreffen. Dieser Trend setzt sich sowohl bei der Ankniipfung von PEG>qq als
auch bei der Anknipfung von PEGsgeg an das Hepta(p-benzamid) fort. Auch hier wird
ausschlieBlich die laterale Aggregation der Knauelblocke beobachtet. Diese Anordnung
bietet moglicherweise die bestmogliche Phasenseparation der rigiden und flexiblen Blocke

voneinander und somit eine drastische Energieminimierung des Gesamtsystems.
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Liange des Knéduelblockes nimmt zu

Abbildung 39. Empirisch bestimmtes Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-co-
polymeren, die ein Hepta(p-benzamid) als kettensteifen Block tragen. Mit zunehmendem
Volumen des Knauelblocks findet ein Ubergang in der Aggregation der Rod-Coil Block-co-
polymere von Monolayer-Micellen zu Bilayer-Micellen statt.

7.1.3 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde beschrieben, welche Aggregationsmoglichkeiten sich bei der
Verwendung von prazise definierten, rigiden Blocken ergeben. Legt man das
Hepta(p-benzamid) als kettensteifen Block zu Grunde, so ergeben sich in Abhadngigkeit von
der Lange des konjugierten Knauelblocks vorhersagbare Moglichkeiten der
Uberstrukturbildung. Mit zunehmender Linge des Kn&uelblocks, findet ein Ubergang von
Monolayer-Micellen zu Bilayer-Micellen statt. Dies liegt in der Tatsache begriindet, dass dem
Knduelblock, um eine moglichst gute Streckung zu gewadhrleisten, ein entsprechendes
Gegengewicht zur Stabilisierung vorliegt. Ab einem bestimmten Streckungsbedarf des
Knduelblocks ist das Gegengewicht des rigiden Blocks nicht mehr ausreichend und dieser
muss sich in der Bilayerstruktur anordnen, womit er die Anzahl der stabilisierenden
Wasserstoffbriickenbindungen verdoppelt. Der Knauelblock kann sich dadurch wieder

ausreichend weit vom rigiden Block entfernen, ohne dass das Aggregat zerbricht.

Bei einer weiteren Zunahme in der Ldange des Knaduelblocks, beispielsweise bei Rod-Coil
Block-co-poplymer 20, geht die energetisch glinstigste Anordnung auf die Bilayer-
Hockeypuck-Micelle Gber. Hier ist der Streckungsbedarf des Knauelblocks so groR, dass die
Stabilitdt der Bilayer-Micelle nur bedingt ausreicht, die Bilayer-Micelle zerfdllt dann in

Bilayer-Hockeypuck-Micellen.
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7.2 Variation der chemischen Beschaffenheit des Knauelblocks

7.2.1 Polynorbornen als Knauelblock

Um das Aggregationsverhalten auch in Abhangigkeit von der Polaritat des Knauelblocks zu
untersuchen, wurde im Gegensatz zum polaren Poly(ethylenglykol), ein sehr unpolares
Polymer, das Poly(N-dodecylnorbornen-2,3-dicarboximid) {Poly(DNI)}, ausgewahlt. Das von
Stefan Hilf synthetisierte,"** mit der Hydroxylgruppe endfunktionalisierte Poly(DNI)-OH
wurde zundchst tosyliert und anschliefend in DMF in das Azid 21 Gberfiihrt. Aufgrund der
Uberlagerung einzelner Signale im 1H—NMR—Spektrum konnte das Poly(DNI)-Azid zunachst
nicht eindeutig identifiziert werden und wurde deshalb anhand der MALDI-ToF
Massenspektrometrie charakterisiert.

Das Poly(DNI)Azid 21 wurde liber die Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition an mit
Pentinsdure enfunktionalisiertes Hepta(p-benzamid) gebunden (siehe Abbildung 40). Um
eine bestmdgliche Reinigung des Block-co-polymers zu ermoglichen und damit verbunden
eine moglichst gute wund vollstindige Charakterisierung der bis dahin noch
unveroffentlichten Synthese zu erhalten, wurde ein mit der p-Methoxybenzylgruppe
geschitztes Hepta(p-benzamid) lGber die automatisierte Festphasensynthese hergestellt.
Obwohl das Poly(DNI)Azid 21 bereits sehr unpolar ist, lieR es sich zunachst durch Zufuhr von
Warme gut in DMF 16sen. Nach der Zugabe der wassrigen Natrium-Ascorbat Losung fiel es
jedoch sofort aus. Um das Lésungsmittelgemisch etwas weniger polar zu gestalten, wurde
deshalb solange THF zugegeben (circa 2 ml), bis das Knduelpolymer wieder in Losung ging.
Die Wahl fiel auf THF als Losungsvermittler aufgrund seiner guten Loslichkeit sowohl in
polaren als auch unpolaren Medien. AuRerdem besitzt es ein gutes Quellungsvermogen fiir

115 Nach einer Reaktionszeit von 12 Stunden wurde dann das Block-co-

das Wang-Harz.
polymer 21 von der Festphase abgespalten. Die Reinigung des Block-co-polymers ber die
praparative GPC war nicht moglich, da niedermolekulare Oligo(p-benzamid)e und das Block-
co-polymer zu ahnlich eluiert werden. Deshalb wurde Block-co-polymer 21 in Methanol
gefallt und Uber einen Faltenfilter abfiltriert. Das so erhaltene Block-co-polymer 22 wurde
dann Gber "H-NMR-Spektroskopie analysiert. Im Anschluss wurde versucht, Rod-Coil Block-
co-polymer 23 sowohl in Losungsmitteln, die eine gute LOosung des Knauelblocks

versprachen, beispielsweise Chloroform, als auch in Loésungsmitteln, die eine Losung des

rigiden Blocks bewirken sollten, beispielsweise DMSO oder DMF, zu l6sen. Beide Varianten
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fihrten zu keinem Erfolg. Letztendlich gelang durch das Erhitzen in Toluol/TFA (3/2) eine
Losung des stark aggregierenden Rod-Coil Block-co-polymers 23. Es stellt sich nun die Frage,
warum ausgerechnet diese Losungsmittelmischung eine Losung des Polymers hervorruft.
Wahrscheinlich 16st das Toluol den Knaduelblock, das Poly(DNI) zunachst an, so dass die stark
protischen und polaren Trifluoressigsauremolekiile zu den aggregierenden Hepta(p-
benzamid)en vordringen koénnen und durch Protonierung der Amidbindungen deren

Aggregation unterdriicken. Das Rod-Coil Block-co-polymer geht daraufhin in Losung.

7.2.2 Verzweigtes Carbosilan als Knduelblock
Si.
o] i
0 O /~\ ./ sl
il = | .,:‘.’ .]N — 4 'S|| A
O 0Ny N /| H S
— \) =6 5 8l 3 s S0
Vams . Si Sl
( N |
) - N~ = _Si y
0: | _‘|1I S| (
CH; | -Si_
Y r-'lf:;.
THF / # I J
Na-Ascorbat | CuSO, peser(
'
Si-
L pe=
l"s" Y 4
DSk
si_~gi ™~ S _
25 ';Iy:-\ ‘ s/;—:x. [""
NN' }""'”. v i »—s|,_| ‘sli_
o al i/i:,
si L/

Abbildung 40. Synthese von Block-co-polymer 25 (ber die Cu (I)-katalysierte 1,3-dipolare
Cycloaddition.

Um den Einfluss auf das Aggregationsverhalten von Rod-Coil Block-co-polymeren zu
untersuchen, die einen dhnlich volumenanspruchsvollen Knauelblock wie Rod-Coil Block-co-
polymer 20 und 23 tragen, wurde ein dendritisches Polymer als flexibler Block verwendet.

Dabei fiel die Wahl auf ein verzweigtes Carbosilan. Das Carbosilan wurde im Rahmen der
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Dissertation von Hanna Schiile dargestellt, so dass hier nicht weiter auf dessen Synthese
eingegangen wird. Zunachst wurde Uber die in Kapitel 6 detailliert beschriebene,
automatisierte Festphasensynthese ein mit der p-Methoxybenzylgruppe geschiitztes
Hepta(p-benzamid) synthetisiert und an das mit Azid-funktionalisierte Carbosilan 24 lber die
Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition gebunden. Das auf diese Weise
synthetisierte Block-co-polymer 25 wurde dann mit TFA/DCM von der Festphase

abgespalten und saulenchromatographisch tber Silica aufgereinigt (Abbildung 41).

0, L] C H H
5 O 8—07 S ta¥s
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N\\;:, ©>‘\/-\,"H
Abbildung 41. Die Entfernung der p-Methoxybenzylschutzgruppen von Block-co-polmyer 26
mit TFA fihrt zur Ausbildung von Rod-Coil Block-co-polymer 27.

Abbildung 42. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 27 in Chloroform. Es
handelt sich um stdbchenférmige Aggregate mit einer Lange von 10-20 nm und einer Breite
von 5 nm.
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Block-co-polymer 26 wurde dann tber die ‘H-NMR-Spektroskopie analysiert. Nach der
Aufreinigung und  Charakterisierung des Block-co-polymers 26 wurden die
p-Methoxybenzylschutzgruppen entfernt und das Aggregationsverhalten des so erhaltenen
Rod-Coil Block-co-polymers 27 unter dem Transmissionselektronen-Mikroskop untersucht.

Es wurde Chloroform als Losungsmittel verwendet.

In Abbildung 42 ist die TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 27 zu sehen. Man
erkennt kurze, stabchenférmige Aggregate mit einer Breite von 5 nm und einer Ldnge von
10-20 nm. Den Kern der Aggregate kann, aufgrund der vermuteten Aggregation Uber
Wasserstoffbriicken und der dadurch hervorgerufenen hohen Molekildichte, den Hepta(p-
benzamid)en zugeordnet werden, wahrend die ,Liicken” zwischen den Aggregatkernen
durch die kontrastarmen verzweigten Carbosilane hervorgerufen werden konnten.
Verursacht durch den hohen Volumenanspruch der verzweigten Carbosilane und durch
deren Bestreben, eine moglichst geringe Wechselwirkung mit dem rigiden Benzamidblock zu
provozieren, liegen vermutlich nur sehr kurze Protofilamente vor. Langere Protofilamente
wirden vermutlich aufgrund dieses raumlichen Anspruchs zerbrechen. Basierend auf der
auffallenden Kiirze der Protofilamente von nur 10-20 nm kann man von Hockeypuck-
Micellen sprechen. Die parallele Anordnung der Hockeypuck-Micellen wird eigentlich vor
allem fiir Bilayer-Micellen beobachtet, im Fall von Rod-Coil Block-co-polymer 27 weist der
Aggregat-Kern allerdings nur eine Breite von 5 nm auf, so dass hier von Monolayer-
Hockeypuck-Micellen ausgegangen werden kann.

Damit konnte vermutlich durch die Anknlipfung eines verzweigten Carbosilans die von
Williams und Frederickson'® fiir Rod-Coil Block-co-polymere in Substanz beschriebene,
vierte Phase fiir Rod-Coil Block-co-polymere erhalten werden: die Monolayer-Hockeypuck-
Micelle. Phase IV bzw. die Monolayer-Hockeypuck-Micelle wird dann erhalten, wenn ein
hoher Volumenanspruch des flexiblen Blocks vorliegt, der allerdings noch nicht so hoch ist,
dass sich das Rod-Coil Block-co-polymer in Bilayer-Micellen anordnen muss. Aufgrund des
hohen Volumenanspruchs des flexiblen Blocks sind auch die Protofilamente von Rod-Coil
Block-co-polymer 27 gerade im Vergleich mit Rod-Coil Block-co-polymer 18 und 19
besonders kettensteif. Damit kann dem empirisch bestimmten Aggregationsbestreben eine
weitere Aggregationsmoglichkeit, die Aggregation in die Monolayer-Hockeypuck-Micelle,

hinzugefiigt werden.
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7.2.3 Zusammenfassung

In Kapitel 7.2 wird die Synthese von Rod-Coil Block-co-polymeren beschrieben, die als
kettensteifen Block das Hepta(p-benzamid) tragen, aber chemisch véllig verschiedene
flexible Blocke besitzen. Trotzdem kann auch mit diesen Polymeren die Aggregation in
Monolayer-Micellen und Bilayer-Micellen beobachtet werden. Bei Anknipfung eines
verzweigten Carbosilans an das Hepta(p-benzamid) konnte sogar die im Phasendiagramm fiir
Rod-Coil Block-co-polymere in Substanz'® erwihnte, vierte Phase, die Monolayer-

Hockeypuck-Micelle, erhalten werden.
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7.3 Variation der Linge des rigiden Blocks

Betrachtet man sich Rod-Coil Block-co-polymer 20, so basiert die Erklarung fir die
Ausbildung der Bilayer-Hockeypuck-Micellen auf der bestmdglichen Phasenseparation des
rigiden und des flexiblen Blocks. Um diese zu erreichen, miissen die Hepta(p-benzamid)e in
Bilayern aggregieren, um ein stabiles Gegengewicht zur Streckung des Knduelblocks zu
bilden. Wirde man jetzt die Lange des Knaduelblocks von Rod-Coil Block-co-polymer 20
beibehalten, aber die Wiederholungseinheit des rigiden Blocks von 7 auf 14 erhdhen, so
wadre dieses Rod-Coil Block-co-polymer nicht mehr unbedingt dazu gezwungen, die
Bilayerformation einzugehen, denn der rigide Block ware von Anfang an lang genug, um dem
Streckungsbedarf des Knauelblocks ein Gegengewicht zu bieten. Es ware also theoretisch
auch die Ausbildung von Monolayer-Micellen moglich. In Anlehnung an dieses

Gedankenexperiment wurde Rod-Coil Block-co-polymer 28 synthetisiert.
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Abbildung 43. Syntheseschema fur Block-co-polymer 30. PEG-Azid 28 wird (ber die
Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition an das festphasengetragerte Tetradeca(p-
benzamid) gebunden.

n=110
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Dazu wurde, wie in Kapitel 6 beschrieben, ein mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe
geschitztes Oligomer an der Festphase synthetisiert, mit Pentinsdurechlorid
endfunktionalisiert und Uber die Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition ein

PEGspo0-Azid an die Festphase gekoppelt.

log M

Abbildung 44. Analytische GPC von Block-co-polymer 30 in DMF nach der Aufreinigung
uber die praparative GPC.

DMSO

ppm

Abbildung 45. *H-NMR in DMSO-ds von Block-co-polymer 30.

Dabei wurde Poly(ethylenglykol);;omonomethylether zunachst nach der Vorschrift von van

Hest et al.> tosyliert und dann mit Natriumazid in DMF in das PEG-Azid 28 uberfiihrt
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(Abbildung 43). Das auf diese Weise synthetisierte, mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe
geschitzte Block-co-polymer 29 wurde dann von der Festphase abgespalten und in DMF
Uber die praparative GPC aufgereinigt. Die Abtrennung von unfunktionalisierten Oligomeren
verlief in eher moderaten Ausbeuten, weil sich diese vermutlich im restlichen Block-co-
polymer l6sten und sich deshalb Uber das GroRenausschlussverfahren nicht abtrennen

lieRen.

Analytische GPC (Abbildung 44) und *H-NMR-Spektroskopie (Abbildung 45) bestatigen, dass
es sich um die gewiinschte Verbindung, Block-co-polymer 30, handelt. Anhand des UV-
Signals der analytischen GPC (Abbildung 44) |asst sich vermuten, dass sich das synthetisierte
Block-co-polymer 30 im angestrebten Massenbereich von 7000 g/mol befindet. Das
dazugehérige 'H-NMR-Spektrum ist in Abbildung 45 zu sehen. In Bereich A des ‘H-NMR-
Spektrums sieht man die Signale der Amidprotonen des teilweise ungeschiitzten Benzamid-
Blocks, die durch die sauren Abspaltungsbedingungen vom Wang-Harz entstehen. AuBerdem
wurde die erste und die letzte Benzamideinheit an der Festphase aus bereits beschriebenen
Grinden nicht mit der p-Methoxybenzylgruppe geschiitzt (Verbesserung der
automatisierten Erstanbindung an das Harz, Umgehung der nicht-Abspaltung der letzten
p-Methoxybenzylschutzgruppe von der letzten Oligomereinheit, die an eine aliphatische
Amidbindung geknipft ist und deshalb unter den verwendeten Abspaltungsbedingungen
nicht entschiitzt werden kann). Im Bereich B befinden sich die aromatischen Signale der
Oligo(p-benzamid)e und der p-Methoxybenzylschutzgruppen und im Bereich C die Signale
der Benzylprotonen der p-Methoxybenzylschutzgruppen. Bereich D kennzeichnet die Signale
der Protonen des Poly(ethylenglykol)s. Das 'H-NMR-Spektrum wurde in DMSO-dg

aufgenommen.

Nach der Reinigung des noch mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe geschiitzten Block-co-
polymers 30 Uber die praparative GPC wurden dann die p-Methoxybenzylschutzgruppen in
reiner TFA (iber Nacht abgespalten (siehe Abbildung 46).
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Abbildung 46. Die Abspaltung der p-Methoxybenzylschutzgruppen fiihrt zur Ausbildung der

sekundaren Amidbindungen und zur Aggregation des Rod-Coil Block-co-polymers 31 Uber
Wasserstoffbriickenbindungen.

Die erfolgreiche Abspaltung der Schutzgruppen kann vor allem an der tiefroten Farbung der
Losung erkannt werden. Die nach der Abspaltung der Schutzgruppen deutlich viskosere
Losung wurde noch weiter mit TFA verdinnt und in der zehnfachen Menge an
Dichlormethan ausgefallt. Das so erhaltene Rod-Coil Block-co-polymer 31 wurde lber einen
Faltenfilter abfiltriert und mit Dichlormethan gewaschen. Der verbleibende Filterriickstand
wurde durch Erhitzen und Ultraschall in DMSO/Toluol (1/1) gelost. Nach etwas 15 Minuten
begann ein farbloses Gel aus der ansonsten gelbgefarbten Losung auszufallen (siehe
Abbildung 47). Bei gekreuzten Polfiltern des Lichtmikroskops (Inset Abbildung 47) erkennt
man, dass es sich bei dem ausfallenden Gel um ein anisotropes Gel handeln muss. Um die
zugrunde liegende Aggregation zu finden, wurde die DMSO/Toluol-Lésung auf ein Nickel-
Grid getropft und wunter dem Transmissionselektronen-Mikroskop untersucht. In
Abbildung 49 lassen sich Agglomerate identifizieren, die sich aus Kern-Schale Strukturen
aufbauen. Die Protofilamente wiederum, die den Agglomeraten zugrunde liegen, haben eine
Breite des Aggregat-Kerns von 7-10 nm. Dies spricht dafiir, dass es sich um Monolayer-

Micellen handelt.
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Abbildung 47. Lichtmikroskopische Aufnahme des Gels bestehend aus Rod-Coil Block-co-
polymer 31. Inset: Aufnahme bei gekreuzten Polfiltern des Lichtmikriskops. Man erkennt die
Anisotropie des Gels.

HV=1024.0kV
Direct Mag: 55000x

Abbildung 49. Die TEM-Aufnahmen von Rod-Coil Block-co-polmyer 31 in DMSO/Toluol
zeigen Agglomeratbildung der Protofilamente. Dies legt die Vermutung nahe, dass sich die
unter dem Lichtmikroskop beobachteten anisotropen Gele aus solchen geordneten
Agglomeraten zusammensetzen.

7.3.1 Anderung des Dipolmoments des rigiden Blocks

Um die Auswirkung einer Dipolanderung des rigiden Blocks auf das Aggregationsverhalten
des gesamten Rod-Coil Block-co-polymers zu untersuchen, wurden zunachst semiempirische
Berechnungen fiir Molekiile in der Gasphase durchgefiihrt, wofiir die AM1-Methode
(Spartan 5.0) verwendet wurde. Dabei ergab sich, dass bei der Einflihrung eines
Winkelelementes durch N-Substitution der Amidbindung in der Mitte des kettensteifen
Blocks, das Dipolmoment eines Tetradeca(p-benzamid)s auf die Halfte, also auf die Grolle

des Dipolmomentes eines Hepta(p-benzamid)s, herabgesetzt wird.
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Um das Aggregationsverhalten eines solchen gewinkelten Pentadeca(p-benzamid) Blocks zu
untersuchen, wurde zunachst nach der bereits beschriebenen Vorgehensweise das Wang-
Harz mit p-Aminobenzoesaurechloriden, die mit der p-Methoxybenzylgruppe geschiitzt sind,
ein Oligo(p-benzamid) mit einem Oligomerisationsgrad von 15 synthetisiert. Um ein
permanentes Winkelelement in die Mitte des rigiden Blocks einzubauen, wurde, basierend
auf den in Kapitel 5 beschriebenen Vorarbeiten, Monomer 8 eingesetzt, das
N-hexylsubstituiert ist. Das Oligomer wurde mit Pentinsaurechlorid terminiert und mit PEG-
Azid 28 in einer Kupfer(l)-katalyiserten 1,3-dipolaren Cycloaddition umgesetzt. Das so
synthetisierte Block-co-polymer 33 wurde genauso wie Block-co-polymer 30 (ber die

praparative GPC aufgereinigt (siehe Abbildung 50).
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Abbildung 50. Elugramm der praparative GPC in DMF. Die Aufreinigung von Block-co-
polymer 33 ist nur fir einen kleinen, hochmolekularen Bereich méglich.

In Abbildung 50 ist das Elutionselugramm der praparativen GPC von Block-co-polymer 33
dargestellt. Es zeigt eine sehr breite Verteilung, die es kaum moglich macht, einzelne
Molekulargewichtsbereiche voneinander zu trennen. Uber die analytische GPC einzelner
gesammelter Fraktionen stellte sich heraus, dass sich im gesamten Massenbereich
niedermolekulare Oligo(p-benzamid)e befinden. Diese niedermolekularen Oligomere sind
wahrend der Synthese gekappte Oligomere, die dem Gesamtprozess nicht mehr zur
Verfiigung stehen und somit nach Anbindung der letzten Benzamideinheit nicht an das
Knauelpolymer gebunden werden. Diese niedermolekularen Oligomere l6sen sich nach
Abspaltung von der Festphase teilweise im Block-co-polymer und konnen {ber das
GroRenausschlussverfahren nicht mehr abgetrennt werden. Nur der in Abbildung 50
gekennzeichnete, hochmolekulare Bereich des Block-co-polymers 33 war ohne gekappte

Oligo(p-benzamid)e erhéltlich. Dies spiegelt sich auch in der analytischen GPC (Abbildung 51)
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wider. Man erkennt, dass die Verteilung von Block-co-polymer 33 (15mer) gerade im

Vergleich zu Block-co-polymer 30 (14mer) zu hoheren Massen hin verschoben ist.

Abbildung 51. Analytische GPC in DMF von Block-co-polymer 30 (schwarz) und Block-co-
polymer 33 (blau). Die Molare Masse von Block-co-polymer 33 (15mer) ist deutlich héher als
die von Block-co-polymer 30 (14mer).

Das 1H-NMR-Spektrum von Verbindung 33 ist in Abbildung 52 zu sehen. Im Bereich A sind
die Signale der Amidprotonen von ungeschiitzten Monomereinheiten zu sehen, die durch
die sauren Abspaltungsbedingungen vom Wang-Harz teilweise entstehen. AulRerdem wurde
die erste und die letzte Benzamideinheit an der Festphase aus bereits beschriebenen
Grinden nicht mit der p-Methoxybenzylgruppe geschiitzt (Verbesserung der
automatisierten Erstanbindung an das Harz, Umgehung der nicht-Abspaltung der letzten p-
Methoxybenzylschutzgruppe des Monomers, das an eine aliphatische Amidbindung
geknlipft ist). In Bereich B des Spektrums befinden sich die Signale der aromatischen
Protonen der geschiitzten und ungeschitzten Oligo(p-benzamid)e, in Bereich C die Signale
der Benzylprotonen der p-Methoxybenzylschutzgruppen, in Bereich D die Signale der
Methylenprotonen des Poly(ethylenglykol)s und in Bereich E die Signale der Methyl- und

Methylenprotonen der Hexylgruppe.
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Abbildung 52. *H-NMR-Spektrum in DMSO-dg von Block-co-polymer 33,

Nach der Reinigung liber die praparative GPC und der Charakterisierung liber die analytische
GPC und 1H—NMR—Spektroskopie, wurden die p-Methoxy-benzylschutzgruppen in reiner TFA
abgespalten (Abbildung 53), wodurch sich das gewinkelte Pentadeca(p-benzamid) bildete.
Die Ausbildung des Winkels von 65° wird durch die Abspaltung der p-
Methoxybenzylschutzgruppen verursacht. Durch deren Entfernung adndert sich die
Konformation des BenzamidBlocks von der cis-Konformation beziglich der
phenylsubstituierten Amidbindungen, in die trans-Konformation. Die einzige N-Alkylierung,
die erhalten bleibt, ist die der mittelstandigen Monomereinheit. Diese ist N-hexylsubstituiert
und kann unter Einwirkung von TFA nicht ,entschiitzt” werden. Dadurch bleibt an der
mittleren Monomereinheit die cis-Konformation erhalten, was zur Ausbildung eines Winkels

von 65° innerhalb des ansonsten rigiden Blocks fihrt.
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Abbildung 53. Die Abspaltung der p-Methoxybenzylschutzgruppen fuhrt zur Bildung der
sekundaren Amidbindungen in trans-Konformation. Nur bei der mittleren Monomereinheit
der ansonsten rigiden Kette bleibt die tertidre Amidbindung erhalten, was zur Ausbildung
eines Winkels von 65° flhrt.

Die tiefrot gefarbte, viskose Losung wurde anschliefend mit etwas TFA verdiinnt und dann in
Dichlormethan ausgefallt. Das gefallte Polymer wurde Uber einen Faltenfilter abfiltriert, mit
Dichlormethan gewaschen und in DMSO unter Einwirkung von Hitze und Ultraschall gel6st.
Auch hier fiel in DMSO nach 15 Minuten ein anisotropes Gel aus, das allerdings gelb gefarbt
war. Leider konnte in diesem Losungsmittel kein Einblick in die zugrunde liegende
Aggregation von Rod-Coil Block-co-polymer 34 (ber Messungen mit dem
Transmissionselektronen-Mikroskop erhalten werden. Im Gegensatz zu Rod-Coil Block-co-
polymer 31 war Rod-Coil Block-co-polymer 34 jedoch auch in Chloroform, einem sehr guten
Losungsmittel fir den Knauelblock, 16slich. Dies kann auf den héheren Polymerisationsgrad
des Knduelblocks zurlickgefihrt werden. Auch hier fand nach einer Aggregationszeit von

zwei Tagen Gelbildung statt (siehe Abbildung 54).
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Abbildung 54. Lichtmikroskopische Aufnahme des ausfallenden Gels vom gewinkelten Rod-
Coil Block-co-polymer 34 in Chloroform. Unter gekreuzten Polfiltern (Inset) erkennt man die
Anisotropie des Gels.

Die Untersuchung der Chloroform-Losung unter dem Transmissions-elektronen-Mikroskop
zeigte Protofilamente. Aufgrund deren Breite von 7-10 nm kann auf die Aggregation in

Bilayer-Micellen geschlossen werden. (Abbildung 55).

100 nm
HV=120kV
Direct Mag: 27500x

Abbildung 55. TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 34 in Chloroform. Aufgrund
der Breite der Protofilamente von 7-10 nm wird die Bildung von Bilayer-Micellen vermutet.

Unter Vernachldssigung des Losungsmitteleinflusses auf das Dipolmoment des Pentadeca(p-
benzamid)s, scheint das Aggregationsverhalten moglicherweise durch das Dipolmoment des

rigiden Blocks beeinflussbar zu sein. Die theoretisch mogliche Anordnung in Bilayer-Micellen
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ist in Abbildung 56 zu sehen. Aufgrund der unter dem Transmissionselektronen-Mikroskop
ermittelten Breite des Aggregat-Kerns des Rod-Coil Block-co-polymers 34 von 7-10 nm, kann
angenommen werden, dass diese Anordnung auch unter experimentellen Bedingungen
erhalten wird. Dies kdénnte ein Indiz fir den Einfluss der GréRe des Dipolmomentes auf das
Aggregationsverhalten des gesamten Rod-Coil Block-co-polymers sein. Wahrend das lineare
Tetradeca(p-benzamid) Rod-Coil Block-co-polmyer 31 zu Monolayer-Micellen aggregiert, aggregiert

das gewinkelte Rod-Coil Block-co-polymer 34 zu Bilayer-Micellen.

A

A\ 10 nm

v

Abbildung 56. Theoretisch mdgliche Anordnung des gewinkelten Rod-Coil Block-co-
polymers 34 in Bilayer-Micellen. Links: Seitenansicht des theoretisch méglichen Bilayers.
Rechts: Ansicht auf den Bilayer aus der ,,Nano-Vogelperspektive®. Der theoretisch mégliche
Bilayer sollte eine Breite von circa 10 nm aufweisen. Diese Annahme stimmt mit den
experimentell ermittelten Ergebnissen uberein.

Der einzige Unterschied zwischen beiden Polymeren ist, dass der lineare, rigide Block von
Polymer 31 ein Dipolmoment von 47 Debye aufweist, wahrend der gewinkelte, rigide Block
von Polymer 34 ein Dipolmoment von 26 Debye besitzt. Dieses Dipolmoment ist damit
genauso groR wie das des Hepta(p-benzamid)s. Es scheint deshalb wahrscheinlich, dass die
GroRe des Gesamtdipolmomentes des Oligo(p-benzamid) Blocks einen Einfluss auf das

Aggregationsverhalten des gesamten Rod-Coil Block-co-polymers hat.
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7.3.2 Zusammenfassung

In Kapitel 7.3 wird das Aggregationsverhalten von Tetradeca(p-benzamid) Rod-Coil Block-co-
polymeren untersucht. Es stellte sich heraus, dass Oligo(p-benzamid)e dieser
GroRenordnung auch bei vergleichsweise hohen Molekulargewichten flir den Knauelblock in
Monolayer-Micellen aggregieren. Dabei bilden sich anisotrope Gele aus den Agglomeraten
der Monolayer-Protofilamente. Uber semi-empirische Berechnungen konnte ermittelt
werden, dass der Einbau des winkelverursachenden Monomers 8 eine Reduktion des
Dipolmomentes des Tetradeca(p-benzamid)s hervorruft. Das Dipolmoment des Pentadeca(p-
benzamid)s ist in diesem Fall genauso grof3, wie das Dipolmoment des Hepta(p-benzamid)s.
Es wurde deshalb (berlegt, ob aufgrund dieser Reduktion auch bei hohen
Molekulargewichten fir den rigiden Block, Bilayer-Micellen erwartet werden kénnen. Durch
Verwendung verschiedener Losungsmittel fir den Knaduelblock konnte gezeigt werden, dass
das Dipolmoment gewinkelter Rod-Coil Block-co-polymere wirklich einen Einfluss auf deren
Aggregationsverhalten hat. Dies stiitzt die Annahme, dass die Bildung von Bilayer-Strukturen
nicht nur aufgrund der Verdoppelung an Amidbindungen und der damit verbundenen
Verdopplung der Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den kettensteifen Blécken der
Rod-Coil Block-co-polymere zustande kommt, sondern dass auch Dipolwechselwirkungen
zwischen den einzelnen kettensteifen Blécken eine Rolle spielen. Sowohl bei Rod-Coil Block-
co-polymer 31 als auch bei Rod-Coil Block-co-polymer 34 st die Anzahl an
Wasserstoffbriickenbindungen gleich hoch. Um eine moglichst gute Phasenseparation des
rigiden und des flexiblen Blocks zu ermoglichen, ware es energetisch betrachtet also nicht
notwendig, in Bilayer-Micellen zu aggregieren, wie es beim linearen Rod-Coil Block-co-
polymer 31 auch der Fall ist. Trotzdem ordnet sich das gewinkelte Rod-Coil Block-co-polymer
34 in der Bilayer-Struktur an. Die einzige Erklarung hierfir liegt im deutlich kleineren

Dipolmoment des gewinkelten Blocks.
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Zyklische Benzanilide

8.1 Ringschluss-Metathese

a) b) c)
RSM ROMP

Abbildung 57. Schematische Darstellung der Ringschluss-Metathese (RSM) und der
ringdffnenden Metathese-Polymerisation (ROMP).

Das Prinzip der Metathese-Reaktionen soll mithilfe von Abbildung 57 veranschaulicht
werden. In Abbildung 57(a) ist schematisch eine Verbindung dargestellt, die aufgrund ihrer
beiden Doppelbindungen zu einer Ringschluss-Metathese (RSM) befahigt ist. Durch die
Einwirkung geeigneter Katalysatoren, die die Aktivierung der Doppelbindungen hervorrufen,
wird unter Abspaltung eines Ethylenmolekiils ein zyklisches Monomer synthetisiert, was in
Abbildung 57(b) dargestellt ist. Dabei ist es wichtig, bei sehr hohen Verdiinnungen zu
arbeiten und das entstehende Ethylen durch Warmzufuhr aus dem Reaktionsgleichgewicht
zu entfernen. Das auf diese Weise synthetisierte Monomer wird dann unter deutlich
hoheren Konzentrationen weiter (ber die ringéffnende Metathese-Polymerisation
umgesetzt. Auch hier ist es wichtig, geeignete Katalysatoren zu verwenden. Beispielsweise
Grubbs-Katalysatoren der ersten Generation. Sowohl die Ringschluss-Metathese als auch die
ringdffnende Polymerisation stellen Gleichgewichtsreaktionen dar. Fir die ringoéffnende
Metathese-Polymerisation kénnen prinzipiell nur zyklische Olefine verwendet werden. Ein
wichtiger Faktor ist dabei die Ringspannung des Monomers (Abbildung 57(b)). Weniger
gespannte Ringe kénnen aufgrund von Einschrankungen auf Seiten der momentan zur
Verfiigung stehenden Katalysatoren nicht polymerisiert werden. Ein weiteres Problem kann
die sterische Hinderung an der Doppelbindung des Olefins sein. Substituierte
Doppelbindungen und trans-Olefine konnen oft nur in deutlich moderateren Ausbeuten
umgesetzt werden. Der groRe Vorteil der Metathese-Polymerisation liegt in der hohen
Toleranz gegentlber funktionellen Gruppen und der sehr guten Molekulargewichtskontrolle

des Polymers. Diese kann generell leicht Giber das Verhaltnis von Monomer zu Katalysator
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eingestellt werden und ist insbesondere mit lebenden Metathese-Polymerisationstechniken

sehr gut durchfihrbar.

Auf diese Weise lassen sich beispielsweise Block-co-polymere durch die sequentielle Zugabe
unterschiedlicher Monomere synthetisieren. Die erhaltenen Materialien zeichnen sich
dadurch aus, dass die verschiedenen Blocke durchaus sehr unterschiedliche Eigenschaften
aufweisen konnen und untereinander nicht mischbar sind, was zur Ausbildung

supramolekularer Strukturen auf der Basis phasenseparierter Blocke fiihren kann. 116117

8.1.1 Synthesekonzept

Basierend auf den Konformationsuntersuchungen zu Oligo(p-benzamid)en in Kapitel 5 ist

53,73,76

bekannt, dass N-alkylierte aromatische Amidbindungen in der cis-Konformation

vorliegen.
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Abbildung 58. Synthesestrategie zur Ringschluss-Metathese von tertidren Benzaniliden und
deren anschlielende ring6ffnenden Metathese-Polymerisation.

Unter Ausnutzung dieses Effektes ist es moglich, Gber die Ringschluss-Metathese (RSM)
zyklische Benzanilide zu synthetisieren, die anschlieRend (iber die ringdéffnende Metathese-
Polymerisation (ROMP) umgesetzt werden kdnnen. Das Synthesekonzept ist in Abbildung 58
dargestellt. Ausgehend von einem mit der p-Methoxybenzylschutzgruppe N-alkylierten

Benzanilid, dessen beiden Aromaten jeweils in p-Stellung zur Amidbindung mit einer
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Allylgruppe verethert sind wird eine Ringschluss-Metathese (RSM) durchgefiihrt (Abbildung
58 oben). Nach dieser Zyklisierung und der sich anschlieBenden Aufreinigung des Monomers,
wird die p-Methoxybenzyl-schutzgruppe abgespalten. Aufgrund der Ringspannung des
zyklisierten Benzanilids bleibt jedoch zunachst die cis-Konformation erhalten. Das nun
ungeschitzt vorliegende, zyklische Benzanilid wird beispielsweise mit dem Katalysator
Grubbs | in einer ringdoffnenden Metathese-Polymerisation umgesetzt und reagiert zu
Oligo(benzanilid)en. Aus Unterkapitel 8.1 geht hervor, dass es sich bei Metathese-
Reaktionen um Gleichgewichtsreaktionen handelt. Im Falle des zyklischen Benzanilids wird
jedoch aufgrund der trans-Konformation der ungeschiitzten Amidbindung nach der
Ringoffnung, eine Riickreaktion des Benzanilids verhindert (Abbildung 58 unten). Die

Reaktion kann somit nur in Richtung des Produktes, des Oligo(benzanilid)s, ablaufen.

8.2 Synthese zyklischer Benzanilide

Um zyklische Benzanilide zu synthetisieren, wurde folgendes Synthesekonzept entwickelt. Im
ersten  Schritt wird die p-Hydroxyaminobenzoesdure mit  Allyloromid  zur
p-Allyloxybenzoedure 35 umgesetzt. Das 1H—NMR—Spektrum des ersten Vorproduktes ist in
Abbildung 59 zu sehen. Parallel zu Reaktion 1 wird p-Aminophenol mit p-Anisaldehyd in
einer Kondensationsreaktion umgesetzt und mit Natriumborhydrid zu N-(4-Methoxybenzyl)-
4-aminophenol (36) reduziert. Dies stellt den zweiten Schritt dar. Das *H-NMR-Spektrum der
reduzierten Verbindung 36 ist in Abbildung 60 dargestellt. Verbindung 35 wird mit
Thionylchlorid in das Saurechlorid Gberfiihrt und mit Verbindung 36 zum Anilid 37 umgesetzt
Die Hydroxylgruppe von Verbindung 37 wird mit Allyloromid in Aceton unter basischen
Bedingungen allyliert und es entsteht N,N-[(4-Methoxybenzyl)-(4-allyloxybenzoyl)]-4-
allyloxyaminobenzol (38). In Anlehnung an die Vorschrift von Grubbs et al.'*® wird dann der

Ringschluss von Verbindung 38 durchgefiihrt. Das 'H-NMR ist in Abbildung 61zu sehen.
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Abbildung 59. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 35 in DMSO-d.

In Bereich a des Spektrums befindet sich das Signal des Protons der Carboxylgruppe, in
Bereich b und c die aromatischen Dupletts, wobei Duplett b aufgrund seiner Nahe zur
Carboxylgruppe etwas starker tieffeldverschoben ist als Duplett ¢. Das Multiplett in
Abschnitt d kann dem Proton d zugeordnet werden. Es kommt aufgrund der
Wechselwirkung mit den Protonen e und f zustande. In Bereich e befinden sich die
endstandigen Protonen der allylischen Doppelbindung und in Bereich f die aliphatischen

Protonen des Phenolethers.
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Abbildung 60."H-NMR-Spektrum von Verbindung 36 in DMSO-d.
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In Bereich a des Spektrums ldsst sich das Signal des Protons des sekundaren Amins finden. In
Bereich b und c die Protonen in ortho-Stellung zur Aminbindung, wobei das Duplett ¢ den
Protonen der p-Methoxybenzylschutzgruppe zugeordnet werden kann, das aufgrund des
+M-Effektes der Methoxygruppe weiter hochfeldverschoben ist. In Bereich d befinden sich
die Signale der Protonen in direkter Nachbarschaft zur Hydroxylgruppe und zur
Methoxygruppe, aufgrund des jeweiligen +M-Effektes sind diese aromatischen Protonen am
starksten hochfeldverschoben. Die Signale der benzylischen Protonen e und der

Methylgruppe f sind im aliphatischen Bereich des Spektrums zu finden.
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Abbildung 61. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 38 in Chloroform.

In Bereich d des Spektrums ist das Multiplett des Allylprotons d zu sehen, es wechselwirkt
sowohl mit den Protonen e als auch mit den Protonen g. Bereich f kennzeichnet die
benzylischen Protonen und Bereich h die Protonen der Methoxygruppe der p-
Methoxybenzylschutzgruppe. Das "H-NMR-Spektrum von Verbindung 38 ist in Abbildung 113
dargestellt. In Bereich a des 1H—NMR—Spektrums von Verbindung 38 sind zwei Dupletts der
vier Protonen von Aromat a, in Bereich b zwei Dupletts der vier Protonen von Aromat b und
in Bereich ¢ zwei Dupletts der vier Protonen von Aromat c zu sehen. Die Signale von Aromat
a ist aufgrund seiner Nahe zur Carbonylgruppe der Amidbindung am starksten
tieffeldverschoben, wahrend die Signale von Aromat ¢ aufgrund der Substitution mit der

elektronenschiebenden Methoxygruppe der am wenigsten tieffeldverschobene Aromat ist.
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Abbildung 62. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 39 in Chloroform.

In Bereich a-c des Spektrums befinden sich die Signale von Aromat a, b und c. Aufgrund des
elektronenziehenden Effekts der Amidgruppe, sind die Protonen von Aromat a am starksten
tieffeldverschoben, wahrend die Protonen des Aromaten b und c¢ aufgrund des +M-Effekts
der p-Methoxygruppe an Aromat ¢ mehr in Richtung Hochfeld verschoben sind. Abschnitt d
kennzeichnet die beiden Protonen an der aliphatischen Doppelbindung, Abschnitt e die
benzylischen Protonen der p-Methoxybenzylschutzgruppe. In Bereich f liegen die
aliphatischen Methylenprotonen und in Bereich g die Methylprotonen der Methoxygruppe

an Aromat c.

Abbildung 63. Einzelkristallrontgenstrukturanalyse. Bei Verbindung 39 handelt es sich nicht
um den angestrebten Monomer-Ring, sondern um einen Dimer-Ring.
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Obwohl das *H-NMR-Spektrum in Abbildung 62 keine Verunreinigungen aufweist, zeigt das
zugehorige RP HPLC-Elugramm in Acetonitril eindeutig zwei Signale an. Als Ursache dafir
kommt nur eine Moglichkeit in Frage: es miissen zwei, in ihrer Polaritdt deutlich
verschiedene, Konformationsisomere vorliegen. Dies kann allerdings nur eintreffen, wenn
der Ringschluss nicht zu einem Monomer-Ring, sondern zu einem Dimer-Ring gefiihrt hat.
Nur in diesem Fall kann sowohl ein zentrosymmetrisches als auch ein spiegelsymmetrisches
Konformer gebildet werden. Um herauszufinden, ob sich die theoretischen Uberlegungen zu
Verbindung 39 bestatigen lassen, wurden die beiden Signale von Verbindung 39 lber die
praparative HPLC von einander getrennt und verschiedenen Kristallisationsversuchen
unterworfen. Dabei kristallisierte nur der polarer eluierte Peak des Hauptproduktes aus.
Uber Einzelkristallrdntgenstrukturanalyse konnte ermittelt werden, dass es sich bei diesem
Peak, der auch das Hauptprodukt darstellt, um das zentrosymmetrische Konformer des
Dimer-Ringes handelt (siehe Abbildung 63). Obwohl nicht der erwartete Monomer-Ring
synthetisiert wurde, sondern ein Dimer-Ring, wurden die p-Methoxybenzylschutzgruppen
von Verbindung 39 abgespalten und die dadurch erhaltene Verbindung 40 auskristallisiert.
Zum einen sollte getestet werden, ob ein gespanntes System wie dieses die harschen
Abspaltungsbedingungen mit TFA (Uberlebt, zum anderen war interessant, welche

Konformation das zyklische System nach Abspaltung der Schutzgruppen einnehmen wiirde.

Abbildung 64. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 40 in DMSO-ds. Es geht nicht hervor, ob
die Amidbindungen in cis- oder trans-Konformation vorliegen.
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Das Ergebnis ist sowohl in Abbildung 64 als auch in Abbildung 65 zu sehen. Anhand des
1H—NMR—Spektrumss in Abbildung 64 ist zu erkennen, dass alle
p-Methoxybenzylschutzgruppen erfolgreich entfernt werden kénnen, ohne dass der Dimer-
Ring dabei beschadigt wird. Allerdings geht anhand des 'H-NMR Experiments nicht hervor,
ob eine Konformationsanderung der Amidbindungen stattfindet. Deshalb wurde Verbindung

40 zusatzlich in Chloroform auskristallisiert.
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Abbildung 65.Einzelkristallrontgenstrukturanalyse von Verbindung 40.

In Abbildung 65 ist die Einzelkristallrontgenstrukturanalyse von Verbindung 40 dargestellt.
Aufgrund der Tatsache, dass es sich bei Verbindung 40 um ein gespanntes, da zyklisches
System handelt, findet nach Entfernung der Schutzgruppen eine Konformationsanderung der
Benzanilidbindung statt. Die Bindung geht von der cis- in die trans-Konformation tber. Die
Ursache dafir liegt wahrscheinlich in einer Reduzierung der Ringspannung des zyklischen
Systems, verbunden mit einer Resonanzstabilisierung der Benzanilidbindung, was zu einem
Energiegewinn fiihrt.Dies bietet eine aullerordentlich interessante Grundlage fiir weitere
Synthesen und Untersuchungen auf dem Gebiet der ring6ffnenden Metathese-
Polymerisation von zyklischen Benzaniliden, bei der die normalerweise typischen
Gleichgewichtsbedingungen aufgrund der Konformationsumkehr der Benzanilidbindung
umgangen werden kénnen. Um den Ringschluss fir deutlich gespanntere Benzanilid-
Monomer-Ringe zu ermoglichen, wurde sukzessive, ausgehend von Verbindung 37, eine
Verlangerung der Allylkette um eine, zwei und um drei CH,-Gruppen durchgefiihrt. Bei der

Verlangerung um eine CH,-Gruppe konnten weder Dimer- noch Monomer Ringe erhalten
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werden, was Uber die RP HPLC analysiert wurde. Deshalb wurde eine weitere
Methylengruppe eingeflihrt. Dies wurde erreicht, indem Verbindung 37 mit 1-Brom-5-
penten zu Verbindung 41 umgesetzt wurde. Das dazugehérige 'H-NMR-Spektrum ist in

Abbildung 66 zu sehen.
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Abbildung 66. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 41 in Chloroform.

Aufgrund des elektronenziehenden Effekts der Amidgruppe, sind die Signale der Protonen a
und b am starksten tieffeldverschoben, wahrend die Protonen ¢ und d aufgrund des +M-
Effekts der p-Methoxygruppe mehr in Richtung Hochfeld verschoben sind. Abschnitt e und f
kennzeichnet die Signale der Protonen an der aliphatischen Doppelbindung die mit den
endstandigen Protonen g und h der Allylgruppe sowie mit den aliphatischen Protonen j und
n wechselwirken. In Abschnitt i sind die Signale der benzylischen Protonen und in Abschnitt |
die Signale der Protonen der Methoxygruppe der p-Methoxybenzylschutzgruppe zu sehen. In
Bereich k, m und n befinden sich die Signale der Methylenprotonen der Pentengruppe,

wobei k die CH,-Gruppe neben dem Phenolether kennzeichnet.

Der erneute Ringschluss wurde mit dem Katalysator Grubbs I unter Rickfluss in
Dichlormethan durchgefiihrt. Nach der sdulenchromatographischen Aufreinigung des
zyklisierten Produktes 42 fand die Charakterisierung tber die *H-NMR-Spektroskopie statt
(Abbildung 67).
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Abbildung 67. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 42 in Chloroform.

Durch den elektronenziehenden Effekt der Amidbindung, sind die Signale der Protonen a, b
und ¢ am starksten tieffeldverschoben, wahrend die Signale der vier Protonen in ortho-
Stellung zum Phenolether, gekennzeichnet mit dem Buchstaben d, aufgrund des +M-Effekts
des Ethers mehr in Richtung Hochfeld verschoben sind. Abschnitt e kennzeichnet die Signale
der Protonen in ortho-Stellung zur Methoxygruppe der p-Methoxybenzylschutzgruppe. Das
Multiplett f und g kann den Protonen an der aliphatischen Doppelbindung zugeordnet
werden. Diese wechselwirken mit den benachbarten Protonen i und m. In Abschnitt h sind
die Signale der benzylischen Protonen und in Abschnitt k die Signale der Protonen der
Methoxygruppe der p-Methoxybenzylschutzgruppe zu sehen. In Bereich I, m und j befinden
sich die Methylenprotonen der Pentengruppe, wobei j die CH,-Gruppe neben dem

Phenolether kennzeichnet.

: '
® ‘ ’ - e . .
¢

94,1“3 » n

VT )
o | Pl R ' 2N

ﬂ’
L ]

Abbildung 68. Einzelkristallrontgenstrukturanalyse von Verbindung 42. Es handelt sich
eindeutig um einen Monomer-Ring.
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In Abbildung 68 ist die zum Produkt gehorige Einzelkristallrontgenstrukturanalyse
abgebildet. Es handelt sich bei Verbindung 42 eindeutig um einen Monomer-Ring. Auch hier

wurde die p-Methoxybenzylschutzgruppe mit TFA abgespalten.
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Abbildung 69. "H-NMR-Spektrum von Verbindung 43 in DMSO-d.

Das 'H-NMR-Spektrum ist in Abbildung 69 dargestellt. Es zeigt eindeutig, dass die
p-Methoxybenzylschutzgruppe entfernt wurde, was anhand des Protons des ungeschiitzten

sekundaren Benzanilids festgestellt werden kann (Abbildung 69).

In Bereich a des Spektrums ist das Signal des Amidproton zu sehen. Sein Auftreten spricht
eindeutig dafiir, dass die p-Methoxybenzylschutzgruppe entfernt wurde. Duplett b und ¢
konnen den Protonen in ortho-Stellung zur Amidbindung zugeordnet werden, die
aromatischen Protonen in ortho-Stellung zum Phenolether sind in Bereich d des Spektrums
zu finden. In Abschnitt e befinden sich die beiden Protonen der Doppelbindung, in Abschnitt

f und g die aliphatischen Methylenprotonen des Phenolethers.

Obwohl die Ausgangsverbindung 42, iber die praparative HPLC gereinigt wurde, also sehr
sauber war, sieht das Spektrum von Verbindung 43 leicht verunreingt aus. Dies wird auf die
Tatsache zurlickgefiihrt, dass aufgrund der hohen Ringspannung von Verbindung 42 die
Abspaltungsbedingungen fir die p-Methoxybenzylschutzgruppe mit TFA zu aggressiv sind.
Anhand der Signale, die nicht dem erwarteten Produkt, Verbindung 43, zugeordnet werden
konnen, legt die Interpretation nahe, dass wahrend der Abspaltung der
p-Methoxybenzylschutzgruppe mit TFA auch die Phenolether des gespannten Systems

protoniert wurden und durch eine Umlagerung der Doppelbindung eine Ringoffnung
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stattgefunden hat. Um diesen Effekt zu Uberprifen, wurde ein weiteres Monomer

synthetisiert, dessen Ring um eine Methylengruppe erweitert wurde.

Dafir wurde Verbindung 37 mit 1-Brom-6-hexen zu Verbindung 44 umgesetzt. Das
zugehorige 'H-NMR-Spektrum ist in Abbildung 70 zu sehen. In Bereich a-d des Spektrums
befinden sich die Signale der Protonen der drei Aromaten. Anhand des elektronenziehenden
Effektes der Amidbindung kann man eindeutig Duplett a und b als die ortho-Protonen zur
Amidbindung festlegen. Multiplett ¢ wird durch die Protonen in ortho-Stellung zum
Phenolether verursacht und Multiplett d durch die vier Protonen des Aromaten der p-
Methoxybenzylschutzgruppe. Die Multipletts e und f werden durch die Wechselwirkung des
Protons e mit den Protonen g und h hervorgerufen. AuRerdem findet auch noch eine
Wechselwirkung mit den Methylenprotonen o und j statt. Die Signale der benzylischen
Protonen der p-Methoxybenzylschutzgruppe befinden sich im Bereich i des Spektrums und
die Methylprotonen der Methoxygruppe im Bereich I. Bereich j und k des Spektrums kdnnen

den aliphatischen Protonen des Phenolethers zugeordnet werden.
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Abbildung 70. *H-NMR von Verbindung 44 in Chloroform.

Verbindung 44 wurde dann in einer sehr verdinnten Dichlormethanlésung mit dem
Katalysator Grubbs 1 zyklisiert. Das *H-NMR-Spektrum der daraus entstanden Verbindung 45
ist in Abbildung 71 zu sehen.
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Abbildung 71. *H-NMR-Spektrum von Verbindung 45 in Chloroform.

Durch den elektronenziehenden Effekt der Amidbindung, sind die Signale der Protonen a, b
und ¢ am starksten tieffeldverschoben, wahrend die vier Protonen in ortho-Stellung zum
Phenolether, gekennzeichnet mit dem Buchstaben d, aufgrund des +M-Effekts des Ethers
mehr in Richtung Hochfeld verschoben sind. Abschnitt e kennzeichnet die Signale der
Protonen in ortho-Stellung zur Methoxygruppe der p-Methoxybenzylschutzgruppe. Das
Multiplett f kann den Protonen an der aliphatischen Doppelbindung zugeordnet werden.
Diese wechselwirken mit den benachbarten Protonen h und m. In Abschnitt g sind die
Signale der benzylischen Protonen zu finden und in Abschnitt j die Signale der Protonen der
Methoxygruppe der p-Methoxybenzylschutzgruppe zu sehen. In Bereich |, m und k befinden
sich die Methylenprotonen der Hexengruppe, wobei k die Methylengruppe neben dem

Phenolether darstellt.

Die Einzelkristallrontgenstrukturanalyse von Verbindung 45 ist in Abbildung 72 zu sehen. Sie

spricht eindeutig daflir, dass es sich bei dem Produkt um einen Monomer-Ring handelt.
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Abbildung 72. Die Einzelkristallrontgenstrukturanalyse von Verbindung 45 bestatigt die
Bildung eines Monomer-Rings.

Unter Verwendung von TFA als Abspaltungsreagenz wurde dann die
p-Methoxybenzylschutzgruppe entfernt. Das 1H—NMR—Spektrum der daraus resultierenden
Verbindung 46 ist in Abbildung 73 zu sehen. In Bereich a des Spektrums ist das Signal des
Amidprotons zu sehen. Sein Auftreten spricht eindeutig dafiir, dass die p-
Methoxybenzylschutzgruppe entfernt wurde. Duplett b und ¢ kénnen den Signalen der
Protonen in ortho-Stellung zur Amidbindung zugeordnet werden, die aromatischen Protonen
in ortho-Stellung zum Phenolether sind in Bereich d des Spektrums zu finden. In Abschnitt e
befinden sich die beiden Signale der Protonen der Doppelbindung, in Abschnitt f und g die
Signale der aliphatischen Methylenprotonen des Phenolethers. In Abschnitt h, i und j

befinden sich die Signale der aliphatischen Methylgruppen.
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Abbildung 73.*H-NMR-Spektrum von Verbindung 46 in DMSO-ds.
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Obwohl auch hier die Ausgangsverbindung 44 sehr sauber war, sieht das Spektrum von
Verbindung 46 leicht verunreinigt aus. Dies kann ebenfalls auf die Tatsache zuriickgefiihrt
werden, dass aufgrund der Ringspannung von Verbindung 44 die Abspaltungsbedingungen
mit TFA zu aggressiv sind. Allerdings fallen die Verunreinigungen durch teilweise geodffnete
Phenoletherbriicken deutlich geringer aus als fiir Verbindung 43. Dies kann auf eine leichte
Abnahme der Ringspannung durch die zusatzliche Einflihrung einer Methylengruppe

zurlickgefihrt werden.

8.2.1 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wird die Entwicklung eines Monomers beschrieben, das Ulber die
ringoffnende Metathese-Polymerisation zu Oligo(benzaniliden)en polymerisiert werden
kann. Basierend auf den Konformationsuntersuchungen zu Oligo(p-benzamid)en in Kapitel 5

237378 in der cis-Konformation

ist bekannt, dass N-alkylierte, aromatische Amidbindungen
vorliegen. Unter Ausnutzung dieses Effektes ist es moglich, Gber die Ringschluss-Metathese
(RSM) zyklische Benzanilide zu synthetisieren, die anschlieend Uber die ringéffnende
Metathese-Polymerisation (ROMP) umgesetzt werden kdnnen. Nach der Zyklisierung des
Benzamids (ber die Ringschluss-Metathese, wird die cis-Konformation verursachende
p-Methoxybenzylschutzgruppe abgespalten. Dadurch entsteht ein sekundares Benzanilid,
das aufgrund der Ringspannung zundchst in der cis-Konformation verharrt. Anhand der
Rontgenstrukturanalyse von Verbindung 40 kann gezeigt werden, dass selbst gespannte
Benzanilidzyklen aufgrund des Energiegewinns durch Resonanzstabilisierung, von der cis-
Konformation in die trans-Konformation ibergehen. Deshalb wird angenommen, dass dies
auch nach Ringoéffnung des Benzanilidzyklus (iber die ringéffnende Metathese-
Polymerisation auftritt und die Benzanilidbindung in die trans-Konformation Ubergeht.
Dadurch wird die fir Metathese-Polymerisationen typische Rickreaktion des zyklischen
Monomers ausgeschaltet und die Polymerisation kann nur in die Richtung des Produktes
ablaufen. Die Synthese des zyklischen Monomers beruht auf der Umsetzung von
p-Hydroxyaminobenzoesaure mit Allyloromid zur p-Allyloxybenzoesdure 35. Parallel dazu
wird p-Aminophenol mit p-Anisaldehyd in einer Kondensationsreaktion umgesetzt und mit

Natriumborhydrid zu N-(4-Methoxybenzyl)-4-aminophenol (36) reduziert. Verbindung 35

wird mit Thionylchlorid in das Saurechlorid tberfiihrt und mit Verbindung 36 zum Amid 37
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umgesetzt. Die Hydroxylgruppe von Verbindung 37 wird mit Allylboromid in Aceton unter
basischen  Bedingungen allyliert und es entsteht N,N-[(4-Methoxybenzyl)-(4-
Allyloxybenzoyl)]-4-allyloxyaminobenzol (38). Die beidseitige Allylierung der Phenolgruppen
reichte nicht aus, um gespannte Monomerringe zu synthetisieren. Es entstanden Dimer-
Zyklen, deren Ringspannung nicht ausreicht, um eine ringdffnende Metathese-
Polymerisation durchzufiihren. Erst durch die Verlangerung der aliphatischen Kette um zwei
Methylengruppen, konnten ausschlielich Monomer-Zyklen erhalten werden. Diese Ringe
sind so gespannt, dass bereits bei der Abspaltung der p-Methoxybenzylschutzgruppe zu
einem geringen Teil einige Ringe gedffnet werden. Durch Verlangerung der aliphatischen

Kette um eine weitere, dritte Methylengruppe, konnte dieser Effekt reduziert werden.
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Zusammenfassung der erhaltenen Ergebnisse

Mit der Entwicklung kontrollierter Polymerisationstechniken eréffnete sich den
Materialwissenschaften die Maoglichkeit, definierte Polymerarchitekturen, sowie Block-co-
polymere, zu synthetisieren und deren Aggregationsverhalten sowohl in L6sung als auch in
Substanz zu untersuchen. Allerdings koénnen diskrete Molekulargewichte und
Monomersequenzen, die typischerweise in Biopolymeren beobachtet werden, mit diesen
Polymerisationstechniken nicht erreicht werden. Um diese Einschrankung zu umgehen,
bewegen sich seit kurzem einige Arbeitsgruppen an der Grenzfliche zwischen
Polymerchemie und organischer Chemie mit dem Ziel, neue Block-co-polymer-Architekturen
zu synthetisieren, in denen wenigstens ein Block prazise definiert vorliegt.?’ Eine bereits
etablierte Vorgehensweise, um prazise definierte Oligomere und Polymere zu synthetisieren,
ist die Verwendung von festphasengetrdagerten Synthesemethoden. Die zugrunde liegende
Idee wurde zum ersten Mal von Merrifield im Jahr 1963° veréffentlicht und seitdem stetig
weiterentwickelt sowie automatisiert. Es basiert auf der Anknipfung des N-terminalen
Endes von a-Aminocarbonsauren an das Wang-Harz, das Benzylalkohole als Endgruppen
tragt. Die a-Aminocarbonsauren werden zur Vermeidung von Nebenreaktionen wahrend der
Anbindung an die Festphase mit der Fmoc-Gruppe geschiitzt. Nach Anbindung der a-
Aminocarbonsdure an die Festphase und anschlieBender Abspaltung der Fmoc-
Schutzgruppe, kdnnen weitere a-Aminocarbonsauren angebunden werden. Diese Methode
wurde 1981 von Wooley und seinen Mitarbeitern® veréffentlicht und ist seitdem die am
haufigsten verwendete Methode, um Peptide an der Festphase zu synthetisieren, da lber
diese Synthesestrategie Nebenreaktionen stark reduziert werden kénnen. Die Verwendung
von B-Faltblattpeptiden, die auf der Basis von a-Aminosduren synthetisiert werden, bietet
einen sehr vielversprechenden Syntheseansatz fur strukturdirigierende Organisationsmotive.
Zusatzlich er6ffnen sich durch die Zusammenfihrung dieser auRerordentlichen
Direktionsfahigkeit mit der synthetischen Polymerchemie neue, interessante
Forschungsgebiete, wie aus den bereits vorgestellten Publikationen enthommen werden
kann. Um allerdings Strukturen zu erhalten, die, unabhangig von der Polaritat des
Losungsmittels oder des pH-Wertes, immer in vorhersagbarer Weise strukturdirigierend
wirken, ist es notwendig, von diesen bereits vorgestellten, biologisch-inspirierten

Verbindungen abzulassen und stattdessen Verbindungen zu finden, die in der Lage sind,
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natiirliche B-Faltblattstrukturen unabhdngig von beispielsweise L&sungsmitteleinfllissen
nachzuahmen. Von besonderem Interesse sind in diesem Zusammenhang Oligo(p-
benzamid)e (OPBA), die formtreue, lineare Stabe auf der molekularen Ebene bilden, bei
denen Wasserstoffbriickendonatoren und -akzeptoren — &hnlich wie bei B-Strangen -

abwechselnd zu beiden Seiten des flachen Oligomers ausgerichtet sind (Abbildung 74).

@@@@@@Q«

Abbildung 74. Die phenylischen Amidbindungen in linearen Oligo(p-benzamid)en bieten
ahnliche strukturdirigierende Organisationsmotive wie die Peptidbindungen in p-Faltblattern
(Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien dargestellt).

In dieser Arbeit wird das erste Beispiel einer automatisierten Oligo-(p-benzamid)synthese
vorgestellt, die an einem kommerziell erhiltlichen Applied Biosystems Model 431A Peptide
Synthesizer durchgefiihrt wurde. Diese automatisierte Synthesefiihrung bietet einen
schnellen Zugang zu formtreuen, molekularen Nanoobjekten, die leicht an synthetische oder
Biomakromolekiile konjugiert werden kénnen. Ausgehend von der p-Aminobenzoesaure
wurde zunachst die Entwicklung und Optimierung der automatisierten Festphasensynthese
von wohldefinierten Oligo(p-benzamid)en beschrieben. Dabei wurden anfanglich mit der
p-Aminobenzoesidure, die an der Aminogruppe mit der Fmoc-Schutzgruppe geschiitzt ist, die
Acylierungsbedingungen mit dem Wang-Harz getestet. Es stellte sich heraus, dass eine
externe Uberfiihrung der 8-Aminobenzoedure in das Siurechlorid unter Verwendung von
Triphosgen und NMP und anschlieBende manuelle Befiillung der einzelnen
Reaktionsreaktoren (Kartuschen) des Syntheseautomaten die effizienteste Vorgehensweise
ist. Auf diese Weise konnten sequentiell Oligo(p-benzamid)e an der Festphase hergestellt
werden, was anhand der Detektion des UV-Signals der abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen
nachverfolgt wurde. Um Oligo(p-benzamid)e auch fir hoéhere Oligomerisationsgrade
zuganglich zu machen, wurde die p-Methoxybenzylschutzgruppe eingefiihrt. Es konnte
gezeigt werden, dass eine N-Substitution des Amids mit dieser Schutzgruppe zu einem
Ubergang von der trans-in die cis-Konformation der Phenyle fiihrt. Dadurch wird eine

hohere Anzahl an Konformeren des Oligo(p-benzamid)s moglich und die Loslichkeit des
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Oligomers verbessert sich deutlich. Zudem werden Aggregationen an der Festphase (iber
Wasserstoffbriickenbindungen vermieden. Dadurch kann das Oligomer, unabhangig von der
Anzahl der Wiederholungseinheiten, sdulenchromatographisch tber die praparative HPLC
gereinigt werden. Uber diese Synthesefiihrung ist es moglich, Oligo(p-benzamid)e bis zu
einem Oligomerisationsgrad von 15 wohldefiniert zu synthetisieren. In Kapitel 6.3 wird die
Synthese von Rod-Coil Block-co-polymeren beschrieben, die auf der Basis von mit der p-
Methoxybenzylschutzgruppen geschitzten, tertidgren Oligo(p-benzamid)en synthetisiert
werden. Uber die in Kapitel 6.2 vorgestellte automatisierte Festphasensynthese werden in
ihrer Lange prazise definierte Oligo(p-benzamid)e dargestellt und an der Festphase liber die
Kupfer(l)-katalysierte 1,3-dipolare Cycloaddition, die auch unter der Bezeichnung ,Klick-
Chemie” bekannt ist, mit Poly(ethylenglykol)ss-monomethylether als dem Knduelblock
verbunden. Nach der Abspaltung des Block-co-polymers vom Festphasensupport findet Gber
die prdparative GPC die Abtrennung von Oligo(p-benzamid)en statt, die nicht an das
Knduelpolymer gebunden sind. Um das eigentliche Rod-Coil Block-co-polymer zu erhalten,
werden dann die p-Methoxybenzylschutzgruppen vom Block-co-polymer abgespalten und
Uber die praparative GPC abgetrennt. Die tertidaren Amidbindungen werden dadurch zu
sekundaren, aggregationsfahigen Amidbindungen. Auf diese Weise entsteht Rod-Coil Block-
co-polymer 16, dessen kettensteifer Block (iber Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den
Amidbindungen zur Aggregation befahigt ist. Durch die Darstellung der Oligo(p-benzamid)e
Uber die Festphasensynthese ist es moglich, den Oligomerisationsgrad der Benzamide
prazise zu definieren und das Aggregationsverhalten in Abhangigkeit von der Anzahl der
Wiederholungseinheiten des kettensteifen Blocks zu untersuchen. Bei der Darstellung eines
Hepta(p-benzamid)s, das an Poly(ethylenglykol)s;smonomethylether gebunden wurde,
konnte in verschiedenen Losungsmitteln die Aggregation in BiIayer—MiceIIen“g'108 beobachtet
werden (Abbildung 75). Ob dieses Verhalten durch die Lange des Oligo(p-benzamid)s
verursacht wird, oder ob vielleicht doch auch das Knauelpolymer einen entscheidenden
Einfluss auf das Aggregationsverhalten hat, wurde in Kapitel 7 diskutiert. Um das
Aggregationsverhalten in Abhdngigkeit von der Linge des Knduelblocks zu untersuchen,
wurden Rod-Coil Block-co-polymere synthetisiert, die alle eine konstante Lange des rigiden

Hepta(p-benzamid)-Blocks aufweisen, aber unterschiedlich lange Knauelbldcke tragen.
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Abbildung 75. Links: Cryo-TEM-Aufnahme von Rod-Coil Block-co-polymer 16 in
Chloroform. Rechts: TEM der Trockenpréparation von Rod-Coil Block-co-polymer 16 in
Toluol. Der rigide, aggregierende Oligo(p-benzamid)-Block hat eine hohere Dichte und damit
einen hoheren Kontrast als der Knduelblock. Aufgrund der Breite des Aggregat-Kerns von 10
nm kann auf die Bildung von Bilayer-Micellen geschlossen werden.*®

Als Knduelblock wurde wieder das Poly(ethylenglykol) gewahlt, das mit einem
Molekulargewicht von M,=350 (Verbindung 18), M,=750 (Verbindung 19) sowie M,=5000
(Verbindung 20) an das Hepta(p-benzamid) gebunden wurde. Das Aggregationsverhalten
wurde dann im Losungsmittel DMSO bei einer Konzentration von 2 mg/ml unter dem
Transmissionselektronen-Mikroskop untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass bei geringer
Anzahl von Wiederholungseinheiten bezliglich des Knduelblocks (Verbindung 18 und 19), die
Anordnung in Monolayer-Micellen erfolgt, was anhand der Breite der Aggregatkerne
nachverfolgt wurde. Im Fall von hdoheren Polymerisationsgraden des Knauelblocks
(Verbindung 16 und 20) erfolgt die Anordnung der rigiden Blocke in Bilayern, die die
doppelte Breite des Aggregat-Kerns der Monolayer-Micellen aufweisen. Die Hepta(p-
benzamid)e aggregieren sehr wahrscheinlich tiber Wasserstoffbriicken-bindungen zwischen
den Amidbindungen, wobei sich jedes Rod-Coil Block-co-polymer so anordnet, dass eine
moglichst gute Phasenseparation des rigiden und flexiblen Blocks auftritt. Diese ist dann
gegeben, wenn das Knauelpolymer durch Streckung seiner Polymerkette moglichst wenig
Kontaktpunkte zum rigiden Block hat. Dabei bildet der rigide Block eine Art Gegengewicht
zum flexiblen Block. Ab einer bestimmten Linge des Knéduelblocks ist dessen
Streckungsbedarf zur Ermoglichung der bestmoglichen Phasenseparation zwischen dem

rigiden und dem flexiblen Block so hoch, dass die Anordnung in Monolayer-Micellen nicht
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mehr ausreicht. Um die energetisch notwendige, maximale Streckung des Knauelblocks zu
erreichen, wird deshalb zur Ausbildung von Bilayer-Micellen libergegangen. Dazu ordnen
sich die Hepta(p-benzamid)e parallel zueinander an. Der groBe Vorteil bei der Bildung des
Bilayers ist eine Zunahme des Aggregationsbestrebens liber die Wasserstoffbriicken des
rigiden Blocks. Der rigide Block verdoppelt, ausgehend von der Aggregation Uber die
endstandigen  Carboxylgruppen des Hepta(p-benzamid)-Blocks die Anzahl an
Wasserstoffbriickenbindungen insgesamt, was eine Zunahme des
Wasserstoffbriickeninkrementes  verursacht.'™  Durch  die  Zunahme  des
Wasserstoffbrickeninkrementes wird wiederum eine deutliche Zunahme der Stabilitat der
einzelnen  Wasserstoffbriickenbindungen  innerhalb des  Oligo(p-benzamid)-Blocks
hervorgerufen, so dass der Streckungsbedarf des Knduelblocks die Aggregation insgesamt
nicht mehr gefahrdet. Die Wechselwirkung zwischen dem rigiden Block und dem flexiblen
Block kann auf diese Weise auf ein Minimum reduziert werden. In Kapitel 7.2 wurde die
Synthese von Rod-Coil Block-co-polymeren beschrieben, die zwar als kettensteifen Block das
Hepta(p-benzamid) tragen, aber chemisch vollig verschiedene flexible Blocke besitzen.
Trotzdem konnte auch mit diesen Polymeren die Aggregation der Hepta(p-benzamid)e in
Monolayer-Micellen und Bilayer-Micellen beobachtet werden. Bei Anknipfung eines
verzweigten Carbosilans an das Hepta(p-benzamid) wurde sogar die im Phasendiagramm fir
Rod-Coil Block-co-polymere in Substanz'® erwihnte, vierte Phase, die Monolayer-
Hockeypuck-Micelle, erhalten. In Kapitel 7.3 wird das Aggregationsverhalten der Oligo(p-
benzamid) Rod-Coil Block-co-polymere in Abhédngigkeit von der Liange und des
resultierenden Dipolmoments des kettensteifen Oligo(p-benzamid)-Blocks untersucht. Dabei
wurde Uber die automatisierte Festphasensynthese ein Tetradeca(p-benzamid) Rod-Coil
Block-co-polymer synthetisiert. Es stellte sich heraus, dass Oligo(p-benzamid)e dieser
GroRenordnung, auch bei vergleichsweise hohen Molekulargewichten fir den Knaduelblock,
in Monolayer-Micellen aggregieren. Dabei bilden sich anisotrope Gele aus den Agglomeraten
der Monolayer-Protofilamente. Uber semiempirische Berechnungen wurde ermittelt, dass
der Einbau des winkelverursachenden Monomers 8 eine Reduktion des Dipolmoments des
Tetradeca(p-benzamid)s hervorruft. Das Dipolmoment des Pentadeca(p-benzamid)s ist in
diesem Fall genauso grof3, wie das Dipolmoment des Hepta(p-benzamid)s. Es wurde deshalb
Uberlegt, ob aufgrund dieser Reduktion des Dipolmoments auch bei hohen

Molekulargewichten fiir den rigiden Block, Bilayer-Micellen erwartet werden kdnnen. Diese
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Uberlegung wurde durch experimentelle Ergebnisse bestitigt. Sowohl bei Rod-Coil Block-co-
polymer 31, das einen linearen Oligo(p-benzamid)-Block bestehend aus 14
Wiederholungseinheiten tragt, als auch bei Rod-Coil Block-co-polymer 34, das zwar
gewinkelt vorliegt, aber ebenfalls 14 Wiederholungseinheiten des stark aggregationsfahigen
Oligo(p-benzamid)-Blocks aufweist, ist die Anzahl an Wasserstoffbriickenbindungen gleich
hoch. Trotzdem ordnet sich das gewinkelte Rod-Coil Block-co-polymer 34 in der Bilayer-
Struktur an, was anhand von TEM-Aufnahmen gezeigt wurde, wahrend Rod-Coil Block-co-
polymer 31, in Monolayer-Micellen aggregiert. Die einzige Erklarung fir dieses unterschiedliche
Aggregationsverhalten liegt, bei dem zurzeit aktuellen Wissensstand, im deutlich kleineren
Dipolmoment des gewinkelten Oligo(p-benzamid)-Blocks. In Kapitel 8 wurde die Entwicklung eines
Monomers beschrieben, das Gber die ringéffnende Metathese-Polymerisation zu Oligo(benzanilid)en

umgesetzt werden kann. Basierend auf den Konformationsuntersuchungen zu Oligo(p-benzamid)en

53,73,76

in Kapitel 5 ist bekannt, dass N-alkylierte, aromatische Amidbindungen in der cis-Konformation

vorliegen. Unter Ausnutzung dieses Effektes ist es moglich, iber die Ringschluss-Metathese (RSM)
zyklische Benzanilide zu synthetisieren, die anschlieBend (iber die ringdéffnende Metathese-
Polymerisation (ROMP) umgesetzt werden kénnen. Nach der Zyklisierung des Benzanilids tber
die Ringschluss-Metathese, wird die cis-Konformation verursachende p-
Methoxybenzylschutzgruppe abgespalten. Dadurch entsteht ein sekundares Benzanilid, das
aufgrund der Ringspannung zunadchst in der cis-Konformation verharrt. Anhand der
Rontgenstrukturanalyse von Verbindung 40 konnte gezeigt werden, dass selbst gespannte
Benzanilidzyklen aufgrund des Energiegewinns durch Resonanzstabilisierung von der cis- in
die trans-Konformation U(bergehen. Deshalb wird angenommen, dass dies auch nach
Ringoffnung des Benzanilidzyklus (ber die ringd6ffnende Metathese-Polymerisation auftritt
und die Benzanilidbindung in die trans-Konformation Ubergeht. Dadurch wird die fir
Metathese-Polymerisationen typische Riickreaktion des zyklischen Monomers ausgeschaltet

und die Polymerisation kann nur in die Richtung des Produktes ablaufen.
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Technische Losungsmittel wurden von Acros Organics bezogen, p.a.-Qualitaten von Fisher
Scientific. Andere Reagenzien wurden entweder bei Acros Organics oder Aldrich bestellt und
ohne weitere Reinigung verwendet. Deuterierte Losungsmittel wurden von der Deutero
GmbH bezogen. Dichlormethan wurde frisch von Calciumhydrid oder Phosphorpentoxid
abdestilliert. NMP wurde von der BASF AG Ludwigshafen gespendet. 1H—NMR—Spektren
wurden bei 300 oder 400 MHz auf einem Bruker AC 300 oder AMX 400 Spektrometer
gemessen und intern auf Protonensignale der deuterierten Losungsmittel geeicht. Die Gel-
Permeations-Chromatographie (GPC) wurde in Chloroform oder DMF mit einer Apparatur
bestehend aus einem Waters 717 plus Autosampler, einer TSP Spectra Series P 100 Pumpe
und einem Saulensatz bestehend aus drei PSS SDV Saulen (104/500/50 A) durchgefiihrt. Die
Messsignale lieferte ein TSP Spectra System UV 2000 (UV bei 254 nm wenn nicht anders
beschrieben) und ein Wyatt Optilab DSP (Brechnungsindex). Die Apparatur wurde mit Hilfe
mehrerer Polystyrol-Standartproben von Polymer Standards Service (PSS) geeicht. MALDI-
TOF-Messungen (Matrix-Assisted Laser Desorption and lonization Time-Of-Flight) wurden
auf einem Shimadzu Axima CFR MALDI-TOF Massenspektrometer, ausgestattet mit einem
Stickstofflaser, der 3ns-Laserpulse bei 337nm liefert, gemessen. Als Matrix wurde Dithranol
(1,8,9- Trihydroxyanthracen) verwendet. Die Proben wurden durch Mischen von 10ul einer
Losung von 10g/l Polymer in Chloroform mit 10ul einer Losung von 10g/I der Matrix und 1pl
einer 0,1-molaren Losung von Silbertrifluoroacetat (Kationisierunsagens) hergestellt. Die
Proben wurden entweder im linearen Modus oder in Reflektionsmodus des Spektrometers
vermessen. TEM/STEM/cryo-TEM-Messungen wurden an einem Philips EM 420
Transmissionselektronen-Mikroskop durchgefiihrt. Es wurde eine LaBg-Kathode mit einer
Beschleunigungsspannung von 120 kV verwendet. STEM-Aufnahmen wurden an TEI Tecnai
F30 mit einer Beschleunigungsspannung von 300 kV erhalten und Cryo-TEM-Aufnahmen an
FEI Tecnai F12 mit einer Beschleunigungsspannung von 120 kV. TEM-Grids (carbon film on
copper, 300 mesh) wurden bei Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA bestellt. Fir
die Cryo-TEM-Aufnahmen wurden Quantifoil R1.2/1.3 Kupfer-Grids verwendet.
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2-Chloro-N-methyl-1-pyrroliniumchlorid:

NMP (1 g, 10 mmol) wird Gber Phosphorpentoxid getrocknet, destilliert, in Diethylether
geldst (10 ml) und anschliefend in einem Eisbad gekihlt. Dann wird BTC (0.97 g, 3.3 mmol)
in absolutem Diethylether (10 ml) gel6st und tropfenweise zu der zuvor hergestellten NMP-
Diethyletherlosung gegeben. Nach einer Reaktionszeit von ca. 2 Minuten fallt ein farbloser
Niederschlag aus, der nach 30 Minuten Reaktionszeit abfiltriert und mit Diethylether
gewaschen wird. Der Diethylether wird im Vakuum entfernt und das Produkt anschlieBend
unter Inertgas Uber Phosphorpentoxid gelagert. Das Produkt wird in 90%iger Ausbeute
erhalten (1.4 g, 9 mmol). Bei Verwendung von Thionylchlorid anstelle von BTC wird eine

deutlich schlechtere Ausbeute erhalten.

p-(Methoxybenzyl)aminobenzoesaure (3):

p-Anisbenzaldehyd 2 (80.0 g, 0.587mol) und p-Aminobenzoesdure 1 (80.0g, 0.583 mol, 1.0
eq) werden in 400 ml Toluol suspendiert und 24 Stunden unter Dean-Stark-Bedingungen
refluxiert, wobei Gelbfarbung eintritt. Das Losungsmittel wird abdestilliert und der feste
Rickstand in 400 ml THF aufgenommen und mit Natriumboranat (46.0 g, 1.216 mol, 2 eq)
versetzt. Nach 24 Stunden wird die Reaktion vorsichtig unter Kihlung mit Eiswasser
gequencht und anschliefend mit 1M HCI neutralisiert. Der weil3-gelbe Niederschlag wird
abfiltriert, 107.0 g (71 %) (Lit.!": 69 %).'H-NMR: DMSO-d¢, 300 MHz; & in ppm: 3.72 (s, 3H,
Ar-O-CHs), 4.23 (s, 2H, N-CH,-Ar), 6.57 (d, 2H, arom.-H), 6.87 (d, 2H, arom.-H), 7.25 (d, 2H,
arom.-H), 7.62 (d, 2H, arom.-H), 12.00 (s, 1H, HOOC-Ar.).

N,N-[(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-4-(methoxybenzyl)]-4-aminobenzoesdure (4):
3(20.0g, 0.077 mol) wurde in 150 ml trockenem N-Methylpyrrolidon gelost, mit
9-Fluorenylmethylchloroformiat (20.1 g, 0.077 mol, 1.00 eq) versehen und 15 h unter
Feuchtigkeitsausschluss bei Raumtemperatur geriihrt. Die Reaktion wurde mit 200 ml
Wasser beendet und die resultierende Suspension 24 h bei 4°C gelagert, wodurch die
Losungsmittelphase aufklarte. Nach Abfiltrieren erhielt man einen weilRen Feststoff als
Rohprodukt (35.0 g, 0.073 mol, 95%, Lit.:!! 85%). Dieses wurde aus Ethanol umkristallisiert,
32.5 g, 0.068 mol, 88%. Schmelzpunkt: 154 °C (ETOH); Lit.:™ 154 °C. *H-NMR: CDCls,
300 MHz; 8y in ppm: 3.76 (s, 3H), 4.10 (t, 1H), 4.54 (d, 2H), 4.75 (s, 2H), 6.75 (d, 2H), 6.97 (d,
2H), 6.97 - 7.37 (m, 8H), 7.67 (d, 2H), 7.96 (d, 2H).
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N, N-[(9-Fluorenylmethyloxycarbonyl)-hexyl]- 4-aminobenzoesaure (8):
p-Aminobenzoesdure 1 (11.07 g, 0.05 mol) wird unter Rihren und Kihlen in einer 8 %
Natriumcarbonat-Losung gelést (100 ml). Zu dieser Losung wird Dioxan (50 ml) gegeben,
gefolgt von der tropfenweisen Zugabe von 9-Fluorenylmethyl-chloroformiat (13 g, 0.052
mol), das in Dioxan (75 ml) gelost wurde. Die Losung wird fiir eine Stunde bei 0°C und dann
far 22 Stunden bei 30°C geriihrt. Wahrend der Reaktion fallt ein farbloser Niederschlag aus,
der nach Beendigung der Reaktion abfiltriert wird.

Das Dioxan wird im Vakuum entfernt und die wassrige Phase zweimal mit Ether extrahiert,
um Nebenprodukte zu entfernen. Wahrend der Kihlung der wassrigen Phase in einem
Eisbad, wird sie mit 1 M HCI auf einen pH-Wert von 1 gebracht. Der ausfallende, farblose
Niederschlag wird abfiltriert und mit Eiswasser neutral gewaschen. AnschlieRend erfolgt die
Kristallisation aus Ethanol/Wasser (1:2), die farblose Kristalle des Produktes ergibt (18.03 g,
81 %), Schmelzpunkt: 206° C. 'H NMR:CDCls, 300 MHz, &4 in ppm: 0.85 (t, 6.8 Hz, 3 H), 1.19 —
1.28 (m, 6 H), 1.4 (t, 6.6 Hz,2 H), 3.61 (t, 7.2 Hz, 2 H), 4.12 (t, 6.0, 1 H), 4.52 (d, 6.0 Hz, 2 H),
7.16 — 7.23 (m, 4 H), 7.36 (q, 7.5 Hz, 4 H), 7.7 (d, 7.8 Hz, 2 H), 8.05 (d, 8.5, 2 H) *c-
NMR:CDClz, 300 MHz, &4 in ppm: 13.97, 22.51, 26.23, 28.23, 31.39, 47.15, 50.11, 67.2,119.9,
124.76, 126.79, 126.91, 126.95, 127.62, 131.02, 141.34, 143.7, 146.78,154.85, 171.15

N-(Fluorenylmethyloxycarbonyl)-4-aminobenzoesiure (9):'"

Vorfunktionalisierung des Wang-Harzes (10):

Das Wang-Harz mit einer Beladungsdichte von 0,6 mmol/g (5 g, 3 mmol) wird in einer
minimalen Menge an NMP fir 30 Minuten gequollen. Aminosaure 9 (10 g, 30 mmol) wird in
100 ml NMP gelost, dann erfolgt die Zugabe von Thionylchlorid (2,2 ml, 30 mmol). Nach
einer Reaktionszeit von einer Stunde, wird die aktivierte Aminosdure 9 zum Wang-Harz
gegeben. Die Reaktionszeit betrdagt 24 Stunden. Nach finfmaligem Waschen des Harzes mit
NMP, wird das vorfunktionalisierte Harz mit 4-Nitrobenzoylchlorid (4 g, 40 mmol) gekappt

und Gber die RP HPLC der Funktionalisierungsgrad bestimmt. Dieser betragt meist 99%.
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N-(p-Methoxybenzyl) geschiitztes Hepta(p-benzamid) (11):

Das vorfunktionalisierte Wang-Harz (500 mg, 0.25 mmol) wird im ReaktionsgefaR des
Peptidsyntheseautomaten vorgelegt. Eine Mischung aus Aminosaure 4 (2.4 g, 5 mmol) und
Triphosgen (0.5 g, 5 mmol) wird in NMP (8 ml) gelost, wobei ein Vakuum von 2 x 10 mbar
angelegt wird. Nach einer Reaktionszeit von einer Stunde wird die gelbe Losung durch einen
400 um Spritzenfilter filtriert und auf 5 Kartuschen des Automaten verteilt. Die gleiche
Vorgehensweise wird bei der Aktivierung der letzten, ungeschiitzten Monomereinheit
angewendet. Daflr wird Aminosdure 9 (360 mg, 1 mmol) mit Triphosgen (100 mg, 1 mmol)
in NMP (2 ml) aktiviert und in die siebte Kartusche des Automaten gegeben. Nach jeder
Monomeranbindung wird ein Kappungsschritt durchgefiihrt. Dafiir wird pro Kartusche mit
an zubindender Monomereinheit, eine Kartusche mit in NMP (2 ml) gel6stem
4-Nitrobenzoylchlorid (185 mg, 1 mmol) hergestellt, filtriert und ebenfalls in eine Kartusche
gefillt. Diese Kartuschen werden dann zwischen die Kartuschen der anzubindenden
Monomere gestellt.

Es handelt sich hier um die Beschreibung des Syntheseprotokolls, das die besten Resultate
erzielt hat. Unter Austausch der Monomere kann es aber auf alle in dieser Arbeit
verwendeten Synthesestrategien angewendet werden. Wichtig ist dabei, dass alle
verwendeten Monomere absolut trocken sind und dass die Lésungen in den Kartuschen

méglichst hoch konzentriert sind.

Funktionalisierung von Hepta(p-benzamid) mit Pentinsdurechlorid (12):

Pentinsdure (200 mg, 2 mmol) wird in getrocknetem NMP (2 ml) gelost. Dann erfolgt die
Zugabe von SOCI; (130.5 ul, 1.8 mmol). Die Losung reagiert unter Riihren fiir 10 Minuten. Die
NMP-Losung wird dann zum Hepta(p-benzamid) an der Festphase gegeben und fiir eine
Stunde in einem Schnappdeckelglas auf einem Schitteltisch umgesetzt. Nach anschlieRender
Reinigung des Harzes mit NMP und Dichlormethan kénnen weitere Reaktionsschritte

erfolgen.

Poly(ethylenglykol)monomethylether-Azid (13):
Poly(ethylenglykol)monomethylether (40 g, 0.02 mol) wird in Pyridin (200 ml) gel6st und
4-Toloulsulfonylchlorid (38.2 g, 0.2 mol) hinzugegeben. Nach 20 stiindiger Reaktionszeit wird

die Losung in Eiswasser gegeben (200 ml) und mit DCM extrahiert. Die organische Phase
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wird solange mit kalter HClI (6 M) gewaschen, bis sie klar ist. Im Anschluss erfolgt die
dreimalige Wasche mit kaltem, destilliertem Wasser. Dann wird die organische Phase mit
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der resultierende
farblose Niederschlag wird in DMF (200 ml) geldst. Im Anschluss erfolgt die Zugabe von
Natriumazid (13 g, 0.2 mol). Die gelbe Lésung wird unter Riihren fiir 24 Stunden bei 120 °C
gehalten, bis die Farbe der Losung in einen rotlichen Farbton umschlagt. Dann wird das
Losungsmittel entfernt, der resultierende Niederschlag in DCM gel6st und dann in Ether
ausgefallt. Das aufgefallte Produkt wird durch Filtration abgetrennt und im Vakuumofen
getrocknet. (34 g, 0.017 mol, 85 %). FT-IR [cm™]: 2874 (-CH,CH,-), 2104 (-N3); ESI-MS:
[2019.15 +Na]".

Poly(N-dodecylnorbornen-2,3-dicarboximid)-Azid (21) wird prinzipiell nach der gleichen
Vorschrift synthetisiert wie Verbindung 13, allerdings sollte bei der Umsetzung mit
Natriumazid auf 80°C erhitzt werden. Nach Entfernung von DMF wird 21 in Methanol gefallt
und es erfolgt anschlieBend eine Gefriertrocknung in Dioxan. Die Charakterisierung findet

iber MALDI-ToF Massenspektrometrie statt: [3845,9+H]".

Huisgen [2+3]-Cycloaddition katalysiert mit CuSO4 x 5 H,0 / Natrium-Ascorbat:

Das Wang-Harz wird zusammen mit dem festphasengebundenen Oligo(p-benzamid) 12 in
einer minimalen Menge NMP gequollen. Dann erfolgt die Zugabe eines dreifachen
Uberschusses an Polymer 13 gelést in NMP (3 ml). Dazu wird wiéssrige Natrium-
Ascorbatlosung (1 M, 0.6 ml) und wassrige CuSO4 x 5 H,0 (1 M, 0.4 ml) gegeben und die
Suspension fir 24 Stunden bei Raumtemperatur auf einem Schitteltisch geschittelt. Das
festphasengebundene Block-co-polymer wird durch Waschen des Harzes mit NMP (3x) und
DCM (5x) erhalten.

Diese Reaktionsvorschrift wurde fiir alle in dieser Arbeit verwendeten Klick-Reaktionen
verwendet. Um eine bessere Léslichkeit der verwendeten Polymere zu erreichen, wurde im
Fall von Polymer 22 und 26 solange THF zugegeben (circa 2 ml), bis eine vollstdndige
Mischbarkeit der organischen und der wdssrigen Phase eintrat. Im Fall der Verwendung von
Poly(ethylenglykol) als Knéiuelblock war dies nicht notwendig. Allerdings musste hier, um eine
vollsténdige Lésung des Polymers in NMP (3 ml) zu ermdglichen, bei hohen

Polymerisationsgraden des PEGs erhitzt werden.
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Abspaltung und Reinigung von N-(p-Methoxybenzyl)-hepta(p-benzamid)-b-poly-(ethylen-
glykol)monomethylether (15):

Das Block-co-polymer wird durch TFA/DCM (1:1; 3 ml) vom Wang-Harz abgespalten. Nach
einer Reaktionszeit von 30 Minuten, wird das Losungsmittel im Luftstrom entfernt und das
Block-co-polymer durch Filtration erhalten. Das Rohprodukt (800 mg, 0.2 mmol, 83 %) wird
dann Uber die praparative GPC in DMF gereinigt (260 mg, 0.06 mmol, 31 %). ESI MS:
[1313.64 + K* + 2 Na']"™"; "H-NMR: DMF-d;, &, ppm: 7.82 (m, 3 H), 7.3-6.77 (m, 53 H), 5.18-
5.01 (m, 14 H), 4.83 (s, 1 H), 4.53 (t, 2 H, 5.3 Hz), 3.87 (t, 2 H, 5.3 Hz), 3.74 (m, 21 H), 3.58 (s,
176 H), 3.29 (s, 3 H).

Allgemeine Vorschrift zur Darstellung von Poly(ethylenglykol)monomethylethersaure:

5 g Polyethylenglykolmono-methylether (mPEGa2-OH, Mn = 1880 g/mol, Fluka; mPEG10s-OH,
Mn = 4770 g/mol, Nippon Oil and Fat) werden unter Rihren in 30 ml 25%iger Schwefelsdure
geldst. Ein leichter auf die Elektronen-Aquivalente bezogener Uberschuss an Chromtrioxid
wird in 5 ml Wasser geldst und zur PEG-L6sung gegeben. Es findet ein Farbumschlag von
orange nach dunkelgriin statt. Nach 24 Stunden wird auf das zweifache Volumen mit Wasser
verdiinnt und viermal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die organische Phase wird
zweimal mit je 50 ml Wasser gewaschen, mit Magnesiumsulfat getrocknet, auf ein Zehntel
des urspriinglichen Volumens eingeengt und in 400 ml kalten Diethylether getropft. Die
Uberstehende Losung wird abdekantiert und der Niederschlag aus Benzol gefriergetrocknet.
'H-NMR: 4,11 ppm (-CH2-COOH, 1,41 Protonen), 3,9 — 3,4 ppm (Methylen-H, 186 Protonen),
3,35 ppm (Methoxy-H, 3 Protonen) - DF = 70 %.

Diese Vorschrift wurde fiir alle synthetisierten PEG-COOH verwendet.

Reduktion von iiberschiissigem Cr®*:  Cr® kann krebserregend wirken und sollte nach
Beendigung der Reaktion zum weniger schadlichen Cr’** reduziert werden. Dazu werden am
Anschluss an die Synthese alle wassrigen Phasen vereint und in eine schwefelsaure Na,S,0s-
Losung getropft. Auch alle Glasgerate sollten mit dieser Losung gespilt werden.

AnschlieBend wird vorsichtig mit Natronlauge neutralisiert.

p-Allyloxybenzoesdure (35):
In einem Dreihalsrundkolben (500 ml) werden 45.0 g (0.325 mol) 4-Hydroxybenzoesaure in

111



Experimenteller Teil

200 ml Methanol bei Raumtemperatur geldst. Es entsteht eine braunliche Losung. Vorsichtig
wird eine Losung aus 53.0 g (0.95 mol) KOH in 60 ml Wasser zugegeben und das Gemisch
zum Sieden erhitzt. Dann wird (iber den Zeitraum von einer Stunde 45.0 g (0.372 mol, 1.15
eq) Allyloromid zugetropft und eine Nacht unter Rickfluss gekocht. Am nachsten Tag
werden ca. 125 ml Methanol im Vakuum entfernt, die entstehende Suspension in 500 ml
Wasser gelost und dreimal mit je 100 ml Diethylether extrahiert, um unpolare
Verunreinigungen zu entfernen. Im Folgenden wird bei Hochstens 40 °C mit
halbkonzentrierter Salzsdure neutralisiert, wobei das Produkt als volumindser, flockiger
Niederschlag erhalten wird. Die Umbkristallisation erfolgt in Ethanol, 38.8 g (67%),
Schmelzpunkt: 165 °C (Lit.”*®: 60%) 'H-NMR: CDCl;: 300 MHz, &y in ppm: 4.81
(d, 2H, -CH»-0), 5.28 (q, 2H, CH,=CH-), 5.98(m, 1H, =CH-), 6.89 (d, 2H, arom.-H), 7.98 (d, 2H,

arom.-H).

N-(4-Methoxybenzyl)-4-aminophenol (36):

4-Aminophenol (80.1 g, 0.735 mol) und Anisbenzaldehyd (100 g, 0.735 mol, 1.0 eq) werden
in 560 ml Toluol suspendiert und 24 Stunden unter Dean-Stark-Bedingungen refluxiert,
wobei Gelbfarbung eintritt. Das Losungsmittel wird abdestilliert, worauf der feste Riickstand
in 500 ml THF aufgenommen und mit Natriumboranat (57.5 g, 1.52 mol, 2 eq) versetzt wird.
Nach 24 Stunden wird die Reaktion vorsichtig unter Kiihlung mit Eiswasser gequencht und
anschlielend mit 1 M HCI neutralisiert. Der weil3-gelbe Niederschlag wird abfiltriert, 113.0 g
(75 %)."H-NMR: DMSO-dg: 300 MHz, &y in ppm: 3.71 (s, 3H, Ar-O-CHs), 4.09 (s, 2H, N-CH,-Ar),
6.50 (q, 4H, arom.-H), 6.84 (d, 2H, arom.-H), 7.24 (d, 2H, arom.-H), 8.45 (s, 1H, HO-Ar.).

N,N-[(4-Methoxybenzyl)-(4-allyloxybenzoyl)]-4-aminophenol (37):

35 (10.0 g, 0.056 mol) und 36 (13 g, 0.056 mol) werden bei Raumtemperatur in 100 ml NMP
gelost, dabei entsteht eine griin-braune Losung. Die Losung wird 30 Minuten lang unter
Vakuum mit einem Magnetriihrer geriihrt, bevor die vorsichtige Zugabe von Thionylchlorid
(8.0 g, 0.067 mol, 1.2 eq) erfolgt. Das Gemisch wird weitere 12 Stunden unter Vakuum
gerihrt und dann langsam, unter Rihren mit einem Magnetriher, in kaltes Wasser getropft,
worauf das Produkt in Form weilRer Kristalle abgeschieden wird. DC (Essigester: Petrolether =
1:1) ergibt zwei Spots: Spot;: Rf = 0.38; Spot,: Ri= 0.76 Hierbei fallt auf, dass Spot, ein
wesentlich intensiveres Signal liefert. *H-NMR: CDCls: 300 MHz, & in ppm: 3.75 (s, 1H, -O-
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CHs), 4.41 (d, 2H, =CH-CH,-0-), 4.96 (s, 2H, N-CH»-Ar.), 5.42 (m, 2H, CH,=CH-), 5.91 (m, 1H,
=CH-), 6.58 (m, 8H, H-arom.), 7.15 (d, 2H, H-arom.), 7.23 (d, H-arom.).

N,N-[(4-Methoxybenzyl)-(4-allyloxybenzoyl)]-4-allyloxyaminobenzol (38):

37 (2 g, 0.005 mol), Allyloromid (0,725 g, 0.006 mol, 1.2 eq) und Pottasche (1 g, 2.5 eq)
werden in Acetonitril (50 ml) geldst und 20 Stunden in einer Stickstoffatmosphare refluxiert.
AnschlieBend wird die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt und das Uberschiissige
Kaliumcarbonat durch Zugabe von Wasser (50 ml) gel6st. Es entstehen zwei Phasen: eine
farblose Phase (unten) und eine gelbe Phase (oben). Die beiden Phasen werden 2 Stunden
im Kiihlschrank gelagert und dann im Scheidetrichter voneinander getrennt. Die obere, gelbe
Phase wird im Vakuum eingeengt und nach einer Aufreinigung tber Silica (EE:PE 3:7) wird
das Produkt mit einer Ausbeute von 60 % erhalten. *H-NMR: CDCl3: 300 MHz, & in ppm:
3.79(s, 1H, -O-CHs), 4.43 (m, 4H, =CH-CH,-0-), 5.00 (s, 2H, N-CH»-Ar.), 5.24 (m, 4H, CH,=CH-),
5.95 (m, 2H, =CH-), 6.66 (m, 4H, H-arom.), 6.77 (m, 4H, H-arom.), 7.20 (d, H-arom.), 7.23 (d,
2H, H-arom.).

N,N-[(4-Methoxybenzyl)-(4-Allyloxybenzoyl)]-5-pentenyloxyaminobenzol (42):

37 (2 g, 0.005 mol), 5-Pentenylbromid (1 ml, 0.01 mol) und Pottasche (1 g, 2.5 eq) werden in
Acetonitril (50 ml) geloést und 20 Stunden unter einer Stickstoffatmosphare refluxiert.
AnschlieBend wird die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt und das (iberschiissige
Kaliumcarbonat durch Zugabe von Wasser (50 ml) gelést. Es fillt ein braunes Ol aus. Das
Uberstehende Losungsmittel wird abdekantiert und in Dichlormethan aufgenommen. Es wird
etwas Wasser zum Ol zugegeben und beide Phasen im Scheidetrichter von einander
getrennt. Die Dichlormethanphase wird mit Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel
entfernt und das Produkt tber Silica (PE: EE 7:2) gereinigt. Ausbeute 65 % H-NMR: CDCls:
300 MHz, 6 in ppm: 1.87 (m, 2H, -CH5-), 2.2 (m, 2H, -CH,-), 3.79 (s, 3H, -O-CHs), 3.9 (t, 2H, -
0-CH,-), 4.43 (m, 4H, =CH-CH,-0-), 5.00 (s, 2H, N-CH>-Ar.), 5.24 (m, 4H, CH,=CH), 5.95 (m, 2H,
=CH-), 6.66 (m, 4H, H-arom.), 6.77 (m, 4H, H-arom.), 7.20 (d, H-arom.), 7.23 (d, 2H, H-arom.).

N,N-[(4-Methoxybenzyl)-(4-Allyloxybenzoyl)]-6-hexenyloxyaminobenzol (44):
37 (2 g, 0.005 mol), 6-Hexenylbromid (1,3 ml, 0.01 mol) und Pottasche (1 g, 2.5 eq) werden

in Acetonitril (50 ml) gelost und 20 Stunden unter einer Stickstoffatmosphéare refluxiert.
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AnschlieBend wird die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt und das Uberschiissige
Kaliumcarbonat durch Zugabe von Wasser (50 ml) gelost. Es wird mit Dichlormethan
extrahiert und die organische Phase mit Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel
wird entfernt und das Produkt tiber Silica (PE: EE 7:2) gereinigt. Ausbeute 80 % ‘H-NMR:
CDCl3: 300 MHz, &y in ppm: 1.55 (m, 2H, -CH,-), 1.78 (m, 2H, -CH,-), 2.15 (m, 2H, -CH,-), 3.79
(s, 3H, -O-CHs), 3.9 (t, 2H, -O-CH,-), 4.43 (m, 4H, =CH-CH,-0-), 5.00 (s, 2H, N-CH,-Ar.), 5.24
(m, 4H, CH,=CH), 5.95 (m, 2H, =CH-), 6.66 (m, 4H, H-arom.), 6.77 (m, 4H, H-arom.), 7.20 (d,
H-arom.), 7.23 (d, 2H, H-arom.).

Der Ringschluss wird nach der Vorschrift von Grubbs und Kilbinger**® durchgefiihrt. 400 mg
von Verbindung 38, 42 und 44 werden in 500 ml destilliertem Dichlormethan gel6st, wobei
unter einer Inertgasatmosphdre gearbeitet wird. Im Stickstoffstrom werden dann 40 mg des
Katalysators Grubbs | zugegeben. Die Zyklisierung wird unter Rlickfluss bei einer
Reaktionszeit von 24 Stunden durchgefiihrt. Die Reaktion wird durch Zugabe von
Ethylvinylether beendet und das Dichlormethan im Vakuum entfernt. Die zyklischen
Benzanilide 39, 43 und 45 wurden (iber die priparative HPLC aufgereinigt und iber *H-NMR-

Spektroskopie charakterisiert:

Verbindung 39: 'H-NMR: CDCl5: 300 MHz, & in ppm: 3.78 (s, 3H, -OCHs), 4.49 (d, 4H, -
OCH,-), 5.0 (s, 2H, -CH,-), 5.8 (m, 2H, RHC=CHR), 6.65 (m, 4H, H-arom.), 6.8 (m, 4H, H-arom.),
7.2 (m, H-arom.);

Kristalldaten: Summenformel: CjpoHgpN4O16 X 2CHClzx 2H,0, Raumgruppe: P24/c,
KristallgréRe: 0.03x0.03x0.52 mm?, Gitterkonstanten: a = 11.312 A, b = 24.45 A, ¢ = 10.217 A,
V = 2619.8 A3, Dichte: dygn = 1.541 gcm™.

Verbindung 43: 'H-NMR: CDCls: 300 MHz; &y in ppm: 1.57 (m, 2H, -CH,-), 2.0 (m, 2H, -CH,-),
3.78 (s, 3H, -OCHs), 4.0 (t, 2H, -OCH,-), 4.5 (d, 2H, -OCH,-), 5.0 (s, 2H, -CH,-), 5.1-5.4 (m, 2H,
RHC=CHR), 6.65 (m, 4H, H-arom.), 6.8 (d, 2H, H-arom.), 6.9 (d, 2H, H-arom.), 7.2 (d, 4H, H-
arom.);

Kristalldaten: Summenformel: C,;H,7NO,4, Molgewicht = 429.5 g/mol, Raumgruppe: A b a 2
(orthorhombisch), KristallgroRe: 0.064x0.32x0.512 mm3, Gitterkonstanten: a = 20.525 A, b =
23.654 A, c=9.411 A, V = 4569.2 A3, Dichte: dysn = 1.249 gcm ™.
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Verbindung 45: 'H-NMR: CDCl3: 300 MHz, & in ppm: 1.2 (m, 2H, -CH,-), 1.3 (m, 2H, -CH,-),
2.0 (m, 2H, -CH,-), 3.78 (s, 3H, -OCH3), 4.1 (t, 2H, -OCH,-), 4.5 (d, 2H, -OCH,-), 5.0 (s, 2H,
-CH, ), 5.4 (m, 2H, RHC=CHR), 6.5 (m, 2H, H-arom.),6.6 (s, 4H, H-arom.), 6.8 (d, 2H, H-arom.),
7.0 (d, 2H, H-arom.), 7.2 (d, 2H, H-arom.);

Kristalldaten: Summenformel: C,gH,gNO,4, Molgewicht = 443.5 g/mol, Raumgruppe: P2;/c
(monoklin), KristallgroRe: 0.4x0.5x0.6 mm?, Gitterkonstanten: a = 12.645 A, b = 11.367 A, c =
16.366 A, V = 2352.0 A%, Dichte: dsn = 1.253 gem™.

Die p-Methoxybenzylschutzgruppe wird mit Trifluoressigsdure abgespalten. Dadurch
entstehen Verbindung 41, 43 und 46. Um die abgespaltene p-Methoxybenzylschutzgruppe
vom zyklischen Benzanilid zu entfernen, wird die Trifluoressigséure im Luftstrom entfernt und
die verbleibenden Substanzen in Acetonitril geldst. Durch geringe Wasserzugabe wird das
entschiitzte Benzanilid ausgefdllt bzw. kristallisiert, abfiltriert, dann im Vakuumofen
getrocknet und analysiert. Die entsprechenden Charakterisierungen sind unten stehend

aufgefiihrt.

Verbindung 41: 'H-NMR: DMSO-dg: 300 MHz, &, in ppm: 4.6 (m, 4H, -OCH,-), 4.7 (m, 4H, -
OCH,-), 5.8 (m, 4H, RHC=CHR), 6.6 (m, 4H, H-arom.), 6.8 (m, 4H, H-arom.), 7.4 (m, 4H, H-
arom.), 7.7 (m,2H, H-arom.), 9.7 (d, 2H, N-H);

Kristalldaten: Summenformel: CasH3oN,0s x 2DMF, Molgewicht = 708.79 g/mol,
Raumgruppe: C 2/c (monoklin), KristallgroRe: 0.03x0.08x0.1 mm?, farblose Platte,
Gitterkonstanten: a = 16.546 A, b = 7.901 A, ¢ = 28.159 A, V = 3664 A®, Dichte: d,s, = 1.285

gcm'3.

Verbindung 43: 'H-NMR: DMSO-dg: 300 MHz, & in ppm: 1.7 (m, 2H, -CH,-), 2.1 (m, 2H, -
CH,-), 2.0 (m, 2H, -CH,-), 3.92 (m, 2H, -OCH,-), 3.95 (m, 2H, -OCH,-), 5.5 (m, 2H, RHC=CHR),
6.9 (m, 4H, H-arom.), 7.6 (d, 2H, H-arom.), 7.8 (d, 2H, H-arom.), 9.8 (s, 1H, N-H).

Verbindung 46: 'H-NMR: DMSO-dg: 300 MHz, 8y in ppm: 1.4 (m, 2H, -CH»-), 1.7 (m, 2H, -
CH»-), 2.1 (m, 2H, -CH5-), 3.92 (m, 2H, -OCH;-), 3.95 (m, 2H, -OCH,-), 5.5 (m, 2H, RHC=CHR),
6.9 (m, 4H, H-arom.), 7.6 (d, 2H, H-arom.), 7.8 (d, 2H, H-arom.), 9.8 (s, 1H, N-H).
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