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Einleitung und Motivation

1 Einleitung und Motivation

Aminosauren sind die Grundbausteine des Lebens. Sie sind die Monomereinheiten von
Proteinen, die am Aufbau aller Lebewesen und an einer Vielzahl von Funktionen
(Stoffwechsel, Immunabwehr u. a.) im Organismus beteiligt sind, ohne die kein Leben
existieren konnte. Fiur Mensch und Tier sind Aminosauren essentieller Bestandteil der
Nahrung, da sie das Stickstoffgleichgewicht im Organismus gewéhrleisten. Um alle
Prozesse, an denen Proteine beteiligt sind, erkldaren zu koénnen, muss ihre Struktur
vollstandig verstanden werden. Die Schwierigkeiten, die damit verbunden sind, werden vom
Aufbau der Proteine verursacht: In jedem Protein sind bis zu mehrere hundert Aminosauren
in genau festgelegter Reihenfolge (Sequenz) miteinander verknipft. Gut die Halfte der
Sequenz bildenden Aminosauren tragen einen Rest mit ionisierbarer Gruppe, so dass die
Proteine zu der Substanzklasse der Polyelektrolyte (PEL) zu z&hlen sind. Das gleichzeitige
Vorliegen von polymeren Eigenschaften und langreichweitigen Wechselwirkungen in
PEL-L6sungen fihrt dazu, dass das Ldsungsverhalten von Polyelektrolyten weitaus
komplizierter ist als das ungeladener Polymere. So verursacht beispielsweise eine Variation
der lonenstarke in der Losung eine Anderung der Konformation des Polymers. Eine
abnehmende lonenstarke und somit eine Zunahme der Debye-Lange hat auf Grund der
langreichweitigen ~ Natur  der  Coulomb-Krafte  eine  starkere intramolekulare

Coulomb-AbstolRung der geladenen Gruppen zur Folge (Schema 1-1).

abnehmende Ionenst&

Schema 1-1  Knauelaufweitung bei abnehmender lonenstarke durch zunehmende intramolekulare
Coulomb-Wechselwirkung.

Die Faszination, die diese Ldsungseigenschaften auf Wissenschaftler ausiiben, sowie die
biologische Bedeutung von Polyelektrolyten haben in den letzten Jahrzehnten zu einer
intensiven Erforschung der physikochemischen Eigenschaften dieser Substanzklasse
gefuhrt, ohne dass jedoch umfassende Erklarungen fir das ,auRergewohnliche” Verhalten

gefunden werden konnten. Die Eigenschaften von Proteinen werden aber nicht
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ausschlie3lich vom PEL-Charakter bestimmt, sondern ferner von der Mobglichkeit der
Aminoséauren, unter anderem durch Wasserstoffbrickenbindungen, Strukturen héherer
Ordnung auszubilden. Daher kdénnen neuartige Strukturen auf der Basis von L-Lysin eine
interessante und wertvolle Hilfestellung zu einem besseren Verstandnis von PEL in Losung

darstellen.

Mit dem komplexen Sachverhalt der Polyelektrolyteigenschaften in wéassriger Losung
beschéftigt sich Kapitel 2 . Dieses Kapitel gibt einen kurzen Uberblick iiber den heutigen
Stand der Forschung, wobei zunachst auf das fir PEL charakteristische Phanomen der
Gegenionenkondensation und seine Beschreibung durch das PB-Modell eingegangen wird.
Im Anschluss wird anhand eines flexiblen PEL auf einige Charakterisierungsmethoden
(z. B. Osmometrie, Streumethoden, Viskosim

etrie) eingegangen. Da ferner Unterschiede in der Molekllarchitektur die physikochemischen
Eigenschaften beeinflussen, werden im Verlauf des Kapitels Polyelektrolyte unterschiedlicher

Topologie beschrieben.

In Kapitel 3 werden ausgehend von aminfunktionalisiertem Oligostyrol tiber die ring6ffnende
Polymerisation von a-Aminosaure-N-Carboxyanhydriden lineare Blockpolyelektrolyte aus
einem hydrophoben Styrolsegment und einem hydrophilen Oligo(L-lysin)-Block synthetisiert.
Im Anschluss wird das Aggregationsverhalten dieser Knauel-Knéduel-Diblockoligomere in
wassriger Losung anhand von einigen Streumethoden untersucht. Die treibende Kraft der
Aggregation wird hierbei nicht wie in Stabchen-Knauel-Oligomeren von der unsymmetrischen
Verteilung der Flexibilitat induziert, sondern von unspezifischen hydrophoben
Wechselwirkungen hervorgerufen, deren Einfluss anhand eines sehr kurzen
Polystyrolsegmentes und eines in der Lange variierenden (L-Lysin)-Blocks (N =10 ... 70)

untersucht wird.

Im darauf folgenden Kapitel 4 werden sternférmige PEL-Strukturen charakterisiert. Als Kern
wird ein von formpersistenten Polyphenylen-Dendronen umgebendes Perylendiimid
verwendet. Dieser Farbstoff der Rylenklasse stellt auf Grund seiner chemischen und
photochemischen Eigenschaften einen guten Ausgangspunkt fur die Synthese von
Fluoreszenzmarkern dar. Um biologische Vorgénge auf molekularer Ebene sichtbar machen
zu konnen, sind allerdings zusatzlich eine gute Wasserloslichkeit und die Mdglichkeit der
Komplexierung, beispielsweise an Desoxyribonukleinsduren (DNS), notwendig. Diese
weiteren Eigenschaften werden durch das Anheften von L-Lysinketten mittels ringdffnender

Polymerisation von a-Aminosaure-N-Carboxyanhydriden eingebracht. Im Anschluss an die
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Synthese wird anhand der optischen Eigenschaften (Fluoreszenz, UV/ VIS) uberprift, ob

sich das System als Fluoreszenzmarker eignet.

Die mdgliche Verwendung von L-Lysin-Dendrimeren u.a. als Tragermaterial fir
Multiple-Antigen-Peptide oder als nicht-chirale Vektoren in der Gentransfektion hat in den
letzten Jahren an Bedeutung gewonnen. In Kapitel 5 wird ein Syntheseansatz beschrieben,
der eine groRe Zahl neuartiger, verzweigter Poly(L-lysin)-Architekturen zuganglich macht, die
fur oben genannte Anwendungen von Interesse sein konnten. Das in Kapitel 5 vorgestellte
Synthesekonzept beruht auf der Polymerisation von dendritisch verzweigten
Makromonomeren. Dieses Konzept ermdglicht einerseits durch radikalische Polymerisation
den Zugang zu hochmolekularen PEL-Strukturen und eréffnet andererseits durch Variation
von DendrongrofRe und Molekulargewicht die Méglichkeit einer Manipulation der erhaltenen
Strukturen. Aus diesem Grund werden zundchst drei Generationen an L-Lysin-Dendrimere
aufgebaut, die in ihrem Fokus mit Vinylbenzylamin als polymerisierbarer Gruppe versehen
werden. AnschlieBend werden die Polymerisationseigenschaften dieser Makromonomere
unter variablen Bedingungen (Konzentration, Dendrimergeneration) getestet. Abschlielend
werden die entstandenen dendronisierten Polymere hinsichtlich GrolRe und Gestalt

untersucht.

AbschlieBend wird in Kapitel 6 eine kurze Zusammenfassung der in dieser Arbeit

vorgestellten PEL-Architekturen gegeben.
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2 Polyelektrolyte:
Architektur und Losungseigenschaften

2.1 Einleitung

Unter der Substanzklasse der Polyelektrolyte (PEL) werden Makromolekile
zusammengefasst, die eine groRRe Zahl ionisierbarer Gruppen in der Polymerhaupt- oder
-seitenkette tragen [1, 2]. Polyelektrolyte spielen sowohl in der Biochemie als auch in der
Industrie eine bedeutende Rolle. Die bekanntesten natirlichen PEL sind Proteine und
Nukleinsduren wie DNS und RNS. In industriellen Anwendungsbereichen kommen
synthetische Polyelektrolyte wie beispielsweise Polydiallyldimethylammoniumchlorid als
Flockungsmittel in der Wasseraufbereitung, mit Alkylbisacrylamid kovalent vernetzte
Acrylsaure/ Acrylsaureester-Copolymere als Superabsorber oder carboxylgruppenhaltige
Copolymere auf der Basis von Methacrylester/ Methycrysaure oder Vinylacetat/ Crotonsaure
in der Pharmazie als Tablettentiberzug zum Einsatz [3, 4]. Trotz Uber flinfzigjahriger
Forschungszeit ist es bisher nicht gelungen, die physikochemischen Lésungseigenschaften
dieser Substanzklasse umfassend zu erklaren [1, 3, 5-7]. Der Grund hierfur liegt in der
spezifischen Kombination von polymeren Eigenschaften mit langreichweitigen
elektrostatischen Wechselwirkungen, die nicht nur einer Superposition folgen (Abb. 2-1).
Zusatzlich beeinflussen Unterschiede in der Flexibilitdt und der Molekularchitektur die
physikochemischen Eigenschaften, z. B. durch unterschiedliche Tendenzen zur Bildung von

Wasserstoffbrickenbindungen oder hydrophoben Wechselwirkungen.

Polymereigenschaften Elektrolyteigenschaften Polyelektrolyteigenschaften

Abb. 2-1 Das PEL-Verhalten ist keine Superposition von polymeren und -elektrolytischen
Eigenschaften.
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Die Klassifizierung von PEL kann nach verschiedenen Kriterien wie Herkunft (natirliche und
synthetische), Zusammensetzung (Homo- und Copolymere), Molekularchitektur (lineare,
verzweigte oder vernetzte PEL) oder unter elektrochemischen Gesichtspunkten (Saure,
Base, anionisch, kationisch usw.) erfolgen [1]. Mit Blickrichtung auf die in der vorliegenden
Arbeit untersuchten Strukturen ist dieses Kapitel nach dem Kriterium der Molekdlarchitektur

unterteilt.

2.2 Lineare Polyelektrolyte

Die architektonisch einfachsten Vertreter sind lineare PEL, in denen die Monomere zu einer
langen Kette verknupft sind. Der Polymerisationsgrad und die Zahl ionisierbarer Gruppen
haben dabei in vielen Féllen die gleiche GréRenordnung. In wassriger Losung werden die
physikalischen Eigenschaften stark von den niedermolekularen Gegenionen beeinflusst. Um
eine Vielzahl dieser Eigenschaften erklaren zu koénnen, ist das Konzept der
Gegenionenkondensation auf der Basis des Poisson-Boltzmann (PB)-Zellmodells entwickelt

worden, welches nachfolgend kurz erlautert werden soll.

Poisson-Boltzmann (PB)-Zellmodell und Gegenionenkon densation

Um kolligative und thermodynamische Eigenschaften von Polyelektrolytldsungen quantitativ
behandeln zu kénnen, muss das elektrostatische Potenzial und damit die Verteilung der
Gegenionen bekannt sein. Grundlage hierfir ist die PB-Gleichung (Gl.(2-1), eine nichtlineare
Differentialgleichung 2. Ordnung, welche in Abhangigkeit von der Geometrie des

betrachteten Kdrpers analytisch oder numerisch gelést werden kann [8-12].

2 -
[d_z +gij [e ¢(r)J — amn(r) exp(e ¢(r)j Gl.(2-1)
dr® rdr KgT KgT
#(r): elektrostatisches Potenzial
e: Elementarladung
Kg: Boltzmann-Konstante
T: Temperatur
Ag: Bjerrum-Lange

n(r): lokale Gegenionenkonzentration

Dabei entspricht die Bjerrum-L&nge Az dem Abstand zwischen zwei Punktladungen, bei dem

die elektrostatische Wechselwirkungsenergie gleich der thermischen Energie ist.
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2
pp=— 1 Gl.(2-2)
4 ey e, kgT

&: Permittivitat des Vakuums
& relative Permittivitat

Das Zellmodell ist eine mdgliche Naherung, mit der die theoretische Beschreibung der
Wechselwirkungen einer PEL-L6sung von einem Vielteilchenproblem auf ein effektives
Einteilchenproblem reduziert werden kann. Betrachtet wird also eine PEL-Kette in einer
Zelle. Die Anwendung der PB-Theorie auf eine zylindrische Zellgeometrie flihrt zum
PB-Zellmodell, in dem der PEL als ein unendlich langes Stabchen angesehen wird, das sich
in einem dreidimensionalen Feld parallel angeordneter zylindrischer Wigner-Seitz-Zellen
befindet (Abb. 2-2) [8, 13].

Abb. 2-2 Geometrie des Zellmodells, in dem das Makroion als unendlich langer Zylinder mit
dem Radius a und dem Ladungsabstand b dargestellt ist. Das Makroion ist von einem
zweiten Zylinder mit dem Radius R eingeschlossen.

Die analytische Losung von Gl.(2-1) kann wie folgt beschrieben werden [8, 10, 14, 15].

(eki'(l'r)] = —2In{%\/1+ v cos(ylnRLJ} Gl.(2-3)

M

R: Zylinderadius
¥, Ry: Integrationskonstanten

Im Rahmen der PB-Theorie wird der stabchenférmige PEL durch den Ladungsparameter

(Manning-Parameter) &
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_ s Gl.(2-4)
i

b: Ladungsabstand auf der Polymerkette

charakterisiert, der auch zur Beschreibung des Phanomens der Gegenionenkondensation,
auf das nachfolgend eingegangen wird, entscheidend ist. Energetisch betrachtet kann die
unmittelbare Nahe einiger Gegenionen zum Makroion beglnstigt sein, wodurch sich seine
Ladung reduziert [3]. Experimentelle Untersuchungen unterstiitzen die Annahme, dass eine
partielle Neutralisation von Ladungen das Uberschreiten eines kritischen Ladungs-
parameters &g verhindert [16]. So wird flir Gegenionen der Valenz v oberhalb eines
kritischen Schwellenwertes &g = 1/v eine Ladungsrenormalisierung beobachtet, womit
gemeint ist, dass eine Erhdéhung der Ladungsdichte Uber diesen Wert hinaus zu einer
Bindung der Gegenionen flihrt, woraus eine konstante Nettoladungsdichte resultiert
[2, 17, 18]. Physikalisch gesehen ist das Auftreten von Gegenionenkondensation auf die
Konkurrenz zwischen dem Energiegewinn der Gegenionen durch elektrostatische
Wechselwirkung und dem Entropieverlust in der freien Energie zurtckzufiihren. Anhand
dieser Betrachtung wird deutlich, dass auch bei unendlicher Verdiinnung ein Bruchteil der
Gegenionen in der Nahe des Makroions zu finden ist, da der entropische Anteil am

chemischen Potenzial immer geringer ist als der elektrostatische Anteil.

2.2.1 Flexible PEL

Flexible Makromolekile sind in der Lage, eine Vielzahl von Konformationen einzunehmen,
die ihre dreidimensionale Struktur bestimmen. Verantwortlich dafiir sind verschiedene
Parameter wie die chemische Zusammensetzung, die lokale Ordnung und die intra- und
intermolekularen Wechselwirkungen. Die Faszination, die die PEL-Eigenschaften auf
Wissenschaftler ausiiben, ist fur die intensive Forschung der letzten Dekade verantwortlich,
so dass eine Vielzahl an Verfahren zur Herstellung von synthetischen PEL entwickelt worden
sind. Gangige Syntheserouten stellen Eintopfmethoden wie die radikalische oder ionische
Polymerisation, der schrittweise Aufbau (Polyaddition, -kondensation) sowie polymeranaloge

Umsetzungen dar [3].

Da es auf Grund der Menge an flexiblen PEL schwierig ist, einen Uberblick tiber alle bislang
untersuchten Systeme zu geben, wird hier der Fokus auf die Problematik der physikalischen

Eigenschaften in Losung gelegt, welche anhand einiger Analysemethoden (Osmometrie,
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Streuung, Viskosimetrie) an dem starken Polyelektrolyten (a = 1) Polystyrolsulfonat (PSSNa)
erlautert werden. Bei vollstéandiger Sulfonierung entspricht der Ladungsabstand der Lange
einer Wiederholungseinheit und betragt b =2,52 A [19]. Daraus resultiert in Wasser bei
Raumtemperatur (T=25%C) mit einer Bjerrum-L4nge von Az=7,15A der

Ladungsparameter £ = 2,84.

Osmometrie

Fur den osmotischen Druck als eine von der Teilchenzahl abhangige physikalische
Eigenschaft ist eine direkte Abh&ngigkeit zur Gegenionenkonzentration ableitbar. In
fremdsalzfreien Losungen erfolgt auf Grund der Elektroneutralitdtsbedingung keine

Permeation der Gegenionen, so dass fir verdinnte Lésungen (¢ - 0) folgende Beziehung

m_ RT
= + -

CT W (1+2) GL.(2-5)
osmotischer Druck

Polymerkonzentration

universelle Gaskonstante

n: zahlenmittlere Molmasse

Zahl an niedermolekularen Gegenionen

NZTQON

gultig ist [3]. In PEL ist (1+2Z)>>1, so dass eine osmometrische Bestimmung des
Molekulargewichtes nicht mdglich ist. Ist das Molekulargewicht hingegen bekannt, wird die
Korrelation zwischen dem Makroion und seinen Gegenionen durch Messung des
osmotischen Drucks 77 direkt ersichtlich. Seit den ersten Messungen an wassrigen
Polyacrylsaure (PAA)-LOsungen ist bekannt, dass der experimentell bestimmte osmotische
Druck deutlich geringer ausfallt als erwartet [20-22]. Die signifikante Reduktion der Aktivitat
der Gegenionen wird durch die Einfihrung des osmotischen Koeffizienten @ zum Ausdruck

gebracht.

GL.(2-6)

T osmotischer Druck

Hierbei entspricht der ideale osmotische Druck 774, dem berechneten Druck einer

vollstandig dissoziierten PEL-L6sung freier Gegenionen [1, 23].
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Der experimentell ermittelte osmotische Koeffizient von fremdsalzfreien PSS-Lésungen ist
Gegenstand einer Reihe von Verdffentlichungen. Unterhalb einer Gegenionenkonzentration
von ¢, < 0,025 mol/ L ist der osmotische Koeffizient von NaPSS ¢= 0,2 [19, 24-28] und steigt
dariber hinaus (0,025 < ¢, < 0,3 mol/ L) leicht an [19, 24].

Eine systematische Studie Uber die Abhangigkeit des osmotischen Koeffizienten von der Art
des Gegenions hat ergeben, dass dieser mit zunehmendem hydrodynamischen Radius der
Alkalimetallionen abnimmt, wahrend flr quartdre Ammoniumsalze ein gegenlaufiger Trend
beobachtet wird [29]. Werden anstelle der einwertigen Alkaliionen zweiwertige Gegenionen
untersucht, so bleibt der osmotische Koeffizient g unterhalb von ¢ < 0,4 mol/ L konstant und
nimmt je nach lon Werte zwischen 0,10 < ¢< 0,18 an. Bei héheren Konzentrationen folgt ein
starkerer Anstieg als im Fall der Alkalimetall-Gegenionen [26].

Bei Betrachtung aller veréffentlichten Messungen ist keine Ubereinstimmung des
osmotischen Koeffizienten von NaPSS zu verzeichnen. Die wahrscheinlichste Ursache sind
die verschiedenen Bestimmungsmethoden wie Differential- [29], Membran- [27], oder

Dampfdruckosmometrie [25] sowie die Gefrierpunktserniedrigung [19].

Das PB-Zellmodell ermdglicht einen Vergleich mit den experimentellen Daten, da aus der
Berechnung der freien elektrostatischen Energie andere thermodynamische Grof3en wie der

osmotische Koeffizient zuganglich werden [30]:

GL(2-7)

Bei unendlicher Verdinnung geht die Integrationskonstante gegen Null (y - 0), so dass

Gl.(2-7) fur einwertige Gegenionen (v = 1) in das Grenzgesetz von Manning tibergeht [18].

o= Gl.(2-8)

Abb. 2-3 zeigt, dass die experimentell gefundenen Werte des osmotischen Koeffizienten von
NaPSS im verdunnten Bereich (c. < 0,025 mol/ L) zwischen denen des Manning-Limits

(@anning = 0,17) und dem PB-Zellmodell (@g-zeimoden = 0,25) liegen [28].
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Abb. 2-3
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Vergleich des gemessenen osmotischen Koeffizienten von NaPSS (bei 40 C) mit den
theoretisch erwarteten Werten [28].

Erklart wird dieses Ergebnis mit der Einfiihrung eines effektiven Ladungsparameters &,

welcher mit Hilfe von Abb. 2—4 veranschaulicht wird. Der Grund fiir den hoheren effektiven

Ladungsparameter ist in der lokalen Krimmung der flexiblen Hauptkette, durch die das

Gegenion eine effektiv hbher geladene Kette vor sich zu haben scheint, zu sehen. So fihrt

eine Erh6hung des Ladungsparameters von £=2,9 auf £= 3,7 zu einer halbquantitativen
Beschreibung der Messergebnisse (Abb. 2-3).

Abb. 2-4

Veranschaulichung des effektiven Ladungsparameter.

11



Polyelektrolyte: Architektur und Lésungseigenschaften

Streumethoden

Weitere Methoden, mit deren Hilfe wassrige Polyelektrolytldsungen charakterisiert werden
kénnen, sind die statischen Streumethoden (SLS [31, 32], SANS [33, 34], SAXS [35]) sowie
die dynamische Lichtstreuung (DLS) [36].

Statische Streumethoden

Bei statischen Streuexperimenten wird die Winkelabhangigkeit der Streuintensitat gemessen.

Durch Normierung auf die Intensitat des Primarstrahls und das Streuvolumen ergibt sich das

Rayleigh-Verhaltnis Ry zu:

R, =2
7 Gl.(2-9)
=Ke P(q)s(c.q)
P Streuintensitat in Abhangigkeit des Streuwinkels &
lo: Intensitat des einfallenden Strahls
K: Kontrastfaktor
C: Massenkonzentration

P(q): Formfaktor
S(c,q): Strukturfaktor
q: Streuvektor

Der Kontrastfaktor enthélt die Zahl der streuenden Teilchen im Streuvolumen, deren
Streukraft sowie apparative Konstanten. Der Formfaktor P(q) wird durch den intrapartikuléaren
Anteil an den Interferenzmustern verursacht und enthélt deshalb Informationen Uber die
Form der streuenden Teilchen. Der Strukturfaktor S(c,q) wird hingegen von interpartikularen
Interferenzen hervorgerufen und beschreibt die relative Anordnung der Streuteilchen
zueinander. Demnach ist die Bestimmung des Formfaktors von wassrigen fremdsalzfreien
PEL-L6sungen mdglich, wenn nicht miteinander wechselwirkende einzelne Ketten untersucht
werden (S(c,q) = 1). Dies wird durch Verwendung geringer Polymerkonzentrationen erreicht,
die aber in den meisten Féllen sehr geringe Intensitaten zur Folge haben. Streuversuche an
hochmolekularer Polystyrolsulfonsaure (HPSS) zeigen, dass die Ketten keine gestreckten
Konformation annehmen [37], was fir hochgeladene PEL auf Grund der starken
elektrostatischen AbstoRung zwischen den Ladungen einer Kette angenommen wird. Eine
qualitative Ubereinstimmung zwischen Experiment und Theorie wird hingegen mit neueren
Vorhersagen aus analytischen Berechnungen [38] und molekular-dynamischen Simulationen
gefunden [39].

12
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In Anwesenheit von intermolekularen Wechselwirkungen ist der Strukturfaktor ungleich Eins
und die Streukurven weisen in Abhéngigkeit des Streuvektors q ein oder mehrere Maxima
auf (Abb. 2-5). Das Maximum verschiebt sich mit zunehmender NaPSS-Konzentration hin zu
groéReren g-Werten (Qmax ~ €>*°) (Abb. 2-5) [37, 40-42], so dass fir den Bereich von
10 < cp <100 g/ mL die Rontgen- oder Neutronenkleinwinkelstreuung angewendet werden
muss [42-46].

~
T

relative Intensitat

1 1 1 1

0 | 1
0 03 06 09 12 15 18 21
q-10 (A7)

Abb. 2-5 SAXS-Kurven von NaPSS (M,, = 7,4 x 10* g/ mol) bei verschiedenen Konzentrationen
[9/ mL]: (1) ¢ =0,01, (2) c =0,02, (3) ¢ = 0,04, (4) ¢ = 0,08 und (5) c = 0,16 [41].

Eine Erhéhung der lonenstéarke durch Zusatz von niedermolekularem Salz hat ein Abflachen
der Kurven zur Folge. Im Extremfall kann dies zu einem Verschwinden des Maximums
fuhren. Diese Abhangigkeit von der lonenstarke bestatigt, dass die Existenz des Signals auf
elektrostatische Wechselwirkungen zurtickzufiihren ist. Im Gegensatz zur Salzzugabe, die
keinen Einfluss auf die Position des Maximums hat [41, 47], verursacht eine Variation der
Ladungsdichte eine Positionsdnderung. Fir schwache PEL wird mit zunehmendem
Ladungsparameter eine Verschiebung der Maximumposition zu hdheren g-Werten
beobachtet, die sich nach dem Uberschreiten eines kritischen Wertes & hicht weiter andert
[46]. FUr NaPSS wird eine solche Analyse durch Variation des Sulfonierungsgrades moglich

und weist das gleiche Verhalten auf [48].

Dynamische Lichtstreuung

Mit Hilfe der dynamischen Lichtstreuung ist eine systematische Untersuchung der Diffusion
eines PEL in Abhéngigkeit des Ladungsparameters & der lonenstarke und des mittleren

Abstandes der Polyionen zueinander méglich. Die im Folgenden aufgefiihrten Experimente

13
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finden in einem Konzentrationsbereich statt, in welchem der Strukturfaktor in statischen

Lichtstreumessungen kein Maximum besitzt (cp > 5 g/ L).

Fur schwache PEL ist der Ladungsparameter durch verschiedene Neutralisationsgrade
variabel. Im Fall von Polymethacrylsdure wird bis zu einem Neutralisationsgrad von a = 0,6
eine Zunahme des Diffusionskoeffizienten beobachtet, wahrend dariber hinaus keine
Veranderung mehr auftritt [49]. Dieser Ubergang ist durch das Phanomen der
Gegenionenkondensation (siehe Kapitel 2.2) begriindet: Wird der kritischen Schwellenwert

&it Uberschritten, bleiben die Ladungsdichte und somit der Diffusionskoeffizient konstant.

Die Abhéngigkeit der Diffusion von der lonenstérke ist fir semi-verdiinnte NaPSS-Ldsungen
Uber einen weiten Salzkonzentrationsbereich untersucht worden [50]. In Abb. 2—6 ist die
Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten einer wassrigen Losung von der Salzkonzentration
fur drei Molekulargewichte aufgezeigt. Ist die Fremdionenkonzentration geringer als die der
freien  Gegenionen (cs<10®mol/L), werden sehr hohe wund konstante, vom
Molekulargewicht (10* < M < 10° g/ mol) unabhéngige Werte fiir den Diffusionskoeffizienten
erhalten [51]. Sind alle Ladungen abgeschirmt (cs=0,1mol/L), streben die
Diffusionskoeffizienten stabile Werte im Bereich neutraler Polymere vergleichbaren
Molekulargewichts an, wobei kleinere Molekulargewichte gréRere Diffusionskoeffizienten
besitzen. Dazwischen nimmt der Diffusionskoeffizient mit zunehmender Salzkonzentration

umso starker ab, je gréRer das Molekulargewicht ist.

In salzfreier Lésung ist der Diffusionskoeffizient von NaPSS (M,, = 10° g/ mol) oberhalb von
cp > 0,5 g/ L unabhéngig von der Polymerkonzentration, wahrend darunter ein starker Abfall
beobachtet wird (0,1 <cp<0,59g/L) [52]. Das deutet darauf hin, dass die (kollektive)
Diffusion einzelner Kettensegmente der Diffusion der gesamten Kette entspricht. Im
Gegensatz dazu wird bei hoher Salzkonzentration ein ahnliches Verhalten wie bei neutralen
Polymeren gefunden [53-55]: In verdinnten Lésungen ist der Diffusionskoeffizient schwach
von der Konzentration, aber stark vom Molekulargewicht abhangig. Oberhalb der
Uberlappungskonzentration c* (c>c’) wird eine deutlich groRere Abhéngigkeit von der

0,75

Konzentration (D ~ ¢™") sichtbar, wahrend das Molekulargewicht keine Bedeutung mehr hat.

Fur kleine Konzentrationen durchlauft der Diffusionskoeffizient in Abhangigkeit des Winkels
D(qg) ein Minimum [40, 56]. Die Lage des Minimums g, iSt dabei proportional zur Wurzel der

Konzentration (g, ~ ¢*°).
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Abb. 2—6 Die Abhangigkeit des Diffusionskoeffizienten von der Fremdsalzkonzentration (NacCl)
ist fur drei verschiedene Molekulargewichte (M,, =5000 (O), M, =47000 (DO),
My = 1200000 (o)) dargestellt [50].

Viskosimetrie

Durch Losen eines Polymers in einem geeigneten Losungsmittel steigt die Viskositat der
L6sung 77 gegeniber der des reinen Solvents 77, schon bei geringen Polymerkonzentrationen
an. Im Gegensatz zu neutralen Polymeren, die eine lineare Abhangigkeit der reduzierten
Viskositat 77q = sp/ € mMit zunehmender Konzentration aufweisen, durchlaufen fremdsalzfreie
NaPSS-Lésungen (10° < ¢p < 10° g/ mL) ein ausgepragtes Maximum (Abb. 2-7) [57]. Der
Anstieg der reduzierten Viskositdt mit abnehmender Polymerkonzentration wird als
Polyelektrolyteffekt bezeichnet. Die Erklarung dieses Phanomens fihrt in der Literatur zu
kontroversen Diskussionen [7, 58-60]. Ein Erklarungsansatz sieht das ungewohnliche
Verhalten als Konsequenz von elektrostatischen Effekten [61-64], wahrend ein anderer
Ansatz iber die Anderungen im hydrodynamischen Volumen der Ketten geht [65-67]. Dieser
zweite Erklarungsversuch berlicksichtigt genau wie ein quantitativer Lésungsansatz [68]
nicht den Abfall der reduzierten Viskositat in stark verdinnten Lésung. Der theoretischen
Beschreibung liegt das Einsteinsche Viskositdtsgesetz zugrunde in das die
Makroion-Gegenion-Assoziationen eingearbeitet wurden. Im Konzentrationsbereich oberhalb

von cp > 10 mol/ L stimmen experimentelle Daten und berechnete Kurven gut tiberein.
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Abb. 2-7 Reduzierte Viskositdt [*1000 mL/g] gegen den negativen Logarithmus der

Konzentration [g/ mL]. links: fir fremdsalzfreie PSSNa-Losungen verschiedenen
Molekulargewichts;  rechts: fur  verschiedene  Salzkonzentrationen  einer
NaPSS-Ldsung (M,, = 16000 g/ mol) [61].

Die Position des Maximums erweist sich unterhalb einer Temperatur von T <27 C als
unabhangig vom Molekulargewicht (Abb. 2—7). Oberhalb dieser Temperatur verschiebt sich
die Position des Maximums linear ansteigend mit dem Molekulargewicht, wobei dieser Effekt
mit zunehmender Temperatur starker ausgepragt ist [64]. Unabhangig von der Temperatur
nehmen die absoluten Werte mit steigendem Molekulargewicht zu (Abb. 2-7) [61].

Wird zu einer Lésung monovalentes Salz (z. B. NaCl) gegeben, verschiebt sich die Lage des
Maximums mit zunehmender Salzkonzentration in dem MaR3 zu hdéheren Konzentrationen,
dass das Verhaltnis cp/ ¢ im Maximum konstant bleibt [57, 61]. Insgesamt wird eine
Abnahme der reduzierten Viskositat mit steigender Salzkonzentration festgestellt. Das
Maximum der reduzierten Viskositdt andert sich unabhdngig von der vorliegenden
Salzkonzentration linear mit dem Molekulargewicht, was auf eine gut durchspilte, nicht
kettensteife Struktur hindeutet.

Fir stark verdinnte Lésungen (cp < 10® g/ mL) nimmt die reduzierte Viskositét linear mit
[62, 63]

Grenzviskositat [77] durch Extrapolation von ¢ - 0. Die Grenzviskositat [/7] steigt linear mit

und erlaubt eine Bestimmung der

steigender Polymerkonzentration zu

wahrend die Huggins-Konstante ky nach Analyse der

dem Molekulargewicht an,

Huggins-Beziehung

’7% =[]+ ke [0 + .. Gl.(2-10)

[71: intrinsische Viskositét
Ky: Huggins-Konstante
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einen gegenlaufigen Trend besitzt. Fir kleine Molekulargewichte ist die Grenzviskositat
deutlich hoher als fiir gestreckte, stdbchenédhnliche Molekile vorhergesagt und die Huggins-
Konstante nimmt Werte oberhalb von Hundert an. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass
in unendlich verdiinnten Lésungen das Verhalten entweder von langreichweitigen Coulomb-

Wechselwirkungen oder der Bildung von grof3en solvatisierten Clustern beherrscht wird.

Eine Erh6hung der Valenz des Gegenions v verschiebt das Maximum der reduzierten

Viskositat hin zu héheren PEL-Konzentrationen, wahrend der Absolutwert abnimmt [62, 63].

2.2.2 Kettensteife Polyelektrolyte °

[
Trotz langjahriger Forschung konnte die Beziehung zwischen Struktur und Eigenschaften

von Polyelektrolyten (PEL) bislang noch nicht vollstédndig aufgeklart werden [1, 5, 7, 69]. Das
gleichzeitige Auftreten von intra- und intermolekularen Wechselwirkungen macht die
Untersuchung der Ldsungseigenschaften von PEL schwierig. Die Verwendung von
konformativ steifen, stdbchenférmigen PEL ermdglicht durch den Ausschluss konformativer
Effekte (z.B. keine Abhangigkeit der Konformation von der lonenstérke) die Untersuchung
der intermolekularen Wechselwirkungen auf die Lésungseigenschaften. Diese Uberlegungen
treffen auch auf natirlich vorkommende nahezu kettensteife und somit stdbchenférmige PEL
Zu, so dass eine Vielzahl von Untersuchungen an DNS [44, 69-75], Xanthan [76-79] sowie
Ferredoxin- [80, 81] und dem Tabak-Mosaik-Virus [47, 82-85] durchgefuhrt wurden.
Synthetische Polymere erlauben umfassende Untersuchungen des Ldsungs- und
Phasenverhaltens, da sie im Gegensatz zu den nahezu kettensteifen, natirlichen PEL

gegenuber auReren Einflusse (pH, T) und chemischen Abbaus stabil sind.

Synthesestrategie

Anfang der 80er Jahre wurden die ersten synthetischen kettensteifen PEL basierend auf
Poly(p-phenylenbenzobisoxazol (PBO) und -benzobisthiazol (PBT) [86-89]) vertffentlicht,
welche eine schlechte Ldslichkeit in gangigen Solvenzien besitzen. Begriindet ist dies im
Fehlen der treibenden Kraft fir Lése- und Schmelzvorgdnge von Polymeren - dem
Entropiegewinn durch Konformationsdnderungen [90]. Um die Léslichkeit zu erhdhen, sind in
der vergangenen Dekade verschiedene Precursor-Routen fir die Synthese von
Poly(p-phenylen) (PPP) entwickelt worden [91-97]. Dabei werden die Vorteile des Einbaus
l6slichkeitsvermittelnder  Seitenketten [90, 98] wund der Palladium-katalysierten

Aryl-Aryl-Kupplung (Suzuki-Kupplung) [99-101] genutzt. Der Erfolg dieser Synthesestrategie
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ist der Toleranz der Suzuki-Kupplung gegentiber den funktionellen Gruppen der Edukte
sowie der ausgesprochen hohen chemischen und thermischen Stabilitdt des
PPP-Ruckgrates, welche die Uberfiihrung der ungeladenen Precursor durch verschiedene
polymeranaloge Reaktionen in einen PEL erlaubt, zu verdanken. In Schema 2-1 ist die

Uberfiihrung des Precursors 2-1 in verschiedene PEL abgebildet.

opn | x
(CHpsg (CHYe (CHYe
i i
N N N
(CH2s (CH2s (CH2s
PhO | X
2-1 2-2 2-3
e o
<) X @
SO s
a b c
X =
1'{0
o) SOSNL \O\ 0.@
"5{ ~ NP3 COO™'Na
d e

Schema 2-1  Synthese kettensteifer PEL ausgehend vom Precursor 2-1. i) TMS-I; ii) 2-3a [91]:
Pyridin, 2-3b [91]: Et3N, 2-3c [97]: TMEDA, Etl, 2-3d Sulton [102]; 2-3e [92-94]: (1):
NaO'Bu, Ethyl-4-hydroxybenzoat, (2): KO'Bu, Toluol.

Im Gegensatz zu den anionischen PEL 2-3d und 2-3e sind die kationischen Polyelektrolyte
2-3a bis 2-3c sowonhl in polaren organischen als auch in wassrigen Medien 18slich [91, 97]. In
Wasser wird das unpolare Innere der zylinderférmigen Stabchen von einer Hille hydrophiler,
kationischer Gruppen umgeben, die die intermolekularen hydrophoben Wechselwirkungen
verhindern. Im Fall der anionischen PEL ist die umgebende hydrophile Hille auf Grund des
grolReren Abstandes zwischen Hauptkette und Elektrolytfunktionalitat nicht ausreichend, so
dass sie in Wasser unléslich sind [94]. Ebenfalls in Wasser unléslich sind analoge

kationische PEL, in denen nur jede zweite Wiederholungseinheit eine ionische Gruppe tragt.

Werden die unpolaren Alkyl-Seitenketten gegen Oligoethylenoxid-Spacer ausgetauscht, wird
eine Loslichkeit erreicht, die wasserlosliche Precursor zuganglich macht und das unpolare
Ruckgrat besser abschirmt [103]. Andererseits muss die Ether-Spaltung als Schliisselschritt

der Uberfilhrung des Precursors 2-1 in PEL umgangen werden. Daher werden tert. Amine
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als Precursor-Funktionalitaten eingesetzt, welche anschlielend einfach durch Behandeln mit
niedermolekularen Alkylhalogeniden in PEL Uberfuhrt werden. In Abb. 2-8 ist die allgemeine
Struktur dieser kationisch geladenen PEL 2-4 dargestellt. Fir R=H kann der
Protonierungsgrad des Polymers mit Hilfe von *H-NMR-Spektroskopie oder Potentiometrie

ermittelt werden.

OEO\E2 OEO
’I\r@ e
OEO Spacer X OEO = (-CH2CH20-)
OEO  spacer g N Spacer = -CHy-, -(CHo)e-, -OEO-
n©_ X
OEO’I OEO
2-4
Abb. 2-8 Allgemeine Darstellung eines kationischen PEL mit Oligoethylenoxidketten [103].

In Abb. 2-9 sind noch einige weitere kettensteife PEL vorgestellt. Die wasserléslichen PEL
der Art 2-5 sind fir mogliche Anwendungen auf dem Gebiet von lumineszierenden
Materialien entwickelt worden [104, 105]. Fur einen Einsatz als Chemosensoren werden die

Poly(p-phenylen-ethinylene) 2-6 untersucht [106].

@
(CI:Hz)z'NRg C(P (CHZ)Z NR(;?Cﬁ9 OH
! O . .
o o
(CH5)»-NR3 C? (CH2)3 NR3 C(P OH
2-5 2-6

(CH2)3 SOIN®

H & EQ O% e E‘ ‘, |
N N

(CH2)3 503 Na&® CioHzs CaaHas SO3N
2-7 2-8 2-9
Abb. 2-9 Strukturformeln einiger kettensteifer, wasserloslicher PEL.
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Fortschritte auf dem Gebiet der Synthese anionischer PEL ermdglichen die Herstellung des
in Abb. 2-9 gezeigten PPP 2-7 in wassriger Lésung [107, 108]. Ferner sind Uber die
Precursor-Route einige anionische PEL der Strukturen 2-8 und 2-9 hergestellt worden
[96, 109-112], die sich durch ihre langen aliphatischen Seitenketten zu wohl definierten
zylinderférmigen Mizellen organisieren und Studien Uber das Assoziationsverhalten von

amphiphilen stabchenférmigen PEL ermdglichen [111, 113].

Ldsungseigenschaften

Auf die Losungseigenschaften von 2-3b wird im Folgenden etwas naher eingegangen, da es
sich hierbei um den wohl am grindlichsten untersuchten kettensteifen PPP-PEL handelt. Die
Polyelektrolyte auf der Basis des unflexiblen Poly(p-phenylen)-Rickgrates besitzen eine
Persistenzlange von I =20nm [114] und ermdglichen auf diese Weise von der

Konformation unabhangige Untersuchungen.

Elektrische Doppelbrechung

Die elektrisch induzierte Doppelbrechung der PEL-L6sungen von 2-3b nimmt gemafl dem
Kerr'schen Gesetz [115]

An =cKE? Gl.(2-11)

An: Doppelbrechung
K: Kerr-Konstante
E: Feldstarke

mit dem Quadrat der Feldstarke zu [116]. Die Kerr-Konstante ist hierbei sowohl von der
optischen Anisotropie des Molekiils, welche eine Funktion der Kettenlange ist, als auch von
der Anisotropie der elektrischen Polarisierbarkeit abhangig. Die Anisotropie der elektrischen
Polarisierbarkeit ist fir PEL sehr hoch, woraus ein hohes Mall an Ordnung in einem
elektrischen Feld resultiert. Zurtickgefuhrt werden kann diese Beobachtung auf die leichte
Verschiebbarkeit der Gegenionen relativ zu der der Makroionen [117, 118]. Die elektrische
Doppelbrechung von 2-3b wachst bei zunehmender Kettenlangen (P, = 20, 40 und 65) an,
ohne dabei eine Abhangigkeit von der Polymerkonzentration aufzuweisen [116]. Diese
Beobachtung deutet darauf hin, dass unter gegebenen Umstdnden weder Aggregation
auftritt noch signifikante intermolekulare Wechselwirkungen vorliegen. Der Zusatz von
Fremdsalz fuhrt oberhalb einer bestimmten Salzkonzentration zu einer Abnahme der
elektrischen Doppelbrechung. Dabei ist nur die Valenz des Fremdsalzes von Bedeutung.

Das gleiche Verhalten wird fir die elektrische Konduktivitdt beobachtet und entweder mit

20



Polyelektrolyte: Architektur und Lésungseigenschaften

einer mit der lonenstarke zunehmenden Gegenionenkondensation oder einer starker an das
Polyion gebundenen lonenwolke begriindet. In beiden Erklarungsansatzen wird der Anteil
der lonenwolke an der Konduktivitat reduziert, so dass davon ausgegangen werden kann,
dass auch die Anisotropie der elektrischen Polarisierbarkeit im grof3en Malie von den lonen

der lonenwolke bestimmt wird.

Osmotischer Koeffizient

Der experimentell ermittelte osmotische Koeffizient @ von 2-3b bleibt Uber einen
Konzentrationsbereich von 10° < ¢, < 10” mol/ L nahezu konstant [119]. Dieses Ergebnis
steht in Ubereinstimmung mit den einzigen bekannten Untersuchungen des osmotischen
Koeffizienten an kettensteifen PEL, den Experimenten an wassrigen DNS-Ldsungen [70].
Die Art des Gegenions hat keinen Einfluss auf das Verhalten, wohl aber auf die Absolutwerte
des osmotischen Koeffizienten (¢ = 0,18, @, = 0,16). Diese Sensibilitdt bezlglich der Art des
Gegenions weist auf eine spezifische Wechselwirkung zwischen dem Makroion und den
Gegenionen hin, welche im Poisson-Boltzmann (PB)-Zellmodell fir ein zylindrisches
Makroion [23, 120] vernachlassigt werden [121]. Ansonsten liegen die gefundenen Werte
unterhalb derer, die nach dem PB-Modell erwartet werden. Eine theoretische Erhéhung des
Ladungsparameters von ¢=3,4 auf é=3,8 lasst, wie im Fall von DNS-L&sung, eine
halbquantitative Beschreibung nach dem PB-Modell zu [119]. Die Unterschiede zwischen
Theorie und Praxis koénnen auf die Vereinfachungen im PB-Zellmodell, wie der
Vernachlassigung der lon-lon Korrelation [14, 122, 123], den spezifischen Wechselwirkungen
zwischen Makroion und Gegenionen [124-127] sowie auf eine lokal variierende Permittivitat

[128] zuriickgefihrt werden.

Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Mit Hilfe von Rontgenkleinwinkelstreuung wird die Verteilung der Gegenionen um das
Makroion bestimmt [129, 130]. Das Kohlenwasserstoff-Rickgrat weist in Wasser eine
geringe Exzess-Elektronendichte auf. Durch Variation des Gegenions (Chlorid, lodid) &ndert
sich der Kontrast deutlich. Im Fall von lodid wird die Korrelation mit dem Makroion leicht
sichtbar, da lodidionen in Wasser einen starken Kontrast besitzen. Dahingegen liegt der
Kontrast der Chloridionen im Bereich von Wasser, so dass der beobachtete Effekt vom
Makroion herriihrt. Mit Abb. 2-10 wird deutlich, dass die Gegenionenverteilung der
lodidionen von 2-3b in unmittelbarer N&éhe des Makroions nicht von der Konzentration und
somit der ZellgroRe beeinflusst wird. Weiterhin haben das Molekulargewicht und die Art des

Gegenions keinen Einfluss auf deren Verteilung. Die experimentell bestimmte
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Gegenionenverteilung weist eine gute Ubereinstimmung mit den Vorhersagen des
PB-Zellmodells auf. Untersuchungen an 2-3c zeigen jedoch, dass die Kongruenz mit
zunehmendem Ladungsparameter (£ = 6,8) sinkt.

Aussagen Uber den intermolekularen Abstand der Makroionen zueinander werden durch
konzentrationsabhdngige Fremdsalzmessungen gewonnen und stimmen ebenfalls mit den

Werten des PB-Modells tiberein.

1 F
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v/ nm
Abb. 2-10 Gegenionenverteilung n(R) fir 2-3b  mit lodidionen bei verschiedenen
Volumenbrichen des PEL in Wasser: (0 0) ¢=0,008, (-0 -) ¢=0,012, (---)
@= 0,015 [131].

Anhand der Ergebnisse zeigt sich, dass die Rontgenkleinwinkelstreuung sensitiv auf die
lonen in unmittelbarer Nahe des Makroions ist. Somit ist flr eine moglichst exakte
Beschreibung der Gegenionenverteilung eine Kombination aus SAXS und Osmometrie
geeignet, denn mit Hilfe von osmometrischen Messungen wird die Zahl der lonen auf der

Zellgrenze bestimmt.

Viskosimetrie

Der Huggins-Plot von 2-3b zeigt in reinem Wasser ein ausgepragtes Maximum bei einer
Polymerkonzentration von ce = 5 [110° g/ mL, welches mit zunehmender lonenstéarke abflacht
und sich zu gréReren Polymerkonzentrationen hin verschiebt [132, 133]. Fiur hohe
Fremdsalzkonzentrationen (z. B. cs(NEt," I) = 0,01 g/ mL) wird eine lineare Abhangigkeit der
reduzierten Viskositat 75,/ cp von der Polymerkonzentration cp gefunden. Auf diese Weise

wird eine intrinsische Viskositat [7] ermittelt, welche in guter Ubereinstimmung zu der des
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zugehorigen Precursors steht und so die Annahme untermauert, dass keine Anderungen des
Polymerisationgrades durch die Uberfiihrung des ungeladenen Precursors 2-1 in einen PEL
auftreten. Im Vergleich zu flexiblen PEL vergleichbarer Kettenldnge und Ladungsdichte ist

der beobachtete Polyelektrolyteffekt deutlich ausgepragter.

2.2.3 Diblockpolyelektrolyte ANV

Blockpolyelektrolyte  vereinen  strukturelle  Eigenschaften  von  Polyelektrolyten,
Blockcopolymeren und oberflachenaktiven Substanzen. Sie durchlaufen in selektiven
Solvenzien, analog den niedermolekularen Tensiden [134, 135], oberhalb der kritischen
Mizellenkonzentration (cmc) eine Mikrophasenseparation, in der die unldslichen Blocke
einen Kern ausbilden und von einer Schale aus hydrophilen Segmenten umgeben sind.
Dieses Verhalten wird durch das Bestreben des Systems, in den thermodynamisch stabilsten
Zustand zu gehen, verursacht. Die Minimierung der Freien Energie A wird durch die
Grenzflachenspannung und die Energie, die bendtigt wird, die Polymerketten zu strecken,
beeinflusst. Damit ergeben sich drei Parameter, mit denen auf die Grol3e einer Mizelle
Einfluss genommen werden kann: der Polymerisationsgrad des Ioslichen Blocks N, und des
unléslichen Blocks Ng, die relative Blocklange und der Flory-Huggins-Wechselwirkungs-
parameter y. Im Minimum der Freien Energie liegt ein Gleichgewichts-Verzweigungsabstand
b (engl. grafting-distance) vor, der den Abstand zweier benachbarter Blécke an der
Kern-Schale-Grenzflache beschreibt (Abb. 2-11 links). Der Verzweigungsabstand hangt

dabei sowohl von den Blocklangen als auch von der Salzkonzentration ab.

In Abhéangigkeit der relativen Blocklangen werden zwei Arten von Mizellen unterschieden: In
.Crew-Cut“-Mizellen ist der den Kern bildende unl6sliche Block deutlich langer als das
l6sliche Segment, welches die umgebende Korona bildet (Ng >> N,). In Stern-Mizellen
hingegen herrschen umgekehrte Verhaltnissen (Ng << N,).

Zur Beschreibung der Struktur einer Mizelle sind daher zusétzlich sowohl der Kernradius Ry,
als auch der Mizellenradius Ry notwendig. In Abb. 2-11 (rechts) ist das Dichteprofil einer
Mizelle dargestellt [136]. Der Kern entspricht einer homogenen Zusammensetzung des
unléslichen Blocks. Fir hydrophobe Blécke in wassriger Losung ist der Volumenbruch des
Kerns ¢k = 1. Die Schale quillt durch das Eindringen von Solvent auf und nimmt bei Stern-
Mizellen typischerweise radial ab (gR) ~ R™®). In Polyelektrolyt-Mizellen wird in Abhangigkeit
der Dichte der Schale der auReren Peripherie ein hydrodynamischer Radius Ry gefunden,

der gréRRer als der Mizellenradius ist (Ry = Ry).
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Korona
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Abb. 2-11 Schematische Darstellung einer Mizelle mit ihren charakteristischen GréZen:

Kernradius Rk, Mizellenradius Ry, und Verzweigungsabstand b. rechts:
schematischer Verlauf des Dichteprofils als Funktion des Radius R einer Mizelle
(@ Volumenbruch) [136].

Fur kugelférmige Mizellen besteht ein direkter Zusammenhang zwischen dem Kernradius Ry

und der Aggregationsnummer Nagg, [137-141].

_ 4R}

agg b2

GL(2-12)

Als typische Vertreter eines anionischen und eines kationischen Blockpolyelektrolyten sind
Polystyrol-b-Polynatriumacrylat (PS-b-PANa) [142, 143] und Polystyrol-b-
Poly(4-vinylpyridium-ethyloromid  (PS-b-P4VP.EtBr) [144] zu nennen. Die erste
systematische Untersuchung an PEL-Blockcopolymeren mit einem Polystyrolsegment flihrte
zu der Erkenntnis, dass die meisten Vertreter dieser Polymere mit langem hydrophoben
Segment eine geringe Loslichkeit in Wasser aufweisen [140, 144]. Eine verbesserte
Wasserloslichkeit kann entweder durch die Verwendung von sehr kurzen hydrophoben
Segmenten [145] oder durch léngeres Erhitzen auf 100 C [142, 143] induziert werden.
Alternativ kénnen die Blockcopolymere zunéchst in einem nicht selektiven organischen
Losungsmittel (z. B. Dioxan, DMF, THF) gel6st und anschlieRend durch Dialyse in ein
wassriges Medium Uberfuhrt werden [146]. Bei Raumtemperatur liegen die Polystyrolkerne
unterhalb ihrer Glastbergangstemperatur (Tg(Styrol) = 100 ) vor. Aul3erdem verursacht
der grolBe Unterschied des Flory-Huggins-Wechselwikrungsparameters zwischen
hydrophilen und hydrophoben Block eine hohe Grenzflachenspannung zwischen Kern und
Hulle, so dass der Kern nicht mit Lésungsmittelmolekilen durchspult wird. Dadurch entsteht
bei Raumtemperatur ein glasartiger Charakter, der den dynamischen Austausch zwischen
Mizelle und einzelnen Ketten unterbindet. In diesen Fallen wird von ,eingefrorenen“ oder

.Loten“ Mizellen gesprochen. Der Ausdruck Mizelle wird dennoch akzeptiert, da eine
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Verdinnung der Lésung bis unter die cmc eine Dissoziation der eingefrorenen Aggregaten
(z. B. von PS-b-PANa) in einzelne Ketten zur Folge hat (Abb. 2—-12) [142, 143].
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Abb. 2-12 Dynamisches Gleichgewicht zwischen Blockcopolymeren und Mizellen in

Abhéangigkeit der Polymerkonzentration.
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4.4, Stern-Mizellen bildende Blockcopolymer e
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Die Losungseigenschaften von eingefrorenen Stern-Mizellen (engl. frozen star-micelle)
werden anhand des ausfuihrlich untersuchten Polystyrol-b-Polynatriumacrylat (PS-b-PANa)
erlautert [142, 143]. Mit Hilfe von Fluoreszenzmessungen ist die cmc fir verschiedene
Zusammensetzungen bestimmt worden [147]. Fur kurze Polystyrolsegmente (PSiy23)
besitzen die cmc mit zunehmender PANa-Kettenlange einen parabolischen Verlauf. Die
Kurve wird in zwei Bereiche unterteilt: in eine Region mit kurzem ionischen Block (engl. short
ionic block regime SIBR) und mit langem ionischen Block (engl. long ionic block regime
LIBR). Im SIBR steigt die Loslichkeit der Unimere mit langer werdendem ionischen Block an,
was einen Anstieg der cmc zu Folge hat. AnschlieBend nimmt im LIBR die lonenstarke der
L6sung auf Grund der anwachsenden PEL-Blocklange zu, wodurch die Losungsmittelqualitat
sinkt [2, 148] und die Tendenz zur Mizellenbildung wieder ansteigen. Dieser Effekt ist umso
geringer, je gréRer der hydrophobe Anteil ist, und verschwindet bei Nps = 100 vollstandig.
Auch andere Systeme wie z.B. Polystyrol-b-Polyethylenoxid (PS-b-PEO) [147] und
Polystyrol-b-4-vinylpyridium-ethylbromid) (PS-b-P4VP.EtBr) [144] zeigen dieses Verhalten,

wodurch die Annahme untermauert wird, dass fir die Mizellenbildung mit kurzen PS-Blécken
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der hydrophile Charakter und fir die mit langen hydrophoben Blécke thermische Faktoren

ausschlaggebend sind.
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Abb. 2-13 Entwicklung der cmc mit zunehmender ionischer Blocklange fir zwei Serien

PS,-b-PANa,: (A) x =11 und (e) x = 23 [147].

Bei Untersuchungen der cmc wird dem Zusatz von Fremdsalz besonders viel
Aufmerksamkeit gewidmet, da durch Erhéhung der lonenstarke die Debye-Lange Ap
abnimmt und so ein direkter Einfluss auf die Konformation, genauer gesagt, die
Wechselwirkungen zwischen den PEL-Ketten genommen wird [7, 149]. Beispielsweise
bewirkt der Zusatz von Natriumchlorid (0,1<cs<2,5mol/L) zu Proben mit kurzem
Polystyrolblock (PSi123) einen linearen Abfall der cmc mit der Wurzel aus der
Salzkonzentration (cmc ~ c*?) [143].

Anhand von statischen Lichtstreuexperimenten wurde der Einfluss der lonenstérke in Losung
auf das Aggregationsverhalten von PSg-b-PANajg, untersucht [150]. Fir niedrige
Fremdsalzkonzentrationen (cs <0,1 mol/L) wird ein Anstieg der Aggregationszahl Nagg
verzeichnet, wahrend darliber hinaus ein konstanter Wert beibehalten wird. Das gleiche
Verhalten wird fir PS,s-b-P4P.EtBris bei LiBr-Konzentrationen unter- und oberhalb von
cs = 0,2 mol/ L gefunden [144]. Eine theoretische Beschreibung dieses Phanomens basiert
auf der bei zunehmender lonenstéarke ansteigender Abschirmung der elektrostatischen
AbstoBung in der Hille [151]. Bei niedrigem Salzgehalt wird das Mizellenwachstum auf
Grund der elektrostatischen Wechselwirkungen, die sich in einer gréReren Debye-Lange
ausdricken, eingeschrankt. Mit zunehmender lonenstarke werden die elektrostatischen

Wechselwirkungen abgeschirmt und die Aggregationsnummer steigt an. Bei konstanter
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Salzkonzentration (cs = 2,5 mol/ L) ist eine starke Abh&ngigkeit der Aggregationsnummer von
der Styrolblocklange zu beobachten. So fiihrt bei fester PEL-Kettenlange ein Anstieg des
Polymerisationsgrades (PSip_.50) zu einer deutlichen VergréRerung der Aggregationszahl
(Nagg: 54 — 270). Der Einfluss des ionischen Blockes auf die Nagq wird vom hydrophoben
Anteil beeintrachtigt. Wahrend fur kurze Polystyrolsegmente (PSg) mit wachsender
PANa-Lange (PANagy_400) die Aggregationsnummer abnimmt (Nagg: 59 — 18), ist fur
Styrolblocke aus mehr als 23 Einheiten keine Abhangigkeit festzustellen (Nagy = 148 * 6).
Diese Beobachtung untermauert, dass fir genigend lange Polystyrolblocke die
Mizellenbildung ausschlie3lich vom Kern bildenden Segment bestimmt wird. In salzhaltigen
Losungen (cs = 2,5 mol/ L) weisen die Aggregationsnummern sowie der Gyrations- Rg und
Kernradius Rk eine gute Ubereinstimmung mit den Vorhersagen von ,Scaling“-Theorien auf
[152-155].

Ausfihrliche Untersuchungen der Korona-Dicke in Abhangigkeit von der Salzkonzentration
sind an den im dynamischen Gleichgewicht vorliegenden Systemen Poly(tert. butylstyrol)-b-
Polynatriumstyrolsulfonat) (PtBS-b-NaPSS) [156-161] und Polyethylethylen-b-Polystyrol-
sulfonsaure (PEE-b-PSSH) [136] durchgeflihrt worden. Sind die Polymerketten in Form einer
Schicht dicht an der Oberflache gebunden, werden sie als Polymer-Birsten bezeichnet,
deren Schichtdicke als Funktion des zugesetzten Salzes cs theoretisch beschrieben werden
kann [162-168]. Je nach Fremdsalzkonzentration wird der osmotische Burstenbereich (engl.
osmotic brush regime), in dem die Salzkonzentration c¢s geringer ist als die
Gegenionenkonzentration c. (cs < c.) und der salzhaltige Birstenbereich (engl. salted brush
regime), in dem cs>c. ist, unterschieden. Im osmotischen Blrstenbereich fuhrt der
osmotische Druck der Gegenionen zu einer Streckung der PEL-Ketten und ein Zusatz von
Salz hat keine Auswirkungen mehr auf die Bursten-Hohe. Ubersteigt die Salzkonzentration

jedoch die intrinsische lonenstarke nimmt die Birstendicke D mit zunehmender
Salzkonzentration ab (D~c;1’3). Dieses Gesetz wird fur ,freistehende Filme*

(engl. free-standing black films) [157] und auf Latex-Partikeln absorbierte Blockcopolymere
PtBS,s-b-PSSNayi3 [169], ebenso bestétigt, wie flr planare Blrsten von PEE;;4-b-PSSHgs
[156, 170]. Mit Hilfe von Kryo-Transmissions-Elektronenmikroskopie (TEM)-Aufnahmen
wurde die innere Struktur von PEEi44-b-PSSHi3-Mizellen untersucht [136]. Bei einer
Salzkonzentration von cs = 3 mmol/ L liegen kugelférmige Mizellen mit einem Kernradius von
Rk =9,1 nm vor, bei einer Salzkonzentration von ¢, =3 mol/ L haben die Mizellen einen
Rk = 13,4 nm und einem Mizellenradius von Ry = 26,3 nm. Dies steht in Einklang mit den
Ergebnissen aus SANS-Messungen. Aus dem Kernradius wird der Verzweigungsabstand b

berechnet und es zeigt sich, dass unterhalb von cs = 0,05 mol/ L der Verzweigungsabstand
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konstant bleibt, wahrend er oberhalb dieser Konzentration auf Grund der Abschirmung der
elektrostatischen Wechselwirkung der Ketten in der Hulle abnimmt. Im Vergleich zu den

theoretischen Vorhersagen wird allerdings eine viel geringere Abnahme gefunden

(D ~¢.%),die aber in der gleichen GroRenordung wie fiir PtBS,s-b-PSSNaye, (D ~c.%*)

und PtBS,,-b-PSSNays; (D ~ ¢.°') liegt [159].

,Crew-Cut“-Mizellen bildende Blockcop  olymere

In ,,Crew-Cut“-Mizellen bildenden Blockcopolymeren ist der hydrophobe Anteil sehr hoch, so
dass die Polymere nicht direkt in Wasser l6slich sind. Im Fall einer Losung von Polystyrol-b-
Poly(4-vinylpyridinium-iodid) (PS-b-P4VPMel) in DMF fiihrt eine aufeinander folgende Zufuhr
von Methanol und Wasser zu einem anderen Aggregationsverhalten als die alleinige Zugabe
von Wasser [171]. TEM-Aufnahmne zeigen nach ausschlie3licher Wasserzugabe geringere
Durchmesser, Aggregationsnummern und Polydispersitaten als bei vorherigem Zusatz von

Methanol. Dies ist auf die bessere Vertraglichkeit von Polystyrol in Methanol zurtickzuftihren.

Das Phénomen der Mikrophasenseparation auf Grund einsetzender Mizellenbildung wurde
fur Polystyrol-b-Polyacrylsaure (PS-b-PAA) mittels statischer Lichtstreuung in Abhangigkeit
des Wassergehaltes untersucht [172]. Wird ein kritischer Wassergehalt (cwc) tberschritten,
setzt die Mikrophasenseparation ein, woraus ein sprunghafter Anstieg der Streuintensitat
resultiert. Je hoher die Polymerkonzentration oder das Molekulargewicht ist, desto kleiner
sind die cwc-Werte. Bei einer konstanten Polymerkonzentration sinkt der cwc mit
zunehmendem PS-Anteil, was auf den mit steigendem Wassergehalt wachsenden
Flory-Huggins-Parameter zuriickzufihren ist. FiUr Untersuchungen des dynamischen
Gleichgewichts zwischen Mizelle und Unimeren werden zwei Copolymere unterschiedlicher
Zusammensetzung vermischt und die Anderungen in der GréRenverteilung der
kugelférmigen Mizellen beobachtet [172]. Bei einem Wassergehalt von 5 % existiert eine
einzige Verteilung, aber schon bei 11 % liegen eingefrorene Mizellen vor, da zwei isolierte
Verteilungen gefunden werden, die den einzelnen Verteilungen der Copolymere
entsprechen. Prinzipiell weisen PEL-Blockcopolymer-Mizellen enge GréRenverteilungen auf
(z. B. fUr PSsoo-b-PAAg ist D =30,3+2,4nm) [173, 174]. Fur den Kernradius wird eine

Abhangigkeit von beiden Blocklangen gefunden, die Uber die empirische Beziehung
R« ~ N3 N-22° beschrieben werden kann. Dabei ist die gefundene Abh&ngigkeit des Ry

vom hydrophoben Block deutlich geringer als von ,Scaling-Theorien* vorhergesagt (siehe

[141]), was im wesentlichen zwei Grinde hat. Zum einen ist die angenommene
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Grenzflachenenergie zwischen Kern und Lésungsmittel wahrend der Mizellenbildung kleiner
als angenommen [152, 175], woraus eine schwachere Skalierung des Kernradius mit der
Kern bildenden Blocklange resultiert. Zum anderen liegen eingefrorene Mizellen vor,
wahrend die theoretischen Berechnungen von einem Gleichgewicht ausgehen. Aus einem
Vergleich der Kernradien R mit den hydrodynamischen Radien Ry kann eine Vorstellung
der Dicke der Korona gewonnen werden [174]. Anderungen der lonenstarke in der Losung
fuhren zu einer verénderten Konformation der PAA-Ketten und somit zu unterschiedlichen
Dimensionen der Korona. In Tabelle 2-1 sind fur den Blockpolyelektrolyten PS1400-b-PAAz1,

die mit abnehmendem pH-Wert sinkenden Koronadurchmesser angegeben.

Tabelle 2-1 Zusammenfassung der Dimensionen (Mizellenradius Ry, Kernradius Rk, Ausdehnung
der PAA-Ketten) von PSi400-b-PAA3 o bei verschiedenen pH-Werten [174].

pH Rwm (Rw-Rk) Ausdehnung
[1] [nm] [nm] [%]
6,8° 90 72 96
5,3° 48 30 39
4,5° 38 20 25
a) Hergestellt durch Dialyse gegen bidest. Wasser.
b) Hergestellt durch Dialyse gegen bidest. Wasser und
anschlieRender Zugabe von 1 mol/ L NaCl.
C) Hergestellt durch Dialyse gegen dest. Wasser.

Mit zunehmendem hydrophoben Anteil andert sich die bevorzuge Morphologie von Kugel
(PS1g0-b-PAA5) (iber Stabchen (PSige-b-PAAs) und Vesikel (PSaio-b-PAA) hin zu
polydispersen Kugeln (PS,pe-b-PAA,) [173, 174]. Letztgenannte Struktur wird auch grof3er
Mizellenverbund (engl. large compound micelle) genannt und besteht im Inneren aus
reversen Mizellen, die von einer PAA-HUlle umgeben sind. Die bevorzugte Vesikel-Bildung,
die sich Uber einen weiten Konzentrationsbereich in Koexistenz mit mizellaren Strukturen
befindet, wird mittels TEM und AFM fir Polybutadien-b-Poly(2-vinylpyridinium-hydrochlorid)
(PB-b-P2VP*HCI) nachgewiesen [176-178]. Wird anstelle des PB-Blocks ein
Polyethylenglycol eingesetzt, werden Riesen-Vesikel im Bereich von 5 ... 10 pm erhalten, die
mittels optischer Mikroskopie betrachtet werden kdnnen [176]. Die Vesikel sind bis zu einem
pH-Wert von pH =45 &aulRlerst stabil, zerfallen aber rasch, wenn der ionische Block in

protonierter Form vorliegt.
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2.3 Nicht-lineare Polyelektrolytstrukturen

Verzweigte Polyelektrolyte sind fur die Wissenschaft eine Herausforderung, da die Synthese
von wohl definierten, verzweigten, wasserldslichen Makromolekilen einige Schwierigkeiten
bereithalt. Ihre besonderen Eigenschaften sind aber Ansporn genug, dieses Problem zu
I6sen. So weist das industriell genutzte verzweigte Polyethylenimin auf Grund seiner
Topographie und Struktur andere Eigenschaften auf als sein linearer Vertreter [3, 179, 180].
Die Variation des Verzweigungsgrades (engl.: degree of branching, DB) fiuhrt zu einer
kontinuierlichen Anderung der Eigenschaften verzweigter Polymere, ausgehend von linearen
Ketten bis hin zu weichen Nanopartikeln mit kompakter Struktur. Die Materialeigenschaften
sind aber nicht nur vom DB und dem Molekulargewicht abhéangig, sondern auch von der Art

der Verzweigung, welche als Gliederungsbasis fiir das vorliegende Kapitel verwendet wird.

2.3.1 Sternpolymere .

Fur die Synthese von sternformigen Makromolekilen stehen prinzipiell zwei Strategien zur
Verfigung. In der Kern-Methode A (engl. core-first method) wird ausgehend von einem
multifunktionalen Kern die Polymerisation der Arme gestartet. In der Arm-Variante B (engl.
arm-first method) werden eng verteilte lineare Polymere synthetisiert, die Uber reaktive
Endgruppen an das multifunktionale Agens gekuppelt werden (Schema 2-2). Weit
verbreitete Kerne sind unabhangig vom Syntheseweg Ethylenglycoldimethacrylat (EGDMA)
[181-183], Divinylbenzol (DVB) [184-187] oder Halogenmethylbenzolderivate wie
beispielsweise 1,2,4,5-Tetrakis(brommethyl)-benzol [188-191].

le A B XXX +Y
| | X X

polymeranaloge |Umsetzung

Polyelektrolyt

Schema 2-2  Synthesevarianten fir sternférmige PEL: A Kern-Methode; B Arm-Methode.
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In Route A muss bei Verwendung von Polydivinylbenzol-Kernen darauf geachtet werden,
dass sich bei der Kernsynthese keine Gelpartikel bilden. Drei Prozeduren haben sich hierfur
in hoher Verdinnung als geeignet erwiesen: In unpolaren Kohlenwasserstoffen wird
Butyllithium [192, 193]. oder ein kurzlebiges Poly(tert. butylstyrol) [194, 195] als Initiator
eingesetzt, wahrend in polaren Solvenzien die Polymerisation (ber Elektronentransfer
gestartet wird [196-198]. Vorteil dieser Methode ist, dass eine funktionelle Gruppe (z.B.
Hydroxy-) [196, 197] eingefigt werden kann. Bei der Arm-zuerst Methode B wird das
lebende Kettenende entweder durch elektrophile Gruppen am multifunktionalen Kern
deaktiviert [199, 200] oder das anionische Ende wird genutzt, um eine geringe Menge eines
zweifach ungesattigten Monomers zu polymerisieren, so dass ein kleiner verzweigter Kern
gebildet wird [201, 202]. Auf diesem Weg entstehen eng verteilte Polymere ohne funktionelle
Endgruppen.

Uber anionische Polymerisation von tert. Butylmethacrylat entstehen eng verteilte Precursor,
die anschlieBend mit EGDMA zu Stern-Polymeren umgesetzt werden [182]. Dabei wird die
mittlere Armzahl von der Precursorlange, dem Verhéltnis von Linker zu Initiator, der
Reaktionszeit und besonders von der Gesamtkonzentration bestimmt. So fuhrt eine
Verdopplung der Konzentration zu einer fast doppelten Anzahl an Armen. Der Einfluss der
genannten Parameter ist dabei vom verwendeten Polymerisationsmechanismus abhangig.
Werden die Arme Uber Atomibertragungspolymerisation (engl. Atom Transfer Radical
Polymerization ATRP) hergestellt, kann durch Variation der eingesetzten Kupfer(ll)-Spezies
und des auszutauschenden Halogenids zuséatzlich Einfluss auf das Molekulargewicht und die
Polydispersitadt genommen werden [187].

Ein vierarmiger Stern ist ausgehend von 1,2,4,5-Tetrakis(brommethyl)-benzol Gber ATRP
von tert. Butylacrylat synthetisiert und charakterisiert worden [190]. Das geschiitzte Polymer
besitzt nach Gelpermeationschromatographie (GPC) mit einem viskosimetrischen Detektor
ein Molekulargewicht von 110 kDa, welches gut mit dem Uber das Verhaltnis Monomer zu
Initiator angestrebten Molekulargewichtes Ubereinstimmt. Nach der Abspaltung der
Schutzgruppen durch saure Hydrolyse weisen Rontgenkleinwinkelstreuungen (SAXS) einen
deutlichen Polyelektrolytcharakter auf: Im semi-verdiinntem Konzentrationsbereich
durchlaufen die Streukurven ein  Maximum, dessen Position unabhéangig vom
Molekulargewicht ist, sich aber mit zunehmender Polymerkonzentration zu hdheren
g-Werten verschiebt, wahrend die Intensitdt abnimmt. Der Austausch der Gegenionen
Natrium gegen Casium fuhrt zu einem analogen Verhalten, wobei die Position des
Maximums bei niedrigeren g-Werten zu finden ist. Durch den Zusatz von niedermolekularem
Salz werden die elektrostatischen Wechselwirkungen soweit abgeschirmt. Ist die
Salzkonzentration ausreichend hoch (fir cp =0,75 mmol/ L, ¢s> 100 mM) entspricht das

Streuverhalten dem ungeladener Polymere. Das ahnliche Verhalten der sternférmigen und
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linearen Polyelektrolyte bei vergleichbaren Molekulargewichten und Konzentrationen lasst
darauf schlie3en, dass in diesem Konzentrationsbereich keine Selbstorganisation der Sterne

auftritt.

Im Kontrast dazu weisen Systeme aus zehn bis zwolf Polystyrolsulfonat-Armen und einem
Mikropartikelkern aus Polydivinylbenzol im semi-verdiinnten Bereich in dem SAXS-Kurven
ein deutliches und ein diffuses Maximum auf [184]. In verdiinnten Losungen hingegen ist nur
das ausgepragte Maximum sichtbar, aus dem Uber die Bragg-Beziehung (d =277 q) der
mittlere Abstand zwischen zwei Sternzentren bestimmt werden kann. Demnach deutet
einiges darauf hin, dass im verdlnnten Konzentrationsbereich nur intramolekulare
Wechselwirkungen auftreten (AbstoBung zwischen den Armen eines Sternmolekils),
wahrend in semi-verdinnten Losungen auch intermolekulare Wechselwirkungen zu

beobachten sind.

Lichtstreuexperimente an Polyacrylsaure-Sternen basierend auf den Initiatoren 2-10 bis 2-12
(Abb. 2-14) zeigen, dass mit zunehmender Armzahl der Gyrationsradius R abnimmt, also

der kugelférmige Charakter zunimmt [203].

B/ o o \Br o O O O ©
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Abb. 2-14 Initiatorsysteme [203, 204]

Neben der Synthese von homopolymeren Sternen sind auch Blockcopolymere zuganglich,
wobei unterschieden wird, ob die Arme aus Diblockcopolymeren [186, 191, 204] oder

verschiedenen Homopolymeren [185, 205-207] bestehen.
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Aus den ungeladenen Sternen mit Blockcopolymer-Armen aus Poly(tert. butylstyrol)-b-
Polystyrol (P'BS-b-PS) werden durch Sulfonierung starke Polyelektrolyte [186]. Der Grad der
Sulfonierung kann ber NMR, MALDI-TOF und Elementaranalyse bestimmt werden. Befindet
sich der geladene Block im Sterninneren, wird in wassrigen Losungen Gelbildung
beobachtet.

Die molekulare Geometrie solcher Blockcopolymere richtet sich stark nach dem
Losungsmittel. In Abb. 2-15 ist das aus ‘H-NMR-spektroskopischen Untersuchungen
beobachtete Verhalten fur zwdlfarmige Sterne mit einem dendritischen Initiatorsystem
basierend auf 2-12 mit Polymethylmethacrylat-b-Polyacrylsaure (PMA-b-PAA)-Armen
schematisch dargestellt [204].
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Abb. 2-15 Schematische Darstellung der PMA-b-PAA-Stern-Blockcopolymere in Abhangigkeit
des Solvents [204].

Anhand von AFM-Aufnahmen des Sternpolymeren aus je sieben Polystyrol und
Poly(2-vinylpyridin)-Armen (PS,-PVP;) wird das Aggregationsverhalten in Wasser (pH = 2)
und Toluol in Abhangigkeit von der Konzentration gezeigt [185]. In verdinnten Lésungen
werden intramolekulare und bei héheren Konzentrationen intermolekulare Mizellenbildung

beobachtet. Das Verhalten der unimeren Mizellen ist in Abb. 2—16 schematisch dargestellt.

%‘ 322‘]’ i

Toluol pH =2

Abb. 2-16 Schematische Abbildung von AFM-Aufnahmen von PS;-PVP- in Toluol und in Wasser
bei pH =2 [185],

Das anionische System PS,;-PAA,; weist in Wasser schon fur Polymerkonzentrationen

unterhalb von 1 Gew.-% eine hochviskose Losung auf [206]. Lichtstreuuntersuchungen einer
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Losung des neutralen Sternpolymers (cp = 0,77 Gew.-%) zeigen, dass es sich um ein nicht
im Gleichgewicht befindliches ,eingefrorenes® physikalisches Gel handelt, welches
wahrscheinlich aus gestreckten Aggregaten gebildet wird. Fur die hohe Viskositat sind

intermizellare hydrophobe Wechselwirkungen verantwortlich.

Je nach relativer Zusammensetzung werden fiur ABC-Terpolymere in Tetrahydrofuran
unterschiedliche Morphologien gefunden [205, 207]. FuUr Polybutadien-Polystyrol-
Poly(2-vinylpyridin) wird eine tetragonale (PS4sPB1sPVP4,) hexagonale (PS,PB1;PVPg,) oder
lamellare (PB4 > PS,) Morphologie nachgewiesen. Die Indizes der genannten Verbindungen

geben die Massenanteile der verschiedenen Arme an.

2.3.2 Verzweigte Polyelektrolyte ;x%ilf(\r

Zufallig verzweigte Polymere tragen entlang der Polymerhauptkette willkirlich verteilte
Verzweigungspunkte, aus der (hoch-)verzweigte bis baumartige Topologien resultieren. Je
nach Verzweigungsgrad (DB), auf den durch Synthesebedingungen Einfluss genommen

werden kann, werden unterschiedliche Losungseigenschaften der PEL erwartet.

Ein praktisches Eintopf-Verfahren stellt die selbstkondensierende Vinylpolymerisation (engl.
self-condensing vinyl polymerization SCVP) dar, bei der hyperverzweigte Polymere mit
einem DB <0,5 hergestellt werden [208]. Die Methode baut auf der Verwendung von
Vinylmonomeren des AB-Typs auf, in dem A flr die Vinyl- und B fir eine angehéangte Gruppe
steht. In Schema 2-3 ist der Ablauf der Polymerisation dargestellt. Die Polymerisation wird
durch Aktivierung der B-Gruppe mit Hilfe eines externen Agens gestartet, dessen Natur von
dem gewahlten Mechanismus abhangt. Das Kettenwachstum erfolgt durch Reaktion der
aktivierten Gruppe B* mit einer Vinyldoppelbindung. Bei dem entstandenen Dimer handelt es
sich um einen AB,-Baustein, der die Bildung verzweigter Strukturen erméglicht. Nach der
SCVP wurden Uber den kationischen [208], anionischen [209] und kontrolliert radikalischen
Mechanismus [210-212] verschiedene verzweigte Polystyrole synthetisiert. Auch die
Anwendung auf Methacrylat-Derivate ist nach der kontrollierten Radikalik [213-215] oder der
Gruppentransferpolymerisation (GTP) [216] mdglich. Die Synthese eines hyperverzweigten

Polyglycerols erfolgt mit Glycerol Uber die ringdffnende Polymerisation [217].
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L

B* )\
_— B * —— Selbstkondensation
/ ﬂB*

Schema 2-3  Selbstkondensierende Vinylpolymerisation.

Auch die Herstellung von Copolymeren kann nach dem vorgestellten Syntheseverfahren
erfolgen. Im Fall der selbstkondensierende Vinylcopolymerisation (engl. self-condensing
vinyl-copolymerisation SCVCP) wird der Verzweigungsgrad tber das Comonomer-Verhéltnis
kontrolliert [210, 218-220]. Eines der ersten Copolymere dieser Art basiert auf Styrol und
Chlormethylstyrol und wird nach dem ATRP-Mechanismus gewonnen [210].
Viskosimetrische Untersuchungen zeigen, dass die intrinsische Viskositat [/] verzweigter
Polymere deutlich geringer ausfallt als die linearer Polymere mit gleichem Molekulargewicht.
Die Differenz steigt mit zunehmendem Molekulargewicht an [210]. Diese Beobachtung wurde
auch fur verzweigte Copolymere gemacht, die auf Acrylat-Derivaten basieren [220-222]. Das
Copolymer aus tert. Butylacrylat und 2-(2-Propionyloxy)ethylacrylat zeigt weiterhin eine
Abnahme der Grenzviskositat mit zunehmender Verzweigung [222]. Wie kompakt die

Struktur eines verzweigten Polymers ist, wird mit Hilfe des Kontraktionsfaktors g’

g. - [ﬂ]verzweigt

—[—]— Gl.(2-13)
/7 linear

beschrieben [218], der mit zunehmendem Molekulargewicht und Verzweigung kleiner wird.
Je verzweigter die Struktur ist, desto geringer ist der Einfluss des Molekulargewichtes. Nach
Entschitzung der Acrylate wird der Erhalt der verzweigten Polymere mittels NMR, IR und
SEC nachgewiesen. lhre Wasserl6slichkeit hangt stark vom Verzweigungsgrad und damit
vom nicht-ionischen Anteil und dem pH-Wert ab. Beispielsweise féllt ein Polymer mit einem
Comonomerverhéltnis von y=25 (DB =0,4) bei einem pH<4,7 und mit einem y=15
(DB =0,47) schon bei einem pH <8 aus. Die Bestimmung des Verzweigungsgrades aus

dem Comonomerverhéltnis folgt bei vollstdndigem Umsatz der Beziehung [223]

op. = 2[L=exp(-y -1 [y +exp(-y - 1)
th (y " 1)2

Gl.(2-14)
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Anhand von Lichstreuuntersuchungen wird die kompakte Struktur der verzweigten Polymere
manifestiert. Der ermittelte hydrodynamische Radius der verzweigten Polymere fallt
durchweg kleiner aus als bei vergleichbaren linearen Makromolekiilen [222]. Eine pH-Wert
Erh6hung von drei auf zehn fuhrt auf Grund der entstehenden Ladungen zu einer Streckung
der Ketten und somit zu einem grofReren hydrodynamischen Radius, der aber immer noch

deutlich unterhalb des Ry einer vergleichbaren linearen Polyacrylséaure liegt.

2.3.3 Dendrimere :é—;:

Dendrimere sind hochverzweigte, aber dennoch monodisperse Makromolekile mit genau
definierter Grol3e, Molekulargewicht sowie einer definierten Zahl an Endgruppen [224, 225].
Im Gegensatz zur Dendrimersynthese, die in den letzten Jahren eine Bliitezeit durchlebt hat,
ist die Charakterisierung der physikochemischen Eigenschaften vernachlassigt worden

[226-230] oder nur auf der Basis von Computersimulationen erfolgt.

Da die meisten wasserltslichen Dendrimere Amingruppen tragen [231], werden nachstehend
die experimentell untersuchten Ldsungseigenschaften von Polyamidoamin (PAMAM)
und/ oder Polypropylenimin (PPI) naher betrachtet. Die Synthese der beiden Dendrimere
verlauft Uber den divergenten Syntheseweg, in dem der dendritische Aufbau am Kern
beginnt (Schema 2-4) [232, 233].

Ausgehend von Ethylendiamin wird durch Michael-Addition von Methylacrylat und
anschlieende Amidierung mit Ethyldiamin die nullte Generation PAMAM synthetisiert. Durch
Wiederholung der letzten beiden Schritte ist die Darstellung bis hin zur zehnten Generation
maoglich [230]. Im Fall von PPI wird 1,4-Diaminobutan als Kern eingesetzt, von dem aus vier
Dendrone Uber Michael-Addition von Acrylnitiri und nachfolgender Hydrierung der
Nitrilgruppe gebildet werden [234, 235].
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Schema 2-4  Schematische Darstellung der divergenten Dendrimersynthese.

Eine systematische Untersuchung von Form und Gr63e der Dendrimere in Abh&ngigkeit der
Dendrimergeneration ist in verdiinnten methanolischen Losungen mit Rontgenkleinwinkel-
streuung durchgefihrt worden [236]. Der Gyrationsradius steigt von der dritten
(Re(G3) = 14,7 nm) bis hin zur zehnten Generation (Rg(G10) = 54,1 nm) monoton an, was
auf eine zunehmend kompaktere Struktur der Dendrimere hinweist. Beobachtet wird ein
Ubergang von sternformigen Molekiilen (GO ... G2) hin zu harten Kugeln (G9 und G10)
[228]. Zwar besitzen die neunte und zehnte Generation keine perfekt kugelférmige
Anordnung mit einer konstanten inneren Dichte, aber die Schwankungen in Form, Grél3e und

lokaler innerer Segmentdichte sind minimal.

Neutrale und verdinnte Loésungen von G5-PAMAM in D,O verhalten sich nach
SANS-Messung wie nicht wechselwirkende Partikel. Nimmt die Menge an ionisierten Aminen
zu, tritt analog G5-PPI-Dendrimeren [237] eine lokale Ordnung der Molekile auf [238]. Die
elektrostatischen Wechselwirkungen kénnen durch Fremdsalzzugabe abgeschirmt werden.
Dann wird eine lineare Abnahme der Streuintensitdt mit zunehmender Salzkonzentration
beobachtet [237]. Eine Anderung der lonenstarke unterhalb von cs< 3 mol/ L oder des
pH-Wertes zwischen 4,5 < pH < 10,1 zeigt Uberraschender Weise keine Auswirkungen auf

die Grolle eines G8-PAMAM-Dendrimers [238]. Diese Invarianz steht im Gegensatz zu
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theoretischen Vorhersagen, die auf der Basis von Monte-Carlo-Simulationen gemacht
wurden [239].

In diesem Zusammenhang ist auch das Protonierungsverhalten der Dendrimere von
Interesse, welches quantitativ mit dem Ising-Model beschrieben werden kann [180, 240-243].
Titrationskurven von schwachen, linearen PEL verlaufen, durch ein stabiles Intermediat
getrennt, in zwei Schritten. Das Wechselwirkungspotenzial zwischen den ionischen
Seitengruppen hat einen kurzreichweitigen Charakter, so dass durch eine alternierende
Anordnung geladener und ungeladener Seitengruppen eine deutlich geringere
elektrostatische Energie erreicht wird (Abb. 2-17) [240, 244]. Die mit Hilfe von
(**N-)NMR-Spektroskopie und Potentiometrie ermittelten Titrationskurven von PPl weisen
einen analogen Verlauf auf. Im stabilen Zustand besitzt das Dendrimer ein zwiebelartiges
Aussehen, da eine alternierende Anordnung geladener und ungeladener Gruppen entlang
der Dendronachse vorliegt. (Abb. 2—17) [245].

Im Gegensatz dazu sind im stabilen Intermediat der PAMAM-Dendrimere nur die
Oberflachen-Aminfunktionen protoniert (Abb. 2-17) [246]. Aus dem unterschiedlichen
Saure-Base-Verhalten der Dendrimere resultieren fir die Intermediate verschiedene
Protonierungsgrade. Die von den Intermediaten Plateaus sind unterschiedlich ausgepréagt

zwischen 7 < pH < 8 zu finden.

O=0-0=0-0—-0-0-0-0-0
linearer PEL P PI PAMAM
o 0,5 ~0,66 ~0,5
Abb. 2-17 Schematische Darstellung der stabilen Intermediate von linearen PEL, PPI und

PAMAM mit den dazugehdérigen Protonierungsgraden a.

Die spezifische Viskositat 75, von Dendrimeren durchlauft im Gegensatz zu linearen
Polymeren in Abhéngigkeit des Molekulargewichtes ein Maximum. Der Grund liegt in den
kompakten Strukturen von verzweigten und insbesondere von dendritischen Molekilen, da
der Radius von Generation zu Generation linear ansteigt, wahrend sich das

Molekulargewicht jedes Mal verdoppelt [225, 229].
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2.4 Zusammenfassung

Die bisher bekannten Ergebnisse auf dem Gebiet der Polyelektrolytforschung basieren
hauptsachlich auf systematischen Untersuchungen von linearen PEL, da ihre Synthese
kaum noch Schwierigkeiten bereitet. Auf dem Gebiet der nicht-linearen Polyelektrolyte steht
bis heute die Synthese im Vordergrund, so dass nur wenige ausfuhrliche Untersuchungen

der physikochemischen Eigenschaften existieren.

Zur Charakterisierung von Polyelektrolyten in wassriger Lésung kénnen prinzipiell alle
Methoden verwendet werden, die auch flr ungeladene Polymere zum Einsatz kommen (z. B.
GPC, Osmometrie, Streuung). Allerdings resultieren aus der groBen Zahl an
niedermolekularen Gegenionen andere, aufRergewdhnliche Verhaltensweisen, die im
Vergleich zu ungeladenen Polymeren zu einem erhdhten experimentellen Aufwand in der
Probenvorbereitung und der Messung fihren.

Zur Unterdriickung der von den Gegenionen verursachten Effekte muss niedermolekulares,
inertes Fremdsalz (z. B. NaCl) zugesetzt werden, wobei die gewahlte Salzmenge so gering
wie moglich zu halten ist und fir jeden Polyelektrolyten individuell ermittelt werden muss.

Um PEL umfassend charakterisieren und verstehen zu kénnen, miissen neben der Form und
der GrofRe auch Parameter wie die Zahl und die Verteilung der geladenen Seitengruppen
sowie deren Verhalten bei verédnderten Bedingungen (Temperatur, lonenstarke) ermittelt
werden. Letztgenannte Abhéngigkeiten verursachen sowohl in der Praxis als auch in der
theoretischen Analyse Schwierigkeiten, da beispielsweise das Phdnomen der zunehmenden
Kettensteifigkeit bei abnehmender lonenstarke die Interpretation von experimentellen Daten
erschwert.

Anhand von systematischen Studien des PEL-Verhaltens in unendlich verdiinnten Losungen
zeigt sich, dass eine Reihe der bei diesen geringen lonenstarken gefundenen Effekte auf
starke elektrostatische Wechselwirkungen zurickzufihren sind. Verstanden sind diese
Verhéltnisse aber nicht, was sich an den Versuchen die stark abnehmende spezifische
Viskositat im Bereich stark verdinnter Losungen zu beschreiben zeigt.

Ein weiteres Problem stellt die Grundlage theoretischer Analysen dar, denn einige Ansétze
basieren auf einem Konzept der steifen Ketten wie im Poisson-Boltzmann-Zellmodell, in dem

konformationelle Fluktuationen ignoriert werden.

Um die noch ungeklarten Verhaltensweisen von Polyelektrolyten in waéssriger Losung
erklaren zu kénnen, muss in Zukunft eine enge interdisziplindre Zusammenarbeit zwischen

Chemikern und Physikern erfolgen. Aber auch die Biologen und Biochemiker haben ein

39



Polyelektrolyte: Architektur und Lésungseigenschaften

Interesse daran, dass die physikochemischen Eigenschaften dieser Substanzklasse
grundlegend geklart werden, da viele der im menschlichen Korper ablaufenden Prozesse auf
Proteinen und somit auf PEL basieren. Die in dieser Arbeit vorgestellten neuartigen
Strukturen auf der Basis von L-Lysin sollen dazu beitragen den Charakter von PEL besser zu

verstehen.
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3 Selbstorganisation von Polystyrol-  b-
Poly( L-lysin)-Blockpolyelektrolyten in
wassriger Losung

3.1 Einleitung

Blockpolyelektrolyte  vereinen die  Eigenschaften von  Polyelektrolyten  (PEL),
Blockcopolymeren und oberflachenaktiven Substanzen (Tensiden) und verkérpern somit
eine interessante, aber komplizierte Klasse Polymere. Abhangig vom Molekulargewicht, den
relativen Blocklangenverhéltnissen und der chemischen Konstitution der einzelnen Blécke
fuhrt die Selbstorganisation dieser amphiphilen Molekile in Lésung zu einer Vielzahl
unterschiedlicher Aggregate wie beispielsweise Kugel- oder Stabchenmizellen oder Vesikeln
[1, 2].

Blockcopolymere, die aus einem synthetischen Block und einem geladenen Peptidblock
bestehen bilden eine besondere Gruppe der Blockpolyelektrolyte. Auf Grund der Moglichkeit
des Peptidsegments, geordnete Sekundarstrukturen auszubilden, ist diese Art von
Hybridpolymeren in der Lage, unkonventionelle Topologien auszubilden. Je nach
Sekundarstruktur des Peptidsegmentes liegen Knéuel-Knauel-Polymere und Stabchen-
Knauel-Polymere vor. In Stabchen-Kné&uel-Diblockcopolymeren wird die Selbstorganisation
nicht mehr ausschlief3lich von der Mikrophasenseparation bestimmt, sondern auch von der
Tendenz der steifen Segmente anisotrope flissig kristalline Doméane auszubilden. Dieser
konkurrierend ablaufende Prozess fiuihrt zu Morphologien, die sich grundlegend von denen
der Knauel-Knéuel-Blockcopolymere unterscheiden, wie u.a. das Beispiel Polystyrol-b-
Poly(isocyano-L-alanin-L-alanin) (PS-b-PIAA) zeigt [3]. In einer gepufferten wassrigen
Losung (pH =5,6) von (PS-b-PIAA,) entstehen Stdbchen mit einem Durchmesser von
12 nm. Im Inneren bilden die hydrophoben Styrolblocke einen Kern von etwa 8 nm, der von
einer etwa 2 nm dicken Hillen des Polypeptidsegments umgeben ist (Abb. 3—-1 A). Die
Lange der Stabchen geht bis in den Mikrometerbereich, so dass diese supramolekulare
Struktur aus ca. 6000 Molekilen besteht. Die Morphologie der Blockpolyelektrolyte ist

sensitiv gegentuber der Peptidblocklange, dem pH-Wert und der Art des Gegenions.
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Abb. 3-1 Darstellung der verschiedenen Peptid-b-Synthetische Diblockcopolymere. A:
Zylinderféormige Superaggregate von PS-b-PIAA [3]; B: Dimerbildung von PEG-b-
Polypeptid-Blockcopolymeren [4]; C: Morphologiednderung in Abhangigkeit der
Sekundarstruktur von PS-b-PBGIu [5]; D: Vesikelbildung von PB-b-PLGlu [6].

Die Pionierarbeiten auf dem Gebiet der synthetischen Peptid-Hybrid-Blockcopolymere
stammen aus der Mitte der 70er Jahre [7-12]. Strukturuntersuchungen von
Diblockcopolymeren aus einem Polstyrol- oder Polybutadiensegment und einem
Poly(O'-benzyl-L-glutamat) oder Poly(N*-benzyloxycarbonyl-L-lysin) Block weisen sowohl in
fester Phase als auch in Losung eine lamellare Struktur auf, in der die helikalen Peptide eine
hexagonale Anordnung einnehmen.

Etwa 25 Jahre spater sind die Strukturuntersuchungen von  Polystyrol-b-
Poly(N*-benzyloxycarbonyl-L-lysin)  (PS-b-PZLys) in fester Phase hinsichtlich der
Polymerarchitektur und der Sekundarstruktur des Peptidsegments erneut durchgefihrt
worden [13]. Fidr lineare Blockcopolymere dominiert die lamellare Morphologie mit
hexagonaler Anordnung der Peptidsegmente Uber einen weiten Bereich. Sternférmige
Copolymere und solche mit Flaschenbirsten-Architektur sind hingegen in der Lage, eine
grolere Grenzflache zu stabilisieren, woraus wellenférmige Mesophasen resultieren. In

Abhangigkeit von der Sekundarstruktur werden verschiedene lamellare Strukturen gefunden.
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Aus der asymmetrischen Verteilung der Flexibilitdt der Stabchen-Kn&uel Diblockcopolymere
resultiert im Vergleich zu Knduel-Knduel-Polymeren ein gréRerer Flory-Huggins-Parameter,
so dass eine Phasenseparation schon bei deutlich geringeren Polymerisationsgraden
maoglich wird [14-16]. Ein erstes Beispiel solcher Stédbchen-Knauel-Oligomere untersucht die
supramolekulare Organisation von Polystyrol-b-Poly(OY-benzyl-L-glutamat) (PS-b-PBGIlu)
und Poly(N®-benzyloxycarbonyl-L-lysin) (PS-b-PZLys) in fester Phase [5, 17]. Dabei zeigt
sich eine Abhéangigkeit der Morphologie dieser Stabchen-Knauel-Oligomere von der relativen
Blocklange (Nps =10, Npepia =10...80), der Natur der a-Aminosaure und der
Sekundarstruktur des Peptidblockes. So andert sich die supramolekulare Organisation bei
Temperaturerh6hung von einer doppelt hexagonalen (PS;o-b-PBGluyo) oder einer columnar
hexagonalen (PSio-b-PBGluyy oder PSio-b-PZlysg,) zu einer lamellaren S-Faltblatt
Morphologie (Abb. 3-1 C).

In den letzten Jahren haben unabhangig voneinander zwei Arbeitsgruppen die
Selbstorganisation von Polybutadien-b-Poly(L-glutaminsaure) Diblockcopolymeren
(PB-b-PLG) in verdunnter wassriger Losung beschrieben [18, 19]. So bilden PBgs-b-PLGss
und PBi1g-b-PLG,; groRBe vesikulare Strukturen (Ry=70...90nm) aus, die als
~Polymersome” oder ,Peptosome” bezeichnet werden [19]. Ein pH-induzierter Knauel-Helix-
Ubergang hat dabei keine signifikanten Anderungen der Morphologie oder GroRe zur Folge.
Ist hingegen das Polybutadiensegment aus weniger Wiederholungseinheiten aufgebaut als
das Peptidsegment (PB,-b-PLGes), werden kugelformige Mizellen mit einem
hydrodynamischen Radius von etwa 16 nm gefunden. Die zweite Studie untersucht das
Aggregationsverhalten von PBy-b-PLGi, welches Vesikel in der Grélienordnung von
Ry =114 ... 128 nm ausbildet (Abb. 3—1 D) [6]. Durch Anderungen des pH-Wertes oder der
lonenstarke wird auf diese Strukturen reversibel Einfluss genommen. Diese beiden
Untersuchungsreihen verdeutlichen noch einmal, dass die einzelnen Blocklangen wichtige
Parameter im Selbstorganisationsverhalten von amphiphilen Stabchen-Knauel-Oligomeren

darstellen.

Eine weitere intensiv untersuchte Gruppe von Peptid-Hybrid-Blockcopolymeren ist aus zwei
hydrophilen Segmenten aufgebaut: einem Polyethylenglykol (PEG) und einem
Peptidsegment (Polyasparaginsaure (PAsp) [20-24], Poly(L-glutaminsaure) (PGlu) [25-27]
oder Poly-(L-lysin) (PLL)) [4, 20, 23, 24, 28, 29]. Fur die Blockcopolymere PEG;9-b-PLL1g
und PEGiso-b-PLLg tritt oberhalb von pH > 10,8 eine Dimerisierung auf [4], die bei
zunehmender Basizitat von dem Ubergang des L-Lysinblocks von einer Knauel- in eine
Helixkonformation induziert wird. Diese Beobachtung ist bemerkenswert, da der PLL-Block

eigentlich nicht lang genug ist, um eine stabile a-Helix auszubilden. In Abb. 3-1 ist unter B
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eine schematische Grafik solcher Dimere gezeigt. Des Weiteren sind die Dimere deutlich
widerstandsfahiger gegen chemische Denaturierung als ein Homopeptid mit gréRerem
Molekulargewicht (M = 170 kDa). Dieser stabilisierende Effekt der PEG-Kette ist auch in
anderen Arbeiten beschrieben worden [30, 31]. Ansonsten liegt der Fokus der
Veroffentlichungen tber diese Blockcopolymere in einem moglichen Einsatz der Materialien

in der Pharmakotherapie oder der Gentherapie [32-38].

In diesem Kapitel wird eine neue Klasse von Hybrid-Diblockcopolymeren aus einem
Peptidblock und einem synthetischen Block vorgestellt. Der synthetische Block ist ein sehr
kurzes, hydrophobes Oligostyrol (Nsyo = 10) wohingegen der Peptidblock aus Poly(L-lysin)
mit variierender Kettenlange Nis (Nys=10 ... 70) aufgebaut ist. Untersucht wird die
Selbstorganisation dieser Diblockoligomere in verdinnter Ldsung in Abhangigkeit des

Blocklangenverhéltnisses.

3.2 Synthese und Charakterisierung der Polystyrol-  b-
Poly( L-lysin)-Blockpolyelektrolyte

Die Synthese der Blockpolyelektrolyte ist in vier Schritte unterteilt: Zunachst wird eng
verteiltes, aminfunktionalisiertes Oligostyrol 3-1, welches als Initiator dient, nach
Literaturvorschrift synthetisiert [39, 40]. Darauf folgend wird unmittelbar vor der
Polymerisation das Monomer N®-Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-Carboxyanhydrid
(Z-Lys-NCA) 3-2 nach bekannter Vorschrift hergestellt [41]. Im dritten Schritt wird das
seitenkettengeschutzte Blockcopolymer uber ring6ffnende Polymerisation hergestellt und
abschlieRend in den wasserléslichen Blockpolyelektrolyten dberfihrt. Im vorliegenden
Abschnitt wird auf die letzten beiden Schritte und die Charakterisierung der erhaltenen

Polymere eingegangen.

3.2.1 Synthese der Polystyrol- b-Poly(L-lysin)-Blockcopolymere

Die ringoffnende Polymerisation von a-Aminosaure-N-Carboxyanhydriden (NCA) ist eine
gangige Technik zur Darstellung synthetischer Polypeptide. Allerdings ist diese
Polymerisationsmethode nur begrenzt kontrollierbar, so dass nicht exakt definierte,

polydisperse Polypeptide die Folge sind und im Gegensatz zu den molekulareinheitlichen
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Proteinen mit exakt definierter Primarstruktur steht [42, 43]. Synthetische Polypeptide, die
Uber NCA hergestellt werden, konnen jedoch als Modelle fir natirliche Proteine bei
Konformationsanalysen verwendet werden und sind fiir pharmazeutische und medizinische
Zwecke von Interesse. Vorteilhaft ist die praktische Handhabung der Polymerisation, die zur
Kategorie der Eintopfverfahren gehort. Dabei werden Monomer und Initiator im gewiinschten
Verhéltnis zueinander vermischt. Nach beendeter Reaktion sind die einzig notwendigen
Aufarbeitungsschritte das Ausfallen der Polymere und das Entfernen des nicht umgesetzten

Monomers.

Uber den Weg der ringoffnenden Polymerisation werden Blockcopolymere und
Homopolypeptide, welche als Vergleichsubstanzen fur die Bildung von Sekundarstrukturen
dienen, verschiedener Kettenlangen hergestellt (Schema 3-1). Als Initiator wird fur die
Homopolymere das kommerziell erhéltliche n-Hexylamin 3-3 und fur die Blockcopolymere
das zuvor synthetisierte aminfunktionalisierte Oligostyrol 3-1 eingesetzt. In der Synthese der
Blockcopolymere mit kurzen L-Lysinketten (N < 30) wird der Initiator als Hydrochlorid
verwendet, da kirzlich die Erkenntnis gewonnen wurde, dass auf diese Weise bei erhéhter
Reaktionstemperatur eng verteilte Produkte gewonnen werden [44]. Begrindet wird dieses
Ergebnis mit dem Zurickdréngen der parallel ablaufenden Polymerisation nach dem
aktivierten Monomer-Mechanismus [45, 46]. Die analytischen Daten der Initiatoren 3-1 sind
in Tabelle 3—1 aufgelistet. Unter Ausschluss von Wasser wird eine entsprechende Menge
frisch umkristallisiertes Z-Lys-NCA 3-2 in N,N-Dimethylformamid (DMF) gelést und Uber
einen Spritzenfilter vorgelegt. Zu der Monomerlésung wird das primare Amin (3-1 oder 3-3)
in DMF gespritzt, wobei die gewlnschte Kettenlange durch das Molverhaltnis von Initiator zu
Monomer eingestellt wird (Schema 3-1). Nach fuinf Tagen bei Raumtemperatur wird das
Polymer durch Ausfadllen aus Wasser erhalten. Nicht umgesetztes Monomer wird durch

grundliches Waschen mit Diethylether entfernt.

Tabelle 3-1 Analytische Daten der aminfunktionalisierten Oligostyrole: Kettenldnge Nps,
zahlenmittleres Molekulargewicht M, und Polydispersitat M,/ M,

Probe Nes® M, Nps” M/ My
[1] [9/ mol] [1] [1]
3-1la 8 746 6 1,27
3-1b 10 815 7 1,23
3-1c 10 892 8 1,17
a) "H-NMR-spektroskopisch ermittelter Polymerisationsgrad.
b) Aus GPC-Messungen in THF gegen Polystyrol-Standards.
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Um die Schutzgruppen zu entfernen, werden die Blockcopolymere 3-4 und die
Homopolypeptide 3-5 in moglichst wenig Trifluoressigsaure (TFA) gelést und mit einem
Uberschuss an Bromwasserstoff (HBr) in Essigsaure (AcOH) versetzt (Schema 3-1) [47].
Nach einer Stunde bei Raumtemperatur werden durch Zugabe von Diethylether die Produkte
3-6 und 3-7 als farbloser Niederschlag erhalten. Noch vorhandene Saurereste (TFA, HBr,
AcOH) werden durch Dialyse in bidest. Wasser entfernt und die reinen Produkte 3-6 und 3-7

durch Lyophilisieren gewonnen.

NH
10 2

3-1 3-3

-2
NH
@) 0
NH; NH, o
10 H H
R
N R N
3-5
3-4
i | HBr/AcOH | i
TFA
o o}
NH, NH,
10 H H
N N
NH;*HBr NH,*HBr
3-6 3-7

Schema 3-1 Synthese der wasserldslichen Polymere: i) DMF, RT, 5Tage; 70 - 90 %,; ii) TFA,
HBr/ AcOH, 1 Std., RT, (80 %.

Die auf diesem Weg erhaltenen Polymere werden zunéchst tber
Gelpermeationschromatographie (GPC) und 'H-NMR-Spektroskopie charakterisiert, bevor

auf ihre Selbstorganisation in wassriger, fremdsalzfreier Losung eingegangen wird.
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3.2.2 Charakterisierung der Polystyrol-  b-Poly(L-lysin)-
Blockcopolymere

'H-NMR-Spektroskopie

In Abb. 3-2 sind die 'H-NMR-Spektren eines geschiitzten Homopolypeptides 3-5a (oben)

und eines ungeschitzten Blockcopolymers 3-6e (unten) dargestellt.

4 DMSO
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N
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ppm
Abb. 3-2 lH-NMR-Spektren (700 MHz, DMSO, 333 K) des geschutzten Homopolypeptides 3-5a

(oben) und des ungeschutzten Blockcopolymers 3-6e (unten).

Sowohl in den Spektren der Homopolymere als auch in denen der Blockcopolymere
verursacht die charakteristische Gruppe der Initiatoren (Methylgruppe des n-Hexylamins (1a)
und die Methylgruppen des sek. Butyllithiums (1b)) ein Signal, welches als Referenz zur
Bestimmung des Polymerisationsgrades verwendet wird. So werden fur die ungeschitzten
Polymere nur die Integrationsflachen der Methylenprotonen der Lysinseitenkette (2) und die

aCH-Protonen (3) zur Berechnung der Kettenlange herangezogen, wahrend bei den
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geschutzten Oligomeren zusétzlich die Benzylester-Protonen (4) verwendet werden. Die in
Tabelle 3-2 zusammengefassten Poly(L-lysin)-Kettenldngen stellen die Mittelwerte der

Vergleiche dieser Integrationsflachen dar.

Gelpermeationschromatographie (GPC)

Im Gegensatz zur NMR-Spektroskopie ist die Gelpermeationschromatographie (GPC) eine
Relativmethode, die zur Bestimmung der Molekulargewichte eine Kalibrierung des Systems
erfordert. Die GPC-Chromatogramme der Z-geschitzten Blockcopolymere 3-4 und
Homopolypeptide 3-5 in Dimethylformamid (DMF) bei 60 T weisen ein Sig nal auf (Abb. 3—
3), aus dem sich gegen Polystyrolstandards Polydispersitdaten (My/ M,) zwischen 1,15 und
1,44 fir die Copolymere 3-4 und zwischen 1,10 und 1,49 fur die Homopolymere 3-5 ergeben.
Die resultierenden Kettenlangen liegen deutlich oberhalb der angestrebten
Polymerisationsgrade. Dieses Ergebnis ist auf die Helix-induzierende Wirkung des Solvens
DMF auf Poly(N®*-benzyloxycarbonyl-L-lysin) zurtickzufiihren [48, 49]. Im Vergleich zu
Peptiden in der Knduelkonformation beansprucht die helikale Sekundarstruktur ein grofl3eres

hydrodynamisches Volumen und liefert somit ein ,zu grof3es” Molekulargewicht [50].

Ebenfalls nur ein Signal zeigen die GPC-Messungen der ungeschitzten Polypeptide, die in
einem Losungsmittelgemisch aus Acetonitrii  (ACN), Wasser und Trifluoressigsaure
(50/ 50/ 0,2 %) gemessen werden. Dies deutet darauf hin, dass die L0slichkeit von
Oligostyrol in diesem Solvensgemisch ausreichend ist und die PEL-Blockcopolymere 3-6
keine Mizellen bilden (Abb. 3-3 rechts). Die ermittelten Polydispersitaten bei einer
Kalibrierung mit Natriumpolystyrolsulfonat (NaPSS) liegen fir die Blockcopolymere 5-6
zwischen 1,35 und 1,54 und fur die Homopolypeptide 5-7 zwischen 1,31 und 1,61 und somit
insgesamt hoher als in DMF. Im Fall der Blockcopolymeren muss auf zwei Beobachtungen
besonders hingewiesen werden. Zum einen wird mit abnehmender L-Lysinkettenlange eine
zunehmende Uberbetonung der Wechselwirkung zwischen Probe und Saule festgestellt,
welche sich in einem unsymmetrischen Kurvenverlauf darstellt. Diese Annahme wird durch
die Beobachtung bestatigt, dass dieses Phanomen bei den Homopolymeren nicht auftritt.
Zum anderen ist eine Molekulargewichtsbestimmung der Polymere 5-6a und 5-6b nicht
maoglich, da das Nachziehen der Kurve zu einem Verschmelzen der Messsignale mit dem

Einspritzsignal (Ve = 10,55 mL) fuhrt.
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Abb. 3-3 GPC-Elugramme der PEL-Blockcopolymere: links: geschitzte Form in DMF bei 60 T
rechts: die ungeschitzten Blockpolyelektrolyte in ACN/ Wasser/ TFA (50 : 50 : 0,2).
Die verschiedenen Linienarten reprasentieren die verschiedenen Initiatoren: 3-la
(-0 -),3-1b (---),3-1c (0 O).

In Abb. 3-4 ist der Zusammenhang zwischen den angestrebten und den ermittelten
Kettenlange aufgefihrt. Die dazugehdrigen Werte sowie die Ergebnisse der
Homopolymerisation sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst. Deutlich zeigt sich, dass die
Ergebnisse der GPC in DMF das Molekulargewicht tberschatzen. Dieser Effekt wird mit
zunehmender Lysinkette grof3er, was mit der Annahme, dass die Helix-induzierende Wirkung
des DMF hierfir verantwortlich ist, in Einklang steht.

Einen analogen linearen Verlauf zu den GPC’s in DMF weisen die wassrigen Messungen
auf. Allerdings bewirkt der mit sinkender L-Lysinblocklange zunehmende relative
Polystyrolanteil eine starkere Wechselwirkung zwischen Probe und Saule, woraus ein
spaterer Austritt resultiert, der zur Bestimmung eines zu geringen Molekulargewichtes fihrt.
Aus diesen Grinden konnen die GPC-Ergebnisse nur fir qualitative Aussagen
herangezogen werden.

Die NMR-spektroskopisch  bestimmten  Polymerisationsgrade der ungeschitzten
Blockcopolymere stimmen gut mit den angestrebten Kettenldngen tberein. Da hier keine
Nebeneffekte auftreten, werden nachfolgend diese KettenlAngen zur Berechnung von

Konzentrationen verwendet.

Die Ergebnisse bestatigen somit, dass NCA-Polymerisationen mit primaren Aminen als
Initiator gut kontrollierbar sind, solange der angestrebte Poylmerisationsgrad aus weniger als

100 Wiederholungseinheiten bestehen soll [43, 51]. Dariiber hinaus treten auf Grund von
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Nebenreaktionen wie Kettenabbruch, -transfer oder Terminierungsreaktionen groRere
Abweichungen auf [42, 52, 53].

Abb. 3-4
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CNCA/ c PS-NH,

Mittlere Polymerisationsgrade als Funktion des eingesetzten Monomer zu Initiator
Verhéltnisses: erwartete Lange (O O),NMR-spektroskopisch ermittelte Kettenlange
der ungeschitzten Polymere (@), Kettenlange aus GPC-Analysen der geschiitzten
(m) und ungeschitzten Polymere (V). Die nicht ausgefillten Symbole entsprechen
den Ergebnissen eines zweiten Reaktionsansatzes.
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Tabelle 3-2

Uberblick tiber die analytischen Daten der Blockcopolymere und der Homopolypeptide. Aufgefiihrt sind die Ausbeuten nach Entschiitzung,
die theoretischen Kettenlangen Ny,, sowie experimentell ermittelte Kettenlangen N, ys und die Molekulargewichte M, und Polydispersitaten

Mu/ Mp.
prope  Ausbeute ¢ Nin® Niys' M, Niys? Mu/ M, M," Niys" Mu/ M,,"
[%] [1] [1] [9/ mol] [1] [1] [9/ mol] [1] [1]

3-6a® 41 10 9 4500 13 1,15 n.b. n.b. n.b.
3-6b? 51 20 22 6900 23 1,26 1500 3 1,41
3-6¢° 59 30 29 11300 40 1,30 4500 17 1,52
3-6d" 59 40 39 13300 59 1,44 8600 36 1,52
3-6e” 73 50 52 20600 74 1,43 11200 48 1,54
3-6f° 74 60 59 24100 87 1,2 11900 52 1,40
3-6g° 90 60 63 24800 90 1,36 17600 79 1,35
3-6h° 80 70 67 31800 117 1,17 17100 76 1,48
3-6i° 80 70 72 29400 108 1,39 14200 62 1,40
3-7a 72 50 53 17500 67 1,49 16600 86 1,31
3-7b 48 60 63 20100 77 1,24 16800 80 1,48
3-7c 74 70 73 24900 95 1,19 18100 79 1,61
3-7d 74 80 80 37200 142 1,10 31000 148 1,31

a) Mit 3-1a als Hydrochlorid als Initiator.

b) Mit 3-1c als Initiator.

c) Mit 3-1b als Initiator.

d) Die Berechnung der Ausbeute bezieht sich auf die wasserldslichen Polymere.

e) Angestrebte Kettenlange.

f) "H-NMR Spektroskopie der ungeschitzten Polymere in DMSO-d6 bei 60 C.

g) GPC-Messungen in DMF bei 60 € mit Polystyrol-Stand ards und einem RI-Detektor.

h) GPC-Messungen in ACN/ Wasser/ TFA (50/ 50/ 0,2) gegen Natrium-Polystyrolsulfonat mit einem UV -Detektor.
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3.3 Selbstorganisation der Polystyrol-  b-Poly(L-lysin)-
Blockcopolymere

Selbstorganisation ist die autonome Organisation von Komponenten in Muster oder
Strukturen ohne menschliches Eingreifen [54]. In amphiphilen Blockcopolymeren wird die
Selbstorganisation nicht nur durch das gleichzeitige Vorliegen kurzreichweitiger Anziehung
(kovalente Bindung der Blécke) und langreichweitiger Abstol3ung (Inkompatibilitat der
Blocke) verursacht, sondern vielmehr durch unspezifische hydrophobe Wechselwirkungen.
Die Manipulation der Struktur und der Eigenschaften solcher Materialien ist daher nur
begrenzt mdoglich. In diesem Kapitel wird der Einfluss einer variierenden

Poly(L-lysin)-Blocklange auf die Form und Grdl3e der resultierenden Mizellen untersucht.

3.3.1 Sekundarstruktur des Poly( L-lysin)-Segments:
Zirkulardichroismus

Die Ausbildung von Sekundarstrukturen aus ungeordneten Peptidketten (Knauel) stellt
ebenfalls eine Form der Selbstorganisation dar. Diese Umwandlung kann durch Anderung
des pH-Wertes, der lonenstarke oder der Temperatur hervorgerufen und durch Aufnahme
von Zirkulardichroismus-Spektren (CD-Spektren) verfolgt werden, da jede Sekundarstruktur
charakteristische Banden im ultravioletten Bereich besitzt (Abb. 3-5) [55]. Hervorgerufen
werden diese Banden von nr- und tot-Ubergangen des haufigsten Chromophors in
Peptiden - der Amid-Gruppe [56-58].
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Abb. 3-5 CD-Spektren der ,reinen“ Sekundarstrukturen (Knauel (A); S-Faltblatt (m); a-Helix

(®)) nach Yang et al. 1985 [55].

Nach der Entschitzung liegen die Peptide 3-6 und 3-7 als Hydrobromide vor, so dass in
wassriger Losung die elektrostatische Abstol3ung der ionischen Seitengruppen die Bildung
geordneter Strukturen verhindert und das Peptid in Form eines Zufallsknauels (engl. random
coil) vorliegt. In Schema 3-2 sind Uber Molekilsimulationen (HyperChem 6.0,
MM+ Kraftfeld) errechnete Strukturen einer Knduel- und einer a-Helix-Konformation fir ein
Polystyrol-b-Poly(L-lysin)-Blockcopolymer aus zehn Styrol- und 70 L-Lysin-Einheiten
abgebildet. Durch den Zusatz von Base wird der Ubergang zur a-Helix zum einen durch
Eliminierung der intramolekularen Absto3ung und zum anderen durch Ausbildung von

Wasserstoffbrickenbindungen induziert.
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Schema 3-2 Molekiilsimulation fiir einen Knauel-Helix-Ubergang von PSiglLyss, (HyperChem 6.0,
MM+ Kraftfeld).

Der pH-induzierte Knauel-Helix-Ubergang, dessen Strukturen in Schema 3-2 abgebildet
sind, ist ein kontinuierlich ablaufender Prozess, der mittels CD-Spektroskopie verfolgt
werden kann. In Abb. 3-6 sind daher exemplarisch die Spektren flr den
Blockpolyelektrolyten 3-6f (unten) und das Homopeptid 3-7d (oben) in Abh&ngigkeit des
pH-Wertes gezeigt. Die Spektren lassen erkennen, dass die Anderung der Sekundarstruktur
hin zur a-helikalen Form erst oberhalb von pH >9 einsetzt. Die Auswirkungen einer
pH-Wert-Erh6hung sind zwischen 8,5 < pH < 9,5 am stérksten. Eine weitere Steigerung der
Basizitat bewirkt kaum weitere Konformationsanderungen. Eine Untersuchung oberhalb von
pH > 10,5 fur die Homopolypeptide und pH > 10 fir die Blockcopolymere ist nicht méglich,
da die Polymere in diesen Bereichen an die Grenzen ihrer Loslichkeit gelangen. Die
isodichroitischen Punkte, die mit sinkender L-Lysinkette verschwinden, liegen bei
A=204,5 nm.

Ein qualitativer Vergleich der CD-Spektren des Homopolypeptides 3-7 mit dem
Blockcopolymer 3-6 lasst auf den ersten Blick erkennen, dass das Poly(L-lysin) 3-7d bei
pH = 10 eine gréRere molare Elliptizitaten pro Aminoséaure (engl. mean residue ellipticity) [&)]
erreicht als das Blockcopolymer 3-6f. Dies deutet auf eine weiter fortgeschrittene
Helixbildung im Fall von 3-7d hin. Ansonsten fallt auf, dass die Minima bei 222 und 208 nm

auf einer Hohe liegen, was auf die Assoziation von Peptid-Helices hinweist [59, 60]. Die
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Banden im Homopolymer kommen dabei deutlicher zum Vorschein als im
Blockpolyelektrolyten 3-6f.
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Abb. 3—6 Zirkulardichroismus-Spektren in Abhéngigkeit des pH-Wertes. Oben: Blockcopolymer

3-6f; unten: Homopeptid 3-7d.

Erstaunlicherweise wird fur ein synthetisches lineares Poly(L-lysin (PLL)-hydrochlorid) mit
etwa 425 Wiederholungseinheiten im vergleichbaren pH-Bereich eine geringere molare
Elliptizitat pro Aminosaure [@ als fur 3-7 gefunden. Dafir konnte diese Messreihe bis zu
einem pH-Wert von 11,7 durchgefiihrt werden [61] als in den vorliegenden Beispielen. Das

gleiche Verhalten wie PLL*HCI weist ein Uber NCA-Polymerisation synthetisiertes
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Poly(L-lysin)-Hydrobromid mit einem Polymerisationsgrad von 100 auf [62]. Fur
letztgenanntes Beispiel kann die hier gefundene fortgeschrittenere Helixbildung bei
ahnlichen pH-Werten mit einer geringeren lonenstarke in der Losung begriindet werden, da
diese Proben nach der Entschitzung durch Dialyse von Fremdsalz befreit wurden. In der
Vergleichsubstanz PLL*HBr hingegen fiuhrt die erhdhte lonenstarke zu einer Denaturierung
der a-Helix. Es ist anzunehmen, dass die Salzkonzentration in diesen Ldsungen oberhalb
der ,Salting in“-Konzentration [63, 64] liegt, wodurch Messreihen bis zu héheren pH-Werten

maoglich sind.

Eine quantitative Aussage anhand der CD-Spektren ist erst dann mdglich, wenn die molaren
Elliptizitdten pro Aminosaure in eine prozentuale Zusammensetzung der Sekundarstrukturen
Uberfihrt werden. Eine Methode =zur Berechnung der Anteile der einzelnen
Sekundarstrukturen betrachtet ein gemessenes CD-Spektrum als Linearkombination der

reinen Sekundéarstrukturen [65-68].

[0)) =tu[el5 (1) - k) + 1[0 (1) + fe Bl (1) 613D

[ maximale molare Elliptizitat pro Aminosaure einer
unendlich langen Helix.

[Ar k. molare Elliptizitat pro Aminosaure einer reinen Faltblatt-/
Knéauelkonformation.

k: Kettenlangen abhéngige Konstante
n: Kettenlange
f: Anteile der einzelnen Sekundarstrukturen

Dabei tragt der Ausdruck des helikalen Anteils der kettenlangenabhdngigen Neigung zur
Helixbildung Rechnung. Zur Losung des linearen Gleichungssystems gilt folgende

Randbedingung:
D=L >0 GL(3-2)

Als Referenz-Spektren dienen die Messungen an synthetischem PLL-Hydrochlorid von
Yang et al. [55]. Die charakteristischen Wellenlangen A =208 nm und A = 222 nm werden als
Beobachtungswellenlangen fir die Linearkombination ausgewahlt. In Abb. 3-7 sind die
Ergebnisse der Berechnung fur den Knauel- (links) und den Helix-Anteil (rechts) sowohl fur
die Homopolypeptide 3-7 (oben) als auch die Blockcopolymere 3-6 (unten) in Abhéngigkeit
der Kettenlange und dem pH-Wert dargestellt. Die exakten Werte der Berechnung fir die

drei Sekundarstrukturen kénnen dem Anhang (S. 88) entnommen werden.
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Wie zu erwarten nimmt der Knauel-Anteil mit zunehmendem pH-Wert ab, wahrend der
Helix-Anteil ansteigt. Die Anteile in der SFaltblattstruktur steigen von etwa 5 % im leicht
sauren Milieu bis zu etwa 40 % im basischen Bereich und sind hier nicht mit abgebildet. Der
Einfluss des Styrolblockes auf die Helixbildung ist nicht sehr ausgepragt, da fir einen
bestimmten pH-Bereich die erhaltenen Prozente fir Blockcopolymer und Homopeptid
vergleichbar sind. Dieses Verhalten steht in Ubereinstimmung mit Untersuchungen an
Polybutadien-b-Poly(L-glutaminsaure)-Blockpolyelektrolyten [18, 19]. In einzelnen Fallen wird
fur die Blockcopolymere bei hohen pH-Werte ein Absinken der Helix-Anteile beobachtet, was

auf den einsetzenden Fallungsprozess zuriickzufiihren ist.

%Knéiuel

%Knéiuel

Abb. 3-7 pH-Abhangigkeit der Knauel- (links) und Helix-Anteile (rechts) der Blockcopolymere
3-6 (unten) und der Homopolypeptide 3-7 (oben). Bei den Oligostyrol-b-Oligo(L-Lysin)-
Polymeren steht (m) fur die mit 3-1b als Initiator und (e) fir die mit 3-1c
synthetisierten Copolymere.
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3.3.2 Kritische Mizellenkonzentration

Um die Gestalt und Gr6éRe der selbstorganisierten Strukturen der Blockpolyelektrolyte
untersuchen zu kdnnen, muss zunéchst die Konzentration an amphiphilen Molekilen, ab der
Mizellenbildung auftritt, ermittelt werden. Diese Konzentration wird als kritische
Mizellenkonzentration (cmc) bezeichnet. Zur ihrer Bestimmung konnen alle Verfahren
angewendet werden, deren physikalische Eigenschaften von der TeilchengréfRe
(Lichtstreuung [69-71]), Teilchenzahl (z.B. osmotische Druck [72, 73] oder Viskositat [73])
abhangen. Eine weitere Methode macht sich die Veranderung spektraler Eigenschaften
(Absorption und Fluoreszenz) von Farbstoffen bei der Farbstoffsolubilisierung zu Nutze
[74-76]. Auf Grund seiner photophysikalischen Eigenschaften (z. B. lange Lebensdauer,
Excimerbildung) wird Pyren oft als Sondenmolekil fir Fluoreszenzmessungen eingesetzt
[77]. Da Pyren stark hydrophob ist, besitzt es eine sehr geringe Ldslichkeit in Wasser, die
dazu fuhrt, dass sich Pyren vorzugsweise in das hydrophobe Innere von Mizellen einlagert
[78-80]. Ferner ist Pyren einer der wenigen aromatischen Kohlenwasserstoffe, welcher eine
ausgepragte Feinstruktur bei Fluoreszenzmessungen in Lésung aufweist. In Anwesenheit
von Pyren konnen in den Emissions- und Anregungsspektren mit steigender
Polymerkonzentration signifikante Ver&nderungen im Fluoreszenzverhalten festgestellt
werden, welche durch die Solubilisierung und der damit verbundenen mdoglichen

Excimerbildung von Pyren hervorgerufen werden [81-83].

Charakteristische Emssions- und Anregungsspektren einer wassrigen Loésung des
Blockpolyelektrolyten 3-6e bei verschiedenen Konzentrationen in Anwesenheit von
c=5,900" mol/ L Pyren sind in Abb. 3-8 dargestellt. Die Spektren zeigen, dass die
Intensitat innerhalb einer Messreihe mit steigender Polymerkonzentration zunimmt, da die
Anzahl an hydrophoben Pyrenmolekiilen, die sich im Mizelleninneren befinden, wachst.
Zusétzlich wird in den Anregungsspektren eine Verschiebung der (0, 0)-Bande von 334,5 nm

nach 339 nm (idealerweise von 332,5 nm nach 338 nm) beobachtet.
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Abb. 3-8 Emissions- (oben) und Anregungsspektren (unten) von 3-6e in Wasser bei

verschiedenen Blockpolyelektrolyt-Konzentrationen in Anwesenheit von Pyren
(c =5,9107 mol/ L).

Aus der Auftragung des Intensitatsverhaltnisses lssqf 13345 der Anregungsspektren gegen den
Logarithmus der Polymerkonzentration wird die cmc bestimmt (Abb. 3-9) [84]. Im niedrigen
Konzentrationsbereich nimmt das Verhéaltnis charakteristische Werte fir Pyren in Wasser an
(~0,25). Mit steigender Konzentration nimmt die hydrophobe Umgebung des Pyrens zu und
die Werte fUr lszof l3345 Steigen an. Der Schnittpunkt der durch diese beiden Bereiche

gelegten Geraden entspricht der cmc des Systems.
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Abb. 3-9 Die Anderung des Intensitatsverhaltnisses lssgf I3345 aus den Anregungsspektren (Abb.

3-8) fur 3-6e aufgetragen gegen den Logarithmus der Konzentration in g/ mL.

Tabelle 3—-3 Zusammenfassung der mittels Fluoreszenzspektroskopie ermittelten kritischen
Mizellenkonzentrationen (cmc), sowie das berechnete Molekulargewicht M, und die

Polydispersitat (M,,/M,)).
PS«-b-PLL,* cmc 10°° Ig cmc® M,° M/ M,?
Probe
X y [mol/ L] [mol/ L] [g/ mol] [1]
3-6a 8 9 3,09 -5,51 2819 1,15
3-6b 8 22 7,41 -5,13 5523 1,26
3-6¢ 8 29 4,17 -5,38 6979 1,30
3-6d 10 39 1,48 -5,83 9269 1,44
3-6e 10 52 2,40 -5,62 11973 1,43
3-6f 10 59 2,57 -5,59 13428 1,20
3-6g 10 63 2,29 -5,64 14261 1,36
3-6h 10 67 2,57 -5,59 15093 1,17
3-6i 10 72 2,19 -5,66 16133 1,39
a) "H-NMR-spektroskopisch ermittelte Blockcopolymer-Zusammensetzung.
b) Anhand wassriger Fluoreszenzspektroskopie in Anwesenheit von Pyren bestimmt.
c) Als Grundlage dient die NMR-spektroskopisch ermittelte Zusammensetzung.
d) Aus GPC-Messungen in DMF mit LiBr (c = 1 g/ L) bei 60 € gegen Polystyrol als Standard.

Die ermittelten cmc, die in Tabelle 3—3 zusammengefasst sind, weisen ein von der Lange
des hydrophoben Blocks abhéngiges Verhalten auf. Besteht der hydrophobe Block aus

einem Octastyrol durchlaufen die kritischen Mizellenkonzentrationen ein Maximum. Fur die
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Blockpolyelektrolyte mit Decastyrolblock wird ein Anstieg bis zu einer PLL-Lange von etwa
60 Wiederholungseinheiten beobachtet. Die folgenden cmc bis zu einem
Polymerisationsgrad von 72 liegen in der gleichen GroélRenordnung (Abb. 3-10). Es ist
anzunehmen, dass mit weiter anwachsendem L-Lysinblock wiederum ein Absinken der cmc
beobachtet wird, da sich das Maximum des parabelférmigen Verlaufs der cmc mit
zunehmendem hydrophoben Teil zu langeren l8slichen Blocken hin verschiebt [85]. Die
Erklarung fur das Auftreten eines Maximums basiert auf zwei Effekten: Zunachst wird mit
wachsender Kettenlange des loslichen Segments eine bessere Ldslichkeit induziert, die eine
spater einsetzende Mizellenbildung zur Folge hat. In diesem Bereich wird die Mizellenbildung
vom Polyelektrolytcharakter des loslichen Blocks bestimmt und entspricht dem Verhalten
niedermolekularer Tenside und PEO-Systeme [86]. Wird eine bestimmte Kettenldnge
Uberschritten, hat die zunehmende Ilonenstarke der Lésung ein Absinken der
Ldsungsmittelqualitat zur Folge [87, 88], so dass die Tendenz zur Mizellenbildung wieder

ansteigt.
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Abb. 3-10 Doppelt logarithmische Auftragung der cmc gegen die L-Lysinkettenlange.

Fur das anionische Blockpolylektrolyt-System Polystyrol-b-Polynatriumacrylat PS;;-b-PANa,
(x =15 ... 1030) wurde vor einigen Jahren ein parabolischer Verlauf gefunden, dessen
cmc-Maximum im gleichen PEL-Kettenlangenbereich liegt (Comc(PS1:PANage) = 10> mol/ L)
[89]. Allerdings setzt die Mizellenbildung bei den anionischen Blockcopolymeren zu einem
spateren Zeitpunkt ein als bei den vorliegenden kationischen Blockpolyelektrolyten
(Come (K*) = ¥4 Ceme (A).
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3.3.3 Bestimmung der Mizellenform und -gréf3e

Nachdem die minimale Konzentration, ab der die Mizellenbildung auftritt, bekannt ist, kénnen
Uber verschiedene Streumethoden wertvolle Informationen Uber das System gewonnen
werden. So liefern statische Streumessungen (SLS, SANS) Auskunft Gber die Struktur
(GroRRe, Molekularchitektur) und die gewichtsmittlere Molmasse eines Moleklls. Aus der

dynamischen Lichtstreuung hingegen ist der hydrodynamische Radius Ry zugéanglich.

Statische Lichtstreuung (SLS)

In Abb. 3-11 sind die Streudaten von 3-6g in fremdsalzfreien Losungen (pH = 6,5) bei zwei
Konzentrationen oberhalb (c =40 pg/ mL) und unterhalb (c=5pg/ mL) der uber
Fluoreszenzmessungen bestimmten cmc in einer Zimm-Auftragung gezeigt. Zur besseren
Ubersicht sind die Werte durch den Kontrastfaktor dividiert worden. Die zunehmende
Steigung der Geraden bei zunehmender Konzentration deutet ebenfalls auf die Assoziation
von Molekilen hin. Diese Konzentrationsabhéngigkeit des Kurvenverlaufes verhindert eine
Bestimmung des Molekulargewichtes der PS-b-PLL-Mizellen und somit deren

Aggregationsnummer Uber statische Lichtstreuung.
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Abb. 3-11 Zimm-Auftragung von 3-6g bei zwei Konzentrationen oberhalb (¢ = 40 pg/ mL (m)) und
unterhalb (c =5 pg/ mL (e)) der cmc.
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Fur verdinnte Lésungen, in denen die intermolekularen Wechselwirkungen der Mizellen
untereinander vernachlassigt werden kénnen (S(q) = 1), ist eine Anpassung des Formfaktors
und somit eine Aussage Uber Form (Kugel, Zylinder, Stabchen, usw.) und GroR3e (Lange,
Durchmesser) der Mizelle moglich. Die Lichtstreumessungen bei ¢ = 40 pg/ mL erfullen zwar
diese Voraussetzung, aber auf Grund der geringen Streuintensitat ist eine Anpassung des

Formfaktors und somit eine quantitative Aussage nicht moglich.
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Abb. 3-12 Holtzer-Plot (links) und Kratky-Plot (rechts) von 3-6g bei 40 pg/ mL. Die Insets zeigen
charakteristische Kurvenverlaufe der einzelnen Formen (aus [90-92]).

Eine qualitative Analyse der Streudaten durch Anfertigung eines Holtzer-Plots (Abb. 3-12
links) und Kratky-Plots (Abb. 2—11 rechts) deutet allerdings auf eine stabchenférmige Gestalt
hin. In Abb. 3—-12 sind repréasentativ fir alle Blockcopolymere diese beiden Auftragungen fir
3-6g dargestellt, wobei im jeweiligen Inset die charakteristischen Kurvenverlaufe der

einzelnen Formen symbolisiert sind.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Aus der dynamischen Lichtstreuung wird der hydrodynamische Radius eines Teilchens
durch die Bestimmung des Diffusionskoeffizienten experimentell zuganglich [93, 94]. Fur die
Blockcopolymere PS-b-PLL sind diese unter den gleichen Bedingungen wie bei der
statischen Lichtstreuung bei einer Konzentration von ¢ = 40 pg/ mL ermittelt worden und in
Tabelle 3—4 zusammengestellt.

Mit Ausnahme von 3-6g, dessen hydrodynamischer Radius Ry = 101 nm betrégt, liegen die
Radien der anderen Proben im Schnitt bei Ry = 74 nm. Anhand von Probe 3-6g wird ferner
gezeigt, dass ein Lésen der Probe in N,N-Dimethylformamid DMF und anschlieRende

Dialyse gegen bidest. Wasser nicht zu einem veranderten hydrodynamischen Radius fuhrt.
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Der resultierende hydrodynamische Radius besitzt innerhalb der Messgenauigkeit den

gleichen Wert, wie eine Probe, die direkt in bidest. Wasser geldst wird.

Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS)

Eine weitere statische Streumethode, mit deren Hilfe Informationen Uber die Aggregatgestalt
erhalten werden, ist die Neutronenkleinwinkelstreuung (SANS). Dazu werden Messungen bei
einer Konzentration von ¢ =0,5 Gew.-% der Proben 3-6d bis 3-6i durchgefuhrt und die

erhaltenen Streukurven Uber Standardverfahren in normierte Streudaten umgewandelt [92].

Die Streuintensitat I(q) einer Lésung von homogenen, unendlich langen Zylindern mit dem

Radius R und der Lange L ist gegeben durch [91, 95]:

2
1(a) = npL 40° A ’—T[M} +BG GI.(3-3)
ql arR
Np: Zahl an Streuzentren
A: Querschnittsflache des Zylinders
Ap: Exzess-Streulangendichte
BG: inkoharenter Hintergrund

Die Zahl an Streuzentren ergibt sich aus:

n. =NaC Gl.(3-4)
i NAgg .
Na Avogadro-Konstante
c: molare Konzentration
Nagg:  Aggregationszahl
Unter Einbeziehung des Volumens V
V =Ny, V=AL=/R*L Gl.(3-5)
V: Zylindervolumen
A: Flache des Zylinderquerschnitts
Vv Molektlvolumen
geht GI.(3-3) in folgende Beziehung Uber:
3
1(a) = 4v NNy, 40° 77 @ +BG GL(3-6)
q
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Um die experimentellen Daten an theoretische Werte anpassen zu kénnen, wird GI.(3-6) mit
der Auflésungsfunktion, die die Wellenlangenungenauigkeit (AAM A =0,1) und
Kollimationseffekte des SANS-Instrumentes beriicksichtigt, gefaltet. Die korrigierte Intensitat

I.(q) entspricht damit folgender Gleichung:

00

(q) = 277 Na 40" IJl(q'R) expl-05(q' - q)? /Jz}dq' +BG

I3
g s q

I, GL(3-7)

In ogsind sowohl die Wellenlangenungenauigkeiten als auch die Kollimationseffekte enthalten
[96].

An die experimentellen SANS-Daten wird mit GI.(3-7) ein theoretischer Kurvenverlauf
angepasst, wobei als Parameter die Exzess-Streuldngendichte 4p, die molare Konzentration
¢, der Radius R und der inkoharente Hintergrund BG dienen. In Abb. 3—-13 ist reprasentativ
fur alle Messungen das Ergebnis von 3-6e gezeigt. Mit einem Radius von R = 2,2 nm wird fur
alle Proben ein zufrieden stellendes Ergebnis erzielt. Ein Vergleich mit Literaturdaten eines
Decastyrols (R =3 nm) [97] und Molekilsimulationen (R = 2,4 nm) deutet darauf hin, dass
ausschlieR3lich der hydrophobe Styrolblock mittels SANS sichtbar wird und dass der Kontrast
des Lysinblockes zu gering ist, um den Radius der zylindrischen Mizelle zu bestimmen. Aus
diesem Grund wird die Exzess-Streuldngendichte auf Ap=4,95M10' cm™ festgesetzt, was
der Differenz zwischen Deuteriumoxid (o = 6,380 cm™) und Polystyrol (o= 1,4310" cm?)
entspricht. Der inkoh&rente Hintergrund BG wird fir alle SANS-Kurven als gleich bleibend
konstant angenommen und hat einen mittleren Wert von BG ~0,005. Aus den
experimentellen Daten lassen sich molare Konzentrationen ermitteln, die in Tabelle 3—4 im
Vergleich zu den theoretischen Werten aufgelistet sind. Im Mittel liegen die experimentell
bestimmten Konzentrationen um zehn Prozent unterhalb der berechneten Werte. Die Griinde
der Abweichungen konnen in experimentellen Fehlergrenzen und in der Skalierung der
Normalisierung liegen. Ferner darf nicht vergessen werden, dass es sich bei den

angegebenen Kettenlangen um *H-NMR-spektroskopische Mittelwerte handelt.
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Abb. 3-13

Tabelle 3—-4

o
=

Intensity [cm™]

0,01

0,06 0,12 0,18

SANS-Daten (O) einer Ldsung von 3-6e (c =0,5 Gew-%) bei Raumtemperatur
(T =25 ). Die durchgezogene Linie symbolisiert ein e Anpassung nach GI.(3-7).

Molare Konzentrationen ce, aus den SANS-Messungen im Vergleich zu den
berechneten Werte cy, sowie die hydrodynamischen Radien Ry, die Uber
dynamischen Lichtstreuung ermittelt sind.

PS,-b-PLL,*  cu0™*°  cepd0*®  RyOHM

Probe x y  [molL]  [molL] [nm]
3-6a 8 9 - - 71
3-6b 8 22 - - 76
3-6¢ 8 29 - - 76
3-6d 10 39 5,39 5,97 71
3-6e 10 52 4,18 5,25 76
3-6f 10 59 3,72 4,57 67
3-69 10 63 3,51 3,78 101
3-6h 10 67 3,22 3,29 79
3-6i 10 72 3,10 3,23 79
3-69¢ 10 63 - - 97

a) *H-NMR-spektroskopisch ermittelte Blockcopolymerzusammensetzung.

b) Anhand NMR-spektroskopischer Blocklangen berechnet.

C) Experimentell ermittelte Werte.

d) Probe ist in DMF gel6st und im Anschluss gegen bidest. Wasser dialysiert worden.
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3.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel sind die Synthese und die Selbstorganisation von Blockcopolymeren aus
einem kurzen Polystyrolblock und einem in der Lange variierendem Poly(L-lysin)-Block
beschrieben worden. Ausgehend von aminfunktionalisiertem Oligostyrol als Initiator wurde
Uber die ringdffnende Polymerisation von N*Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-Carboxy-
anhydriden (Z-Lys-NCA) das Blockcopolymer mit den gewlnschten Peptidkettenlangen und
einer fur diese Synthesemethode typischen Polydispersitat in hohen Ausbeuten erhalten.

Im Anschluss wurde zunéchst Uber konzentrationsabhangige Fluoreszenzmessungen in
Anwesenheit von Pyren die kritische Mizellenkonzentration (cmc = 1,5010° ... 7,5[10° M)
bestimmt. Die Ergebnisse stimmen mit den Erwartungen uberein: Mit abnehmender
Styrolblocklange tritt die Mizellenbildung friher ein, wohingegen sie mit zunehmendem
Polyelektrolytanteil spater einsetzt.

Mit Hilfe von Streumethoden konnte eine Vorstellung von der Form der Aggregate gewonnen
werden. Die Ergebnisse der Streumethoden (DLS, SLS und SANS) deuten darauf hin, dass
die Polystyrol-b-Poly(L-lysin)-Blockpolyelektrolyte zylinderférmige Mizellen bilden, in denen
das Polystyrolsegment einen Kern vom Radius Rk = 2,2 nm ausbildet. Der hydrodynamische
Radius der Mizellen liegt im Mittel bei Ry = 74nm. In Abb. 3-14 ist die Form der Aggregate

modellhaft dargestellt.

Abb. 3-14 Modell der Struktur der vorliegenden Mizellen.
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3.5 Experimenteller Teil

3.5.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Chemikalien und Losungsmittel

Die eingesetzten Reagenzien sind von den Firmen Aldrich, Fluka und Merck bezogen und,
wenn nicht anders erwahnt, ohne weitere Aufreinigung eingesetzt worden. Aus dem
Chlormethylstyrol wurde zunachst durch Destillation der Stabilisator entfernt. n-Hexylamin ist
Uber CaH, getrocknet und ebenfalls durch Destillation gereinigt worden. Ethylacetat und
Dimethylformamid wurden Uber Molekularsieb (4A) getrocknet. Das aminterminierte
Oligostyrol 3-1 [39, 40] und das Monomer N*-Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-Carboxyanhydrid

3-2 [41] wurden nach Literaturvorschriften hergestellt.

Reinigung:

Die Polypeptide werden Uber Dialyse in Schlauchen aus regenerierter Cellulose

(Spectra/ Por®) aufgereinigt, welche Uber die Carl-Roth GmbH bezogen werden.

3.5.2 Physikalische und analytische Methoden

Probenpraparation

Alle PEL-Proben werden im Gefrierschrank aufbewahrt und vor jeder Messung erneut
24 Stunden im Hochvakuum getrocknet. Die Einwaagen von geringen Mengen (m < 20 mg)
erfolgen an einer Mettler-Toledo Feinwaage. Alle anderen Mengen (auch Ldsungsmittel)

werden mit einer Satorius-Genius Analysenwaage eingewogen.

'H- und *C-NMR-Spektroskopie:

Die NMR-Spektren wurden auf Bruker Advance Spektrometern (300 oder 700 MHz)
aufgenommen. Als interne Standards dienen die Signale der verwendeten deuterierten

Losungsmittel.
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Gelpermeationschromatographie

Fur die gelchromatographische Analyse in organischen Ldsungsmitteln werden drei
hintereinander geschaltete Polymer-Standard Service (PSS) Styrol-Divinylbenzol (SDV)
Saulen (Ausmafe: 300 x 8 mm) mit PorengréRen von 500, 10°, und 10° A verwendet. Die
Messungen in Dimethylformamid werden in Anwesenheit von LiBr (1 g/ L) bei 333 K (60 ),
und die in Tetrahydrofuran bei Raumtemperatur durchgefihrt. Die Elugramme werden mit
einem UV/Vis- und einem RI-Detektor innerhalb einer halben Stunde bei einer
FlieRgeschwindigkeit von 1 mL/ min aufgenommen. Im Anschluss werden die Elutionszeiten
Uber eine Kalibrierung mit eng verteilten Polystyrol-Standards in Molekulargewichte

umgerechnet.

GPC-Messungen in wassriger Losung werden mit Applied Biosystem Biocad Sprint Anlage
mit einer PSS-Novema Sé&ule (Ausmafe: 300 x 8 mm, PorengréRe: 300 A) durchgefiihrt. Als
Ldsungsmittel wird ein Gemisch aus Acetonitril/ Wasser (50 Vol-%) mit einem 2 %-igen
Zusatz an Trifluoressigsaure verwendet. Die FlieRgeschwindigkeit betragt 1 mL/ min.
Innerhalb einer halben Stunde werden die Elugramme mit einem dualen UV/ Vis-Detektor bei
210 und 280 nm verfolgt. Zur Umrechnung der Elutionszeiten in Molekulargewichte erfolgt
zunéachst eine Kalibrierung mit eng verteilten Natriumpolystyrolsulfonat-Standards der Firma

Polymer-Standard-Service.

Zirkulardichroismus

Die Zirkulardichroismus-Spektren werden in einem Jasco J-715 Spektropolarimeter mit einer
Jasco PTC-348WI temperaturgeregelten Zelle aufgenommen. Die Kalibrierung des Gerates
erfolgt sowohl mit einer wassrigen Losung (+)-10-Camphersulfonsdure als auch
D(-)-Pantolacton. Fur die Messung werden 1 mm Quarzkivetten (Starna) verwendet. Der
Messbereich reicht von 250 bis 195 nm, wobei eine Schrittweite von 0,5 nm eingestellt wird.
Die Scangeschwindigkeit betragt 20 nm/ min, die Integrationszeit 2 Sek. pro Datenpunkt und
die Spaltbreite 1 nm. Fir ein Spektrum werden durchschnittlich zehn Wellenlangenscans
durchgefuhrt. Fir die Bestimmung der Sekundarstruktur wird eine Lésung der
Massenkonzentration ¢ =80 pg/ mL hergestellt. Die Lésung wird im Anschluss auf
Polycarbonat-Gefalie aufgeteilt und durch Zusatz von 0,3-molarer Kaliumhydroxidldsung der
pH-Wert eingestellt. Vor jeder Messung wird die Losung eine Stunde unter milder
Argonzufuhr aquilibriert. Die erhaltenen Daten werden im Anschluss in die mittlere molare

Elliptizitat pro Aminoséaure ([@] in deg cm? dmol™) umgerechnet.
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Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Messungen erfolgen bei Raumtemperatur an luftgesattigten Losungen mit einem SPEX
USA Fluorolog 2 Typ F212 Spektrometer, an das ein Hamamatsu PMT R 508-Detektor
angeschlossen ist. Fir die Bestimmung der kritischen Mizellenkonzentration wird die
Pyrenmenge so gewahlt, dass in den resultierenden Polymerldsungen eine Konzentration
von 59007 mol/L vorliegt, die bei Raumtemperatur geringfiigig (ber der
Sattigungskonzentration von Pyren in Wasser liegt [78]. Hierzu wird Pyren in Aceton gel6st,
die erforderliche Menge in leere 10 mL Messkolben gefillt und das Aceton wieder verdampft.
Im Anschluss wird die gewiinschte Polymerkonzentration durch Verdinnung einer
Stammldsung eingestellt. Um die Fremdionenkonzentration mdoglichst gering zu halten,
werden die Lésungen in Polycarbonat-GefalRe Uberfuhrt und zur Gleichgewichtseinstellung
des Pyrens zwischen der Wasserphase und den Mizellen fur 24 Stunden bei
Raumtemperatur gerihrt. Die Messungen werden an luftgesattigten Losungen in einer
10 x 10 mm Quarzkivette (Hellma) mit einer Schichtdicke von 1 cm und einer Spaltbreite
von 0,5 mm aufgenommen. Die Anregungswellenlange fur die Emissionsspektren betragt
339 nm und die Beobachtungswellenlange der Anregungsspektren liegt bei 390 nm. Die

Integrationszeit pro Datenpunkt ist 0,5 s und die Schrittweite 0,5 nm.

Lichtstreuung

Die Versuche sind mit einem ALV 5000E-Gerat bei Raumtemperatur an luftgesattigten
Losungen durchgefihrt worden. Verwendet wurde ein Krypton-lon-Laser (Spectra Physics
Model Kr 2025) der Wellenlange A =647,1 nm, dessen Leistung in Abh&angigkeit der
Streuintensitat zwischen 100 und 300 mW variiert. Fur die Lichtstreuexperimente werden die
Blockcopolymere in bidest. Wasser geldst und Uber einen 0,45 um Spritzenfilter aus
Cellulosemischestern von Staub befreit. AnschlieRend werden die Proben 24 Stunden bei

Raumtemperatur zur Mizellenbildung in PolycarbonatgefalRen aquilibriert.

Neutronenkleinwinkelstreuung

Die SANS-Messungen wurden mit einem SANS-I Instrument of the Swiss Spallation Neutron
Source SINQ (Paul Scherrer Institut, Schweiz) durchgefiihrt. Die Streudaten sind mit einem
zweidimensionalen Detektor aufgenommen worden. Die Wellenlange (A =5 nm) sowie der
Proben-Detektor-Abstand (d = 4,5 m) sind so gewdahlt, dass der Streuvektor einen Bereich
von g =0,014 ... 0,183 Al abdeckt. Fur die 0,5 Gew.-%-igen Probenldésungen wurde die
entsprechende Menge Blockpolyelektrolyt PS,-b-PLL, in D,O gelost und uber mehrere Tage
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bei niedriger Temperatur (T =5 C) gelagert. Im Anschluss wurden die Proben in 1 mm dicke
Standard Quarzkiivetten wberfihrt. Die Messungen wurden bei 20 C durchgefiihrt, wobei
die Temperaturkontrolle Uber ein Wasserbad erfolgte. Die Daten wurden nach

Standardverfahren in Streudaten mit absoluter Skalierung tberfihrt.

3.5.3 Synthesebeschreibungen

Synthese der seitenkettengeschitzten Homo- und Bloc kcopolymere

In einem ausgeheizten Schlenkrohr mit Trockenrohr wird unter Argonatmosphére das
Monomer N*Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-Carboxyanhydrid 3-2 in moglichst wenig
trockenem DMF Uber einen Spritzenfilter (PTFE) vorgelegt. Zu dieser stark rihrenden
L6sung wird im Folgenden schnell die Initiatorlsung (3-1 oder 3-3 in abs. DMF) zugespritzt.
Die Reaktionsmischung wird funf Tage unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur gut
gerihrt und im Anschluss aus der gut 20-fachen Menge Wasser ausgefallt. Nicht
umgesetztes Monomer wird durch ausgiebiges Waschen mit Diethylether entfernt. Die

eingesetzten Mengen sowie die Ausbeuten kénnen Tabelle 3-5 entnommen werden.

Tabelle 3-5 Synthetische Details der Polymerisationen, wie eingesetzte Mengen (Myca, Minitiator
oder Vi,iiator) Und Ausbeuten.

Probe Mnca Mnitiator Vnitiator Ausbeute  Ausbeute

[0] [mg] [uL] [mg] [%]
3-6a 0,52 169 - 510 82
3-6b 0,62 100 - 520 83
3-6¢ 0,65 70 - 560 92
3-6d 0,95 a0 - 717 80
3-6e 1,0 76 - 845 91
3-6f 1,1 83 - 838 82
3-6g 1,0 63 - 883 98
3-6h 1,1 69 - 926 92
3-6i 1,0 54 - 796 88
3-7a 0,75 0,005 70 533 81
3-7b 0,75 0,004 58 482 74
3-7c 0,75 0,004 50 513 79
3-7d 0,9 0,004 50 714 91

81



Selbstorganisation von Polystyrol-b-Poly(L-lysin)-Blockpolyelektrolyten in wassriger Losung

Im Folgenden sind exemplarisch die 'H-NMR-Daten eines seitenkettengeschiitzten

Blockcopolymers 3-4 und Homopolymers 3-5 aufgefihrt.

3-4:  H-NMR (700 MHz, DMSO, 333K): J(ppm) = 0,49 - 0,75 (m, 6 H, -CHs); 0,90 - 2,15
(m, (9 + 3*10 + 6N) H, CH3-CH + CH;-CH, + aliph. Oligostyrol + aCH-(CH,)s); 2,96 (s, 2N H,
CH,-NH); 3,65 - 4,38 (m, N H, aCH); 4,97 (m, 2N H, BzI-CH,); 6,28 - 7,38 (m, (5N + N) H,
0-CH-NH + arom. CH); 8,13 (bs, N H, CH,-NH).

3-5:  'H-NMR (700 MHz, DMSO, 333K): J(ppm) = 0,84 (t, 3 H, -CHs); 1,05 - 2,16 (m,(8 +
6N) H, CHs-(CH,)s + a-CH-(CHy)3); 2,96 (s, 2N H, CH,-NH); 3,71 - 4,12 (m, N H, aCH); 4,97
(s, 2N H, Bzl-CH,); 6,91 (bs, N H, aCH-NH); 7,26 (m, 5N H, arom. CH); 8,13 (bs, N H,
CH,-NH).

Synthese der wasserloslichen Polymere

Zur Uberfihrung der Z-geschiitzten Homo- und Blockcopolymere in wasserlgsliche
Polyelektrolyte werden die Polypeptide in mdglichst wenig Trifluoressigsaure geldst und mit
vier Aquivalenten Bromwasserstoff in Eisessig (c(HBr) = 5,7 mol/ L) versetzt. Im Laufe der
Reaktion, welche nach einer Stunde bei Raumtemperatur beendet ist, bildet sich ein
klebriger Feststoff, der durch Zugabe von Diethylether in einen fein verteilten, nahezu
farblosen Niederschlag Ubergeht. Der Niederschlag wird abfiltriert, mit Diethylether
gewaschen und solange gegen bidest. Wasser dialysiert, bis das Konduktometer einen
konstanten Wert anzeigt. Zum Schluss wird das reine Produkt durch Gefriertrocknung
erhalten. Die eingesetzten Mengen sowie die Ausbeuten kénnen Tabelle 3—6 enthommen
werden. Nachstehend sind exemplarisch die Spektren eines wasserloslichen Homopeptides

und eines Blockcopolymers angegeben.

3-6  'H-NMR (700 MHz, DMSO, 333K): J(ppm) = 0,48 - 0,75 (m, 6 H, CHs); 1,24 - 1,80
(m, (9 + 10*3 + 6N) H, CH3-CH + CH3-CH, + aliph, Oligostyrol + a-CH-(CH,)s); 2,77 (bs,
2N H, CH>-NH); 4,28 (m, N H, aCH); 6,33 - 7,34 (m, 5N H, arom, CH); 7,92 (bs, N H,
a-CH-NH).

3-7  'H-NMR (700 MHz, DMSO, 333K): (ppm) = 0,86 (t, 3 H, CHs); 1,16 - 1,78 (m, (10 +
6N) H, CHa-(CHy)s); 2,77 (bs, 2N H, CH,-NH); 4,25 (m, N H, aCH); 8,04 (bs, N H, a-CH-NH).

82



Selbstorganisation von Polystyrol-b-Poly(L-lysin)-Blockpolyelektrolyten in wéssriger Losung

Tabelle 3—6 Synthetische Details der Entschutzung der Polymere wie eingesetzte Mengen

(Mpolymers Ve acon) Und Ausbeuten sowie die molekulare Ausschlussgrenze (MWCO)
der Dialysemembranen.

Probe Mpolymer VuBriacoH Ausbeute  Ausbeute MWCO

[mg] [mL] [mg] [%] [1]
3-6a 410 0,80 151 50 1000
3-6b 420 0,94 178 62 1000
3-6¢ 470 1,15 198 64 2000
3-6d 602 1,44 360 74 3500
3-6e 730 1,79 543 92 5000
3-6f 700 1,72 513 91 1000
3-69 760 1,90 580 94 5000
3-6h 800 2,01 567 87 1000
3-6i 680 1,72 500 91 8000
3-7a 400 1,05 282 89 3500
3-7b 350 1,05 204 64 5000
3-7c 400 1,05 296 93 5000
3-7d 600 1,60 390 81 1000
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3.7 Anhang

Tabelle 3-7 Prozentuale Anteile der einzelnen Sekundarstrukturen von 3-6.

pH a-Helix  BFaltblatt Knauel
Probe 1] (%] [%] [9%]
6,2 -2 5 97
8,1 1 10 89
3-6d 8,7 6 15 79
9,4 35 24 40
10,1 35 36 29
6,3 -4 9 95
8,1 5 11 84
3-6e 91 11 22 67
9,7 55 27 17
10,1 45 35 20
5,8 -3 8 95
7,7 1 6 93
8,4 3 9 88
9,1 17 26 57
3-6f 9,4 33 33 34
9,7 31 40 28
9,9 36 40 24
10,1 34 46 20
10,4 24 48 28
6.4 3 5 99
8,8 15 17 69
3-69 9.4 46 27 27
10 53 29 18
10,7 15 47 38
5,5 5 6 97
7.9 2 8 94
3-6h 91 19 17 65
9,7 36 35 29
10,2 30 42 28
59 -1 4 97
8,1 4 8 88
3-6i 9,2 43 23 34
9,7 54 26 20
10,5 26 44 30
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Tabelle 3-8 Prozentuale Anteile der einzelnen Sekundéarstrukturen von 3-7.

pH a-Helix  BFaltblatt Knauel
Probe 1] (%] %] %]
5,9 -1 4 96
8,5 2 8 90
3-7a 9,1 3 14 83
9,9 40 28 38
10,5 48 35 17
5,7 0 6 94
8,2 3 9 88
3-7b 9,2 9 20 72
9,9 37 34 29
10,5 51 37 12
5,9 -1 2 99
8,3 -5 11 94
3-7c 9,1 14 12 74
9,8 47 27 26
10,5 53 37 10
6,1 -4 6 98
8,6 2 9 89
3-7d 9,4 15 22 62
10,0 48 35 17
10,5 53 41 6
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4  Rot fluoreszierende, sternformige
Perylendiimid-Poly( L-lysin)-Konjugate

4.1 Einleitung

In den letzten Jahren sind lichtemittierende Proteine, mit denen biologische Vorgange auf
molekularer Ebene sichtbar gemacht werden, ins Zentrum der biomolekularen Forschung
gerickt. Die Entwicklung von autofluoreszierenden Proteinen (AFP) ermdglicht die
genetische Markierung ausgewahlter Proteine und deren in vivo Beobachtung. Eine zentrale
Rolle auf dem Gebiet der AFP kommt dem griin fluoreszierenden Protein (GFP) zu, welches
aus der Qualle Aequorea victoria isoliert wird [1]. Durch gezielte Mutationen im GFP-Gen
sind spektral unterschiedliche Mutanten wie das gelb (YFP), blau (BFP) und cyan
fluoreszierende Protein (CFP) zuganglich [2]. Den rot fluoreszierenden Proteinen (RFP) wird
besonders viel Aufmerksamkeit zuteil, da sie sich als spektrale Partner fir das GFP bei
Fluoreszenz-Resonanz-Energietransfer-Messungen  (FRET) und Fluoreszenz-Kreuz-
Korrelations-Messungen (FCCS) eignen. Die RFP stammen von anderen Organismen ab als
die GFP, die der Klasse der Anthozoa zugeordnet werden. Zur Anthozoa-Klasse gehoren

beispielsweise Korallen und Seeanemonen.

Abb. 4-1 links: Die Anthozoa-Koralle discosoma striata zeigt eine orange-rote Farbung an der
Mundoffnung [3]. rechts: Die Tentakel der Seeanemone Entacmaea quadricolor
zeigen bei Bestrahlung mit UV-Licht eine deutliche orangefarbene Fluoreszenz [4].

Aus der nicht-biolumineszierende Koralle discosoma striata (Abb. 4-1) wird das Protein
drFP583 gewonnen, welches aus 225 Aminosauren aufgebaut ist und ein Molekulargewicht
von 26,1 kDa besitzt [5]. Seine Chromophor bildende Sequenz (-GInThyGly-) ist der des
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GFP (-SerThyGly-) sehr ahnlich. Die Reifung des Chromophors (~48 Std.) erfolgt Uber ein
grin fluoreszierendes Intermediat, in dem durch Oxidation die Anzahl an konjugierten
Doppelbindung erhdht wird, woraus eine bathochrome Verschiebung resultiert (Schema 4-1)
[6]. Im Verlauf der Chromophorbildung nimmt im Absorptionsspektrum die Bande bei 500 nm

(grine Farbe) ab, wahrend die bei 583 nm (rote Farbe) anwéachst (Schema 4-1).

? Thy ? ol
N/\H/Ser... H/\”/Ser...
ZyKlisierung
O . HN O O
HO N Dehydration HO
"Phe...

0]
H,N

-

Phe...
N
HoN
o GIn
leidationl
(0]
X N/\H/Ser...
idati (0]
Oxidation 2 HO N

—

Schema 4-1 Zusammen mit der Entstehung des Chromophors von drFP583 ausgehend von der
Teilsequenz (-GInThyGly-) [6] sind zeitabhangige Emissionspektren abgebildet: sofort
(2); 1% Std. (2); 5 Std. (3) und 18 Std. (4) [7].

Das drFP583-Protein bildet eine tetramere Struktur aus (Abb. 4-2) [8], die sich positiv auf die

Photostabilitéat seines Chromophors auswirkt. Das Chromophor ist damit viereinhalb Mal so
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stabil wie das des GFP. Allerdings bilden sich in lebenden Zellen zytotoxische Aggregate, die

sich auf einen Einsatz in Fusionsproteinen nachteilig auswirken [9].

Abb. 4-2 Tetramere Struktur von drFP583. Die Chromophore, die sich im Inneren der Zylinder
befinden, sind in rot-blau dargestellt [8].

Eine nahezu monomere Struktur besitzt hingegen das vergleichbar grof’e eqFP611
(231 Aminoséauren, 25,9 kDa), welches Kkirzlich aus der Seeanemone Entacmaea
quadricolor isoliert werden konnte [10]. Mit 611 nm besitzt dieses Protein die langwelligste
Emission und weist mit 52 nm die gréfite Stokes-Verschiebung auf. Die Reifung des
Chromophors (~12 Std.) durchlauft ebenfalls ein grin fluoreszierendes Intermediat, dessen
Absorption nach vollstandiger Chromophorbildung nur noch ca. 1 % der roten Absorption
entspricht. Seine molekulare Helligkeit 7 (70 &A) ¢) wurde egFP611 zu einem viel
versprechenden potenziellen Marker fiir in vivo Experimente machen, wenn seine optimale

Faltungstemperatur bei 37 T statt bei 30 € liegen wirde.

Die Hauptnachteile von RFP’s sind sowohl die langen Reifungszeiten, bis sich tber eine
autokatalytische Synthese die Chromophore gebildet haben, wie auch die thermische und
photochemische Instabilitdt. Gerade in letztgenannter Hinsicht haben sich synthetische
Farbstoffe der Rylenklasse als besonders stabil erwiesen, so dass sie bereits in
Nachweisverfahren eingesetzt werden [11-13]. Fir einen Einsatz als Fluoreszenzmarker in
biologischen Prozessen ist zusatzlich eine gute Léslichkeit in Wasser und die
Komplexbildung beispielsweise mit DNS notwendig. Im Fall des Farbstoffes Perylendiimid
(PDI) reichen vier polare Gruppen aus, um die notwendige Wasserloslichkeit zu induzieren
(Abb. 4-3) [14]. Das kationische System 4-1a und das sulfonierte Molekul 4-1b weisen in
Wasser gute Fluoreszenzquantenausbeuten ¢ auf (4-1a: 66 %; 4-1b: 58 %), wodurch sie
potentiell fir den Einsatz als Fluoreszenzmarker geeignet sind. Um die

Komplexierungseigenschaften zu verbessern, wurden Uber ringtffnende Polymerisation
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L-Lysinarme verschiedener Kettenlange angebracht (4-1c Abb. 4-3) [15, 16]. Eine Folge
davon ist, dass diese Systeme 4-1c eine geringe molekulare Helligkeit ;7 aufweisen, was auf

die niedrigen Fluoreszenzquantenausbeuten (~3 %) zurtick zuftihren ist [16].

R=
=z

| ® M8803

- o 7
NH,

HoN|

Abb. 4-3 Strukturformeln der wasserldslichen PDI [14, 15].

Eine Weiterentwicklung der auf Perylendiimid basierenden Systeme 4-1 stellt das Anbringen
von formpersistenten Polyphenylen-Dendronen in der bay-Position dar. Die Dendrone haben
die Aufgabe den Perylendiimidkern gegen &uRRere Einflisse (Ldsungsmittel, Sauerstoff)
abzuschirmen. Allerdings ist dadurch die Induzierung der Wasserloslichkeit erschwert, was
sich dadurch &uRert, dass acht Carboxylfunktionen oder Amingruppen direkt auf der

Oberflache nicht ausreichend sind [17].

Im vorliegenden Kapitel wird das in der bay-Position mit Phenylendendronen der ersten und
zweiten Generation versehene Perylendiimid 0Uber ringdffnende Polymerisation in
wasserlosliche Systeme Uberfuhrt. Der Vorteil dieser Reaktion ist, dass wie bei den AFP’s
keine aufwendige Reinigung der erhaltenen Produkte notwendig ist. Untersucht wird, ob die
Abschirmung des PDI durch formpersistente Dendrone verbesserte fluoreszierende
Eigenschaften der Stern-Polymere zur Folge hat. Dabei wird der Einfluss der Dendrone
anhand von zwei Generationen mit variierender Oberflachenladungsdichte Uberprift. Die
Oberflachenladungsdichte wird dabei sowohl Uber die Zahl an L-Lysinarmen als auch durch

deren Kettenldangen beeinflusst.
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4.2 Synthesestrategie

Die Synthese der wasserloslichen Rylenfarbstoffe mit einem PDI-Kern verlauft tber die
ringdffnende Polymerisation von a-Aminoséure-N-Carboxyanhydriden (NCA). Die NCA wird
unmittelbar vor der Polymerisation nach Literaturvorschrift hergestellt [18]. Fur die
NCA-Polymerisationen werden yAminobuttersdure (Gaba) funktionalisierte formpersistente
Polyphenylen-Dendrimere als Initiatoren verwendet, die von Frau Dr. Grebel-Koehler zur

Verfliigung gestellt wurden und deren Darstellung im Folgenden kurz beschrieben wird.

4.2.1 Initiatorsynthese

Die multifunktionellen dendritischen Polyphenylen-Initiatoren basieren auf N,N’-Bis-(2,6-di-
iso-propylphenyl)-1,6,7,12-tetra-[4-(acetylen)phenoxy]-perylen-3,4,9,10-tetra-carbonsauredi-
imid) 4-2 (Abb. 4-4), welches zunéachst in einer dreistufeigen Synthese hergestellt wird [19].

Abb. 4-4 Perylen-Kern 4-2: links: Strukturformel; rechts: zwei Ansichten auf das Molekdl (ohne
Protonen), die mittels Molekilsimulationen (HyperChem 6.0, MM+ Kraftfeld)
gewonnen sind.

Nach dem divergenten Syntheseprinzip werden durch repetetive Diels-Alder Reaktionen der
Ethinfunktionen in bay-Position mit Cyclopentadienon-Derivaten die oberflachen-

funktionalisierten Polyphenylen-Dendrimere gewonnen [19].
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Als Cyclopentadienon-Bausteine kommen dabei zum einen der A,B-Baustein 4-3 (Abb. 4-5)
und zum anderen die yAminobuttersdure (Gaba) funktionalisierten Derivate 4-4 und 4-5
(Schema 4-2) zum Einsatz. Diese werden ausgehend von den aminfunktionalisierten
Cyclopentadienonen 4-7 und 4-8 [20] durch Kupplung der N-geschitzten yAminobuttersaure
4-6 mittels N-(3-Dimethylaminopropyl)-N-ethylcarbodiimid (EDC) als Aktivierungsagens in

N,N-Dimethylformamid gewonnen [19].
o)
O L0
(0

4-3

Abb. 4-5 TiPS-geschiitztes Cyclopentadienon-Derivat 4-3: links : Strukturformel, rechts:
Molekilsimulation ohne Protonen (HyperChem 6.0, MM+Kraftfeld).

Schema 4-2 Synthese die pyAminobuttersdure funktionalisierten Cyclopentadienon-Derivate:
i) EDC, DMAP, RT, 24 Std., ~80 %.
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In Schema 4-3 ist die Synthese der geschiitzten, oberflachenfunktionalisierten dendritischen
Initiatoren (4-9 bis 4-12) dargestellt. Dabei wird die Pentaphenylbenzol-Einheit wie in Abb. 4—

6 dargestellt, symbolisiert.

Abb. 4-6 Schematische Darstellung der Pentaphenylbenzol-Einheit.

Die erste Generation mit vier 4-9 und acht 4-10 Oberflachenfunktionalitaten wird durch
Umsetzung der pAminobuttersaure-substituierten Cyclopentadienonen 4-4a und 4-5a mit
dem Perylen-Kern 4-2 erhalten.

Fur die zweite Generation wird der PDI-Kern 4-2 zunéchst mit dem Cyclopentadienon-
Derivat 4-3 in einer Diels-Alder Reaktion umgesetzt. Nach Entschiitzung der Ethinfunktionen
mit Tetrabutylammoniumfluorid wird das Zwischenprodukt 4-14 mit den Benzyloxycarbonyl-
gruppe geschitzten pAminobuttersdure-substituierten Cyclopentadienonen 4-4b und 4-5b
zur Diels-Alder-Reaktion gebracht, wodurch die zweite Generation mit acht 4-11 und

sechzehn 4-12 Oberflachenfunktionen entsteht.

Die N-tert. Butoxycarbonyl -Schutzgruppen von 4-9 und 4-10 werden abschlie3end durch
Behandeln mit Trifluoressigsaure in Dichlormethan [21] und die Z-Schutzgruppen von 4-11
und 4-12 mit Bromwasserstoff in Eisessig abgespalten [22]. Die Uberfiihrung in die fur die
NCA-Polymerisation notwendigen primdren Amine, erfolgt durch Zugabe in eine
kaltgesattigte Natriumhydrogencarbonatlésung und Filtration nach etwa einer Stunde. In
Abb. 4-7 sind die Strukturformeln und je eine Molekilansicht aus der die Orientierung der
Dendronen um den PDI-Kern hervorgeht (Molekilsimulation mittels HyperChem6.0,
MM+ Kraftfeld) abgebildet.
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Schema 4-3 Synthese der geschiitzten oberflachenfunktionalisierten Dendrimere: i) 4-4a und 4-5a, o-Xylol/ Toluol/ DMSO (1:1:0,1), 150 <,
3 Tage, 4-9: 70 % und 4-10: 88 %; ii) 4-2, o-Xylol, 20 Std., 170 C, 94 %; iii) Bu4NF, abs. THF, RT, 10 min, 96 %; iv) 4-4b und 4-5b,
Diphenylether/ Tetraethylenglykol (1 : 1), 170 C, 24 Std., 4-11: 73 % und 4-11: 71 % [19].
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4-17

Abb. 4-7 oben: Strukturformeln der Initiatoren der ersten (links) und zweiten (rechts)
Generation. unten:  Molekulsimulationen ohne Protonen (HyperChem 6.0,
MM+ Kraftfeld) der ersten Generation mit vier 4-15 (links) sowie der zweiten
Generation mit acht Oberflachenfunktionen 4-17 (rechts).
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4.2.2 Synthese der PDI-( L-Lysin)-Sternkonjugate

Das fur die Polymerisation benotigte Monomer N*®Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-
Carbonsaureanhydrid (Z-Lys-NCA) 4-19 wird nach Literaturvorschrift synthetisiert [18]. In
Schema 4-4 ist exemplarisch an einer Polyphenyleneinheit die Synthese der PDI-(L-Lysin)-
Sternkonjugate gezeigt. Unter Ausschluss von Wasser werden Ldsungen der Initiatoren
(4-15 bis 4-18) und der Z-Lys-NCA 4-19 in N,N-Dimethyxlformamid (DMF) Uber einen
Spritzenfilter in ein Schlenkrohr vermischt. Die Kettenlange der L-Lysinarme (10, 50 und 100)
wird dabei durch das Molverhéltnis von Initiator zu Monomer bestimmt. Nach funf Tagen bei
Raumtemperatur werden die Polymere aus der gut 20-fachen Menge Wasser ausgefallt und

mit Diethylether gewaschen, um nicht umgesetzte NCA 4-19 abzutrennen.

HN\<

o)
4-19
H i H NH,
N\n/\/\NH2
o) o)
RIN

NH,*HBr

Iz

Iz

N

NH,*HBr

R= MHIOVO

Schema 4-4  Schematische Darstellung der Polymerisation und anschlielender Entschitzung
anhand einer Pentaphenylenbenzyl-Einheit. i) NCA, abs. DMF, RT, 5 Tage; ii) TFA,
HBr in AcOH, RT, 1 Std.

Zur Uberfilhrung der Z-geschiitzten Sterne in wasserldsliche Systeme werden die Polymere
in moglichst wenig Trifluoressigsaure (TFA) gelost und mit einem Uberschuss an

Bromwasserstoff in Eisessig (AcOH) versetzt [22]. Nach einer Stunde bei Raumtemperatur
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wird das Produkt durch Zugabe von Diethylether ausgefallt, filtriert und im Vakuum
getrocknet. Die Uberschissige Saure (TFA, HBr und AcOH) wird Uber Ultrafiltration gegen
bidest. Wasser entfernt und abschlieRend die reinen Produkte durch Lyophilisieren als roter

Feststoff gewonnen.

Basierend auf der schematischen Darstellung der Polymerisation an einer Pentaphenylen-
benzoleinheit (Schema 4-4) werden mit Tabelle 4-1 die Bezeichnungen der Makromolekiile
mit der zugehdrigen Zusammensetzung (Generation, Anzahl an Peptidketten) eingefihrt.
Den Kettenlangen wird nachfolgend durch Anhédngen eines Kleinbuchstaben an die

Probennummer Rechnung getragen.

Tabelle 4-1 Zusammenfassung der Probenbezeichnungen hinsichtlich der Generation und der
Zahl an Poly(L-lysin)-Seitenketten.

Probe Generation Armzahl

4-20 Gl 4
4-21 G1 8
4-22 G2 8
4-23 G2 16

Bestimmung der Poly(L-lysin)-Kettenlange

Nach der Polymerisation ist zunachst einmal die Frage nach der Kettenlange der Seitenarme
zu beantworten, da anhand dieser eine Aussage Uber den Erfolg der Polymerisation
getroffen werden kann. Die Kettenlange der L-Lysinarme kann nicht mittels
NMR-Spektroskopie ermittelt werden, da die Signale der charakteristischen Iso-
propylgruppen des PDI-Kerns (= 1,0 ppm) mit den Methylengruppen des L-Lysins

zusammenfallen.

Eine Alternativmethode zur Bestimmung des Molekulargewichtes und somit der mittleren
Kettenléangen stellt die Gelpermeationschromatographie (GPC) dar. Entstehen wahrend der
Polymerisation in Konkurrenz zu den Sternpolymeren keine Homopolypeptide, zeigen die
GPC-Elugramme sowohl im UV-Detektor bei 560 nm als auch im RI-Detektor eine
monomodale Verteilung. In Abb. 4-8 sind die GPC-Kurven zweier PDI-(L-Lysin)-Konjugate
mit kurzen Peptidketten (4-20a und 4-22a) gezeigt, welche in einer 1 g/ L LiBr-DMF-L6sung

bei 60 T gegen Polystyrol als Standard aufgenommen sind. Die GPC-Chromatogramme
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besitzen einen monomodalen, aber polydispersen Verlauf, wobei allgemein die ermittelte

Polydispersitat der zweiten Generation grol3er ausféllt als fir die erste Generation.
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Abb. 4-8 GPC-Elugramme der PDI-(L-Lysin)-Konjugate 4-20a (®) und 4-22a (a), die mit

einem UVseo nm-Detektor (leer) und einem RI-Detektor (ausgefullt) aufgenommen sind.

Zur Analyse der erhaltenen Molekulargewichte muss in Erinnerung gerufen werden, dass
zwei Effekte die Messung beeinflussen. Zum einen sind Dendrimere globulare
Makromolekiile, deren mittels GPC bestimmte Molekulargewichte auf Grund ihrer kompakten
Morphologie oftmals unterschatzt werden. Wé&hrend sich das Molekulargewicht von der
ersten 4-15 zur zweiten Generation 4-17 gut verdoppelt, nimmt der tiber Molekilsimulationen
bestimmte Molekildurchmesser nur um das etwa 1,4-fache zu (Abb. 4-7). Der gleiche Effekt
wird auch bei Sternpolymeren beobachtet. Zum anderen wirkt DMF auf die
Poly(L-lysin) Arme Helix-stabilisierend [23, 24], woraus stabchenahnliche Sternarme
resultieren. Wie sich die beiden Effekte auf die Bestimmung der Molekulargewichte der
Sterne Uber GPC auswirken ist nicht bekannt, so dass die ermittelten Molekulargewichte

keine quantitative Aussage zulassen.

Da die gangigen Methoden zur Bestimmung des mittleren Polymerisationsgrades hier
versagen, wird auf die UV/ Vis-Spektroskopie zuriickgegriffen, die auf dem Lambert-
Beer'schen Gesetz basiert. Hierzu werden Lésungen bekannter Gewichtskonzentration in
Dimethylsulfoxid vermessen. Zur Bestimmung des mittleren Polymerisationsgrades wird der
Extinktionskoeffizient des reinen Chromophors (4-15 bis 4-18) im gleichen Losungsmittel

verwendet. In Tabelle 4-2 sind sowohl die tber GPC als auch die Uber UV/ Vis ermittelten
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Kettenlangen aufgefiihrt. Bei der Bestimmung des Polymerisatonsgrades wird davon

ausgegangen, dass alle Ketten gleichzeitig gestartet werden und homogen weiter wachsen.

Tabelle 4-2 Ubersicht tiber die Poly(L-lysin)-Kettenlangen aus GPC und UV/ Vis.

Probe Nen® Niys” M/ M Niys®
[1] [1] [1] [1]

4-20a 10 14 1,11 9
4-20b 50 54 1,16 50
4-20c 100 84 1,15 85
4-21a 10 12 1,09 9
4-21b 50 60 1,08 68
4-21c 100 74 1,10 76
4-22a 10 9 1,17 6
4-22b 50 22 1,42 28
4-22c 100 37 1,27 41
4-23a 10 16 1,26 14
4-23b 50 58 1,50 41
4-23c 100 68 1,42 89

a) Angestrebte Kettenlange

b) Aus GPC-Messungen in DMF bei 60 T gegen Polysty rol als Standard.

c) Uber UV/ Vis-Spektroskopie ermittelte Kettenldngen in DMF.

Die Synthese der PDI-(L-Lysin)-Sternkonjugate uber ring6ffnende Polymerisation von
a-Aminosauren-N-Carboxyanhydriden (NCA) liefert Kettenlangen und Polydispersitaten, die
im Rahmen der Methode zu erwarten sind [15, 25-27]. Verantwortlich fur die Abweichungen
kann die zunehmende Dichte der Initiatoren auf der Oberflache sein, die eine sterische
Hinderung bei der Polymerisation verursacht. Aber auch nach dem letzten Schritt der
Initiatorsynthese nicht entfernte Salze kénnen ein Erreichen der angestrebten Kettenléange
durch Starten einer Polymerisation oder Zerstéren des Monomers verhindern. Eine
Moglichkeit eine bessere Ubereinstimmung zwischen theoretischem und experimentell
erhaltenem Polymerisationsgrad zu erzielen, bietet der Einsatz der Initiatoren als
Hydrochlorid [28]. Wie eine kilrzlich veroffentlichte Studie belegt, kébnnen auf diesem Weg
Polymere mit geringerer Polydispersitat erhalten werden, da die parallel ablaufende

Polymerisation nach dem aktivierten Monomer-Mechanismus zuriickgedrangt wird [29, 30].
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4.3 Charakterisierung der PDI-( L-Lysin)-Konjugate

In diesem Abschnitt werden die optischen Eigenschaften der PDI-(L-Lysin)-Konjugate
untersucht. Dazu gehdren zum einen die Ermittelung der vorliegenden Sekundarstruktur der
L-Lysinarme (ber Zirkulardichroismus (CD) und deren Beeinflussung durch externe
Parameter (pH-Wert, Losungsmittel). Zum anderen sind die optischen Eigenschaften in
Hinblick auf ihr mdgliches Einsatzgebiet als Fluoreszenzmarker, welche mit UV/ Vis- und

Fluoreszenzspektroskopie analysiert werden, von besonderem Interesse.

4.3.1 Sekundarstruktur der Poly( L-lysin)-Seitenarme

In wassriger Losung nehmen als Hydromide vorliegende Peptide eine (Zufalls-) Knauelform
(engl. random coil) ein (siehe Kapitel 3). Eine Verminderung der intramolekularen
Wechselwirkungen und gleichzeitiger Ausbildung von Wasserstoffbriickenbindungen, welche
durch Variation des pH-Wertes oder Zugabe eines geeigneten Losungsmittels erreicht
werden, induziert den Ubergang zur Helixkonformation (Abb. 4-9). Ein solches Agens ist
beispielsweise Trifluorethanol (TFE) [31-34].

Abb. 4-9 Darstellung (ohne Protonen) eines PDI-(L-Lysin)-Konjugates der ersten Generation
mit vier Poly(L-lysin)-Seitenarmen der Kettenldnge zehn in der Knduel- (links) und der
a-Helixkonformation  (rechts) aus  Molekilsimulationen  (HyperChem 6.0,
MM+ Kraftfeld).
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Die Kn&uel-Helix-Ubergange in Abhangigkeit des pH-Wertes und des TFE-Gehaltes sind
anhand von 4-20c in Abb. 4-10 exemplarisch dargestellt. Die Spektren zeigen, dass ab
einem pH = 9 oder einer TFE-Menge von 75 % eine Anderung der Sekundarstruktur hin zur
a-Helix einsetzt. Oberhalb von pH =10 oder einer héher konzentrierten TFE-LAsung
(> 90 %) ist eine Analyse nicht mehr durchflihrbar, da unter diesen Bedingungen keine

ausreichende Ldslichkeit der Polymere vorliegt.
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Abb. 4-10 CD-Spektren von 4-20c (c = 80 pg/ mL): oben: bei verschiedenen pH-Werten; unten :
unterschiedliche TFE-Konzentrationen.
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Ein qualitativer Vergleich der CD-Spektren bei pH =9,9 und 90 % TFE lasst zwei Dinge
erkennen: Zum einen ist die molare Elliptizitat pro Aminosaure [@)] (engl. mean residue molar
ellipticity) im Fall der TFE-L6sung grof3er als bei pH = 9,9 und zum anderen ist die Bande bei

A =208 nm ausgepréagter.

Fir eine quantitative Aussage werden die prozentualen Helix-Anteile unter Beriicksichtigung
der Kettenlange bendtigt, welche nach der Methode von Chen et al. ermittelt werden (siehe
Kapitel 3) [35-37]. Als Referenz fur die molare Elliptizitat pro Aminoséure bei 222 nm wird
Poly(L-lysin-hydrochlorid) verwendet, welches in vollstdndiger Helixkonformation eine molare
Elliptizitat pro Aminosadure von [@] = -37600 deg cm? dmol™ besitzt [37]. In Tabelle 4-3 sind
die prozentualen Helix-Anteile der Polymere bei pH = 9,9 sowie ein Vergleich mit denen in
einer 90 %-igen TFE-LOsung angegeben. Die Ergebnisse der Proben 4-21b und 4-23c
mussen bei der Auswertung ausgenommen werden, da bei diesen Messungen bereits eine

Fallung eingesetzt hat.

Tabelle 4-3 Analytische Daten der PDI-Poly(L-lysin)-Konjugate aus den CD-Spektren: Angegeben
sind die Helix-Anteile bei pH=9,9 und der prozentuale Vergleich der molaren
Elliptizitaten pro Aminosaure zu den Proben in 90 % TFE.

Probe Niys® pH a-Helix"  [%](ouey (o’
[1] [1] [%0]pH [%6]

4-20a 9 9,9 44 78
4-20b 50 9,9 46 48
4-20c 85 10 61 53
4-21a 9 9,9 35 67
4-21b 68 101 28 26
4-21c 76 9,8 47 45
4-22a 6 9,9 46 113
4-22b 28 10 44 40
4-22c 41 9,9 43 43
4-23a 14 10 25 23
4-23b 41 9,9 81 71
4-23¢ 89 101 43 38

a) Kettenldnge aus UV/ Vis-Spektroskopie.

b) Helix-Anteile aus den wassrigen CD-Spektren bei pH = 9,9.

C) Prozentualer Vergleich der erreichten molaren Elliptizitaten pro

Aminoséaure in Wasser (pH = 9,9) und in einer 90 %-igen TFE-L&sung.
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Fur Homopoly(L-lysin), welches ebenfalls tiber NCA-Polymerisation gewonnen worden ist,
liegen bei gleichem pH-Wert (pH = 9,9) die Helix-Anteile zwischen 43 % (N.ys = 53) und 50 %
(Noys = 80) (siehe Kapitel 3). Diese Ergebnisse liegen in der gleichen Grofenordnung wie die
Helix-Anteile der PDI-Poly(L-lysin)-Konjugate in Wasser (Tabelle 4-3), woraus der Schluss
zu ziehen ist, dass weder der Kern noch die Nahe zu anderen Poly(L-lysin)-Seitenarmen die

Helixbildung beeintrachtigt.

Bedauerlicherweise ist bei genauer Betrachtung von Tabelle 4-3 kein Trend bezuglich der
Dendrongrof3e und der Armzahl auf der Oberflache oder der L-Lysinkettenlange erkennbar,
da sowohl die Helix-Anteile als auch die prozentualen Anteile der molaren Elliptizitat pro
Aminosaure in Wasser im Vergleich zur TFE-L6sung stark schwanken. Verantwortlich hierfur
konnen die Parameter sein, die einen Einfluss auf die Sekundarstruktur ausiiben, wie die
Kettenldnge oder die lonenstarke. Werden z.B. bei der Synthese nicht alle Ketten gestartet
oder erfolgt das Wachstum der Ketten nicht gleichmafig, fihrt dies zu inkorrekten
L-Lysinkettenlangen und damit Helix-Anteilen. Zudem variiert die lonenstérke in den Proben,
da einerseits zur Einstellung des pH-Wertes unterschiedliche Mengen an Kaliumhydroxid-
L6sung bendtigt werden und andererseits die Affinitéat zur Aufnahme von Kohlendioxid aus

der Luft nicht fur alle Proben gleich ist.

Trotz dieser Schwankungen fihrt die Zugabe von TFE, wie schon aus den Spektren
ersichtlich, mit Ausnahme von 4-23a zu einer Erhéhung der molaren Elliptizitaten pro
Aminosaure. Dafir sind zwei Faktoren verantwortlich: Erstens unterstitzt TFE die
Helixbildung der ungeordneten Segmente und zweitens wird die Aggregatbildung
aufgehoben [36, 38]. Der Ubergang von Helix-Aggregaten hin zu einzelnen a-Helices wird
von einer Abnahme des Quotienten [@22./ [ G205 begleitet (Abb. 4—11), der sich optisch in der

mehr ausgepréagten Bande bei 208 nm bemerkbar macht.

Besteht die L-Lysinkette aus mehr als zehn Wiederholungseinheiten, nimmt der Quotient fir
jedes Loésungsmittel einen charakteristischen, nahezu konstanten Wert an. Fir die kurzen
Ketten ist ein Absinken des Verhéaltnisses zu beobachten, was auf den erhohten
Knauel-Anteil zurlickzufihren ist, der eine Verschiebung der Bande zu Kkirzeren
Wellenlangen (A < 206 nm statt A < 208 nm) zur Folge hat (Abb. 4-12) [39].
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Abb. 4-11 [@22o/ [ANo0s der verschiedenen Generationen fir 4-20 (@), 4-21 (m), 4-22 («) und
4-23 (+) in 90 % TFE (ausgeftillt) und bei pH = 9,9 (leer).
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Abb. 4-12 Spektren von 4-20a (@) und 4-20c (m) bei pH=9,9 (leer) und in 90 % TFE
(ausgefullt).

AbschlieBend kann zusammengefasst werden, dass ein Knauel-Helix-Ubergang durch
Erh6hung des pH-Wertes nur bis zu einem kritischen pH-Bereich (pH = 9,9) induziert werden
kann, wobei das Peptid keine vollstandig a-Helix ausbildet. Bei einer weiteren Erhdhung des

pH-Wertes fallen die Dendrimer-(L-Lysin)-Konjugate aus. Die Konformationséanderung kann
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ebenfalls durch Zusatz von Trifluorethanol erreicht werden, wodurch sich das Gleichgewicht
zwischen Helix-Aggregaten und einzelnen Helix-Strangen auf die Seite der a-Helices

verschiebt.

4.3.2 Optische Eigenschaften

Fur einen Einsatz als Fluoreszenzmarker sind die optischen Eigenschaften der
PDI Poly(L lysin)-Konjugate von besonderer Bedeutung. Zunédchst werden die
Absorptionsspektren analysiert bevor auf die Fluoreszenzeigenschaften der Proben

eingegangen wird.

UV/ Vis-Spektroskopie

In Abb. 4-13 sind exemplarisch die Absorptionsspektren der Sternpolymere 4-20a und 4-22a
in Wasser und in einer 90 %-igen Trifluorethanol-L6ésung dargestellt. Um einen direkten
Vergleich der Messungen zu ermdoglichen, entsprechen alle Messungen einer
Chromophorkonzentration von c¢ =8,9010° mol/ L. Zur leichteren Handhabung sind die
Spektren durch die grofdte Intensitat dividiert worden. Wie zu erwarten, fihrt der Einsatz
eines polareren Solvens zu einer bathochromen Verschiebung (~12nm) der
Absorptionsmaxima (Anax, wasser = 583 NM £ 3 NM; Anax tre = 595 M + 2 nm). Die Spektren in
TFE weisen eine mit den Initiatoren in Dimethylsulfoxid vergleichbare Feinstruktur des
PDI-Chromophoren auf (Abb. 4-1). In wassriger LOsung ist die Feinstruktur hingegen

weniger ausgepréagt, was auf eine Assoziation von Molekilen schliel3en lasst.
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Abb. 4-13 UV-Spektren aquimolarer Losungen von 4-20a (e), und 4-22a (a) in 90 % TFE

(ausgefullt) und Wasser (leer). Das Inset zeigt die Absorptionsspektren der Initiatoren
4-15 (m) und 4-17 (~) in DMSO.
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Absorption a. u.

Abb. 4-14 Absorptionsspektren von 4-21a (c=0,8 mg/ mL) bei verschiedenen
TFE-Konzentrationen: 90 % (®), 50 % (m) und 0 % ().

Die Absorptionsspektren bei zwei weiteren TFE-Gehalten (50 und 75 %) zeigen, dass die
Aggregatbildung nicht von der Sekundarstruktur des Peptides abhéngt (Abb. 4-14). In einer
50 %-igen TFE-L6sung liegen die Polypeptidarme wie in Wasser (pH=6,5) in einer

110



Rot fluoreszierende, sternférmige Perylendiimid-Poly(L-lysin)-Konjugate

Kn&uelkonformation vor, die Absorptionsspektren weisen aber keine Aggregate mehr auf.
Fur die Dissoziation der Aggregate sind demnach ausschlielich die Ldsungsmittel-

eigenschaften verantwortlich.

Um einen Eindruck des Einflusses der Dendrongrdf3e und/ oder der Kettenlange auf die
Absorption zu bekommen, sind in Abb. 4-15 die Intensitdtsmaxima gegen die Kettenlange
aufgetragen. Die Grafik verdeutlicht, dass die Intensitat fur alle Sternpolymere von der
Ldsungsmittelpolaritat abhangt, da die Messungen in TFE hdhere Intensitaten liefern. Eine
Abhangigkeit von der Dendrongrdf3e, der Anzahl an Poly(L-lysin)-Seitenketten auf der

Oberflache oder deren Kettenlange wird hingegen nicht festgestellt.
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Abb. 4-15 Absorptionsmaxima  (Amax, wasser = 583 NM £ 3 NM;  Anax tre = 595 nm £ 2 nm)  aller

Proben in 90 % TFE (ausgefiillt) und in Wasser bei pH = 9,9: 4-20 (@), 4-21 (m), 4-22
(~)ud4-23 (+).

Anhand der Absorptionsspektren werden die Extinktionskoeffizienten &A) nach dem
Lambert-Beer'schen Gesetz berechnet. In Tabelle 4-4 sind die aus dem Absorptions-
maximum ermittelten Koeffizienten in Abhéngigkeit des Solvens aufgefiihrt. Die Werte in
wassriger Losung liegen in etwa im GroRenordnungsbereich der autofluoreszierenden
Proteine drFP583 (&gznm = 75000 L/ mol cm) und eqFP611 (&zi1nm = 78000 L/ mol cm),

wahrend in 90 % Trifluorethanol hdhere Extinktionskoeffizienten erhalten werden.

111



Rot fluoreszierende, sternférmige Perylendiimid-Poly(L-lysin)-Konjugate

Tabelle 4-4 Extinktionskoeffizienten &A1) der PDI-(L-Lysin)-Konjugate in Trifluorethanol (TFE) und

Wasser.
Probe N Ana EA )0 Ana E(Ag )T
[nm] [L/ mol cm] [nm] [L/ mol cm]
4-20a 14 581 78200 594 111700
4-20b 54 584 81200 593 110200
4-20c 84 581 84900 593 112800
4-21a 12 586 97300 593 114500
4-21b 60 n.b. n.b. n.b. n.b.
4-21c 74 586 71400 593 95900
4-22a 9 581 82000 597 102100
4-22b 22 580 78200 596 93800
4-22c 37 581 73400 597 94000
4-23a 16 582 65100 596 89900
4-23b 58 584 70100 n.b. n.b.
4-23c 68 580 73000 597 103400
a) Aus GPC-Messungen in DMF bei 60 T gegen Polysty rol als Standard.

Die Absorptionsspektroskopie bestatigt das Ergebnis des Zirkulardichroismus: Trifluorethanol
ist in der Lage, Aggregate zu dissoziieren, woraus eine deutlichere Feinstruktur des
Chromophors und eine bathochrome Verschiebung der Intensitdtsmaxima (~12 nm)
resultieren. Eine Abhangigkeit von der DendrongroRe, der Armzahl oder deren Kettenlange
auf die Absorption wird nicht festgestellt. Auf Grund der experimentell ermittelten
Extinktions-koeffizienten ist ein Einsatz als Fluoreszenzmarker durchaus denkbar, obwohl
die Aggregate ahnlich wie im Protein drFP583 einen negativen Effekt auf in vivo Experimente

haben konnten.

Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Fluoreszenzspektren der Initiatoren 4-15 und 4-17 in Dimethylsulfoxid (DMSO) weisen,
wie das Inset von Abb. 4-16 zeigt, neben dem Fluoreszenzmaximum bei ca. 603 nm noch
eine Schulter bei ~665 nm auf. Durch die Einfihrung der Poly(L-lysin)-Arme schwacht sich
diese Feinstruktur des PDI-Chromophors ab (Abb. 4-16). In Wasser liegt das Maximum bei
Amax, H2o0 = 620 £ 4 nm und verschiebt sich im polareren Solvent (90 % TFE) bathochrom um
5nmM  (Amax, 7re = 625 Nnm £ 2nm). Unter dem Gesichtspunkt, dass der Ubergang zum
ethanolischen Solvent von einer Dissoziation der Aggregate begleitet wird, ist diese

Entwicklung nicht zu erwarten gewesen, denn ein in der Imidstruktur dendronisiertes
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Perylendiimid erfahrt beim Wechsel von Unimeren zu Aggregaten eine bathochrome
Verschiebung [40]. Die Konsequenz dieses Ergebnisses ist, dass die veranderte

Maximumlage durch einen dominierenden Losungsmitteleffekt ausgeldst wird.
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Abb. 4-16 Fluoreszenzspektren der aquimolaren Lésungen 4-20 (@), und 4-22 (a). Die leeren

Symbole stehen fir Wasser und die ausgefillten fur eine 90 %-ige TFE-LOsung. Das
Inset zeigt die Fluoreszenzspektren der Initiatoren 4-15 (m) und 4-17 (+) in
Dimethylsulfoxid.

Damit die Messungen direkt vergleichbar sind, haben alle Proben die gleiche
Chromophorkonzentration (c = 8,910 mol/ L). Zur leichteren Handhabung sind die Spektren
durch die grofR3te Intensitat dividiert worden. Auf diese Weise wird sofort sichtbar, dass die
Intensitéaten der zweiten Generation (mit Ausnahme von 4-23a, siehe Abb. 4-17) hoher
liegen als die der ersten Generation, was fur einen abschirmenden Effekt der
Polyphenylendendronen spricht.

Auffallig ist, dass das Solvent auf die Fluoreszenzspektren der PDI-(L-Lysin)-Konjugate der
ersten und zweiten Generation gegenteilige Auswirkungen hat. Wéhrend die Lésungen der
ersten Generation (4-20 und 4-21) in Trifluorethanol eine intensiver fluoreszieren, sind fir die
zweite Generation (4-22 und 4-23) die Fluoreszenzeigenschaften in Wasser besser. Die
Differenz in den Fluoreszenzintensitdten wird mit zunehmender Armzahl gré3er. So betragt
die Intensitat in Wasser bei vier (L-Lysin)-Armen (4-20a) etwa 60 % der der ethanolischen
Lésung, wohingegen mit acht Armen (4-21a) nur noch ~12 % erreicht werden. Der
Polymerisationsgrad hat bei der ersten Generation keinen Einfluss auf die

Fluoreszenzeigenschaften. Im Gegensatz dazu zeichnet sich fur 4-22 und 4-23 je nach
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Solvent eine Zu- (Wasser) oder Abnahme (TFE) der Intensitdt mit der Kettenlange ab, der

auf eine verbesserte Abschirmung des Chromophors hindeutet.
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Abb. 4-17 Intensitatsmaxima der aquimolaren Fluoreszenz-Spektren: 4-20 (e®),4-21 (m), 4-22

() und 4-23 (). Die leeren Symbole stehen fur die Messungen in Wasser und die
ausgefillten fur die in 90 % TFE.

Die Anderung der Sekundarstruktur hat keinen Einfluss auf die Fluoreszenzeigenschaften

der Dendrimere, da Messungen in 50 % TFE das gleiche Verhalten zeigen wie in 90 %-igen

Losungen (Abb. 4-18) und das Peptid hier ausschliellich in Knauelkonformation vorliegt.
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Abb. 4-18 Emissionsspektren von gleichen Massenkonzentrationen (c=0,8g/mL) in

Abhéngigkeit der TFE-Konzentration: oben - 4-21a; unten - 4-23a.

Fur den moglichen Einsatz der Polymere als Fluoreszenzmarker ist die Bestimmung der
Fluoreszenzquantenausbeuten notwendig. Hierfir wird als Referenz eine Ldsung aus
Kresylviolett in Methanol verwendet [41], die die gleiche optische Dichte wie die Probe
besitzt. Die gemessen Fluoreszenzquantenausbeuten sind in Tabelle 4-5 zusammengefasst.
Die geringen Fluoreszenzquantenausbeuten (0,2 < ¢ < 3,6 %) machen eine quantitative
Aussage unmoglich. Der Fehler besitzt mindestens die gleiche Grél3enordnung. Die

Quantenausbeuten der Gaba-funktionalisierten Initiatoren der ersten Generation (4-15, 4-16)
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(#=0,5%) die in Trifluorethanol I6slich sind, weisen ebenfalls ein praktisch nicht
fluoreszentes Verhalten auf. Die Zahl an Oberflachenfunktionalisierungen reicht nicht aus,
um eine Wasserloslichkeit der Initiatoren herbeizufiihren, so dass dieser Vergleich nicht

erfolgen kann [19].

Tabelle 4-5 Fluoreszenzquantenausbeuten ¢ in Prozent der PDI-(L-Lysin)-Konjugate mit kurzen
Peptidarmen in Wasser und Trifluorethanol (TFE).

#(H.0) @(TFE)
Probe (%] [%)]
4-15 n. b. 0,4
4-16 n. b. 0,5
4-20a 0,9 0,9
4-21a 0,2 0,9
4-22a 3,6 1,4
4-23a 3,1 0,9

Zeitgleich zu der hier angewandten Kern-zuerst- (engl. core-first) Synthese der Konjugate
sind nach der Arm-zuerst- (engl. arm-first) Methode von Frau Dr. Grebel-Koehler analoge
Systeme mit monodispersen Pentalysinarmen hergestellt worden [19]. Die erzielten
Ergebnisse in wassriger Lésung werden von den hier durchgefiihrten Untersuchungen
bestétigt, da sich weder die Positionen der Absorptions- und Emissionsmaxima noch die
erreichten Fluoreszenzquantenausbeuten merklich unterscheiden. Auch die hdhere

Fluoreszenzintensitat der zweiten Generation wird untermauert.

Im Vergleich zu den optischen Eigenschaften der Sternpolymere 4-1c muss festgestellt
werden, dass die Weiterentwicklung nicht die gewinschten Erfolge liefert [16], da den

PDI-Poly(L-lysin)-Konjugaten keine besseren Fluoreszenzeigenschaften zuteil werden.

AbschlieRend wird far den Abschnitt Fluoreszenzspektroskopie zusammenfassend
festgehalten, dass die erreichbaren Intensitdten gering sind, wobei die verschiedenen
Solvenzien eine unterschiedliche Wirkung auf die Generationen austiben. So scheint sich die
Aggregatbildung in Wasser positiv auf die zweite Generation (4-22 und 4-23) auszuwirken,
wohingegen sich die Eigenschaften der ersten Generation (4-20 und 4-21) besser unter den
Bedingungen der Unimere entwickeln kdénnen. Innerhalb einer Generation zeigt sich keine

deutliche Abhangigkeit von der Armzahl oder deren Lange.
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4.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel ist die Synthese von sternférmigen, fluoreszierenden Polypeptiden Uber
ringoffnende Polymerisation von N*Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-Carbonsaureanhydrid
ausgehend von dem Rylenfarbstoff Perylen beschrieben worden. Es zeigte sich, dass mit
zunehmender Zahl von Aminfunktionalitditen auf der Oberflache der Initiatoren die
Abweichungen von den angestrebten Kettenlangen immer groRer werden. Mdglicherweise
stellt die Verwendung der Initiatoren in Form des Hydrochlorids eine geeignete
Problemlésung dar, da auf diese Weise ein gleichzeitig  ablaufender
Polymerisationsmechanismus unterdriickt werden kann[28]. Nach Entfernung der
Z-Schutzgruppe wurden wasserlosliche Polymere erhalten, die mittels Ultrafiltration

aufgereinigt wurden.

Anhand von Zirkulardichroismus (CD) wurde gezeigt, dass sich die Sekundarstruktur durch
Erhdhung des pH-Wertes bis pH =10 oder des Trifluorethanolgehalts (< 90 %) von einer
Knauel- zu einer a-helikalen Konformation &ndert. Dariiber hinaus waren auf Grund von
fehlender Loéslichkeit keine Untersuchungen mehr moglich. Ferner deuten die Messungen
darauf hin, dass in Wasser Aggregate vorliegen, welche in TFE dissoziieren. Eine
Beobachtung, die ebenfalls in den Absorptionsspektren gemacht wird und sich in einer
Feinstruktur aufert, die mit der des reinen PDI-Chromophpors in Dimethylsulfoxid
vergleichbar ist. Im Gegensatz dazu schwacht sich die Feinstruktur der Fluoreszenzspektren
durch Einfuhrung der Peptidarme ab. Des Weiteren verursachen die Solvenzien auf Grund
ihrer unterschiedlichen Polaritaten ungleiche Verschiebungen der Absorptions- und
Emissionsmaxima, woraus verschiedenen Stokes-Verschiebungen resultieren. So liegt die
Stokes-Verschiebung in Wasser im Durchschnitt bei 41 nm und in einer 90 %-igen
Trifluorethanol (TFE) Losung bei 30 nm.

Anhand der niedrigen Quantenausbeuten (g(Wasser)< 3,6 %; @(TFE)<1,4%) wird
deutlich, dass die Fluoreszenzeigenschaften der PDI-L-Lysin-Konjugate durch die
Einfuhrung von formpersistenten Dendronen nicht verbessert werden konnten.

Da biologische Vorgange Uberwiegend in wassrigen Systemen untersucht werden, kommt
den optischen Eigenschaften der PDI-L-Lysin-Konjugate in Wasser eine besondere
Bedeutung zu. Ein Einsatz als Fluoreszenzmarker ist auf Grund der schlechten fluoreszenten
Eigenschaften unwahrscheinlich jedoch nicht vollkommen auszuschlieRen, da die molekulare
Helligkeit 7 von dem Produkt aus Quantenausbeute und Extinktionskoeffizient bestimmt wird.

Verglichen mit dem natirlichen Protein HcRedl, welches eine genauso geringe
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Fluoreszenzquantenausbeute hat (¢ = 1,5 %), sind die Extinktionskoeffizienten der hier
vorgestellten Systeme um das drei- bis vierfache gréRer als der von HcRed
(&) = 20000 M*cm™). Damit liegen die Extinktionskoeffizienten in Wasser im gleichen
GroRenordnungsbereich wie die der Proteine drFP583 und eqFP611. Des Weiteren sind die
langwellige Emission (~624 nm) und die relativ grof3e Stokes-Verschiebung (~41 nm) von
Vorteil. In Tabelle 4-6 sind die spektralen Daten der natirlichen Proteine und der

PDI-Lysin-Konjugate mit kurzen Lysinarmen zusammengefasst.

Tabelle 4—6 Zusammenstellung der spektralen Daten der erwahnten RFP’s und der PDI-Lysin-
Konjugaten. Angegeben sind ihre Emissions- und Absorptionsmaxima sowie die
Extinktionskoeffizienten &A1) und Fluoreszenzquantenausbeuten ¢.

Amax, abs. Amax, em. &A) @
[nm] [nm] (M*em™) [1]
drFP583 558 583 75000 0,7
eqFP611 559 611 78000 0,45
HcRed1 588 618 20000 0,015
4-20a 581 624 78200 0,009
4-21a 586 628 97300 0,002
4-22a 581 622 82000 0,036
4-23a 582 620 65100 0,031

Um eine endgiiltige Aussage treffen zu kdnnen, ob sich diese Systeme trotz der geringen
Quantenausbeuten als Fluoreszenzmarker eignen, sind noch Komplexierungsversuche mit

DNS und die Untersuchung einer eventuellen Zytotoxizitat der Aggregate notwendig.
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4.5 Experimenteller Teill

4.5.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Chemikalien und Losungsmittel

Die eingesetzten Reagenzien sind von den Firmen Aldrich, Fluka und Merck bezogen und,
wenn nicht anders angegeben, so eingesetzt worden. Die Solvenzien Ethylacetat und
N,N’-Dimethylforamid wurden (iber Molekularsieb (4A) getrocknet. Die Synthese von
N*-Benzyloxycarbonyl-L-Lysin-N-Carboxyanhydrid (Z-Lys-NCA) erfolgt nach bekannter
Vorschrift [18]. Die dendritischen Initiatoren 4-15 bis 4-18 wurden von Frau Dr. Grebel-

Koehler synthetisiert und zur Verfligung gestellt [19].

Reinigung

Die Reinigung der PDI-Lysin-Konjugate erfolgt in Ultrafiltrationszellen (250 mL) der Firma
Millipore. Die asymmetrischen Membranen haben einen Durchmesser von 63 mm und

stammen ebenfalls von der Firma Millipore.

4.5.2 Physikalische und analytische Methoden

Probenpraparation

Alle Polyelektrolyt-Proben werden im Gefrierschrank aufbewahrt und vor jeder Messung
24 Stunden im Hochvakuum getrocknet. Die Einwaagen von geringen Mengen (m < 20 mg)
erfolgen an einer Mettler-Toledo-Feinwaage. Alle anderen Mengen (auch Ldsungsmittel)
werden mit einer Satorius-Genius-Analysenwaage eingewogen. Werden Ldsungsmittel-
gemische als Solvens eingesetzt, wird zunadchst die Mischung angesetzt und nach

Bestimmung der Dichte die notwendige Menge eingewogen.

Gelpermeationschromatographie

Fur die gelchromatographische Analyse in Dimethylformamid (DMF) werden drei

hintereinander geschalteten Polymer-Standard Service (PSS) Styrol-Divinylbenzol (SDV)
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Séaulen (AusmalRe: 300 x 8 mm) mit PorengréRen von 500, 10°, und 10° A verwendet. Die
Messungen werden in DMF mit LiBr (0,1 M) bei 333 K (60 °C) durchgefuhrt. Die Elugramme
werden mit einem UV/ Vis- (560 nm) und einem RI-Detektor innerhalb einer halben Stunde
bei einer FlieBgeschwindigkeit von 1 mL/ min aufgenommen. Im Anschluss werden die
Elutionszeiten in Molekulargewichte umgerechnet, woflr zuvor eine Kalibrierung mit eng

verteilten Polystyrol-Standards notwendig ist.

UV/ Vis-Spektroskopie

Die  UV/Vis-Spektren werden mit einem  Perkin-Elmer-Lambda 9-Spektrometer
aufgenommen. Die Messungen werden bei Raumtemperatur an luftgesattigten Lésungen in
einer 10 x 10 mm Quarzkivette (Hellma) der Schichtdicke 1 mm und einer Spaltbreite von
2 nm aufgenommen. Der Messbereich erstreckt sich von 700 bis 200 nm, wobei eine
Schrittweite von 0,5 nm eingestellt wird. Die Scangeschwindigkeit betragt 240 nm/ min wobei
pro Spektrum der Wellenlangenbereich nur einmal abgetastet wird.

Die Bestimmung der Kettenlange folgt dem Lambert-Beer’schen Gesetz:

AN)=£(A)c Gl.(4-1)
A(A): Absorption
A Wellenlange
&A):  Extinktionskoeffizient
c: Konzentration
I Weglange

Hierzu wird eine definierte Konzentration [mg/ mL] der ungeschitzten Polymere in
Dimethylformamid vermessen. Obige Gleichung Gl.(4-1) wird im Anschluss nach dem
Molekulargewicht, welches in ¢ enthalten ist, aufgelost, wobei als Extinktionskoeffizient der

des reinen Chromophoren im gleichen Losungsmittel eingesetzt wird.

Zirkulardichroismus

Die Zirkulardichroismus-Spektren werden mit einem Jasco J-715 Spektropolarimeter,
welches mit einer Jasco PTC-348WI temperaturgeregelten Zelle versehen ist,
aufgenommen. Die Kalibrierung des Gerétes erfolgt sowohl mit einer wassrigen Lésung
(+)-10-Camphersulfonsaure als auch mit D(-)-Pantolacton. Fur die Messung werden 1 mm
Quarzklvetten (Starna) verwendet. Der Messbereich geht von 250 bis 195 nm, wobei eine

Schrittweite von 0,5 nm eingestellt wird. Die Scangeschwindigkeit betragt 20 nm/ min, die
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Integrationszeit 2 s pro Datenpunkt und die Spaltbreite 1 nm. Fir ein Spektrum werden
durchschnittlich zehn Wellenldngenscans durchgefihrt.

Fur die Bestimmung der Sekundarstruktur wird eine LOsung der Massenkonzentration
¢ = 80 pg/ mL hergestellt. Die Losung wird im Anschluss auf Polycarbonatgefal3e aufgeteilt
und der pH-Wert durch Zusatz von 0,3-molarer Kaliumhydroxidlésung eingestellt. Vor jeder
Messung wird die Losung eine Stunde unter milder Argonzufuhr &quilibriert.

Fur die Messungen in TFE/ Wasser-Mischungen werden die Losungen in Volumenprozenten
angesetzt (90, 75 und 50 %) und danach die notwendigen Mengen eingewogen. Auch
diesen Proben werden eine Stunde Aquillibrierungszeit eingeraumt.

Die erhaltenen Daten werden im Anschluss in die mittlere molare Elliptizitdt pro Aminosaure

([@] in deg cm? dmol™) umgerechnet.

Fluoreszenz-Spektroskopie

Die Messungen erfolgen bei Raumtemperatur an luftgesattigten Losungen mit einem SPEX
USA Fluorolog 2 Typ F212 Spektrometer, an das ein Hamamtsu PMT R 508- sowie
PMT R 928-Detektor angeschlossen sind. Vermessen werden luftgesatigte Losungen mit
einer definierten PDI-Kern Konzentration. Die Messungen werden bei Raumtemperatur in
einer 10 x 10 mm Quarzkuvette (Hellma) mit einer Schichtdicke von 1 mm und einer
Spaltbreite von 2 nm aufgenommen. Die Beobachtungswellenldnge der Anregungsspektren
liegt bei 560 nm und die Schrittweite betragt 0,5 nm.

Zur Berechnung der Quantenausbeuten wird folgende Beziehung verwendet:

2 =aR)— FR) n* Gl.(4-2)

@ Fluoreszenzgquantenausbeute

@#(R):  Fluoreszenzquantenausbeute der Referenz
(Kresylviolett: ¢ = 0,55) [41]

I/ I(R): optische Dichte der Probe/ Referenz

F/ F(R): integrale Fluoreszenzintensitat der Probe/ Referenz
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4.5.3 Synthesebeschreibungen

Synthese der seitenkettengeschutzten Perylendiimid- (L-Lysin)-Konjugate
uber ring6ffnende Polymerisation

Fiur die Polymerisation wird ein ausgeheiztes Schlenkrohr mit einem Trockenrohr versehen
und mit Schutzgas (Argon) beflllt. Auf Grund der relativ schlechten Ldslichkeit der Initiatoren
4-15 bis 4-18, werden diese in moglichst wenig trockenem N,N’-Dimethylformamid geldst
und Uber einen PTFE-Spritzenfilter vorgelegt. Zu dieser kraftig rihrenden Ldsung wird
ebenfalls Uber einen Spritzenfilter schnell eine hochkonzentrierte Lésung Z-Lys-NCA in abs.
DMF zugespritzt. Insgesamt sollte die NCA-Konzentration etwa ¢ = 0,2 mg/ mL betragen. Die
Reaktion wird funf Tage unter Lichtausschluss bei Raumtemperatur durchmischt, bevor das
Polymer in der gut 20-fachen Menge Wasser ausgefallt wird. Nicht umgesetztes Monomer
wird durch Waschen mit Diethylether entfernt. In Tabelle 4-7 sind die erreichten

Kettenl&dngen zusammengestellt.

Abspaltung der N %Benzyloxybenzylgruppe

Das Polymer wird in moglichst wenig Trifluoressigsaure gelost und mit vier Aquivalenten
Bromwasserstoff in Eisessig (c = 5,7 mol/ L) versetzt. Innerhalb einer Stunde bildet sich ein
klebriger Niederschlag, der durch Zugabe von Diethylether Giber Nacht in einen fein verteilten
Niederschlag Ubergeht. Dieser Niederschlag wird abfiltriert und durch Ultrafiltration in bidest.
Wasser von jeglichem Saureliberschuss und niedermolekularen Anteilen befreit. Das reine

Produkt wird durch Lyophilisieren als roter Feststoff gewonnen.

In Tabelle 4-7 sind die eingesetzten Mengen, die zur Reinigung eingesetzten
Ultrafiltrationsmembranen, Ausbeuten und Kettenlangen tber GPC an den geschitzten

Polymeren und UV-Spektroskopie an den ungeschutzten PDI-L-Lysin-Konjugaten aufgelistet.

122



XA

Tabelle 4-7 Synthetische Details der NCA-Polymerisationen: Angegeben sind die Ansatzmengen von Initiator Mygnomer UNd NCA-Monomer myca, die
zur Reinigung verwendeten nominellen Molekulargewichts Limits (NMWL) der Ultrafiltrationsmembranen sowie die Ausbeuten an
Endprodukt. Ferner sind die angestrebten und erreichten Kettenlangen Ny ys.

Probe M nitiator Myca NMWL  Ausbeute ® Ausbeute ? N, Niys” Niys® M,/ M,,"
[mg] [mg] [Da] [mg] [mg] [1] [1] [1] [1]

4-20a 100 408 10000 210 70 10 9 14 1,11
4-20b 22,5 459 30000 195 73 50 50 54 1,16
4-20c 14,3 587 50000 286 84 100 85 84 1,15
4-21a 66,4 479 10000 265 88 10 9 12 1,09
4-21b 15,8 567 50000 273 84 50 68 60 1,08
4-21c 7,6 552 50000 238 76 100 76 74 1,10
4-22a 110.5 420 10000 195 64 10 6 9 1,17
4-22b 27,7 526 30000 175 56 50 28 22 1,42
4-22c 15,1 572 50000 120 35 100 41 37 1,27
4-23a 77,5 524 30000 298 87 10 14 16 1,26
4-23b 17,8 603 50000 253 73 50 41 58 1,50
4-23c 8,6 578 50000 245 75 100 89 68 1,42

a) Bezogen auf die wasserldslichen Polymere.

b) UV/ VIS-Messungen sind an den wasserldslichen Polymeren in Dimethylsulfoxid aufgenommen worden.

©)

GPC-Messungen sind in DMF bei 60 C gegen Polysty rolstandards durchgefiihrt worden.
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L-Lysin-dendronisierte Polystyrole

5 L-Lysin-dendronisierte Polystyrole

5.1 Einleitung

Dendronisierte Polymere sind Makromolekiile, die an einem Polymergerist dendritische
Fragmente tragen [1-3]. Die Vorlaufer dieser Substanzklasse waren Ende der 80er Jahre
stabchenféormige Polymere mit angehangten dendritischen Seitengruppen [4, 5]. Im
Anschluss folgten Copolymere, die sowohl reine Styroleinheiten als auch solche mit
angehangten Fréchet-Dendronen trugen [6]. Einige Jahre spater sorgte die
Selbstorganisation von Dendrimeren mit flexiblen Endgruppen in hexagonal columnar oder
kubisch thermotrop flussig kristallinen Phasen hoher Ordnung fur Aufsehen [7]. Das
Einbringen von polymerisierbaren Endgruppen im Fokus fiihrt zu einer Formabh&ngigkeit
vom Polymerisationsgrad [8]. So organisieren sich Monomere und kurze Polymerketten
(P, < 20) zu kugelartigen Uberstrukturen, wahrend hohere Polymerisationsgrade (P, > 20)
zylindrische Uberstrukturen ausbilden [9]. Auf die Form der dendronisierten Polymere wird
Uber die GroRe der dendritischen Aste Einfluss genommen, denn mit zunehmender
Dendrongeneration wird auf Grund des sterischen Anspruchs eine Streckung des
Ruckgrates induziert (Abb. 5-1) [7, 8]. Aus dieser Erfahrung heraus kénnen kovalent
gebundene zylinderformige Molekile mit einer Vielzahl funktioneller Gruppen auf der
Oberflache Uber den gesamten Nanometerbereich synthetisiert werden und bilden die

Substanzklasse der dendronisierten Polymere [2].

Abb. 5-1 Maogliche Konformationséanderungen in Abhéngigkeit der Dendrongrofe.

Fur die Herstellung von dendronisierten Polymeren stehen zwei grundlegende Synthese-
strategien zur Verfigung (Schema 5-1): In der Anknipfungsmethode (engl. attach-to-route)
(A) erfolgt das Anheften des Dendrons in einer polymeranalogen Umsetzung Uber den

divergenten (A-1) oder konvergenten (A-2) Weg an die Ankergruppen des Polymers [10, 11].
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Bei dieser lateralen Ankniipfung der Dendronen werden zumeist Substitutionsgrade kleiner
eins erreicht, da bei groRen Dendronen eine Abschirmung der Ankergruppe auftreten kann.
Alternativ. wird ein Makromonomer aufgebaut, das schrittweise (B-1) oder (ber
Kettenwachstum (B-2) in ein Polymer Uberfuhrt wird [12, 13]. Hierbei werden jedoch auf
Grund des sterischen Anspruchs der Monomere nur geringere

Molekulargewichte/ Polymerisationsgrade erreicht [14].

Schema 5-1  Synthesestrategien zur Herstellung von dendronisierten Polymeren.

Dendronisierte Polymere auf der Basis eines Polystyrolriickgrates sind unabhangig von der
Dendronart Gber Weg A hergestellt worden [15-19]. Systematische Untersuchungen der
Generationsabhangigkeit mit Fréchet-Dendronen [15] und des Einflusses der Kettenlange
des Polymerkerns mit Verzweigungseinheiten von Bis-(hydroxymethyl-)propanséaure [10]
tragen zu einem grundlegenden Verstdndnis der Problematik in der Synthese von
dendronisierten Polymeren bei. Ein anderes Beispiel fiir dendronisierte Polystyrole tragt aus
dem amingeschitzten AB,-Baustein 3,5-Dipropylaminobenzoeséure aufgebaute Dendrone.
Nach Abspaltung der Aminschutzgruppen liegt ein hochgeladenes Stabchen vor [18, 19],
welches an Desoxyribonukleinsduren (DNS) komplexiert [20] und sich fur Raster-Kraft-
Mikroskopie (engl. scanning force microscopy SFM) an Oberflaichen eignet [21]. Diese
Synthesestrategie ist ebenfalls zur Gewinnung von Polysiloxanen mit verschiedenen

Allyl-terminierten Dendroneinheiten weit verbreitet [22-25].

Im Gegensatz dazu werden konjugierte Polymere iber die Makromonomer-Route (B-1)
gewonnen. Weit verbreitet sind in diesem Fall dendronisierte Polymere mit Fréchet-
Dendronen, welche beispielsweise an Hauptketten aus Polyfluoren [26-29], Polythiophen
[30], Dinaphthyl-Einheiten [31], Poly(p-phenylen) [32-36], Poly(p-phenylen-vinylen) [37, 38]

oder Poly(p-phenylen-ethinylen) [39] angebracht sind. Besonderes Interesse rufen die

128



L-Lysin-dendronisierte Polystyrole

Polyfluorene hervor, da sie als licht-emittierende Diode Verwendung finden [26, 27]. Auch der
Einsatz von Polyphenylendendronen fihrt hierbei zu Erfolg versprechenden Ergebnissen
[28, 29]. Polyamidoamin-Dendrimere (PAMAM-) [40] sind fur ihre Biovertraglichkeit bekannt,
so dass die Existenz von dendronisierten Polymeren mit PAMAM- und Sebacinsaure-
derivatisierten PAMAM-Dendronen nicht erstaunlich ist. Als Hauptkette dient in der

Biomedizin eingesetztes Polyurethan [41].

Dendronisierte Polymere mit einem Ruckgrat aus Acrylsaure oder Methacrylsaure werden
hauptsachlich nach der Makromonomer-Route B-2 hergestellt [3, 42-51]. Als dendritische

als

Seitengruppen dienen sowohl Pyridin-haltige Dendrone [50] auch Dendrone aus
3,5-Dipropylaminobenzoesaure [3, 51] oder 2,2-Bis-(hydroxymethyl)-propionsaure [47].

Im Gegensatz dazu sind dendronisierten Polymeren mit aus Aminosauren aufgebauten
Dendronen bisher nicht viel Aufmerksamkeit zuteil geworden. Erste Arbeiten gehen von
Asparaginsaure als Dendrimerbaustein und Methacrylsdure als Ruckgrat aus [48, 49]. In
letzter Zeit sind sowohl Dendrone aus geschitzter Asparaginsaure als auch geschitzter
Glutaminséaure an Acrylsaure angeheftet und nach der Polymerisation in wasserldsliche
Polymere Uberfihrt worden, denn die resultierenden Polyelektrolyteigenschaften sind von

besonderem Interesse [42, 43, 45, 46, 52].

In diesem Kapitel wird die Synthese einer neuen Klasse von dendronisierten Polymeren
vorgestellt, die aus einem Polystyrolriickgrat und einer dendritischen Einheit unsymmetrisch
verzweigtem L-Lysin aufgebaut sind. Verzweigte Poly(L-lysine) der zweiten und dritten
Generation werden als Kern-Matrix in Multiple-Antigen-Peptiden (MAP) eingesetzt, an die
Uber einen Linker die Peptid-Antigene gebunden sind [53-56]. Die dendritische Anordnung
dieses Poly(L-lysin)-Kerns ist fir den hohen immunologisch aktiven Massenanteil des
Makromolekiils verantwortlich. Die hier vorgestellten dendronisierten Polymere kénnten eine
neue Generation von Tragermaterialien sein, welche durch die Verwendung
unterschiedlicher Monomere die Kombination verschiedener Peptid-Antigene in einem
Makromolekil ermoglicht. Aus der Sicht der Grundlagenforschung sind solche
Makromolekiile von Interesse, da das System die ersten dendronisierten Polymere aus

Aminosauren mit kationischen Oberflachenfunktionalitaten darstellt.
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5.2 Synthese der L-Lysin-dendronisierten
Makromonomere

Unter Bericksichtigung der oben aufgeflhrten Grenzen in den einzelnen Syntheseverfahren
von dendronisierten Polymeren wird die Makromonomerroute (B-2) angewendet, die sich
demzufolge in drei Schritte unterteilt (Schema 5-2): Zunachst werden die beiden Bausteine
Dendron (1a) und polymerisierbares Monomer (1b) hergestellt, welche nachfolgend durch
Bildung einer Peptidbindung in das Makromonomer tberfiihrt werden (2). Abschlie3end wird
aus diesem Monomer durch radikalische Polymerisation das gewilnschte Polymer (3)

erhalten.

Schema 5-2  Schematische Darstellung der Synthese dendronisierter Polymere. Die Buchstaben
stehen fir die freien (X) und geschitzten (|X|) Funktionalitaten.

5.2.1 Synthese der N9 N*geschitzten L-Lysin-Dendrimere

Im ersten Schritt werden {ber den divergenten Syntheseweg drei Generationen
unsymmetrischer L-Lysin-Dendrimere aufgebaut, deren N° und N*-Gruppen blockiert sind
(Abb. 5-2). Die Wahl der Schutzgruppen ist darauf ausgelegt, Polymerisationen der
geschitzten Komponente in einem organischen Medium und mit freien Amingruppen auf der
Oberflache in wassriger Losung zu ermoglichen. Ausgewahlt werden drei Schutzgruppen,
die sich in GroRe, Polaritat und Abspaltungsbedingungen unterscheiden. Die schlechte

Loslichkeit von 9-Fluorenylmethoxycarbonyl- (Fmoc-) geschitzten Aminosauren ist wahrend
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der Synthese vorteilhaft, da die Aufreinigung nach jedem Reaktionsschritt erleichtert wird,
unterbindet aber die Polymerisation in organischen Ldsungsmitteln. Die Abspaltung der
Fmoc-Gruppe durch Zugabe einer Base ermdglicht hingegen die Polymerisation der freien
Amine in wassriger LOosung [57]. Um Polymerisationen an geschiitzten Monomeren
durchzufiihren, wird auf die ebenfalls unpolare Benzyloxycarbonyl-(Z-)Schutzgruppe
zuriickgegriffen, wodurch eine bessere Léslichkeit in organischen Losungsmitteln erhalten
wird. Die Abspaltung der Schutzgruppe findet unter stark sauren Bedingungen (HBr/ AcOH)
statt, so dass das HBr-Salz entsteht [58]. Als Drittes wird die polare Trifluoracetamid-
Schutzgruppe (TFAA-) mit geringem Raumbedarf verwendet, die auf Grund der starken
Akzeptorwirkung der Trifluormethylgruppe bereits unter milden Bedingungen hydrolysiert

wird (z. B. Kaliumcarbonat in Methanol/ Wasser-Gemischen) [59].

Ein umfassender Uberblick (ber den Einfluss der DendrongréRe auf die
Polymerisationseigenschaften wird anhand der verschiedenen Generationen gewonnen. Um
auch einen Eindruck davon zu gewinnen welche Bedeutung der Distanzhalter S-Alanin

ausubt, wird die Z-geschitzte zweite Generation auch ohne diese Einheit 5-5 hergestellt.
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Peptidkupplung

Grundlage der Synthese der Makromonomere ist die Ausbildung einer Peptidbindung, fir die
sich der Mechanismus uber einen aktiven Ester [60, 61] als geeignet erwiesen hat. Daher

wird der Mechanismus an dieser Stelle kurz beschrieben (Schema 5-3).

) H H o
H\O)KE/ Nse ﬁ SG/N\E)I\OG
R R O-acetyliertes Isoharnstoffderivat
H O NMe2
@ NMe2
@ PFC ?@ PFy
@y
@

®
g O
NMe, NQ

o H
. Aktivester O)I\/ N~sG
SG_ NH, H
©)
R’

Schema 5-3  Mechanismus der Peptid-Kupplung tber einen aktiven Ester.

Die Bildung der aktiven Spezies verlauft basenkatalysiert mit Di-iso-propylethylamin (DIPEA).
Das entstandene Carboxylat der Aminosaure reagiert zunachst mit O-(Benztriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluoro-phosphat (HBTU) zu einem O-acetylierten
Isoharnstoffderivat und einem N-Hydroxy-benzotrialzol-Anion (HOBt). Das Zwischenprodukt
kann entweder gleich mit der Aminkomponente der ndchsten Aminosaure oder mit dem
freigesetzten HOBT zu einem aktiven Ester reagieren. Die Verwendung eines Uberschusses
an HOBt lasst die Reaktion hauptsachlich Gber den aktiven Ester ablaufen, so dass die

Tendenz zur Racemisierung unterdriickt wird [62].
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Herstellung der N ?,N*-geschiitzten nullten Generation

In diesem Abschnitt wird die Synthese der nullten Generation 5-2 in homogener Loésung
beschrieben, da die Aktivierungsreagenzien (HOBt, HBTU, DIPEA) und das Kupplungsedukt
5-6 im Gegensatz zum Produkt 5-8 in Wasser loslich sind. Dazu wird die gewlnschte
Saurekomponente (N N*%zweifach geschitztes L-Lysin; SG=2Z, TFAA, Fmoc) 5-6
zusammen mit HBTU und HOBLt in N,N-Dimethyldormamid gelést und mit DIPEA versetzt.
Die entstehende gelbe LOsung enthdlt die aktive Spezies, aus der durch Zusatz von
[F-Alanin-tert. Butylester Hydrochlorid 5-7 Uber Nacht das Produkt 5-7 entsteht. Die
O-geschitzte nullte Generation wird durch Ausfallen aus Wasser in sehr guten Ausbeuten
(98 %) als weiBer Feststoff erhalten wird. Im Gegensatz zu N¢N?*Di-Z-L-Lysin 5-5a und
N? N®Di-Fmoc-L-Lysin 5-6¢ ist N N*Di-trifluoracetyl-L-lysin 5-6b nicht kauflich, sondern

muss zundachst synthetisiert werden [63].
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Schema 5-4  Synthese der nullten Generation 5-2: i) 2 eq HOBt, HBTU, 3 eq DIPEA, abs. DMF,
16 Std., RT, ~98 %; ii) DCM/ TFA (50:50), 2 Std., RT, 99 %.
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Im folgenden Schritt wird die tert. Butylschutzgruppe durch zweistiindiges Behandeln mit
einer Mischung aus gleichen Volumenanteilen Dichlormethan und Trifluoressigséure (TFA)
abgespalten. Uberschiissige TFA wird nach Trocknung der Rohprodukte 5-2a und 5-2c
durch Zugabe von Wasser und grindlichem Waschen mit Wasser entfernt. Im Fall des
TFAA-geschitzten Dendrimers 5-2b wird aus kaltem Ether ausgefallt, da in Wasser eine

bedingte Loéslichkeit vorliegt.

Synthese der N 9 N*geschiitzten Peptid-Dendrimere der ersten und
zweiten Generationen

Die hoheren Generationen werden im Gegensatz zur nullten Generation (ber
Festphasensynthese hergestellt, um aufwendige Reinigungsprozesse der Zwischenstufen zu
vermeiden. Der Grundgedanke dieser Festphasensynthese wird mit Hilfe von Schema 5-5
(links) [64] verdeutlicht: Das Peptid bleibt wahrend der gesamten Synthese am polymeren
Trager (Harz) gebunden, so dass die verwendeten Reagenzien durch intensives Waschen
entfernt werden. Auf der rechten Seite ist der angewendete Synthesezyklus nach der
Fmoc-Strategie aufgezeigt [65-67]. Fur den Aufbau von Dendrimeren ist die Beladung des
Harzes wegen der exponentiellen Entwicklung (2") der Kupplungsstellen von besonderer
Bedeutung. Daher sind die Harze so ausgewahlt, dass zum einen eine Abspaltung vom Harz
unter dem Verbleib der Fmoc-Schutzgruppe méglich ist und zum anderen vor der letzten

Kupplung eine Beladung von 1,1 mmol/ g nicht Gberschritten wird.

Schloss: funktionelle Gruppe
am polymeren Trager
; Kettenglied: Aminosaure ,—_—l Aktive Spezies
g )
0y Kette: Peptid

1y &7  Schlussel:  Spaltreagenz v
e, B HBTU/HOBt-
= 5 Kupplung

LY ;

=y
Ak
L /
! Fmoc-
e-'i-l:- . H‘ ke ] Entschiitzung
By’ LB
# Abspaltung
& -
<., W = = =] i
B 9‘5_1_‘-._::'!"": o I 4 HBTU/HOB-
£ Peptid Kupplung

Schema 5-5 links: Darstellung des Festphasenprinzips [64]; rechts: Reaktionszyklus nach der
Fmoc-Strategie.
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Aus 0©konomischen Grinden erfolgen die Kupplungen der ersten beiden linearen
Aminoséauren sowie die nachfolgende Abspaltung der Fmoc-Gruppe am Peptid-Synthesizer.
AnschlieRend wird das Harz griindlich mit Dichlormethan gewaschen um sicherzustellen,
dass das gesamte Piperidin entfernt wird. Erst dann werden die ndchsten Generationen nach
bewéahrter Methode aufgebaut, wie in dem Unterkapitel Peptidkupplung (siehe S. 133)
beschrieben.

Im letzten Schritt wird die gewiinschte Sequenz durch dreimaliges halbstiindiges Behandeln
mit einer Lésung aus TFA in DCM (3 Vol.-%) vom Harz abgespalten. Die vereinten Losungen
werden im Vakuum getrocknet und je nach Schutzgruppe erfolgt die Entfernung der
Trifluoressigsaure entweder durch Ausfallen aus Wasser (Fmoc- und Z-Schutzgruppe) oder

aus n-Hexan (TFAA-Gruppe).

Die hergestellten Dendrimere werden mittels ‘H-NMR-Spektroskopie und Massen-
spektrometrie charakterisiert. Das Hauptaugenmerk liegt dabei auf der quantitativen
Kupplung der Verzweigungseinheit L-Lysin. Zundchst wird mit Hilfe von Abb. 5-3
exemplarisch auf das Protonenspektrum von 5-3a naher eingegangen. Die Verschiebung der
auReren aCH's (3) unterscheidet sich von der des inneren aCH (2), so dass das Verhaltnis
von zwei zu eins als Nachweis fur den Erhalt der ersten Generation 5-3 gewertet wird. Des
Weiteren erlauben die Methylengruppen der Z-Schutzgruppen (5), der Lysin-Seitenkett (4)
und des SB-Alanins (1) den Erfolg der Synthese zu Uberprifen.

Zusatzlich zu den *H-NMR-Spektren weisen die Massenspektren der Z-geschiitzten ersten
5-3a und zweiten Generation 5-4a (Abb. 5-4) ausschlie3lich Signale der Dendrimere
(5-3a: 1010 m/ z; 5-4a: 2060 m/z) mit Natrium oder Kalium auf. Nebenprodukte

unvollstéandig angekuppelter Verzweigungseinheiten treten hingegen nicht in Erscheinung.
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Abb. 5-4 MALDI-TOF-Massenspektren von 5-3a (links) und 5-4a (rechts).
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5.2.2 Synthese der dendritischen Makromonomere

Den Abschluss der Makromonomersynthese bildet die Verknlpfung der Dendrimere mit dem
polymerisierbaren Baustein Vinylbenzylamin 5-1, welches zuvor ausgehend von

Chlormethylstyrol nach Literaturvorschrift in einer Gabriel-Synthese hergestellt wird [68].

Der Mechanismus der Kupplung verlauft analog der Dendrimersynthese lber die Bildung des
aktiven Esters (siehe Seite 133) [60, 61]. Die Produkte werden durch Ausfallen aus bidest.
Wasser und anschlieBendem ausgiebigem Waschen als beigefarbener Feststoff in guten bis

sehr guten Ausbeuten erhalten.
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Schema 5-6  Synthese der Monomere: i) NMP, HBTU, HOBt, DIPEA, [B7 %.

Dendronisierte Polymere mit einem Substitutionsgrad von Eins werden {ber diesen
Reaktionsweg nur dann gewahrleistet, wenn sowohl ein quantitativer Verlauf der Kupplung
als auch eine vollstidndige Entfernung des tberschissigen Vinylbenzylamins 5-1 stattfindet.
Das erfolgreiche herausspiilen des Vinylbenzylamins 5-1 wird mit Hilfe von *H-NMR-
Spektroskopie Uberprift. Anhand von Abb. 5-5, welches das Protonenspektrum der
Z-geschitzten ersten Generation 5-10a zeigt, werden die charakteristischen Signale
erlautert. Ein Vergleich der Vinylprotonen (6, 7 und 8) mit den auf3eren aCH's (3), der
Methylengruppe des S-Alanins (1), der Z-Schutzgruppe (5) und der Lysinseitenkette (4)
erlaubt einen Nachweis des gewilnschten Produktes. Freies Vinylbenzylamin 5-1 wird Uber
die Methylengruppe (9), sowie die Vinylprotonen (6 und 7) erkannt, da diese Signale im

Vergleich zu den Gekuppelten tieffeldverschoben sind (Inset in Abb. 5-5).
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Abb. 5-5 1H-NMR-Spektrum (300 MHz, DMSO, 298 K) des Z-geschitzten Makromonomers der
ersten Generation 5-10a. Das Inset zeigt den Ausschnitt einer Probe, in der neben
dem Monomer 5-10a noch Vinylbenzylamin 5-1 enthalten ist.

In Abb. 5-6 sind die Massenspektren der Z-geschiitzten Makromonomere der ersten 5-10a
und zweiten Generation 5-11a abgebildet, wobei an den Stellen der Dendrone 5-3a
(1010 m/ z) und 5-1la (2059 m/ z) keine Signale sichtbar sind. Die beiden Signale bei
1148 m/ z und 2199 m/ z entsprechen den gewlnschten Natriumsalzen der Produkte. Eine
Aussage Uber die vollstandige Entfernung von Vinylbenzylamin 5-1 erlaubt diese Methode

allerdings nicht. Dazu ist die Aufnahme eines Protonenspektrums erforderlich.

139



L-Lysin-dendronisierte Polystyrole

g S
o N
100 1
80 1
|o\il
’§ 60 -
K7)
3
I= 40 1
20 1
80 1200 1600 2000 2400
m/ z
Abb. 5-6 MALDI-TOF Spektren der Z-geschiitzten Makromonomere der ersten 5-10a (links)

und zweiten Generation 5-11a (rechts).

Wahrend der Kupplung der Dendrimere 5-2¢ bis 5-4c an das Vinylbenzylamin 5-1 kommt es
wegen der Basenlabilitéat der 9-Fluorenylmethoxycarbonyl-Gruppe (Fmoc-) zu einer partiellen
Abspaltung der Schutzgruppe. Diese parallel ablaufende Entschiitzung macht sich im
Protonenspektrum durch das Auftreten eines zusatzlichen Singuletts bei etwa 6,2 ppm

bemerkbar (Abb. 5-7), welches der Fluorenylmethylengruppe zugeordnet werden kann.
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5-10c-Massenspektrum mit teilweise abgespaltenen Fmoc-Schutzgruppen.
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Auch auf das Massenspektrum hat die einsetzende Entschiitzung Auswirkungen, denn
neben dem Produktpeak als Natriumsalz (1500 m/ z) werden weitere Signale im Abstand von
m/ z = 223 (siehe Abb. 5-8) sichtbar.

Auf Grund dieser Problematik werden die Fmoc-geschitzten Makromonomere nicht isoliert,
sondern sofort einer vollstdndigen Entschitzung durch Behandlung mit einer 10 %-igen
Piperidinldsung unterzogen (Schema 5-7). Die Produkte werden durch Ausfallen aus
Diethylether und abschlieender Trocknung im Hochvakuum erhalten. Die so erhaltenen
Makromonomere neigen mit zunehmender Zahl freier Amingruppen auf der Oberflache zur
Gelbildung, so dass sich die Aufnahme eines Protonenspektrums schwierig gestaltet. In
wassriger Losung sind die Styroleinheiten von polaren Dendronen umgeben, wodurch die
Vinylprotonen im Spektrum nicht sichtbar sind. In organischen Lésungsmitteln (DMF, DMSO)
hingegen ist ein Vergleich der charakteristischen Signale nicht mdoglich, da die
Ammoniumgruppen die aCH’'s und die Methylengruppe des Vinylbenzylamins 5-1

Uberdecken.

zZ z
Lys i Lys
/Lys <L Fmoc /Lys <L NH2
YSFmoc YSNH2
Ala—Lys Ala—Lys
N/'B_ S _LySFmoc N/'B_ N _Lysne
H Lys{_ H ys{_
I-ySFmoc LySI\HZ
5-9¢ T T 5-12 T T
5-10c 5-13
5-11c 5-14

Schema 5-7  Fmoc-Entschitzung: i) Piperidin, DMF, 30 min, RT.

In Abb. 5-9 sind die Massenspektren der Makromonomere mit freien Amingruppen auf der
Oberflache abgebildet. Das Spektrum der ersten Generation 5-13 weist zwei Signhale auf, die
dem reinen Produkt und dem Natriumsalz des Produktes zugeordnet werden kénnen (Abb.
5-9 links, 5-13 m/z =589 und mit Natrium m/z=611). Im Gegensatz dazu ist die
Interpretation des Massenspektrums der zweiten Generation 5-14 etwas komplizierter. Im
Spektrum zeigt sich ein Hauptsignal bei m/ z = 1102, welches somit um 15 Einheiten zu hoch
liegt. Das Nebensignal bei 1015 m/ z entspricht dem Produktpeak (1086 m/ z) weniger einer
Lysinseitenkette. Da das Spektrum kein Signal aufweist, das auf eine unvollstandige
Kupplung des Vinylbenzylamins 5-1 an das Dendrimer hindeutet (kein Peak bei 1101 oder
1086 m/z weniger 132 m/z), wird das Makromonomer dennoch zur Polymerisation

verwendet.
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Abb. 5-9 Massenspektren von 5-13 (links) und 5-14 (rechts).

5.3 Polymerisation der Makromonomere

Welchen Einfluss haben die DendrongrofRe oder die Konzentration auf das Polymerisations-
verhalten? Um diese Frage zu beantworten, werden Polymerisationen der verschiedenen
Generationen bei Konzentrationen im Bereich von 0,1 ... 1 mol/ L durchgefihrt. Fir die
radikalische Polymerisation wird das Makromonomer zusammen mit der gewinschten
Menge Initiator und Losungsmittel vermischt und unter Ausschluss von Sauerstoff flr
72 Stunden auf 70 T erwarmt. Die geschiitzten Monomeren werden in Dimethylformamid
mit Azo-iso-butylnitril (AIBN) als Initiator polymerisiert, wahrend die Polymerisation der
ungeschitzten Monomere mit a,a’-Azo-di-iso-butyramidin-dihydrochlorid (V50) als Initiator in
Wasser durchgefuhrt wird.

5.3.1 Umsatz der Polymerisation

Zur Bestimmung des Umsatzes wird von dem ungereinigten Substanzgemisch ein
'H-NMR-Spektrum aufgenommen. Hierzu werden die Z-geschiitzten Polymere aus Wasser
und die TFAA-geschitzten Polymere aus Diethylether ausgefallt, filtriert und im Vakuum
getrocknet. Die wassrigen Polymerisationen werden durch Lyophilisieren getrocknet. Ist die
Reaktion quantitativ verlaufen, sind keine Vinylprotonen (6, 7 und 8 in Abb. 5-5) mehr

vorhanden. Anderenfalls kann aus dem Verhéltnis der durch Integration erhaltenen
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Signalflachen der Umsatz berechnet werden. Die erhaltenen Umsatze kdnnen Tabelle 5-1

bis Tabelle 5-3 entnommen werden.

Zusatzlich zur tabellarischen Ubersicht ist inAbb. 5-10 eine graphische Darstellung der
Umsatze der Polymerisationen der Z-geschitzten Monomere 5-9a, 5-10a und 5-11a gegen
die Konzentration aufgetragen. Auf Grund der sinkenden Léslichkeit mit zunehmender
Dendrongrol3e ist ausschlieRlich die Polymerisation der nullten Generation 5-9a bei allen
Konzentrationen in homogener Lésung madglich. Bei der ersten Generation 5-10a bleibt bei
¢ =0,7 und 1 mol/ L auch in der Warme ein unloslicher, breiiger Ruckstand zurtick (Abb. 5—
10, Symbole in Klammern). Daher werden diese Ergebnisse nicht in die folgende Diskussion
mit einbezogen. Die zweite Generation 5-11a bildet selbst bei einer Konzentration von
¢ = 0,1 mol/ L nur in der Warme eine homogene Losung aus, so dass auf die Durchfiihrung

bei hdheren Konzentrationen verzichtet wurde.

100 -
° b °
4 [ ]
80 -
] °
3 _
(=2 60 - - =
-'I:]‘ 4
g : (n) (w)
|
-) 40:
20 A e 50a
] a = 5-10a
1 A 5-la
0.1 0.3 0.5 0.7 0.9
C, [mol/ L]
Abb. 5-10 Umsatz-Diagramm der Polymerisationen der Z-geschitzten Monomere: 5-9a (®),

5-10a (m) und 5-11a (). Die Symbole in Klammern stehen fir die Polymerisationen,
die nicht in homogener Losung verlaufen sind.

AusAbb. 5-10 ist fur die Polymerisationen der Z-Reihe eine deutliche Abhangigkeit des
Umsatzes von der Dendrongrol3e sichtbar. Mit zunehmender GroRe wird eine starke
Abnahme des Umsatzes beobachtet. Fir die zweite Generation 5-11a wird nur noch ein
Umsatz von 11 % erreicht, der auch durch Verlangerung der Reaktionszeit von drei auf
sieben Tage nicht erhdht werden kann. Im Gegensatz dazu verlauft die Polymerisation der

Z-geschuitzten zweiten Generation ohne S-Alanin Spacer (5-15) mit einem Umsatz von 35 %.
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In Abb. 5-11 ist das Umsatz-Diagramm der TFAA-geschitzten dendronisierten Polymere
gegen die Monomerkonzentration bei Polymerisationsbeginn aufgetragen. Innerhalb einer
Konzentrationsreihe ist der erzielte Umsatz bei ¢ =0,1 mol/L am geringsten, steigt mit
zunehmender Konzentration an und erreicht dann ein nahezu konstantes Niveau. Die
TFAA-Makromonomerreihen 5-9b und 5-10b weisen ebenfalls eine Abhéangigkeit von der
Dendrongro3e auf (vgl. Tabelle 5-1 bis Tabelle 5-3). Bei geringer Konzentration ist die
Differenz zwischen den Umsatzen der Monomeren der nullten und ersten Generation gréf3er

als bei den Z-geschitzten Makomonomeren, bei hohen Konzentrationen werden hingegen
anndhernd gleiche Umsétze erreicht.

100: ° ° ° °
° |
80 - . "
FE. |
N 60: -
©
g J
) 40:
20
] e 50b
] = 5-10b
0.10 0.30 0.50 0.70 0.90
C, [mol/ L]
Abb. 5-11 Umsatz-Diagramm der Polymerisationen der TFAA-geschitzten Monomere: 5-9b (@),
5-10b (m).

Das Verhalten der entschiitzten Makromonomere zeigt ein vergleichbares Verhalten (Abb.
5-12): Mit jeder nachst hoheren Dendrongeneration ist der Umsatz Uber den betrachteten
Konzentrationsbereich geringer, wobei der erreichte Umsatz dem der TFAA-Monomere
ahnelt. Der Umsatzverlauf der Monomere der ersten Generation 5-13 unterschiedet sich
deutlich von den bisher beobachteten Kurvenverlaufen. Das Makromonomer besitzt eine
optimale Startkonzentration zwischen c=0,3...0,5moal/ L, eine weitere
Konzentrationserh6hung fuhrt zu einem deutlichen Abfall des Umsatzes von 90 % auf ca.
30 %. Diese Abnahme kann darauf zurtckgefiihrt werden, dass auf Grund der geringen
Losungsmittelmenge wéahrend der Polymerisation ein unldslicher Niederschlag entsteht. Im
Fall der dendronisierten Polymere mit freien Amingruppen auf der Oberflache muss sich in

Erinnerung gerufen werden, dass die NMR-Spektroskopie auf Grund der Tendenz zur
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Gelbildung keine scharfen Signale liefert, so dass die Umsatzbestimmung leicht
fehlerbehaftet ist.

100 - ° ° °
[ ]
- [ | -
80
| L]
S
— 601 "
N
I ]
0 A
E |
) 40
] |
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= 513
i A 5-14
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c, [mol/ L]
Abb. 5-12 Umsatz-Diagramm der Polymerisationen der ungeschiitzten Makromonomere:

5-12 (®), 5-13 (W) und 5-14 ().
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Tabelle 5-1 Zusammenfassung der Analytik der Polymerisationen der Z-geschitzten Makromonomere. Angegeben sind die eingesetzten
Monomerkonzentrationen Cyonomer, der Umsatz, sowie die Uber GPC ermittelten Molekulargewichte M, Polymerisationsgrade P,,
Polydispersitaten M,/ M,, Mark-Houwink-Konstanten Kyys und Koeffizienten ayys.

Experiment  Probe Crmonomer Cmonomer Umsatz®  M,00% P,’ Mo/ My®  Kyus0*® Avns”
[mol/ L] [gew.-%] [%] [o/ mol] [1] [1] [1] [1]
1 5-%9a 0,1 6,0 109 65,5 89 2,04 13,19 0,561
2 0,3 16,0 89 53,4 132 2,73 9,53 0,598
3 0,5 24,1 154 92,6 133 2,27 9,71 0,597
4 0,7 30,7 160 96,1 159 2,51 11,23 0,593
5 1 38,7 156 93,8 141 2,41 10,43 0,594
6 5-10a 0,1 10,6 44 60,1 53 1,88 74,32 0,381
7 0,3 26,3 62 61,5 55 2,62 12,53 0,571
8 0,5 37,3 58 104,4 93 3,57 25,42 0,495
9° 0,7 45,4 50 279,1 248 3,55 6,72 0,521
10° 1 54,3 52 151,2 134 3,81 14,69 0,502
11 5-11a 0,1 18,7 11 119 5 2,62 9553,2 0,061
12%¢ 0,1 18,7 10 19,6 9 2,93 900,9 0,171
13¢ 5-15 0,1 18,2 35 25,3 13 1,53 122,3 0,365
a) Bestimmung mit "H-NMR-Spektroskopie.
b) GPC-Messungen in DMF in Anwesenheit von LiBr (cs =1 g/ L) bei 60 C
c) Polymerisationen verliefen nicht in homogener Lésung.
d) Aufreinigung ist bis heute nicht abgeschlossen.
e) Reaktionszeit auf sieben Tage erhoht.
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Tabelle 5-2 Zusammenfassung der Analytik der Polymerisationen der TFAA-geschitzten Makromonomere. Angegeben sind die eingesetzten
Monomerkonzentrationen Cyonomer, der Umsatz, sowie die Uber GPC ermittelten Molekulargewichte M, Polymerisationsgrade P,,
Polydispersitaten M,/ M,, Mark-Houwink-Konstanten Kyys und Koeffizienten ayys.

Experiment  Probe Cmonomer Crmonomer Umsatz®  M,00°" P, Mo/ My®  Kus202° auns”
[mol/L]  [gew.-%] [%] [9/ mol] [1] [1] [1] [1]

14 5-9b 0,1 5,2 91 33,3 63 2,25 8,786 0,604
15 0,3 14,2 97 454 87 1,86 6,061 0,644
16 0,5 21,7 98 55,9 107 1,77 5,398 0,644
17 0,7 27,9 99 77,9 149 1,61 2,215 0,729
18 1 35,6 99 67,2 128 1,88 0,919 0,784
19 5-10b 0,1 9,3 57 63,3 65 1,71 18,33 0,512
20 0,3 23,6 78 147.,4 152 1,80 1,708 0,701
21 0,5 33,9 82 181,6 187 1,75 0,625 0,785
22 0,7 41,8 96 215,8 222 2,54 1,774 0,714
23 1 50,7 93 235,8 242 1,98 1,329 0,738

a) Bestimmung mit *H-NMR-Spektroskopie.

b) GPC-Messungen in DMF in Anwesenheit von LiBr (cs = 1 g/ L) bei 60 C.
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Tabelle 5-3 Zusammenfassung der Analytik der Polymerisationen der ungeschitzten
Makromonomere. Angegeben sind die eingesetzten Monomerkonzentrationen Cygnomer
und der Umsatz.

Experiment  Monomer ([:g‘:;;’/mir] [sz\’;\‘lom;/;] UnE;"):;tZ :
24 5-12 0,1 3,2 73
25 0,3 9,1 100
26 0,5 14,3 97
27 0,7 18,9 99
28 1 25,0 94
29 5-13 0.1 5.6 ~61
30 0,3 15.0 ~90
31 0,5 227 ~88
32 0,7 292 ~31
33 5-14 0,1 9.8 ~47

a) Bestimmung mit "H-NMR-Spektroskopie.

5.3.2 Gelpermeationschromatographie (GPC)

Im Anschluss an die Umsatzbestimmung erfolgt die Bestimmung des Molekulargewichtes.
Hierzu werden zunachst die geschitzten Polymere Uber Dialyse in N,N-Dimethylformamid
(DMF) von niedermolekularen Anteilen befreit und anschlieRend durch Ausfallen aus Wasser
und Trocknen im Hochvakuum als weil3er Feststoff erhalten. Von den gereinigten Polymeren
werden GPC-Messungen in DMF in Anwesenheit von LiBr (cs=1g/L) bei 60 T
durchgefuhrt. Die Elutionsvolumina werden durch universelle Kalibrierung mit
Polymethylmethacrylat in Molekulargewichte umgerechnet und sind zusammen mit den
ermittelten Polydispersitaten in Tabelle 5-1 und Tabelle 5-2 zusammengefasst. Abb. 5-13
zeigt exemplarisch die Chromatogramme der gereinigten Polymere P5-9a.

Das Substanzgemisch der Z-geschitzten zweiten Generation lasst sich auf diesem Weg
leider nicht aufreinigen. Durch den Zusatz von Guanidin-Hydrochlorid zum Dialysesolvent,
welches alle elektrostatischen und hydrophoben Wechselwirkungen aufbricht, sollte der
Austritt des Monomers erleichtert werden. Aber auch eine zusatzliche Erhoéhung der
Dialysetemperatur auf 45 < fuhrte nicht zur gewinschten Beweglichkeit der
niedermolekularen Anteile. Daher erfolgt die Abtrennung des Monomers aus P5-1la
(Experiment 11 in Tabelle 5-1) tber praparative GPC. Zum Vergleich sind in Abb. 5-14 die

GPC-Elugramme von P5-11 vor und nach der erfolgreichen Aufreinigung gezeigt.
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Abb. 5-13 GPC-Elugramme von P5-9a, die den Polymerisationen bei verschiedenen
Konzentrationen entsprechen.
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Abb. 5-14 GPC-Elugramme von P5-11a vor (- — =) und nach (O O ) der Reinigung.
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Die Polyelektrolyte 5-12 bis 5-14 werden einer wassrige Dialyse unterzogen und im
Anschluss durch Lyophilisieren als weil3er Feststoff gewonnen. Eine Molekulargewichts-
bestimmung tber GPC ist trotz Variation der Saule (Material und Porengrof3e) sowie
Anderungen des Losungsmittels und der Trennparameter (Durchflussgeschwindigkeit und
Konzentration) nicht moglich. Eine Alternative, die zurzeit noch Uberprift wird, ist die
Blockierung der Amingruppen durch eine geeignete funktionelle Gruppe. Auf Grund der
groRen Zahl dicht beieinander liegender Amine auf der Oberflache laufen Experimente mit

dem kleinen und reaktiven Acetylchlorid als Gegenspieler.

Eine genaue Betrachtung der Molekulargewichte und Polymerisationsgrade, die in Tabelle
5-1 und Tabelle 5-2 zusammengefasst sind, lasst innerhalb einer Konzentrationsreihe ein
vergleichbares, asymptotisches Verhalten wie bei den Umséatzen erkennen. Dies ist fur
P5-9a in Abb. 5-15 grafisch dargestellt. Die Konzentrationsabhéangigkeit ist somit im
vorliegenden Fall deutlich geringer ausgepragt, als sie bei der radikalischen Polymerisation

von aminterminierten dendronisierten Polystyrolen gefunden wurde [69].
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Abb. 5-15 Abhéngigkeit des Umsatzes und des Polymerisationsgrades von P5-9a von der

Polymerisationskonzentration.

Beim Ubergang von der nullten zur ersten Generation wird eine Zunahme des
Molekulargewichtes beobachtet, wahrend sich bei der zweiten Generation die Grenzen
dieser Syntheseroute bemerkbar machen und nur sehr geringe Molekulargewichte erhalten
werden. So entspricht der fur die Z-geschitzten zweiten Generation P5-10a gefundene
Polymerisationsgrad (P, =4) genau dem eines Polymethacrylats mit einem Dendron aus

sieben Asparaginsaureeinheiten [46]. Im Vergleich zu dendronisierten Polymere mit einem

151



L-Lysin-dendronisierte Polystyrole

Polyvinylbenzylamin-Rlckgrat aber Fréchet-Dendronen sind fur die kleinste Generation
vergleichbare Polymerisationsgrade erhalten worden, welche fir das néachst groRRere
Dendron Ubertroffen werden [70]. Die erhaltenen Polydispersitaten liegen in der gleichen
GroRRenordnung wie bei anderen, (ber radikalische Polymerisation hergestellten

dendronisierten Polymeren [69-72].

Zusatzlich zu den Molekulargewichten der geschiitzten dendronisierten Polymere kénnen
aus GPC-Messungen mit einem Viskositatsdetektor auch Informationen Uber deren
hydrodynamischen Eigenschaften gewonnen werden. Auf diese Weise werden die
Mark-Houwink-Kuhn-Sakurada (MHKS-) Koeffizienten auyuks und K ermittelt, welche
ebenfalls in Tabelle 5-1 und Tabelle 5-2 aufgefihrt sind. Von groRerem Interesse ist der
MHKS-Koeffizient aynks, da eine Abhéngigkeit von der Molekilkonformation vorliegt. Fir die
nullte und erste Generation der Z-geschiitzten Polymere liegen die Werte zwischen
0,381 < auwps < 0,598 und fir die TFAA-geschitzten Proben zwischen 0,512 < ayqks < 0,785.
Diese Ergebnisse deuten auf eine geknauelte Konformation des Styrolriickgrates und nicht
auf seine Streckung hin, da fir semiflexible bis steife Stabchen der MHKS-Koeffizient ayuks
Werte zwischen eins und zwei annimmt [73]. FlUr das Polymer P5-11a (Experiment 11,
Tabelle 5-1) wird sogar ein Koeffizient nahe Null (aynuks = 0,066) gefunden und liegt damit im
Bereich fur eine Kugel mit konstanter Dichte (awnks =0). Die GPC-Untersuchungen in
verdiinnten DMF-Lésungen der nullten und ersten Generation weisen demnach nicht auf
eine, auf sterische Hinderung basierenden, Streckung des Polymerriickgrates hin. Der
geringe Wert fur P5-11a kann vermutlich auf den geringen Polymerisationsgrad (P, =15)

zurickgefuhrt werden.
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5.3.3 AFM-Aufnahmen

Um Aufschluss Uber die Frage der Gestalt der dendronisierten Polymere zu erhalten, wurden
AFM-Aufnahmen von dinnen Filmen, welche durch Aufschleudern einer DMF-L&sung auf
Mica erhalten wurden, gemacht. In Abb. 5-16 sind erste Aufnahmen des dendronisierten
Polymers P5-10a (Experiment 8, Tabelle 5-1) abgebildet, die vor dem Hintergrund der
GPC-Analyse ein Uuberraschendes Ergebnis zeigen: Das dendronisierte Polymer der
Z-geschitzten ersten Generation nimmt sehr wohl eine stabchenférmige Konformation ein
(Abb. 5-16). Die dicht gepackten Stabchen besitzen im Mittel einen Durchmesser von 7 nm
und eine Lange von 20 nm.

Mit dem aus der GPC ermittelten Polymerisationsgrad von 93 errechnet sich die Lange einer
Wiederholungseinheit zu 0,25 nm. Dies entspricht der Lange einer Polystyroleinheit (z.B. in
NaPSS 0,252 nm [74]), so dass fur das PS-Rickgrat von einer gestreckten Konformation

ausgegangen werden kann.

| 400 nm |

Abb. 5-16 AFM-Aufnahmen von P5-10a aus DMF auf Mica.

Wahrend die aus GPC und AFM erhaltenen Daten bzgl. des Polymerisationsgrades
konsistent sind, widersprechen sich die Informationen tber die Gestalt der Polymere auf den
ersten Blick. Eine mdgliche Erklarung fur diese Diskrepanz kénnte in dem geringen
Verhaltnis von Lange zu Durchmesser (L/d = 3) liegen. Obwohl die dendronisierten Polymere
in den AFM-Aufnahmen optisch klar als Stabchen zu erkennen sind, verhalten sie sich in der
GPC hydrodynamisch annahernd wie ein Polymerkn&uel.
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5.4 Zusammenfassung

In diesem Kapitel wurde die Synthese von dendronisierten Polymeren aus einem
unsymmetrischen L-Lysin-Dendron und einer Styroleinheit nach der Makromonomer Route
beschrieben. Die Synthese der nullten Generation 5-2 war problemlos in homogener Lésung
durchzufiihren, wohingegen sich fir die héheren Generationen die Festphasensynthese als
besser geeignet erwiesen hat. Die Synthese der Makromonomere mit freien Amingruppen
auf der Oberflache stellte sich als komplizierter heraus. Um das freie Amin zu erhalten,
wurde die Fmoc-Schutzgruppe eingesetzt, die auf Grund ihrer Basenlabilitat wahrend der
Kupplung ans Vinylbenzylamin 5-1 teilweise abgespalten wurde, so dass eine
Charakterisierung des geschitzten Zwischenproduktes nicht moglich war. Nach der
vollstandigen Abspaltung neigten die resultierenden Makromonomere zur Gelbildung, so
dass eine umfassende Analytik erneut nicht erfolgen konnte. Die Handhabung der beiden

geschutzten Molekile war vergleichsweise unproblematisch.

Die durchgefihrten Polymerisationen bestatigten, dass mit zunehmender Dendrongeneration
der Umsatz auf Grund sterischer Hinderungen abnimmt. Fir kleine Monomerkonzentrationen
zu Beginn der Polymerisationsreaktion wird ebenfalls eine Abnahme des Umsatzes
beobachtet. Insgesamt lasst sich der Umsatz durch Ersetzen der Z-Schutzgruppen am
Dendron durch die kleinere, polare TFAA-Schutzgruppe steigern, da sie einen geringeren

sterischen Anspruch besitzt und zu einer besseren Ldslichkeit des Monomers fiihrt.

Anhand von AFM-Aufnahmen konnte gezeigt werden, dass das resultierende dendronisierte
Polymer P5-10a tatséachlich eine Streckung des Rickgrates erfahrt, so dass bei einem

Polymerisationsgrad von P, = 93 eine Gesamtlange von 20 nm erreicht wird.
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5.5 Experimenteller Teil

5.5.1 Allgemeine experimentelle Bedingungen

Chemikalien und Losungsmittel

Die eingesetzten Reagenzien sind von den Firmen Aldrich, Fluka, Merck, Merck Bioscience
(ehemals Calbiochem-NovaBiochem GmbH) bezogen und, wenn nicht anderes erwéhnt, so
eingesetzt worden. Azo-iso-butylnitril  wurde aus Diethylether umkristallisiert und
Chlormethylstyrol ist durch Destillation vom Stabilisator befreit worden. N-Methyl-2-pyrrolidon
wurde von der BASF AG zur Verfiigung gestellt und tiber Molekularsieb (4A) getrocknet. Die
Synthesen von Vinylbenzylamin 5-1 [68] und N N*-Di-trifluoracetyl-L-lysin 5-5b [63] erfolgten

nach bekannten Verfahren.

Reinigung:

Die dendronisierten Polymere wurden Uber Dialyse gereinigt. Die Schlauche bestehen aus

regenerierter Cellulose (Spectra/ Por®) und wurden Uber die Carl-Roth GmbH bezogen.

5.5.2 Physikalische und analytische Methoden

'H- und *C-NMR-Spektroskopie:

Die NMR-Spektren sind mit Bruker Advance Spektrometern (250, 300, 500 oder 700 MHz)
aufgenommen worden. Als interne Standards dienten die Signale der verwendeten

deuterierten Losungsmittel.

Massenspektrometrie:

Zur Aufnahme von FD-Spektren wurde ein VG ZAB 2-SE-FPD-Spektrometer verwendet. Die
MALDI-TOF Massenspektren wurden mit einem Bruker Reflex 11 MALDI-TOF-Spektrometer
aufgenommen. Sowohl fur Idsungsmittelhaltige Proben (DMF, DMSO) als auch fir die

[6sungsmittelfreie Probenpraparation dient Dithranol als Matrix.
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Gelpermeationschromatographie

Fur die gelchromatographische Analyse in organischen Ldsungsmitteln werden zwei
hintereinander geschaltete TSK-Gel Alpha Saulen verwendet. Die Messungen werden in
Dimethylformamid in der Anwesenheit von LiBr (c =1 g/ L) bei 333 K (60 ) durchgefuhrt.
Die Elugramme werden mit einem Brechungsindex- (engl. refractive index RI) und einem
Viskositats-Detektor innerhalb einer halben Stunde bei einer Flie3geschwindigkeit von
0,56 mL/ min aufgenommen. Im Anschluss werden basierend auf einer universellen
Kalibrierung mit Polymethacrylat-Standards, die Elutionszeiten in Molekulargewichte

umgerechnet.

AFM-Aufnahmen

Die AFM-Aufnahmen wurden mit einem Multimode llla Atomic Force Mikroskop (Veeco
Metrologie Gruppe) aufgenommen. Das Mikroskop wurde unter Umgebungsbedingungen
(T =294 K, RH =45 %) eingesetzt. Verwendet wurden ein Silikontrager (Mikromasch) mit
einer Resonanzfrequenz von etwa 200 kHz und einem Spitzenradius von ca. 10 nm. Um
Schaden oder Verformungen zu verhindern wird der ,Tapping-Mode* mit einer mdglichst
geringen Amplitude verwendet. Zur Herstellung der Filme fir die AFM-Analyse wird ein
Instrument mit Laurell Technologie verwendet, um verdinnte Probenlésungen
(c=1...10 mg/ mL) auf das Mica-Substrat aufzutragen. Dazu wird auf das sich drehende
Substrat (etwa 3000 Umdrehungen pro Minute) ein Tropfen der Losung aufgetragen und

abschliel3end noch 30 Sekunden geschleudert.

5.5.3 Synthesebeschreibungen

Synthese tert. Butyl-geschitzten nullten Generation (5-8)

Die hier beschriebene Arbeitsvorschrift fir die Erstellung einer Peptidbindung tber den
Mechanismus des aktiven Esters gilt auch fur die nachfolgenden Synthesen. Die
eingesetzten Mengen und gegebenenfalls auftretenden Abweichungen werden an

entsprechender Stelle erganzt.

In einem Kolben wird ein Aquivalent der Saurekomponente (7,34 mmol, 5-6a: 3,04 g, 5-6b:
2,48 g und 5-6¢: 4,34 g) zusammen mit zwei Aquivalenten (14,7 mmol) O-(Benztriazol-1-yl)-
N,N,N’,N’-tetramethyluronium-hexafluoro-phosphat (HBTU, 5,57 g) und 1-Hydroxy-benzo-
trialzol (HOBt, 2,25 g) in 35 mL NMP gelost und mit drei Aquivalenten Di-iso-propylethylamin
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(DIPEA, 22 mmol, 3,8 mL) versetzt. Nach funf bis zehn Minuten liegt eine klare gelbe Lésung
vor, welche die aktive Spezies enthdlt. Zu dieser Mischung wird die Aminkomponente
(1,5eq, 11 mmol, 2 g) gefugt und 16 Stunden bei Raumtemperatur gut durchmischt. Die
Reaktion wird durch tropfenweise Zugabe in die gut 20-fache Menge Wasser abgebrochen.
Im Fall des Fmoc-tragenden Dendrons wird mit verdiinnter Salzsdure ein neutraler pH-Wert
der Losung eingestellt, um ein Abspalten der Schutzgruppe zu verhindern. Der Niederschlag

wird abfiltriert und gut mit Wasser gewaschen.

5-8a: Ausbeute: 3,91 g (7,2 mmol, 98 %) weil3er Feststoff; 'H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): d(ppm) = 1,17 - 1,59 (m, 15H, 'Bu + aCH-(CH,)s); 2,34 (t, 2H, 'BUOCO-CH,); 2,95 (q,
2H, aCH(CH,)s-CH,); 3,21 (m, 2H, 'BUOOCCH,-CH,); 3,89 (q, 1H, aCH); 4,99 (s, 2H,
Z CH,); 7,24 (t, 1H, NH); 7,33 (m, 11H, arom. CH + aCH-NH); 7,94 (t, 1H, NH). **C-NMR
(75 MHz, DMSO, 298 K): o(ppm) = 23,23 (CH,); 28,20 (CH,); 29,56 (CH,); 32,13 (CHy);
35,30 (CH,); 55,13 (aCH); 65,58 (CH,); 65 83 (arom. CH); 80,35 (qC); 128,19 (Nt-Z arom.
CH); 128,81 (N°-Z arom. CH); 137,5, 137,76 (Z arom. qC); 156,39 (CO); 156,54 (CO);
171,05 (aCH-CO); 172,39 (CO). Masse (FD): m/ z = 543 (100 % [M]"); 1085 (15 % [2M]").

5-8b: Ausbeute: 3,359 (7,2 mmol, 98 %) weiRer Feststoff. *H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): J (ppm) = 1,23 (m, 2H, aCHCH,-CH,); 1,39 (m, 11H, 'Bu + aCH-CH,); 1,66 (q, 2H,
aCH(CH,),-CH,); 2,35 (t, 2H, 'BUOCO-CH,); 3,14 (m, 2H, aCH(CH.)s-CH,); 3,25 (m, 2H,
'BUOOCCH,-CH,); 4,22 (t, 1H, aCH); 8,19 (t, 1H, NH); 9,4 (t, 1H, NH); 9,5 (d, 1H, aCH-NH).
3C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,63, 23,76 (CH,); 28,59 (CH,); 28,63 (CHx);
30,34 (CHy); 31,67 (CH,) 35,74, 35,89 (CH,); 39,71 (CH,); 53,42, 54,18 (aCH); 80,84 (qC);
111,06, 114,88, 118,69, 122,51 (N°-CF5); 111,19, 115,00, 118,82, 122,64 (N*-CF3); 156,78,
156,82, 157,01, 157,26, 157,35, 157,50, 157,75, 157,82 (CO-CF3); 171,01, 171,43
(aCH-CO); 172,87 (CO). *F-NMR (282 MHz, DMSO, 298 K): & (ppm) = -73,91, 73,95,
-74,12, -74,16 (N°-CFs); -74,44, -74,47 (N*-CF;). Masse (FD): m/ z = 466,6 (100 % [M]");
932,8 (21 % [2M]").

5-8c: Ausbeute:5,15¢g (7,2 mmol, 98 %) weiBer Feststoff. *"H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): d(ppm) = 1,11 - 1,57 (m, 15H, '‘Bu + aCH(CH,)s); 2,34 (t, 2H, 'BUOCOCH,); 2,96 (bs,
2H, aCH(CH,)sCH.); 3,2 (m, 2H, 'BUOOCCH,-CH,); 3,90 (m, 1H, aCH); 4,23 (m, 6H,
Fmoc CH,CH); 7,29 - 7,97 (m, 18H, arom. + NH); 8,12 (d, 1H, aCH-NH). **C-NMR (75 MHz,
DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,28 (CH,); 28,18 (CHz); 29,56 (CH,); 32,11 (CH,); 35,19 (CHy,);
35,37 (CHy); 47,15 (CH); 47,25 (CH,); 54,99 (aCH); 65,66 (CH,); 66,05 (CH,); 80,35 (qC);
120,58 (arom. CH); 125,60, 125,79 (arom. CH); 127,52 (arom. CH); 128,06 (arom. CH);
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141,19 (qC); 144,27, 144,41 (qC); 156,34 (CO); 171,04 (aCH-CO); 172,34 (CO). Masse
(FD): m/ z=717,6 (100 % [M]"); 1435,1 (10 % [2M]").

Synthese der Carbonséaurefunktionalisierten nullten Generation (5-2)

In einem Rundkolben werden 3g Bu-GO0(Z) 5-8a (5,54 mmol), Bu-GO(TFAA) 5-8b
(5,54 mmol) oder Bu-GO(Fmoc) 5-8c (4,2 mmol) in einem L&sungsmittelgemisch aus
Dichlormethan und TFA (50 : 50) mdglichst hochkonzentriert gelost (~150mg/ mL). Nachdem
die Losung 1% ... 2 Stunden bei Raumtemperatur durchmischt worden ist, wird das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das reine Produkt wird durch Zugabe von
Wasser als weiler Niederschlag erhalten und nach Filtration so lange mit Wasser
gewaschen, bis das Filtrat einen neutralen pH-Wert besitzt. Im Fall des TFAA-geschutzten

Produktes erfolgt das Ausféllen und Reinigen aus kaltem Diethylether.

5-2a: Ausbeute:2,64 g (5,4 mmol, 98 %) weiRer Feststoff. *"H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): o (ppm) = 1,14 - 1,67 (m, 6H, aCH-(CH,)s); 2,38 (t, 2H, HOCO-CH,); 2,96 (q, 2H,
aCH(CH,);-CH,-); 3,23 (m, 2H, HOOCCH,-CHy); 3,90 (m, 1H, aCH); 5,01 (m, 4H, Z CH,);
7,26 (t, INH, aCH-NH); 7,36 (m, 11H, arom. CH + aCH-NH); 7,96 (t, 1NH, aCHCO-NH).
BC-NMR- (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,7 (CH,); 30,01 (CH,); 32,59 (CH,); 34,90
(CH,); 35,74, 35,85 (CH,); 40,91 (CH,) 55,49 (aCH); 66,05, 66,31 (CH,); 128,67 (N°-Z arom.
CH); 129,28 (N°-Z arom. gC); 137,99, 138,22 (Z arom. qC); 156,87, 156,87 (NH-CO-O);
172,82 (aCH-CO); 173,96 (COOH). Masse (FD): m/ z = 486,1 (100 % [M]*); 508,1 (92 %
[M-Na]") ; 524 (12 % [M-K]") ; 993,2 (80 % [2M]"); 1477,9 (7 % [3M]").

5-2b: Ausbeute:2,59 g (6,35 mmol, 99 %) weilRer Feststoff. 'H-NMR (250 MHz, DMSO,
298 K): & (ppm) = 1,25 (m, 2H, aCHCH,-CH,); 1,44 (m, 2H, aCH-CH,); 1,67 (q, 2H,
aCH(CH,),-CH,); 2,38 (t, 2H, HOCO-CH,); 3,20 (m, 2H, aCH(CH,);-CH,); 3,28 (m, 2H,
HOOCCH,-CH,); 4,23 (g, 1H, aCH); 8,20 (t, 1H, N*-NH); 9,40 (t, 1H, aCHCO-NH); 9,49 (d,
1H, aCH-NH); 12,72 (bs, 1H, COOH). *C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,67
(CHy); 28,73 (CH,); 31,66 (CH,); 34,62 (CH,); 35,75, 35,87 (CH,); 39,82, 39,94 (CH,); 54,12,
54,21 (aCH); 111,10, 114,91, 118,73, 122,55 (N°-CF;); 111,23, 115,04, 118,86, 122,68
(N*-CFs); 156,43, 156,53, 156,61, 156,83, 156,91, 157,01, 157,10, 157,30, 157,38, 157,50,
157,58, 157,78, 157,86, 157,99, 158,06 (CO-CF;); 171,08 (aCH-CO); 173,72 (COOH).
F-NMR (282 MHz, DMSO, 298 K): dJ (ppm) = -73,93, -73,96 (N°-CFs); -74,46, -74,49
(NE-CF3).Masse (FD): m/ z = 410,3 (100 % [M]*); 819,6 (9 % [2M]").
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5-2c: Ausbeute:2,76 g (4,2 mmol, 100 %) weiRer Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): J (ppm) = 1,15 - 1,77 (m, 6H, aCH-(CH,)3); 2,43 (t, 1H, HOOC-CH,); 3,0 (q, 2H,
aCH(CH,)s-CH); 3,31 (m, 2H, HOOCCH,-CH,); 3,96 (q, 1H, aCH); 4,29 (m, 6H,
Fmoc CH,CH); 7,33 - 7,51 (m, 9H, arom. CH + NH); 7,70 - 7,78 (m, 5H, arom. CH + NH);
8,02 (t, 1H, NH). *C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): & (ppm) = 23,75 (CH,); 30,02 (CH,);
32,59 (CH,); 34,90 (CH,); 35,7 (CH,); 40,91 (CH,); 47,63, 47,71 (CH); 55,51 (aCH); 66,15,
66,52 (CH,); 121,05 (arom. CH); 126,08, 126,29 (arom. CH); 128,00 (arom. CH); 128,54
(arom. CH); 141,66 (arom. qC); 144,88 (arom. C); 156,88 (NH-CO-O); 172,89 (aCH-CO);
173,89 (COOH). Masse (FD): m/ z = 440,2 (74 % [M - 1Fmoc]*); 662,4 (100 % [M]"); 1101,5
(62 % [2M - 1Fmoc]); 1324,2 (27 % [2M]").

Synthese carboxyfunktionalisierte Peptid-Dendrimere

Die Kupplungen der ersten beiden Aminosauren erfolgten aus ékonomischen Grinden in
automatisierter Festphasensynthese mit einem Applied Biosystems ABI 433A Peptid
Synthesizer, bevor die nachsten Generationen im Kolben manuell aufgebaut werden. Das
aus dem Synthesizer kommende Harz wird grindlich gewaschen und in DCM gequollen,
bevor die aktive Spezies, welche nach der Vorschrift unter ,Synthese tert. Butyl-geschutzten
nullten Generation (5-8)" auf Seite 156 hergestellt worden ist, zugegeben wird. Nach
erfolgter Kupplung wird die Reaktionsldsung entfernt und das Harz griindlich gewaschen. Fur
die Synthese der zweiten Generation wird im ersten Schritt N N°®Di-Fmoc-Lysin 5-5c
eingesetzt, und die Schutzgruppe durch halbstiindiges Rihren in einer 10 %-igen Piperidin-
DMF-LAsung (100 mg/ mL) abgespalten. Bevor erneut die aktive Spezies zugegeben wird,
muss das Harz von jeglichem Piperidinresten befreit werden. Die entsprechenden
AnsatzgroRen konnen Tabelle 5-3 und Tabelle 5-4 entnommen werden.

AbschlieRend wird die gewiinschte Sequenz durch dreimaliges halbstiindiges Behandeln des
Harzes mit einer TFA-DCM-L6sung (3 Vol.-%) abges palten und die vereinten Losungen im
Vakuum getrocknet. Die Dendrone mit unpolaren Schutzgruppen werden aus Wasser
ausgefallt, wahrend das TFAA-geschitzten Dendron in Aceton gel6st und aus der 20-fachen

Menge n-Hexan ausgefallt wird.

5-3a: Ausbeute:1,2 g (1,19 mmol, 79 %) beigefarbener Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): d (ppm) =1,1 - 1,7 (m, 18H, aCH-(CH,)s); 2,35 (t, 2H, HOOC-CH,); 2,95 (m, 6H,
aCH(CH,)s-CHy); 3,89, 3,97 (m, 2H, aulRere aCH); 4,15 (m, 1H, inneres aCH); 5,01 (m, 8H,
Z CH,) 7,23 (t, NH); 7,34 (m, 20H, arom. CH); 7,85 (d, NH); 7,95 (t, NH). **C-NMR (75 MHz,
DMSO, 298 K): d(ppm) = 23,47, 23,73 (CH,); 29,66, 29,97 (CH,); 32,41, 32,63, 32,79 (CH,);
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34,69 (CH,); 35,60, 35,72 (CH,); 39,36 (CH,); 53,20 (&uRere aCH); 55,62 (inneres aCH);
66,01 (N*-Z CH,); 66,26, 66,30 (N“-Z CH,) 128,57, 128,61 (N°*-Z arom. CH); 129,23 (N°-Z
arom. CH); 137,92, 137,96 138,19 (arom. qC); 156,78, 156,83, 156,91, 156,97 (Z-CO);
172,27, 172,35, 172,55 172,62 (CO); 173,69 (COOH). Masse (MALDI-TOF, Dithranol,
DMSO0): m/ z = 1032 (50 % [M + Na]*); 1048 (39 % [M + K]").

5-3b: Ausbeute: 0,78 g (0,91 mmol, 91 %) beigefarbener Feststoff. 'H-NMR (300 MHz,
DMSO, 298 K): d(ppm) =1,24 (bs, 6H, aCHCH,-CH,); 1,47 (bs, 6H, aCH-CH,),1,69 (m, 6H,
aCH(CHy,),-CH,); 2,37 (m, 2H, HOOC-CH,); 3,01, 3,15 (s, 2H, aCH(CH,)3-CH,); 3,24 (m, 2H,
HOOCCH,-CHy,); 4,20 (m, 2H, aufiere aCH); 4,35 (m, 1H, inneres aCH); 7,98 (t, NH); 8,07 (t,
NH); 8,12 (d, NH); 8,29 (d, NH); 9,38 (t, NH); 9,47 (m, 2NH); 12,21 (bs, 1H, COOH).
3C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm)= 23,65 (CH,); 28,68, 29,50, 29,60, 31,51, 31,67,
31,75, 32,72, 32,78, 34,60, 35,75, 39,40, 39,50 (CH,); 53,20, 53,50 (AuRRere aCH); 54,24
(inneres aCH); 111,06, 114,87, 118,69, 122,51 (N°-CF3;) 111,18, 115,00, 118,82, 122,64
(N*-CFs); 156,38, 156,86, 157,33, 157,81 (N°-CFs-CO); 156,56, 157,04, 157,53, 158,01
(N*-CF5-CO); 170,67, 170,75, 170,86, 170,94, 172,08, 172,18, 172,28, 173,63, 173, 71 (CO
+ COOH). ®F-NMR (282 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm)= -73,86, -73,88, 73,90 (N°-CF3);
-74,40, -74,41 (N°-CF3). Masse (MALDI-TOF, fest, Na): m/ z = 841 (8 % ([M* - OH]); 880
(90 % [M + NaJ*); 896 (14 % [M + K]); 902 (59 % [M + 2Na]*); 918 (7 % [M + Na + K]*); 924
(7 % [M + 3Na]").

5-3c: Ausbeute: 1,24 g (0,91 mmol, 91 %) beigefarbener Feststoff. *H-NMR (300 MHz,
DMSO, 298 K): J (ppm) = 1,07 - 1,73 (m, 18H, aCH-(CH,)s); 2,37 (t, 2H, HOOC-CH,); 2,97
(m, 6H, aCH(CH,)s-CH,); 3,24 (m, 2H, HOOCCH,-CH,); 3,89, 3,99 (m, 2H, auRere aCH);
4,20 (m, 9H, inneres aCH + Fmoc CH-CH,); 4,27 (t, 4H, Fmoc CHCH,); 7,28 - 7,42 (m, 16H,
arom. CH); 7,48 (d, 3H, aCH-NH); 7,66 - 7,72 (m, 8H, arom. CH); 7,87 (d, 8H, arom. CH);
7,97 (t, 3H, NH). *C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 22,49, 22,74 (CH,); 28,68,
28,96 (CH,); 31,45, 31,65, 31,77 (CH,); 33,59 (CH,); 34,60 (CH,); 38,36 (CH,); 46,57, 46,67
(CH); 52,18 (inneres aCH); 54,55 (dulRere aCH); 65,10, 65,46 (CH,); 119,98 (arom. CH);
125,01, 125,17 (arom. CH); 126,92 (arom. CH); 127,46 (arom. CH); 140,59 (arom. qC);
143,64, 143,82 (arom. qC); 155,87, 155,97 (Fmoc CO); 171,27, 171,36, 171,55, 171,65
(NH-CO); 172,63 (COOH). Masse (MALDI-TOF, DSMO, Na): m/ z = 1386 (100 % [M + Na]");
1407 (64 % [M + K]").

5-4a: Ausbeute:334 mg (0,16 mmol; 65 %) beigefarbener Feststoff. *H-NMR (300 MHz,
DMSO, 298 K): J (ppm) = 1,08 - 1,74 (m, 42H, aCH-(CH,)s); 2,36 (t, 2H, HOOC-CH,); 2,95
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(bs, 14H, aCH(CH,)s-CH,); 3,24 (m, 2H, HOOCCH,-CH,); 3,93 (m, 4H, duRere aCH); 4,19
(m, 3H, inneres aCH); 5,0 (m, 16H, Z CH,); 7,33 (m, 40H, arom. CH + 7NH); 7,73 - 8,02 (m,
8NH); 12,13 (COOH). ®*C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): & (ppm) = 23,55, 23,72 (CH,);
29,67, 29,97 (CH,); 32,41, 32,63 (CH,): 34,61 (CH,); 35,67 (CH,); 39,39 (CH,); 53,26
(auBere aCH); 55,62 (inneres aCH); 66,02 (N°-Z CH,); 66,27 (N°-Z CH,); 128,60 (N*-Z arom.
CH); 129,22 (N“-Z arom. CH); 137,89, 137,94 (N“Z arom. qC); 138,17 (N*-Z arom. qC);
156,83, 156,91, 156,97 (Z CO); 172,09, 172,23, 172,28, 172,54, 172,62, 172,87 (CO);
173,66 (COOH). Masse (MALDI-TOF, Dithranol, DMSO): m/ z = 2083 (46 % [M + Na]*); 2099
(21 % [M + K]).

5-4c: Ausbeute: 1,259 (0,45 mmol, 91 %) beigefarbener Feststoff. 'H-NMR (300 MHz,
DMSO, 298 K): J (ppm) = 1,06 - 1,76 (m, 42H, aCH-(CH,)s); 2,36 (t, 2H, HOOC-CH,); 2,95
(bs, 14H, aCH(CH,)s-CH,); 3,23 (m, 2H, HOOCCH,-CH,); 3,91, 3,99 (m, 4H, duRere aCH);
4,24 (m, 27H, innere aCH + Fmoc CH,CH); 7,29, 7,38 (t, 24H, arom. CH); 7,48 (t, NH); 7,53
- 8,02 (m, 24H, arom. CH + NH); 12,21 (COOH). **C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J(ppm)
= 23,57, 23,75 (CHy); 29,69, 29,98 (CH,); 32,47, 32,66 (CH,); 34,61 (CH,); 35,67 (CHy);
39,39 (CH,); 47,58, 47,67 (CH); 53,32 (auRere aCH); 55,57 (inneres aCH); 66,10, 66,48
(Fmoc CHy); 120,97 (arom. CH); 126,01, 126,17 (Fmoc CH); 127,91 (arom. CH); 128,46
(arom. CH); 141,61 (arom. gC); 144,67, 144,81 (arom. gC); 156,81, 156,89, 156,97
(Fmoc CO); 172,08, 172,23, 172,27, 172,57, 172,65, 172,89 (CO); 173,66 (COOH). Masse
(MALDI-TOF, Dithranol, DMSO): m/ z = 1260, 1281, 1383, 1406, 1555, 1576, 2086, 2107,
2255, 2276, 2466 (< 10 %); 2612 (12 %, [M-Fluoren + Na]"); 2635 (20 %, [M-Fluoren +
2Na]"); 2784 (100 %, [M + NaJ*); 2807 (89 %, [M + 2Na]").

5-14: Ausbeute: 740 mg (0,37 mmol, 74 %) beigefarbener Feststoff. *H-NMR (300 MHz,
DMSO, 298 K): o(ppm) = 0,99 - 1,80 (m, 42H, aCH-(CH,)s); 2,95 (bs, 14H, aCH(CH,)s-CH,);
3,89, 3,97 (m, 4H, auBere aCH); 4,14 (m, 2H, mittlere aCH); 4,27 (m, 1H, inneres aCH);
4,99 (m, 16H, Z CH,); 7,21 (t, NH); 7,33 (m, 40H, arom. CH); 7,83 (t, NH); 8,08 (d, NH);
12,55 (COOH). *C-NMR-Spektrum, 75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,40, 23,54, 23,72
(CHy); 29,65, 29,96 (CH,); 32,39, 32,61, 32,77 (CHy); 39,26, 39,37, 39,45 (CH,); 52,72,
52,97, 53,23 (inneres aCH); 55,61 (auBere aCH); 66,02 (N°-Z CH,); 66,27 (N°-Z CHy);
128,60 (N*-Z arom. CH); 129,22 (N®-Z arom. CH); 137,90, 137,94 (N°-Z arom. qC); 138,17
(N*-Z arom. qC); 156,82, 156,86, 156,92, 156,97 (Z CO); 172,10, 172,53, (CO); 174,31
(COOH). Masse (MALDI-TOF, Dithranol, DMSO): m/z= (13% [M - 1Z]°); 2012 (31 %
[M + Na]*); 2028 (64 % [M + K]").
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Tabelle 5-4 Reaktionsbedingungen fir die manuelle Festphasensynthese von 1 mmol Peptid-Dendrimer der ersten Generation 5-3 an einen 4-
Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxybutyric Saure-BHA-Harz (0,61 mmol/ g) nach maschineller Ankupplung der ersten beiden Aminosauren.

NMP Zeit
Produkt 5-6 HBTU HOBt DIPEA (L] [Std ]
5-3a 2,079
2.5 eq 5eq 5eq 7,5eq
5-3b 5 mmol 1,039 10 mmol 10 mmol 15 mmol 35 16
3,79 ¢ 1,43 ¢ 2,57 mL
5-3c 295¢

Tabelle 5-5 Reaktionsbedingungen fir die manuelle Festphasensynthese von 0,5 mmol Peptid-Dendrimer der zweiten Generation 5-4 an
einenTentagel AC-Harz (0,24 mmol/ g) nach maschineller Ankupplung der ersten beiden Aminoséuren.

NMP Zeit
Produkt 5-6 HBTU HOBt DIPEA (L] [Std ]
2,5 eq 5eq 5 eq 7,5 eq
5-3c 2,5 mmol 5 mmol 5 mmol 7,5 mmol 12 16
1,48 g 1,90 ¢ 0,77 g 1,28 mL
5-4a 4eq 4,73 g 8eq 8eq 12 eq
16 mmol 16 mmol 24 mmol 32 9

8 mmol
5-4¢ 331lg 6,07 g 2,45 g 4,11 mL
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Synthese der N ¢ N*geschitzte Makromonomere

Die Kupplung erfolgt nach der auf Seite 156 beschriebenen Vorschrift. Zum Entfernen des
Uberschissigen Vinylbenzylamins 5-1 wird das Produkt aus bidest. Wasser ausgefallt und
auf pH=7 gebracht. Der Niederschlag wird filtriert und der Filterkuchen abschlieRend
ausgiebig mit bidest. Wasser gewaschen. Eine Ausnahme stellen die héheren Generationen
der TFAA-geschitzten Monomere dar: sie werden nach Filtration in Aceton geldst und aus

n-Hexan ausgefallt.

5-9a:
Ansatz:
5-2a 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
2eq 2 eq 2eq 3eq
6,18;mmo| 12,37 mmol 12,37 mmol 12,37 mmol 18,55 mmol 28 mL 16 Std.
g 1,659 469 g 1,899 3,18 mL

Ausbeute: 3,61 g (6 mmol, 97 %) weilRer Feststoff. *H-NMR (300 MHz, DMSO, 298 K): &
(ppm) = 1,23 - 1,53 (m, 6H, aCH-(CH.)s); 2,32 (t, 2H, VBA-CO-CH,); 2,95 (q,, 2H,
aCH(CH,)s-CH,); 3,27 (q, 2H, VBA-COCH,-CH,); 3,90 (m, 1H, aCH); 4,25 (d, 2H, VBA CH,);
5,00 (M, 4H, Z-CH,); 5,21 (d, 1H, CH=CH,); 5,78 (d, 1H, CH=CH,); 6,70 (dd, 1H, CH=CH,);
7,21 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,32 (m, 7H, Z arom. CH + 2NH); 7,41 (d, 2H, VBA arom. CH);
7,97 (t, NH); 8,38 (t, NH). **C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,71 (CH,); 30,01
(CHy); 32,56 (CHy); 36,10 (CHy); 36,24 (CHy); 40,44 (CH,); 42,71 (CHy); 55,61 (aCH); 66,03,
66,29 (Z CH,); 114,72 (CH=CH,); 126,98 (VBA arom. CH); 128,39 (N°-Z arom. CH); 128,64
(NE-Z arom. CH); 129,26 (VBA arom. CH); 136,61 (VBA arom. qC); 137,31 (CH=CH,); 137,96
(N®-Z arom. gC); 138,19, (N*-Z arom. qC); 140,16 (VBA arom. qC); 156,85, 157,0 (Z CO);
171,24 (CO); 172,81 (CO). Masse (FD): m/z = 601,8 (100 % [M]").

5-9b:
Ansatz:
5-2b 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
2eq 2 eq 2eq 3 eq
7,33;mmo| 14,66 mmol 14,66 mmol 14,66 mmol 21,99 mmol 35mL 16 Std.
g 1,959 5,56 g 225¢ 3,77 mL
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Ausbeute: 3,75 g (7,2 mmol, 98 %) weil3er Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, DMSO, 298 K):
oppm) = 1,29 (q, 2H, aCHCH,-CH,-); 1,43 (q, 2H, aCH-CH,); 1,67 (q, 2H, aCH(CH,),-CH,);
2,33 (t, 2H, VBA-CO-CH,); 3,15 (q, 2H, aCH(CH;);-CH,); ~3,26, (m, VBA-COCH,-CH,); 4,21
(s, 1H, aCH); 4,25 (d, 2H, VBA CH,); 5,22 (dd, 1H, CH=CH,); 5,79 (dd, 1H, CH=CH,); 6,71
(9, 1H, CH=CHy,); 7,22 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,41 (d, 2H, VBA arom. CH); 8,2 (t, NH); 8,38
(t, TEAA-NH); 9,40 (t, NH); 9,47 (d, 1H, aCH-NH). *C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K):
J(ppm) = 23,18 (CH,); 28,21 (CHy); 31,14 (CHy,); 33,53 (CH,); 35,86 (CH,); 39,32 (CH,);
42,26 (CHy); 53,62 (aCH); 114,28 (CH=CH,); 126,51, 127,93 (VBA arom. CH); 136,16
(CH=CH,); 136,83 (VBA arom. qC); 139,69 (VBA arom. qC); 170,50 (CO); 170,65 (CO).
F-NMR (282 MHz, DMSO, 298 K): J(ppm) = -73,83 (N*-CFs); -74,37 (N*-CF3). Masse (FD):
m/z = 525,0 (71 % [M]); 547,1 (100 % [M + Na]*); 563,1 (18 % [M+ K]").

5-10a:
Ansatz:
5-3a 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP  Zeit
2 eq 2eq 2 eq 3eq
1'4fgqm°| 297mmol 2,97 mmol 2,97 mmol  445mmol  8mL 16 Std.
9 0,40 g 1,139 045 g 0,76 mL

Ausbeute: 1,57 g (1,4 mmol, 94 %) weil3-brauner Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, DMSO, 298
K): 0 (ppm) = 1,07 - 1,73 (m, 18H, aCH-(CH.)3); 2,31 (t, 2H, VBA-CO-CH,); 2,96 (bs, 6H,
aCH(CH,)3-CHy»); 3,,27 (m, 2H, VBA-COCH,-CH,); 3,89, 3,98 (2m, 2H, duRere aCH); 4,17
(m, 1H, inneres aCH); 4,25 (d, 2H, VBA CH,); 5,0 (m, 8H, Z-CH,); 5,21 (dd, 1H, CH=CH,);
5,78 (dd, 1H, CH=CH,); 6,7 (q, 1H, CH=CH,); 7,21 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,33 (m, 20H,
Z arom. CH + 3NH); 7,4 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,84 (d, 3H, NH); 7,95 (t, 1H, NH); 8,36 (t,
1H, NH). ¥*C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): d (ppm) = 23,49, 23,73 (CH,); 29,67, 29,98
(CH,); 32,41, 32,65, 32,81 (CH,); 36,04, 36,23 (CH,); 39,37 (CH,); 42,61, 42,72 (CH,); 49,39
(VBA CH,) 53,26 (auRere aCH); 55,62 (inneres aCH); 66,02 (N*-Z CH,); 66,27 (N°-Z CH,);
114,70 (CH=CH,); 126,95, 128,37 (VBA arom. CH); 128,61 (N°Z arom. CH); 129,23
(N*-Z arom. CH); 136,60 (VBA arom. qC); 137,28 (CH=CHy); 137,91, 137,95 (Z arom. ¢C);
138,17 (VBA arom. qC); 156,84, 156,91 156,98 (Z-CO); 171,07, 171,15,172,22, 172,30,
172,55, 172,64 (CO). Masse (MALDI, Dithranol, DMSO): m/ z = 1148 (100 % [M + Na]").
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5-10b:
Ansatz:
5-3b 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
2 eq 3eq 3eq 45 eq
1,75 [
1 ;nmo 3,5 mmol 5,25 mmol 5,25 mmol 7,87 mmol 12mL 8 Std.
9 1,47 g 1,999 0,80¢g 1,35 mL

Ausbeute: 1,45 g (1,5 mmol, 85 %) weil3er Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, DMSO, 298 K):
O(ppm) = 1,24 (g, 2H, aCHCH,-CH,); 1,47 (q, 2H, aCH-CH,); 1,69 (q, 2H, aCH(CH,),-CH,);
2,32 (t, 2H, VBA-CO-CH,); 3,15 (q, 2H, aCH(CH,);-CH,); 3,3 (2H, VBA-COCH,CH,); 4,18
(m, 2H, &uRere aCH); 4,25 (d, 2H, VBA CH,); 4,35 (m, 1H, inneres aCH); 5,21 (dd, 1H,
CH=CH,); 5,79 (dd, 1H, CH=CH,); 6,70 (q, 1H, CH=CH,); 7,21 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,41
(d, 2H, VBA arom. CH); 8,29 (t, NH); 8,38 (t, TFAA-NH); 9,38 (t, NH); 9,47 (d, 1H, aCH-NH).
3C-NMR Spektrum, (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,73 (CH,); 28,68 (CH,): 31,47,
31,64, 31,78 (CH,); 36,06 (CH,); 36,08 (CH,); 39,48 (CH,); 42,71 (CH,); 53,19
(inneres aCH); 54,20 (auBere aCH); 111,03, 114,84, 118,66, 122,48 (N°-CF;); 111,14,
114,96, 118,78, 122,60 (N°-CF3) 114,69 (CH=CH,); 126,95, 128,37 (VBA arom. CH); 136,60
(VBA arom. qC); 137,28 (CH=CH,); 140,12 (VBA arom. gC); 156,33, 156,81, 157,28, 157,76
(N“-CF3-CO); 156,51, 157,00, 157,48, 157,97 (N*-CF5-CO) 170,71, 170,87, 170,91, 171,086,
171,17 (CO); 172,10, 172,16 (CO). *F-NMR (282 MHz, DMSO, 298 K): J(ppm) = -73,88
(N°-CF3); -74,41 (N5-CF3). Masse (FD): m/z = 995 (100 % [M + NaJ*); 1017 (6 % [M+ 2Na]").

5-11a:
Ansatz:
5-4a 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP  Zeit
3eq 2,5eq 2,5eq 4 eq
0.87 mmol
® ;nmo 262mmol  219mmol  219mmol  35mmol  15mL 16 mL
S0 035g 083g 033¢g 0,60 mL

Ausbeute: 1,81 g (0,83 mmol, 95 %) beigefarbener Feststoff. *H-NMR (300 MHz, DMSO,
298 K): & (ppm) = 1,06 - 1,73 (m, 42H, aCH- (CH,)s); 2,31 (t, 2H, VBA-CO-CH,); 2,96 (bs,
14H, aCH(CH,)s-CH,); 3,3 (m, 2H, VBA-COCH,-CH,); 3,89, 3,97 (2m, 4H, auRere aCH);
4,16 (m, 3H; inneres aCH); 4,25 (bs, 2H, VBA CH,); 5,0 (m, 16H, Z-CH,); 5,21 (d, 1H,
CH=CH,); 5,78 (d, 1H, CH=CH,); 6,69 (g, 1H, CH-CH,); 7,2 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,33 (m,
40H, Z arom. CH + 7NH); 7,39 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,84 (bs, 7NH); 7,93 (bs, 1NH); 8,36
(t, INH). ®*C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,58, 23,73 (CH,); 29,67, 29,97
(CHy); 32,14, 31,60, 32,82 (CHy,); 36,05, 36,25 (CH,); 39,39 (CH,); 42,63, 42,71 (CH,); 49,40
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(VBA CH,) 53,26 (auRere aCH); 55,61 (inneres aCH); 66,02 (N°-Z-CH,) 66,27 (N°-Z-CH,);
114,72 (CH=CH,); 126,98 (VBA arom. CH); 128,36 (VBA arom. CH); 128,60 (N°-Z arom.
CH); 129,23 (N*-Z arom. CH); 136,58, 137,88, 137,94 (Z arom. qC); 137,27 (CH=CH,);
138,17 (VBA arom. gC) 140,11 (VBA arom. qC); 156,83, 156,92, 156,98 (Z-CO); 171,08,
171,16, 172,14, 172,22, 172,56 (CO). Masse (MALDI, Dithranol, DMSO): m/ z = 2198 (100 %
[M + Na]").

5-15:
Ansatz:
5-14 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
0,65 mmol 3eq 2,5eq 2,5eq 4eq
130 1,96 mmol 1,63 mmol 1,63 mmol 2,62 mmol 12mL 15 Std.
=09 0,359 0,83 ¢ 0,33 g 0,45 mL

Ausbeute: 1,28 g (0,61 mmol, 93 %) beigefarbener Feststoff. 'H-NMR (300 MHz, DMSO, 298
K): o (ppm) = 1,02 - 1,81 (m, 42H, aCH- (CH,)3); 2,96 (bs, 14H, aCH(CH,)s-CH,); 3,89-4,06
(2m, 4H, aulRere aCH); 4,1-4,38 (m, 5H; inneres aCH + VBA CH,); 5,0 (m, 16H, Z CH,); 5,19
(dd, 1H, CH=CH,); 5,77 (dd, 1H, CH=CH,); 6,6 - 6,76 (m, 1H, CH=CH,); 6,82 - 7,52 (m,
arom. CH); 7,71, 8,00, 8,20, 8,37 (NH). *C-NMR (75 MHz, DMSO, 298 K): J(ppm) = 23,55,
23,72 (CHy); 29,67, 29,97 (CHy); 32,39, 32,64, 32,82 (CH,); 39,37 (CH,); 42,72 (VBA-CH)
53,25, 53,53 (inneres aCH); 55,61 (auRere aCH); 66,02 (N-Z CH,); 66,27 (N°-Z CH,);
114,70 (CH=CH,); 126,90 (VBA arom. CH); 128,22 (VBA arom. CH); 128,60
(N%-Z arom. CH); 129,22 (N*-Z arom. CH); 136,53, 136,59 (Z arom. qC); 137,25 (CH=CH,);
137,89 (VBA arom. qC) 137,94 (VBA arom. qC); 156,82, 156,97 (Z CO); 172,09, 172,35,
172,54, 172,61, 173,21 (CO). Masse (MALDI, Dithranol, ): m/ z =2128 (100 % [M + Na]").

Synthese der ungeschuiitzte Makromonomere

Da die Kupplung der Fmoc-geschiitzten Dendrone an Vinylbenzylamin 5-1 mit einer
teilweisen Abspaltung der Fmoc-Gruppen einhergeht, werden die geschitzten Monomere
nicht isoliert, sondern die Schutzgruppen gleich abgespalten. Hierfir wird die
Reaktionslosung mit so viel Piperidin versetzt, das eine 10%-ige Losung entsteht. Nachdem
die Reaktionsmischung eine halbe Stunde bei Raumtemperatur gerihrt worden ist, wird das
Produkt durch Tropfen in Diethylether als weil3er Niederschlag erhalten. Um die Piperidin-

Reste zu entfernen, wird der Niederschlag griindlich mit Ether gewaschen.
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5-12:
Ansatz:
5-2¢ 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
2 eq 2 eq 2 eq 3eq
4,53 [
Bmmo 9,07 mmol 9,07 mmol 9,07 mmol 13,6 mmol 20mL 16 Std.
9 121¢9 3,449 1,39¢ 2,33 mL

Ausbeute: 1,46 g (4,4 mmol, 94 %) weil3er Feststoff. 'H-NMR (250 MHz, DMSO, 298 K):
dppm) = 1,18 - 1,59 (m, 6H, aCH-(CH,)s); 2,32 (t, 2H, VBA-CO-CH,); 2,88 (2H, NH,); 3,04
(2H, NH,); 3,27 (g, 2H, aCH-(CH,)s-CH,); 4,25 (s, 2H, VBA CH),); 5,22 (d, 1H, CH=CH,); 5,79
(d, 1H, CH=CH,); 6,70 (dd, 1H, CH=CH,); 7,21 (d, 2H, VBA arom. CH); 7,41 (d, 2H, VBA
arom. CH); 7,95 (t, NH); 8,42 (t, NH). **C-NMR (63 MHz, DMSO, 298 K): J (ppm) = 23,55
(CHy); 35,80 (CHy); 36,18 (CHy); 42,6 (CHy); 42,71 (CHy) 50,46 (CHy); 55,45 (aCH); 114,78
(CH=CH,); 127,0 (VBA arom. CH); 128,4 (VBA arom. CH); 136,63 (VBA arom. qC); 137,33
(CH=CH,); 140,21 (VBA arom. qC); 171,38, 176,06 (CO). Masse (FD): m/z = 333,3 (100 %
IM]); 665,6 (6 % [2M]").

5-13:
Ansatz:
5-3c 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
6 eq 3 eq 3eq 4,29 eq
0,95 [
' 1 ;nmo 5,72 mmol 2,86 mmol 2,86 mmol 3,04 mmol 18 mL 8 Std.
> 9 0,76 g 1,099 0,44 g 0,74 mL

Ausbeute: 0,5 g (0,83 mmol, 87 %) beige Feststoff. Masse (MALDI, Dithranol, ): m/ z = 589
(44 % [M]"); 611 (100 % [M + NaJ").

5-14 :
Ansatz:
5-4c 5-1 HBTU HOBt DIPEA NMP Zeit
20 eq 4 eq 4 eq 6 eq
0,36 [
' 1mmo 7,24 mmol 1,45 mmol 1,45 mmol 2,17 mmol 9 mL 6 Std.
g 0,96 g 0,55 g 022g 0,37 mL

Ausbeute: 360 mg (0,33 mmol, 92 %) beige Feststoff. Masse (MALDI, Dithranol, ):
m/ z = 1015 (35 %); 1101 (100 %).
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Polymerisationen

Fur die Polymerisationen wird das Monomer in einem 25 mL Schlenkrohr vorgelegt und mit
Losungsmittel und 1 mol-% Initiator versetzt. Im Anschluss wird die Lésung im eingefroren
Zustand dreimal eine halbe Stunde evakuiert und zwischendurch ohne Beliften aufgetaut.
Erst nach dem letzten Evakuieren wird der Kolben unter Argonzufuhr aufgetaut und langsam
auf 70 C erhitzt. Die Polymerisation wird nach 72 Stunden abgebrochen und die Losung auf
Raumtemperatur abgekiihlt. Die Einzelheiten der Polymerisationen sind in Tabelle 5—6 bis
Tabelle 5-8 zusammengestellt.

Die Polymere mit TFAA-Schutzgruppen werden aus Diethylether und die mit
Z-Schutzgruppen aus Wasser ausgefallt. Nachdem der Niederschlag abgetrennt und
getrocknet ist, wird mittels NMR-Spektroskopie der Umsatz bestimmt. Zur Entfernung der
restlichen Monomere wird das Substanzgemisch in DMF dialysiert (5-9a, b: Molekulare
Ausschlussgrenze (MWCO) 1000; 5-10a, b: MWCO 2000; 5-11a/ 5-15 MWCO 5000). Das
reine Produkt wird durch Ausféllen aus Ether oder Wasser, Filtrieren und Trocknen im

Hochvakuum erhalten.

Im Fall der ungeschiitzten Polymere wird die wassrige Lésung in einen Rundkolben tberflhrt
und zwecks Umsatzbestimmung mit Hilfe von NMR-Spektroskopie gefriergetrocknet. Die
Abtrennung der Uberschissigen Monomere erfolgt durch Dialyse in dest. Wasser
(GO-VBA/ G1-VBA: MWCO1000, G2-VBA: MWCO 2000). Durch abschlieBende

Gefriertrocknung wird so das saubere Produkt gewonnen.

P5-9a: 'H-NMR (500 MHz, DMSO, 302 K): J (ppm) = 1,08 - 1,68 (N*9H, [-CH-CH,-] +
aCH-(CH,)s); 2,32 (N*2H, VBA-CO-CH,); 2,93 (N*2H, aCH(CH,):-CH,); 3,92 (N*1H, aCH);
4,18 (N*2H, VBA CH,); 4,96 (N*4H, Z CH,); 5,97 - 7,05 (N*4H, VBA arom. CH); 7,17
(N*2NH): 7,28 (N*10H, Z arom. CH); 7,95 (N*1NH); 8,29 (N*1NH).

P5-9b: 'H-NMR (300 MHz, DMF, 298 K): J (ppm) = 1,12 - 2,01 (N*6H, aCH-(CH.)s
2,54 (N*2H, VBA-CO-CH,); 3,32 (N*2H, aCH(CH,)s;-CH,); 4,15 - 4,58 (N*3H, aCH +
VBA CH,); 6,17 - 7,31 (N*4H, VBA arom. CH); 8,31 (N*INH); 9,42 (N*1NH).

P5-12: 'H-NMR (700 MHz, DMSO, 423 K): &(ppm) = 1,13 - 1,53 (N*6H, aCH-(CH.)a);
1,65 (N*2H, [-CH-CH,-]); 1,75 (N*H, [-CH-CH]); 2,44 (N*6H, VBA-CO-CH, + NH,); 2,59
(N*2H, aCH(CH,)s-CH.); 3,17 (N*H, aCH); 3,40 (N*2H, VBA-COCH,-CH,); 4,24 (N*2H,
VBA CH,); 6,23 - 7,15 (N*5H, VBA arom. CH); 7,69 (N*1NH).
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P5-10a: 'H-NMR (700 MHz, DMSO, 333 K): d(ppm) = 1,01 - 1,76 (N*21H, [-CH-CH,-]
+ aCH-(CH,)3); 2,33 (N*2H, VBA-CO-CH,); 2,96 (N*6H, aCH(CH,)s-CH,); 3,93, 4,00 (N*2H,
duRere aCH); 4,23 (N*3H, VBA CH, + inneres aCH); 4,99 (N*8H, Z CH,); 6,04 - 6,99 (N*(4H
+ 3NH); VBA arom. CH + NH); 7,12 - 7,55 (N*20H, Z-CH,); 7,60 - 7,87 (N*3NH); 8,11
(N*1NH)

P5-10b: 'H-NMR (300 MHz, DMF, 298 K): & (ppm) = 1,18 - 2,13 (N*18H, aCH-(CH.)s
2,49 (N*2H, VBA-CO-CH,); 3,15 (N+2H, VBA-COCH,-CH,) 3,31 (N*6H, aCH(CH,)s-CHy);
4,25 - 4,67 (N*5H, aCH + VBA CH)); 6,10 - 7,24 (N*4H, VBA arom. CH); 8,03 - 8,55 (N*NH);
9,37 (N*NH).
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Tabelle 5-6

Zusammenfassung der Analytik der Polymerisationen der Z-geschitzten Makromonomere. Angegeben sind die eingesetzten
Monomerkonzentrationen Cyonomer» der Umsatz, sowie die Uber GPC ermittelten Molekulargewichte M, Polymerisationsgrade P,,

Polydispersitaten M,/ M,, Mark-Houwink-Konstanten Kyys und Koeffizienten ayys.

Experiment  Probe m Crmonomer Cmonomer ~ UMsatz®  Ausbeute * M0 Pn’ Mu/ My
[mg] [mol/ L] [gew.-%)] [%0] [%] [/ mol] [1] [1]
1 5-9a 550 0,1 6,0 71 46 65,5 89 2,04
2 0,3 16,0 85 36 53,4 132 2,73
3 0,5 24,1 88 61 92,6 133 2,27
4 0,7 30,7 91 61 96,1 159 2,51
5 1 38,7 90 44 93,8 141 2,41
6 5-10a 750 0,1 10,6 44 23 60,1 53 1,88
7 0,3 26,3 62 37 61,5 55 2,62
8 0,5 37,3 58 19 104,4 93 3,57
9¢ 0,7 45,4 50 28 279,1 248 3,55
10° 1 54,3 52 31 151,2 134 3,81
11 5-11a 700 0,1 18,7 11 6 11,9 5 2,62
12° 793 0,1 18,7 10 n.b 19,6 9 2,93
13° 5-15 800 0,1 18,2 35 n.b 25,3 13 1,53
a) Bestimmung mit "H-NMR-Spektroskopie.
b) Nach Dialyse.
c) GPC-Messungen in DMF in Anwesenheit von LiBr (cs =1 g/ L) bei 60 C
d) Polymerisationen verliefen nicht in homogener Lésung.
e) Aufreinigung ist bis heute nicht abgeschlossen.

f)

Reaktionszeit auf sieben Tage erhoht.
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Tabelle 5-7

Zusammenfassung der Analytik der Polymerisationen der TFAA-geschiitzten Makromonomere. Angegeben sind die eingesetzten
Monomerkonzentrationen Cyonomer» der Umsatz, sowie die Uber GPC ermittelten Molekulargewichte M, Polymerisationsgrade P,,
Polydispersitaten M,/ M,, Mark-Houwink-Konstanten Kyys und Koeffizienten ayys.

Experiment  Probe m Crmonomer Crmonomer Umsatz® Ausbeute® M,00%°¢ P,° M,/ M,
[mg] [mol/ L] [gew.-%] [%0] [%] [/ mol] [1] [1]
14 5-9b 500 0,1 52 91 32 33,3 63 2,25
15 0,3 14,2 97 43 45,4 87 1,86
16 0,5 21,7 98 46 55,9 107 1,77
17 0,7 27,9 99 37 77,9 149 1,61
18 1 35,6 99 33 67,2 128 1,88
19 5-10b 400 0,1 9,3 57 41 63,3 65 1,71
20 0,3 23,6 78 48 147,4 152 1,80
21 0,5 33,9 82 51 181,6 187 1,75
22 0,7 41,8 96 87 215,8 222 2,54
23 1 50,7 93 71 235,8 242 1,98

a)
b)

Bestimmung mit "H-NMR-Spektroskopie.

GPC-Messungen in DMF in Anwesenheit von LiBr (cs = 1 g/ L) bei 60 C.
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Tabelle 5-8

Zusammenfassung der Analytik der Polymerisationen der ungeschitzten Makromonomere. Angegeben sind die eingesetzten

Monomerkonzentrationen Cyanomer, SOWIE der Umsatz und die Ausbeute.

Experiment  Probe m Crmonomer Crmonomer Umsatz® Ausbeute °

[mg] [mol/ L] [gew.-%] [%0] (%]
24 5-12 450 0,1 3,2 73 57
25 0,3 9,1 100 70
26 0,5 14,3 97 80
27 0,7 18,9 99 74
28 1 25,0 94 75
29 5-13 200 0,1 5,6 ~61 47
30 0,3 15,0 ~90 87
31 0,5 22,7 ~88 81
32 0,7 29,2 ~31 33
33 5-14 400 1 9,8 ~47 40

a)
b)

Bestimmung mit "H-NMR-Spektroskopie.
GPCNach Dialyse.
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6 Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden drei neue Polyelektrolyt-(PEL-)Architekturen auf der Basis
von L-Lysin vorgestellt. FUr ihre Synthese wurden die drei moglichen Varianten zur
Ausbildung einer Peptidbindung verwendet. Die Vor- und Nachteile der Peptidkupplung a)
durch sukzessive Kupplung in homogener Losung, b) Uber Festphasensynthese und c) Uber
die ring6ffnende Polymerisation von a-Aminosdure-N-Carboxyanhydriden (NCA) sind in

Tabelle 6-1 zusammengestellt.

Tabelle 6-1 Ubersicht der Vor- und Nachteile der unterschiedlichen Methoden, die zur Synthese
von Oligo- und Polypeptiden zur Verfliigung stehen.

sukzessive Synthese

N Festphasensynthese NCA-Polymerisation
in Losung
definierte Primarstruktur definierte Primarstruktur zeitsparend
monodispers monodispers hohe Molekulargewichte
sehr gute Ausbeute grol3e Mengen
einfache Aufarbeitung
® zeitaufwendig ® kurze Ketten (N < 40) ® undefinierte Primarstruktur
® kurze Ketten ® polydispers

In Kapitel 3 und Kapitel 4 erfolgt die Synthese von Poly(L-lysin)-Ketten nach dem
Mechanismus der ring6ffnenden Polymerisation von a-Aminoséure-N-Carboxyanhydriden.
Nach der Charakterisierung der gereinigten seitenkettengeschiitzten Polymere sowie der von
Fremdsalz befreiten entschiitzten Polypeptide Uber NMR-Spektroskopie, Gelpermeations-
chromatographie und  UV/ Vis-Spektroskopie ergeben sich  Kettenlangen und
Polydispersitaten, die im Rahmen der Methode zu erwarten waren. Die auftretenden
Abweichungen kdnnen sowohl mit dem Vorliegen der vier reaktiven Zentren im NCA-Molekdl
als auch mit den konkurrierend ablaufenden Polymerisationsmechanismen (Amin-,

Carbamat- und aktiviertes Monomer Mechanismus) erklart werden.

Die in Kapitel 3 besprochenen Blockpolyelektrolyte sind aus einem sehr kurzen
hydrophoben Block und einem in der Lange variierenden Poly(L-lysin)-Segment aufgebaut.
Nach der erforderlichen Analytik der Systeme wurde die Selbstorganisation der
wasserloslichen  Polymere naher untersucht. Anhand von  Zirkulardichroismus

(CD)-Experimenten konnte gezeigt werden, dass der angehangte Decastyrolblock keinen
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gravierenden Einfluss auf die Bildung der Sekundarstruktur und die Léslichkeit der Polymere
im Vergleich zu Homopolypeptiden ausibt. Mit Hilfe von verschiedenen Streumethoden
(dynamische und statische Lichtstreuung, Neutronenkleinwinkelstreuung) wurde nach der
Bestimmung der kritischen Mizellenkonzentration Uber Fluoreszenzspektroskopie eine
Vorstellung der Aggregatform erhalten. Anhand der Ergebnisse wurde ein Modell
vorgeschlagen, das auf zylinderformigen Mizellen basiert (Abb. 3-14), in denen die
hydrophoben Polystyrolblocke einen Kernzylinder mit einem Durchmesser von d = 4,4 nm

ausbilden.

Abb. 6-1 Modell der Struktur der vorliegenden Mizellen.

Das vierte Kapitel hat sich mit den optischen Eigenschaften von Sternpolymeren
beschéftigt, die als Kern einen rot fluoreszierenden Farbstoff der Rylenklasse besitzen. Der
Perylendiimidkern ist zur besseren Abschirmung von einer Schale formpersistenter
Polyphenylendendronen der ersten und zweiten Generation umgeben. Untersucht wurden
die Verdnderungen in Fluoreszenz und UV/ Vis-Absorption mit in Zahl und Lange
variierenden Poly(L-lysin)-Ketten, welche Uber NCA-Polymerisation angeheftet wurden.
Anhand von CD-Experimenten konnte gezeigt werden, dass die Helixbildung weder vom
Kern noch von der Nahe weitere Poly(L-lysin)-Ketten beeinflusst wird. Ferner findet in
wassriger Lésung intramolekulare Assoziation der a-Helices statt, die durch den Zusatz von
Trifluorethanol aufgebrochen werden. Dass die Dissoziation der Aggregate auf reine
Losungsmitteleffekte zurtickzufiihren ist, wurde Uber die optischen Eigenschaften dargelegt,
da sich die UV/ Vis- und Fluoreszenzspektren der einzelnen Makromolekile in Knauel- und
Helixkonformation nicht unterscheiden. Erstaunlicherweise hat das Ldsungsmittel
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gegenteilige Auswirkungen auf die optischen Eigenschaften der PDI-(L-Lysin)-Konjugate mit
Polyphenylendendronen der ersten und zweiten Generation: Wahrend sich die
Eigenschaften im Fall der zweiten Generation besser in Wasser entwickeln, bevorzugt die
erste Generation eine ethanolische Umgebung. Insgesamt ist die
Fluoreszenzquantenausbeute sehr gering (@ <3,6 %), aber auf Grund der hohen
Extinktionskoeffizienten (&) = 70000 M*cm™) ist ein Einsatz als Fluoreszenzmarker nicht

ausgeschlossen.

Wahrend fir die Synthese der beiden zuvor behandelten Systeme auf die ringoffnende
Polymerisation zurtickgegriffen wurde, basiert der Aufbau der in Kapitel 5 vorgestellten
Molekile auf den anderen beiden Varianten zur Knipfung einer Peptidbindung. Zunachst
wurden drei Generationen von L-Lysin-Dendrimeren hergestellt. Fir das kleinste Dendrimer
hat sich die Synthese in homogener Ldsung als besonders geeignet erwiesen, da das
Produkt im Gegensatz zu den anderen Komponenten in Wasser nicht 16slich war. Um die
arbeitsintensive Reinigung der Zwischenprodukte zu umgehen, wurden nachfolgend die
Dendrimere hoherer Generation Uber Festphasensynthese gewonnen. Im Anschluss wurde
Uber die Bildung einer Peptidbindung in homogener Ldsung eine polymerisationféhige
Styroleinheit in den Fokus der Dendrimere gebracht. Nach grindlicher Aufreinigung und
Analyse der erhaltenen Makromonomere Uber NMR-Spektroskopie und
Massenspektrometrie wurde der Einfluss der Dendrongrof3e und der Monomerkonzentration
auf das Polymerisationsverhalten untersucht. Die Schlussfolgerung aus den durchgefihrten
Experimenten ist, dass mit steigender Dendrongeneration u.a. auf Grund der rasch
abnehmenden Makromonomerl6slichkeit der Umsatz der Polymerisation sinkt. Durch eine
geeignete Wahl der Schutzgruppe kann dieser Effekt zwar nicht aufgehoben, aber
zurlickgedrangt werden. So liegen beispielsweise die Umsatze der mit Benzyloxycarbonyl
(2)-Gruppen geschitzten Makromonomere der ersten Generation deutlich unterhalb derer
mit  Trifluoracetamid-Gruppen auf der Oberflache. Ferner wurde anhand von
AFM-Aufnahmen gezeigt, dass das Polymerriickgrat der Z-geschitzten Komponente eine
Streckung erfahrt. Fir ein dendronisiertes Polymer der ersten Z-geschitzten Generation
werden bei einem Polymerisationsgrad von P, = 93 Stabchen mit einer mittleren Lange von

20 nm und einem Durchmesser von 7 nm erhalten.

179






