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Kurzfassung

Kurzfassung

Der Einsatz von den Polyelektrolytkomplexen von DNA / RNA mit Polykationen oder Lipi-
den in der Gen-Therapie ist fir Wissenschaftler von besonderem Interesse, da sie als Tra-
ger fur den Transport von genetischem Material in lebende Zellen fungieren kdnnen. Inte-
ressant ist auch die Komplexbildung aus Gadolinium und Polykation, hier kbnnen die stabil
gebildeten Aggregate als Kontrastmittel zur Anwendung in der Magnetresonanztomogra-
phie eingefiihrt werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, strukturdefinierte, positiv geladene, polyvalente
sperminanaloge Polymere zu synthetisieren. Durch die polyelektrolytische Natur erlauben
solche Polymere die Komplexierung von mehr Gadolinium-Polyoxometalaten und waren
deshalb sehr gut als Kontrastmittel geeignet. Aufbauend auf den Vorarbeiten, wurde ins-
besondere die Komplexbildung von kationischem Polymer mit der Green Fluorescent Pro-
tein DNA in physiologischem Salzgehalt untersucht.

Die Beschreibung der Synthese im Rahmen dieser Arbeit zeigt, dass es mit dem entwickel-
ten Syntheseprinzip, also unter Einsatz von orthogonaler Schutzgruppenchemie und funk-
tionaler Transformation gelungen ist, durch einfache nukleophile Substitution die Kopp-
lung der Elementareinheiten zu komplexeren, auch ionischen Tensiden durchzufiihren.

Die Komplexierung von Gadolinium-Polyoxometalat mit kationisch geladenem Polymer in
reinem Wasser und in physiologischem Salzgehalt hat gezeigt, dass bei einem Ladungs-
verhaltnis von ungefahr 2:1 stabile spharische Komplexe gebildet werden. HelLa-Zellen
zeigen keine hohe Empfindlichkeit gegentber Polykation-POM-Komplexen, da deren toxi-
sche Wirkung nur einen Anteil toter Zellen von maximal 24 % zur Folge hatte. Die Bild-
qualitdt einer MRT-Aufnahme der gebildeten Polykation-POM-Komplexe wurde im Ver-
gleich zu den reinen Gadolinium-Polyoxometalat-Losungen erheblich verbessert.

Die Komplexierung von DNA mit dem im Uberschuss vorliegenden kationisch geladenen
Polymer wurde mittels Rasterkraftmikroskopie, statischer sowie dynamischer Lichtstreu-
ung untersucht. Die Molmasse und Grol3e der Polykation-DNA-Komplexe geben eindeutige
Hinweise darauf, dass sich in physiologischer Salzldsung Multi-Ketten-Komplexe bilden.
Neben der Untersuchung der Polymer-Komplexe wurde eine Reihe neuartiger multivalen-
ter kationischer Tenside hergestellt, wobei ihre Eigenschaften beispielsweise mit Tensid B
(C12Ny), Tensid C (EGgN4) und Tensid F (EGgC12Nyg) in wassriger Losung bei verschiedener

Salzkonzentration im Vordergrund stehen.




Kurzfassung

Abstract

Polyelectrolyte complexes formed by polycation/lipids with DNA or RNA have received in-
creasing attention in recent years, since they can act as carriers to transport genetic ma-
terials to living cells in gene therapy. On the other hand, the formation of stable complex-
es between polycation and gadolinium-polyoxometalate can be used as radio-contrast
agents for magnetic resonance imaging (MRI).

The aim of this work is to synthesize and characterize a family of positively charged, poly-
valent spermine derivatives. These polycations, substantially combined with gado-linium-
polyoxometalates (POM), can provide improved imaging performance of MRl when used
as radiocontrast agents. The formation of spermine polycations with green fluorescent
protein DNA in physiological saline was also investigated.

The complicated ionic surfactants and polycations were synthesized by using orthogonal
protecting group and functional transformation. At a charge ratio of about 2:1 stable
spherical complexes were formed between the gadolinium-polyoxometalate and the posi-
tively charged polymer in both pure water and physiological saline. Toxicity experiments
using Hela cell showed that the cells were not very sensitive to the POM polycation com-
plexes because only a fraction of up to 24% of dead cells was observed. The MRI experi-
ments show that the synthesized POM-polycation complexes significantly improve the
image quality compared to the pure gadolinium-polyoxome and the currently commercial-
ly available radiocontrast agents.

The DNA complexes with positively charged polymer were characterized imaged by means
of atomic force microscopy (AFM) and static and dynamic light scattering. The results
clearly indicate the formation of multi-chain complexes in physiological saline conditions,
reflected by the increase of molecular weight and size of the polycation-DNA complexes.
Furthermore, in these work different multivalent cationic surfactants, for example surfac-
tant B (C12N4), surfactant C (EGgN,) and surfactant F (EGgCi2N4) were characterized with

static and dynamic light scattering in aqueous solutions with varying salt concentration.
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1 Einleitung und Zielsetzung

1 Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Polyelektrolytkomplexe entstehen spontan, entweder beim Mischen von Ldsungen entge-
gengesetzt geladener Polyelektrolyte®?, oder beim Zusammengeben von amphipolaren
niedermolekularen Tensiden und entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten®*°*®. Trei-
bende Kréafte der Polyelektrolytkomplexbildung sind die starken attraktiven elektrostati-
schen Wechselwirkungen zwischen den entgegengesetzt geladenen Komponenten und
der Entropiegewinn durch die Freisetzung einer grolRen Zahl an den niedermolekularen
Gegenionen’. Fir die Komplexbildung zwischen Polyelektrolyten und Tensiden spielen
nicht nur die elektrostatischen Wechselwirkungen, sondern auch die hydrophoben Wech-

selwirkungen zwischen den unpolaren Alkylketten der Tenside eine entscheidende Rolle®.

Die Bildung der Polyelektrolytkomplexe ist in der Regel von einem kinetischen Prozess
dominiert und fihrt zu polydispersen Aggregaten. Die GréRe und die Zusammensetzung
der gebildeten Komplexe sind von verschiedenen Faktoren, wie den verwendeten LO6-
sungsmitteln, dem PH-Wert der Komplexl6sung, der gesamten Polymerkonzentration so-
wie dem Fremdsalzgehalt abhangig. Auferdem wird durch die Ladungsstéchiometrie
maigeblich beeinflusst, welche der beiden Komponenten bei der Komplexbildung im

Uberschuss vorliegt®!%*,

Die Komplexbildung aus negativ und positiv geladenen Polyelektrolyten wird von Tsuchida
et al. mit drei verschiedenen Schritten beschrieben'®. Der erste Schritt beschreibt die Bil-
dung von primaren Komplexen, die auf Basis der Coulomb-Wechselwirkungen direkt nach
dem Mischen von entgegengesetzt geladenen Polyelektrolyten auftreten. Deren Priméar-
komplexeigenschaften, wie z. B. Molmasse, Molmassenverteilung und Tragheitsradius sind
von dem Mischungsverhaltnis unabhangig. Im zweiten Schritt werden die Sekundarkom-
plexe gebildet, die nach Uberschreitung einer bestimmten Grenzkonzentration gebildeter
Primarkomplexe erscheinen. Im letzten Schritt komplexieren die Primér- und Sekundar-
komplexe zu Aggregaten. Diese werden hauptsachlich durch hydrophobe Wechselwirkun-
gen induziert. Die so gebildeten Strukturen sind meistens unkontrollierbar und fallen

schlussendlich aus der Losung aus.
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Die Anwendungen der Polyelektrolytkomplexe von DNA/RNA mit Polykationen oder Lipi-
den in der Gen-Therapie sind fur die Wissenschaftler von besonderem Interesse, da sie
als Trager fur den Transport von genetischem Material in lebende Zellen fungieren kén-
nen. Der Schwerpunkt der folgenden Arbeit ist es, verschiedene Lipofectamine zu synthe-
tisieren, wobei ihre Eigenschaften in wassriger Losung bei verschiedener Salzkonzentrati-
on im Vordergrund stehen, welche in Zukunft hinsichtlich ihrer Verwendung zur Praparati-

on von wasserlgslichen Polyelektrolytkomplexen systematisch untersucht werden sollen.

Interessant ist auch die Komplexbildung aus Gadolinium und Polykationen, hier kdnnen
die stabil gebildeten Aggregate als Kontrastmittel zur Anwendung in der Magnetreso-
nanztomographie eingefiihrt werden. Die Verwendung von Polymeren zur Gadolinium-
Komplexierung wird in der Literatur vereinzelt beschrieben. Hauptsachlich werden die
niedermolekularen Liganden zur Herstellung der Komplexe untersucht. Gegenstand der
aktuellen Forschung ist, ein neues Kontrastmittel durch Komplexierung von mehreren Ga-

dolinium-Polyoxometalaten in Verknipfung mit Makromolekilen herzustellen.

Weiterhin ist das Ziel dieser Untersuchung die Entwicklung eines effektiven Kontrastmit-
telsystems fiur MRT, welches aus dem strukturdefinierten Polymer und dem negativ gela-
denen Gadolinium-Polyoxometalat besteht und durch Komplexierung in wassriger Lésung
stabilisiert ist. Dieses kationische Polymer verfiigt Uber eine groRe Anzahl der positiven
Ladungen auf seinen Seitenketten und ist damit in der Lage mehrere Gadolinium-
Polyoxometalate an seinen Seitenketten zu tragen, um damit den Kontrast zu erhohen.
Die oben beschriebenen Polyelektrolytkomplexe zeigen einen neuartigen Aspekt fiir die
Kontrastmittelherstellung im Vergleich zu den bisher am haufigsten verwendeten Gd-

Chelatkomplexen.

Lipofectamine als Transfektionsreagenz

Lipofectamine kann man als kationische Lipid-Derivate normaler Tenside betrachten. Sie
bestehen aus einer positiv geladenen Amino-Kopfgruppe, die Uber eine kovalente Bindung
mit einer hydrophoben Einheit aufgebaut sind. Diese strukturelle Ahnlichkeit spiegelt sich
auch in vergleichbaren Tensideigenschaften in wassriger Losung wider, die sie dazu ver-
anlasst in wassriger Losung spontan supramolekulare Strukturen zu bilden. Die Mizelle ist

ein wesentliches Beispiel fur selbstorganisierte Lipidstrukturen.

Als weitere Eigenschaft ermoglichen die kationischen Lipide als amphiphile Verbindungen
durch elektrostatische Wechselwirkungen spontan mit negativ geladenen Phosphorsau-

reresten der DNA zu komplexieren®®. Bei den monovalenten kationischen Amin-Lipiden
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handelt es sich hauptséchlich um quaterndre Ammoniumsalze mit einer aliphatischen Al-
kylkette. CTAB, ein Ammoniumsalz mit nur einer Kette, transfiziert zwar, aber es tritt eine

deutliche Zytotoxizitat aufgrund lytischer Eigenschaften auf*

. Die erste erfolgreiche Ver-
wendung kationischer Lipide wurde von Felgner 1987 fir die Transfektion der nicht-
viralen Gentransfersysteme mit DOTMA beschrieben®. Dieses kam 1987 in Mischungen
mit dem Helferlipid Dioleoylphosphatidylethanolamins (DOPE) als erstes kommerzielles

Transfektionsreagenz auf den Markt (Lipofectin®).

Die generelle Erh6hung der Transfektionsrate konnte durch die Einfiilhrung der multivalen-
ten Kopfgruppen der Lipopolyamine erzielt werden'®, wobei durch die Kopplung der drei-
fach bzw. vierfach kationischen Amine Spermin bzw. Spermidin, die mehrfach positiven
Lipofectamine synthetisiert werden. Die systematische Entwicklung der kationischen Lipi-
de wurde von Lee et al dargestellt'” und filhrte zu verbesserten Eigenschaften bzw. ge-

steigerter Transfektionseffizienz'®*%-2%!

. Es wird eine Struktur-Wirkungsbeziehung durch
systematische Variation von lipophiler Doméane, Lange der Briicke zwischen hydrophilem
und hydrophobem Molekilteil sowie Anzahl und Art der Ladungstrager im Molekil aufge-
stellt. Als aliphatischer Rest werden Cholesterin, lange Alkyl- oder Acylketten von C12 —
C18 verwendet.

Neben den Lipopolyaminen konnten auch polyvalente kationische Polyplexe fir die Gen-
transfektion eingesetzt werden. Da diese mit einer hohen Dichte protonierbarer Amino-
gruppen der Seitenketten aufgebaut sind, eignen sie sich optimal fur die Kondensation
und Komplexierung von DNA. Die positiven Ladungen der Stickstoffe im Polyplex kénnen
mit den negativ geladenen Phosphatgruppen der DNA interagieren und somit zu Komple-
xen kondensiert werden®?*%*, Die Aggregate, welche mit Polymer-Uberschuss gebildet

werden, zeigen nach auRen die positiven Ladungen®2*#’

und kénnen sich daher gut an
die Zellmembran binden®®. Damit besteht eine Méglichkeit der Entwicklung von nicht-

viralen Systemen mit hoher Transfektionseffizienz.

Gadolinium-Komplexe als MRT-Kontrastmittel

Die Magnetresonanztomographie (MRT) ist eine nicht-invasive Diagnostikmethode zur
Betrachtung tiefliegender Gewebestrukturen®. Sie basiert auf der unterschiedlichen Pro-
tonendichte sowie den verschiedenen Relaxationszeiten der Gewebe im Kdrper und zeich-
net sich durch die Kontrastwiedergabe zwischen verschiedenen Geweben aus®. Die Diffe-
renzen der Signalintensitat kobnnen durch den Einsatz von Kontrastmitteln noch verstarkt
werden®"*?. Die Substanzen, die sich als Kontrastmittel eignen, miissen zur Beeinflussung

der Relaxation von Protonen ungepaarte Elektronen aufweisen. Hierbei ist jedes dieser
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ungepaarten Elektronen in einem separaten Elektronenorbital (Aufenthaltswahrscheinlich-
keit des Elektrons) platziert. Alle diese ungepaarten Elektronen weisen im Magnetfeld ei-
nen parallelen Spin auf, wobei es sich zu einem Gesamt-Elektronenspin addiert®*. Das
zusatzlich entstehende magnetische Moment der ungepaarten Elektronen bewirkt ein Ver-
groRern der Relaxivitaten und fuhrt damit zu einer Relaxationszeitverkiirzung. Das MaR
der Relaxivitdten beschreibt die Wirksamkeit eines Kontrastmittels und ist unabhéngig von

dessen Konzentration®*.

In Tabelle 1-1 ist deutlich zu erkennen, dass das Gd-lon (Gd**) das héchste magnetische
Moment besitzt und es durch seine paramagnetischen Eigenschaften aufgrund von sieben
ungepaarten Elektronen sehr gut als Kontrastmittel geeignet ist. Die durch die Substanz
selbst hervorgerufene Magnetisierung fuhrt zu einer hohen Verstarkung des bereits be-
stehenden Magnetfeldes. Die Erhéhung des magnetischen Moments durch den ungepaar-
ten Spin der Elektronen des Kontrastmittels und den Wasserstoffprotonen des jeweiligen

Gewebes fuhrt zu einem Signalanstieg in der MRT-Aufnahme.

Tabelle 1-1 Magnetisches Moment und Anzahl ungepaarter Elektronen von Metallionen

Metallionen Anzahl ungepaarter Elektronen Magnetisches Moment
cu* 1 1,7-2,2
Ni** 2 2,8 -4,0
crt 3 3,8
Fe** 4 51-5,5
Mn** 5 5,9
Fe®* 5 5,9
cd* 7 8,0

Aufgrund seiner hohen Giftigkeit kann das Gadolinium als Kontrastmittel jedoch nicht in

35,36,37

seiner freien Form angesetzt werden . Um diese toxischen Effekte zu vermeiden,

erfolgt die Anwendung des paramagnetischen Gadoliniumions in komplexierter Form.

38,39,40,41,42,43. ZUr aus-

Durch Komplexierung verringert sich die Toxizitat der Komponenten
reichenden Kontrastierung in der MRT ist die Applikation einer relativ hohen Dosis (0,1
mmol Gd-Komponente/kg Korpergewicht), das entspricht ungefahr 1 g Gd pro untersuch-
ter Person (65 kg), erforderlich. Die Abbildung 1-1 zeigt die chemische Struktur der kli-
nisch am haufigsten verwendeten Gd-Chelatkomplexe, die momentan als Kontrastmittel

bei Untersuchungen in der MRT-Aufnahme dienen. Hierbei bildet das Gadolinium mit dem
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Octadentaten Liganden zweifach negativ geladene Chelate und die 9te Koordinationsstelle

bindet sich mit einem Wassermolekiil.

H/O\H

Gd-DTPA-BMA(Omniscan®) Gd-DTPA(Magnevist®) Gd-EOB-DTPA(Eovist®)

(o)

I\/ﬁ %

Gd-BOPTA(Multihance®) Gd-DOTA(Dotarem®) Gd-DTPA-BMEA(OptiMARK®)

HO
T f\ // T/f\ ﬁ/f /‘T\N/O/P/o
or de(ﬁ ( \‘éd"O r \ Gd’w(;”z
Lo '\jz SR
L J\\ %\/ \_4 l\ O:F.’\/N\_\/‘\/NW

OH O-
R\—OH

Gd-HP-DO3A(ProHance®) Gd-DO3A-butrol(Gadovist®) Gd-DOTP(AngioMARK®)

Abbildung 1-1: Chemische Struktur verschiedener Gd-Chelatkomplexe**®

1.2 Zielsetzung

Gegenstand der vorliegenden Arbeit ist es zunéchst, eine Reihe neuartiger, multivalenter,
kationisch geladener Lipopolyamine sowie die polyvalenten kationischen Polyplexe zu syn-
thetisieren, wobei ihre Eigenschaften in wassrige Losung bei verschiedener Salzkonzentra-

tion im Vordergrund stehen.

In der Arbeit steht eine Fragestellung im Mittelpunkt: Die Interpolyelektrolyt-Komplex-
Bildung aus polyvalentem kationischem Polymer mit dem anionischen Gadolinium-
Polyoxometalat. Mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung soll die zeitliche Stabili-
tat der Komplexe in Lésung in Abhéngigkeit vom Salzgehalt bzw. Ladungsverhéltnis un-

tersucht werden. Durch die gezielte Wahl der Komplexierungsbedingungen soll experi-
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mentell ein Rahmen gesetzt werden, innerhalb dessen die Topologie der gebildeten Kom-
plexe und ihre Toxizitdt gegeniber verschiedenen Zellen sowie unter Kontrastmittelgabe

durch MRT-Aufnahme in einem in vitro-System untersucht werden.

Aufbauend auf den Vorarbeiten, welche spater im in vitro-Ansatz mit den Polyplexen des
kationischen Polymers als Transfektionsreagenz verwendet werden kdnnen, soll die Kom-
plexbildung mit dem Green Fluorescent Protein DNA in physiologischem Salzgehalt unter-
sucht werden. Diese Komplexe werden durch Streumethoden und AFM-Aufnahme bezlg-
lich Molmasse, GroRe, Topologie sowie Stabilitit der Komplexbildung in verschiedenen

Ladungsverhéltnissen bestimmt.
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2 Theoretische Grundlagen

2.1 Lichtstreuung

Lichtstreuung ist die hdufig angewandte Absolutmethode zur Bestimmung von Molmassen
und Radien groRRer Molekile. Prinzipiell lassen sich zwei verschiedene Messmethoden un-
terscheiden: Die statische Methode und die dynamische Methode. Das Wesentliche bei
diesen beiden Verfahren ist es, dass an unterschiedlichen Winkelpositionen die Intensitat
bzw. die zeitliche Fluktuation der Intensitdt des gestreuten Lichtes detektiert wird. Mit
Hilfe des statischen Lichtstreuexperiments kann man aus der Intensitat das Gewichtsmittel
der Molmasse M,, der Teilchen sowie das z-Mittel des quadratischen Tragheitsradius
(<Rgz>z) und den zweiten Virialkoeffizienten des osmotischen Druckes A, bestimmen.
Beim dynamischen Lichtstreuexperiment wird aus der zeitlichen Fluktuation der Streuin-
tensitat das z-Mittel des Diffusionskoeffizienten D, ermittelt und nach Anwendung der
Stokes-Einstein-Gleichung das inverse z-Mittel des hydrodynamischen Radius (<R,">,")

ausgewertet.

2.1.1 Statische Lichtstreuung

Wenn Licht auf Teilchen trifft, wird aufgrund der oszillierenden elektrischen Feldkompo-
nente des Lichtes eine oszillierende Polarisation der Elektronen in den Molekilen induziert.
Die Elektronen werden einer Kraft ausgesetzt und deswegen beschleunigt. Die klassische
elektromagnetische Theorie sagt aus, dass Ladungen, die beschleunigt werden, eine
elektromagnetische Welle in alle Raumrichtungen ausstrahlen. Die Molekile werden also
dadurch zu sekundéren Lichtquellen: Sie streuen Licht. Die Intensitat, die Winkelabhan-
gigkeit und die Polarisation des gestreuten Lichtes sind von der GréfRe und Form der ge-
streuten Teilchen sowie von deren molekularen Wechselwirkung abhangig. Das gestreute
Licht am Detektor setzt sich zu jeder Zeit aus der Summe (Uberlagerung) der elektrischen
Felder aller Ladungen im gesamten Streuvolumen (Schnitt des einfallenden und des

streuenden Strahls) zusammen und ist von deren exakten Position abhangig.

Die grundlegende Theorie fir die Streuung von sichtbarem Licht an verdinnten Gasen

wurde von Lord Rayleigh mathematisch beschrieben*®, Smoluchowski und Einstein erwei-

47,48

terten die Gultigkeit dieser Gleichung auf Flussigkeiten und Loésungen (Fluktuations-
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theorie). Nach dieser Theorie tragen nur Volumenelemente zur Streuung bei, welche sich
im Brechungsindex von dem der Umgebung unterscheiden. Auf Polymerldsungen wurde
die Theorie schlieRlich von Debye (ibertragen®. Fiir die Teilchen mit Durchmessern kleiner
als A/20 gilt, dass sie nur ein Streuzentrum aufweisen. Von diesen Molekilen wird das
einfallende Licht in alle Richtungen mit gleicher Intensitit gestreut, somit erhalt man fol-

gende Beziehung:

r2 _ 2m*(1+cos*0)| (dn)z RTB + ( dn)2 RT My Gl 2-1
TOZO Po\g,) RTE+ oy bo (- ddﬂ) Lo
c

R(6) = 1(6)

Mit R(0): Rayleightverhaltnis
0: Winkel zwischen Priméar- und Streustrahl
1(8): Intensitat des unter dem Winkel 6 gestreuten
1(0): Intensitat des einfallenden Primarlichtes
V(0): Streuvolumen
r: Abstand vom Detektor zum Streuvolumen
N,:  Avogadro-Zahl
Ao:  Wellenlange des eingestrahlten Lichts
p, po- Dichte der Losung, des Losungsmittels

n,ny: Brechungsindex der Losung, des Losungsmittels

R: ideale Gaskonstante
T: absolute Temperatur in K
B: isotherme Kompressibilitat

M,: Molekulargewicht des Losungsmittels
c: Konzentration der geldsten Substanz

Au: Differenz der chemischen Potentiale von Losung und Losungsmittel

an

e Brechungsindexinkrement (nach der Dichte)

Z—:: Brechungsindexinkrement (nach der Konzentration)
Der erste Summand der Gl. 2—-1 beschreibt den Einfluss der Dichtefluktuationen des L6-
sungsmittels, der zweite Summand den Anteil der Konzentrationsschwankungen in der

Lésung. Der in verdinnten Lésungen von der Dichtefluktuation verursachte Streubeitrag
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ist sehr gering und kann dem des reinen Losungsmittels gleichgesetzt werden, so dass
aus der Differenz der Rayleigh-Verhaltnisse R(6) die sogenannte Exzess-Streuung resul-
tiert, die nur von den Konzentrationsfluktuationen hervorgerufen wird. Die Gleichung ver-

einfacht sich damit zu:

2m2(1 + cos?0) dn\* M, c
R(8) = R(8) ., — R(8) 0y = ( —)RT_— 6l. 22
( ) ( )Lsg ( )LM /IAOLNA nO dC pO (_Ciiﬂ)
c

Die absolute Bestimmung der Streuintensitaten kann man durch Kalibrierung der Licht-
streuanlage mit der absoluten Streuintensitat eines bekannten Standards (Toluol) ermit-
teln. Damit erhalt man das Rayleighverhdltnis nach Gl. 2-3:

I(Q)Lsg - I(Q)LM

I(Q)Standard

R(G) = I(g)absolut,Standard GI 2-3

Die konzentrationsabhangige Anderung des chemischen Potentials kann nach folgendem
Zusammenhang mit der Anderung des osmotischen Drucks  dargestellt werden (Gl. 2—
4).

dAu M, (dn)

- =_2(= Gl. 2-4
dc Po

dc
Um die Konzentrationsabhangigkeit des Streuverhaltens nicht-idealer Losungen zu be-
ricksichtigen, wird der osmotische Druck in einer Virialreihe entwickelt. Damit ergibt sich
fir die partielle Ableitung nach der Konzentration

(d”) —RT(1+2A + ) Gl. 2-5

dc T B M 2¢ e

mit A,, zweiter Virialkoeffizient des osmotischen Drucks.
Durch Einsetzen von Gl. 2-5 und GIl. 2—4 in Gl. 2-3 ergibt sich die allgemeine Lichtstreu-
gleichung (Gl. 2-6) fir kleine Teilchen, deren Durchmesser kleiner als 1/20 ist:

Kc 1
_ = — 4 ces . —
RG) M 24,c+ Gl. 2-6

mit K = 2m?nZ(1+cos?0) (d_n)2

lgNA dc
Der zweite osmotische Virialkoeffizient A, beschreibt die Wechselwirkungen zwischen den
Losungsmitteln und deren geldsten Molekilen und kann als Mal fiir die Losungsmittelqua-
litat herangezogen werden. Gute Losungsmittel zeigen ein positives A, sodass die Wech-
selwirkungen zwischen Polymer und Lésungsmittel als bevorzugt anzusehen sind. Im Ge-

gensatz dazu weist ein negatives A, auf schlechte Losungsmittelqualitat hin. Fir den so-
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genannten pseudo-idealen-Zustand betrdgt der zweite osmotische Virialkoeffizient A,
gleich Null. Die entsprechende Temperatur heil3t Thetatemperatur, das Lésungsmittel wird
als Thetalésungsmittel bezeichnet. Bei derartigen Lésungen kompensiert sich bei einer
bestimmten Temperatur (der Theta-Temperatur) gerade die Mischungsenthalpie und der

Beitrag TAS,,. der Exzess-Mischungsentropie®.

Wie schon erwéhnt, gelten die oben abgeleiteten Gleichungen nur fur kleine punktférmige
Teilchen, da im betrachteten System keine interpartikularen Wechselwirkungen und nur
ein Streuzentrum pro Teilchen vorliegen. GréRere Teilchen, deren Durchmesser groRer als
AM?20 ist, verhalten sich nicht mehr wie ein Punktstreuer, sondern es treten mehrere Streu-
zentren je Molekil auf. In diesem Fall kommt es zu intrapartikularen Interferenzen zwi-
schen den verschiedenen Streuzentren eines Teilchens (Uberlagerung von elektromagne-
tischen Wellen innerhalb eines Teilchens). Um die durch intrapartikulare Interferenzen
verursachte Winkelabhangigkeit der beobachteten Streuintensitat korrigieren zu kénnen,
muss sie hierbei durch die Einfihrung eines Teilchenformfaktors P(q) in Betracht gezogen
werden. Dieser wird nach Debye durch das Verhaltnis der gemessenen Intensitéat zur der
Streuintensitat unter dem Winkel 0° (Gl. 2—-7) beschrieben®.

1(6)

PO =15 =0

Gl. 2-7

Die Winkel- und Konzentrationsabhéangigkeit der Streuintensitat kann durch die folgende

Formel angegeben werden:
R(O)=K-c-M-P(q) Gl. 2-8

Fur stark verdinnte Losungen kann die intermolekulare Interferenz vernachlassigt und
nur die Interferenz intrapartikularer Streuzentren berticksichtigt werden. Danach lasst sich

der Formfaktor P mit g-Abhangigkeit fir isotrope Teilchen wie folgt ausdricken:
N N .
1 sin(qry;
P(q) =F22<M> Gl. 2-9
i=1j=1 qrij r

mit N der Anzahl der Streuzentren pro Molekiil mit einem Abstandsvektor |7, | zwischen

zwei Streuzentren /und j. Der Betrag des Streuvektors q berechnet sich aus der Differenz

der Wellenvektoren des gestreuten Lichts und des Primarlichts.

4T[TlLM . 6
= In{- Gl. 2-10
1=, ° (2)

10



2 Theoretische Grundlagen

Flr kleine Abstande gr;; < 1 kann der Formfaktor mathematisch in einer Taylor-Reihe um
g = 0 nach der folgenden Gleichung beschrieben werden und ein Abbruch nach dem
zweiten Glied erfolgen.

>
3IN2

i

P(q) =1-

N N
(r}). Gl. 2-11

=1 j=1

wobei der quadratische Tragheitsradius als der mittlere Abstand der Streuzentren i und j

vom Schwerpunkt der Molekilsegmente durch folgende Gleichung definiert wird:

=

N N

1 1

(R3), = N E (rf) = SN2 E (rf) Gl. 2-12
l. Y.

L j=1

1l
[y

Durch Einsetzen von GIl. 2-12 und Gl. 2-10 in Gl. 2-11 ergibt sich P(q):

1
P(q) = 1—§(R§)q2 Gl. 2-13
> miM; RZ).
mit dem z-Mittelwert (R7) = T;m—'fw'g)‘

Hierbei gilt der Massenanteil m; der Teilchensorte / und die Molmasse M; der Teilchensor-

te /.

IR

1
Durch Einsetzen des Ausdrucks fur P(g) in Gl. 2-8 und Verwenden der N&herung T

1+x ergibt sich schlieRlich die Zimm-Gleichung fiir polydisperse Systeme®*:

Kc 1(

= 1+1(R2) q2>+2A c+ - Gl. 2-14
R(®) ~ M, 9lz 2 '

3

Mit Hilfe dieser Beziehung kénnen durch doppelte Extrapolation fiir c-0 und g—0 das z-

Mittel des Tragheitsradius (Rj)z und das Gewichtsmittel M, der Molmasse sowie des zwei-

ten Virialkoeffizienten A, des osmotischen Drucks ermittelt werden.

Diese Herleitung wurde ohne Berticksichtigung der intermolekularen Interferenz gemacht
und es ist zu beachten, dass die Gl. 2-14 nur fur stark verdiinnte Systeme Gliltigkeit be-
sitzt. Aullerdem kommt es fur das Teilchen mit gréReren Molekildimensionen (ab ca. 50 -
70 nm) zu konvexen Abweichungen vom Verlauf, wobei sich mit steigendem Winkel eine
zunehmende Abweichung beobachten lasst. Die Auswertungen erfolgen dann verglei-

chend nach Berry oder Guinier™.

2.1.2 Dynamische Lichtstreuung

In der dynamischen Lichtstreuung beobachtet man die zeitliche Fluktuation der Streuin-

tensitat bei gegebenem Winkel, die durch die Brownsche Molekularbewegung der Teilchen

11
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im Streuvolumen hervorgerufen wird. Die Molekiile bewegen sich mit unterschiedlichen
Geschwindigkeiten in alle Raumrichtungen entgegen der Detektorposition und somit erhalt
man durch den ,Dopplereffekt* eine Frequenzverschiebung. Das Phdnomen der ,.Doppler-
Verschiebung® fihrt zu einem Frequenzspektrum, welches durch die Raum-Zeit-
Korrelations-Funktion (ber die Fourier-Transformation F;(q,7) mit der zeitlichen Feld-

Autokorrelations-funktion g, (q, t) verknipft ist.
F(q.7) = J 91(q, 7) exp(iqr) dr Gl. 2-15

Bei der dynamischen Lichtstreuung wird die Zeitabhangigkeit der fluktuierenden Streuin-
tensitat /(7)) innerhalb eines sehr kleinen Zeitabstands At detektiert und zur Berechnung
der Autokorrelationsfunktion verwendet. Experimentell erhdlt man diese durch Korrelation
der gemessenen Streuintensitaten zu verschiedenen Beobachtungszeitpunkten einer
Messreihe. Die normierte Intensitats-Zeit-Korrelationsfunktion g,(q, ) kann wie folgt ge-
bildet werden.

(0.7) = (I(q,0)I(q,t + 1))
9234 (1(q,0)?

Gl. 2-16

mit I(q, t): Streuintensitat zum Zeitpunkt t,
I(g,t + 7): Streuintensitat zu einem bestimmten Verzdgerungszeitpunkt t + 7, sodass

die Intensitat-Korrelationsfunktion von (I12) nach (I)? abfallt.

Fir die Auswertung der DLS wird jedoch die normierte Feld-Zeit-Korrelationsfunktion
g1(q,7) bendtigt. Mit Hilfe der Siegert-Relation kann der Zusammenhang zwischen der
zeitlichen  Feld-Autokorrelationsfunktion g,(q,t) und der zeitlichen Intensitéats-
Korrelationsfunktion g,(q,7) gegeben und als Quotient aus dynamischen und statischen

Strukturfaktoren beschrieben werden®.

9:(q.7) = S;Z‘J;) - | (q’;) —4 Gl. 2-17

mit S(q, t): dynamischer Strukturfaktor

S(q): statischer Strukturfaktor
A: experimentell bestimmte Basislinie
Wenn die untersuchten Teilchen monodispers sind, hat g,(q,t) die Form einer einfachen

Exponentialfunktion:

g1(q,t) =B -exp(—=D - q* 1) Gl. 2-18

12
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mit B: dem Signal-Rauch-Verhaltnis

D: translatorischer Diffusionskoeffizient
Fur kleine polydisperse Teilchen wird g, (q,7) durch eine Summe der Exponentialfunktio-
nen der einzelnen Komponenten beschrieben.

Y m;M;exp(=D; - q* - 7)

Gl. 2—
xm; M;

91(‘1’ T) =B

M;: die Molmasse der Teilchensorte /
Fur groRBe polydisperse Teilchen muss der Formfaktor P(q) berticksichtigt werden und man

erhalt:

Y m;M;P;(q) exp(—D; - ¢* - 1)

Gl. 2-20
X m; M;P;(q)

91(q, 1) =B

Den z-mittleren Diffusionskoeffizienten D, kann man aus der Anfangssteigung durch eine
logarithmische Auftragung von g, (q,7) gegen g2 Auftragung von g2 — 0 ermitteln.

D, = CIIi_rB Dapp(q) Gl. 2-21

mit:

[d Ingl(q,t)] _ , 2mMP(q)D; = 2D
dt o Y m; M;P;(q) Avp

Der apparente Diffusionskoeffizient D, ist sowohl vom Winkel als auch von der Konzent-
ration abhéngig. Die Einfliisse der Konzentration und des Streuvektors auf den apparen-

ten Diffusionskoeffizienten wird durch eine Taylor-Reihen-Entwicklung beschrieben.
DApp(qu C) = Dz(l + C(R§>zq2 )(1 + de + ) Gl 2-22

mit C : dimensionslose Grolie, von der Molekulstruktur abhangig

kq: kg =24, —kf — v,

keif =fo(Q+ket+-)

f: Reibungskoeffizient

vy, partielles Molvolumen des Polymers
Durch gleichzeitige Extrapolation auf unendliche Verdiinnung sowie g = 0 kann das =
Mittel des Selbstdiffusionskoeffizienten D, des freien Teilchens ermittelt werden. Anschlie-
Rend wird mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung der kugeléquivalente hydrodynamische

Radius R;, der Teilchen berechnet.

13
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kgT
Rh_ B

= Gl. 2-23
6m - noD,

mit kg : Boltzmann-Konstante

no- Viskositat des Losungsmittels

2.2 Rontgen-Photoelektronenspektroskopie (XPS)

Funktionsprinzip
Die Rontgenphotoelektronenspektroskopie beruht auf der Emission von Photoelektronen

aus der zu untersuchenden Probe, welche mit Réntgenstrahlung der Energie hv bestrahlt
wird®®. Dadurch werden kernnahe Elektronen mit der Bindungsenergie Ep freigesetzt,
wenn die Energie der Rontgenstrahlung gréRer ist als die Bindungsenergie. Die emittier-
ten Elektronen besitzen nach der Einstein’schen Formel die kinetische Energie Ey;,. Diese
wird in erster Naherung durch die Differenz der Bestrahlungsenergie mit der Bindungs-

energie der Elektronen beschrieben®®.
Epin = hv — Eg Gl. 2-24

Die kinetische Energie der freigesetzten Photoelektronen wird mit Hilfe eines Analysators
detektiert. Die Bindungsenergien der Elektronen sind elementcharakteristisch. Damit l&sst
sich der Elementnachweis immer eindeutig fihren. Bei koinzidierenden Linien verschiede-
ner Elemente kdnnen in der Regel gentigend andere, nicht Uberlagernde Photoelektronen-
linien ausgewertet werden.

Chemische Verschiebung

Die Bindungsenergie ist sowohl von der Art des Atoms, wie auch von dem Bindungszu-
stand und der Valenzzahl sowie der Art der umgebenden Liganden abhangig. Elektronega-
tive Elemente verringern die Elektronendichte am Zentralatom und erhéhen somit seine
effektive Kernladung. Dies hat zur Folge, dass es zu einer stéarkeren Anziehung der kern-
nahen Elektronen und somit zu einer hoheren Bindungsenergie Ey fuhrt. Die elektropositi-
ve Nachbaratome weisen dagegen eine Erniedrigung der effektiven Kernladung auf
wodurch die Verschiebung in Richtung niedrigerer Bindungsenergie hervorgerufen wird.
Die Abhangigkeit der Energieposition eines XPS-Signals von der Umgebung des Atoms
fahrt im Spektrum zu einer chemischen Verschiebung, die typischerweise einige eV und in
wenigen Fallen bis zu 10 eV variiert, je nach GroRe der effektiven Kernladung®”*®. Da die
Bindungsenergie Ep elementspezifisch ist und zusatzlich auch vom Valenzzustand des

Atoms abhangt, kann man durch den Vergleich der Spektren mit literaturbekannten Sub-

14



2 Theoretische Grundlagen

stanzen sowohl qualitative Informationen Uber die Elemente in der Probe, als auch tber
deren Bindungszustand innerhalb des Molekiilverbundes erhalten®’.

Signalaufspaltung

Im XP-Spektrum tritt das Signal manchmal nicht nur als ein einzelnes Singulett auf, son-
dern ist auch als eine Signalaufspaltung zu bemerken. Die Aufspaltung des Signals wird
auf Spin-Bahn-Kopplung oder Spin-Spin-Kopplung zuriickgefihrt.

Als Spin-Bahn-Kopplung bezeichnet man die magnetische Wechselwirkung zwischen dem
magnetischen Spin-Moment eines Elektrons und dem magnetischen Bahn-Moment seines
eigenen Orbitals. Da der Elektronenspin sowohl parallel (s = 1/2) als auch antiparallel (s
= -1/2) zur Richtung des Bahndrehimpulses (I) ausgerichtet sein kann, erzeugt er somit
zwei unterschiedliche Energiezustande. Durch die Réntgenstrahlung treten zwei verschie-
dene kinetische Energien auf und es kommt zu einer Dublette-Aufspaltung des XPS-
Signals. Das Intensitatsverhaltnis der aufgespaltenen beiden Signale wird durch die Ge-

samtdrehimpulsquantenzahl j zu (2j+1) bestimmt®

. Die Energiedifferenz AE zwischen den
Dublette-Signalen ist proportional zur Spin-Bahn-Kopplungskonstanten und kann, je nach
betrachtetem Element und Orbital in einem Bereich von wenigen Zehntel bis einigen
Elektronenvolt liegen®.

Die Spin-Spin-Kopplung ist die Wechselwirkung zwischen einem ungepaarten Elektron aus
einem Valenzorbital und einem ungepaarten Rumpfelektron, das durch die Photoelektro-
nemission entstanden ist. Dieser Effekt tritt nur in paramagnetischen Materialien auf. Hier
soll dies beispielhaft an einem Mn®*-lon naher erlautert werden. Das Mn®*-lon besetzt 5
ungepaarte 3d Elektronen in der Valenzschale, die Photoemission eines Elektrons aus dem
3s Niveau wird mit den vorgelegten weiteren ungepaarten Elektronen parallel oder anti-
parallel zum Gesamtspin der Valenzelektronen im 3d-Valenzorbital ausgerichtet. Aus bei-
den Moglichkeiten der Spinausrichtung resultieren zwei unterschiedliche Energiezustande,
die sich direkt auf die kinetische Energie des emittierten Photoelektrons auswirken, wobei
durch die Signalaufspaltung des Mn3s Rumpfniveaus ein Doublett hervorgerufen wird. Flr
das Mn**-lon mit einem 3p-Rumpfniveau ist bei der Photoemission eines Elektrons sowohl
die Spin-Spin-Kopplung als auch die Spin-Bahn-Kopplung zu beriicksichtigen. Hierbei
kommt es zu insgesamt 4 Signalen in diesem XPS-Spektrum, wobei ein Dublett (ps2; pi2)
mit dem Intensitatsverhaltnis von 1:2 fur die Spin-Bahn-Kopplung detektiert wurde. Eine
Spin-Spin-Kopplung, welche vor allem aus einer grofleren Anzahl mdglicher Gesamtspin-
zustande resultiert, 1asst eine Multiplett-Aufspaltung fiir die Photoemission bei p- und d-

Zustand beobachten®?3%4,
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2.3 Magnetresonanztomographie

Die Magnetresonanztomographie (MRT), oft auch als Kernspintomographie bezeichnet,
beruht auf dem Prinzip der magnetischen Kernresonanz®®. Die Untersuchungstechnik ba-
siert auf der Nutzung von Magnetfeldern. Durch Veréanderung des magnetischen Moments
des Protonenspins durch einen Hochfrequenzimpuls (HF-Impuls) wird ein messbares
elektromagnetisches Signal erzeugt, aus dem dann die MR-Bilder aufgenommen werden.
Im Folgenden sollen daher nur die fir das Verstandnis der Arbeit notwendigen Begriffe
kurz erklart werden sowie ein kurzer Einblick in die der Magnetresonanztomographie zu-
grunde liegenden physikalischen Prinzipien gegeben werden.

Wenn kein Magnetfeld vorhanden ist, rotieren die Protonenspins um ihre eigene Achse in
beliebiger Richtung. Im Magnetfeld (B,) werden alle einzelnen Protonenspins entweder
parallel oder antiparallel zur Richtung des Magnetfeldes ausgerichtet, was im Gleichge-
wicht eine Magnetisierung in Richtung des Magnetfeldes erzeugt, dies wird als Longitudi-
nalmagnetisierung M; oder Paramagnetismus definiert®®. Durch die Einstrahlung eines
elektromagnetischen Impulses wird der Magnetisierungsvektor in z-Richtung zur xy-Ebene
eingelenkt. Dieser Vorgang wird als Kernspinresonanzanregung bezeichnet. Nach Abschal-
ten der Hochfrequenz treten prinzipiell zwei unterschiedliche Relaxationsprozesse der
Spin-Gitter-Relaxation bzw. der Spin-Spin-Relaxation auf®’.

Magnetfeld (Bo) Longitudinalmagnetisierung (Mz) Transversalmagnetisierung (Mxv)

Spin-Gitter-Relaxation (T7)
X e
ki HF-Impuls U /
LR X B
<¢> <?> My \
X

Spin-Spin-Relaxation (72)

signal

time

signal

¥

Abbildung 2-1: Schematische Darstellung des physikalischen Prinzips von MRT*

Zwei voneinander unabhangige Prozesse bewirken nun, dass nach Beendigung der Hoch-
frequenzeinstrahlung die bei der Anregung aufgenommene Energie abgegeben wird und
das Gesamtsystem wieder in den Gleichgewichtzustand zurtickkehrt. Der Zeitverlauf wird
~Relaxationszeit* genannt. Bei der Spin-Gitter-Relaxation wird die durch die Einstrahlung
aufgenommene Energie an ihre Umgebung (Lésungsmittel, Medium) abgegeben und ent-
sprechend wird die in der XY-Ebene verbleibende transversale Magnetisierung langsam
abgenommen, wobei das MR-Signal immer kleiner wird. Der Zeitabstand bis zur Riickkehr
des Kernspinvektors aus der transversalen x-y-Ebene, parallel zum &uRReren Magnetfeld

(z-Richtung), wird durch die T1-Relaxationsszeit beschrieben, wobei die Dauer bis die
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Longitudinalmagnetisierung M,(t) um 63% ihres Gleichgewichtzustands My vor der Reso-
nanzanregung zu erreichen ist.

Die Zeitkonstante dieses Vorgangs, in Abhangigkeit von der Starke des &ul’eren Magnet-
feldes BO sowie der inneren Bewegung der Molekiile, liegt fir Gewebe (bei 1,5 T) in der

GroRenordnung von einer halben bis zu mehreren Sekunden.

Spin-Gitter-Relaxation

| Mz(®) =Mg(1—e /1)
|

I it
Tl

Abbildung 2-2: Schematische Darstellung des T1-Relaxationsmechanismus®

Die Spin-Spin-Relaxation wird auch als transversale Relaxation oder Querrelaxation be-
zeichnet. Die T2-Relaxationszeit beschreibt die Dephasierung der Spins tUber die Zeit nach
dem Abschalten der Hochfrequenz und fihrt somit zu einem Verlust der transversalen
Magnetisierung M,y, d.h. die nach der Resonanzanregung in der xy-Ebene mit gleicher
Richtung vorgelegten Spins verlieren nach Beendigung der Hochfrequenzeinstrahlung ihre
konstante Orientierung und treten nach einiger Zeit gleichmafig in allen Richtungen der
xy-Ebene auf. Die Abnahme des transversalen magnetischen Moments (M,,) wird nicht,
wie die Zunahme der Longitudinalmagnetisierung (M,), auf einen Energieverlust der Spins
an ihre Umgebung zuriickgefihrt, sondern durch eine Interaktion der einzelnen Spins
untereinander hervorgerufen. M,y sinkt sehr viel schneller als die Zunahme von M,, da der
Gesamtmagnetisierungsvektor nicht mehr einfach aus der Summe der Vektoren der ein-
zelnen magnetischen Momente resultiert. Die Spin-Spin-Relaxationszeit T2 wird erreicht

nach der Magnetisierung in der xy-Ebene bei 37% der Ausgangsmagnetisierung M.

Spin-Spin-Relaxation

My (t)

Myxy

Abbildung 2-3: Schematische Darstellung des T2-Relaxationsmechanismus®
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten

kationischen sperminanalogen Polymers

Polyelektrolyte sind Polymere, die in ihren Wiederholungseinheiten kovalent gebundene
anionische oder kationische Gruppen tragen. Niedermolekulare Gegenionen sorgen fir
eine Ladungsneutralitadt. In der vorliegenden Arbeit wird ein kationisches birstenférmiges
Polyelektrolytpolymer verwendet, was die Komplexierung mit DNA und Gadolinium-
Polyoxometalat in wassriger Losung durch AFM, TEM, statische und dynamische Licht-
streuung fir das DNA-Transfektionsexperiment sowie die Magnetresonanztomographie
interessant macht. Die Auswahl dieses Polymers unterliegt bestimmten Voraussetzungen:
Es soll ein Polyelektrolyt verwendet werden, welcher sowohl beziiglich Molmasse, GroRe,
Polydispersitat und Anzahl der Ladungen pro Molekiil als auch seiner chemischen Struktur
des Ladungstréagers wohl definiert und charakterisiert ist. Alle diese aufgefiihrten Parame-

ter kdnnen die Komplexbildung beeinflussen.

In diesem Kapitel wird die Synthese des polyvalenten kationischen Polymers (Abbildung
3-1) mit Seitenketten aus N-Alkylspermin—Acrylamid beschrieben und die Struktur in
wassriger Losung charakterisiert. Dies soll Uber die Herstellung des Polymers mittels kon-
trolliert radikalischer Polymerisation erfolgen (ndheres dazu in Abschnitt 3.1.3). Anschlie-
Rend wird auf die konzentrationsabhangigen Losungseigenschaften dieses Polymers néher
eingegangen. Die Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuungsmessungen
zum Einfluss von Fremdsalz in variablen Konzentrationen werden daran anschlieRend dis-

kutiert.

Abbildung 3-1: Schematische Darstellung des Kationischen Poymers
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

3.1 Synthese des Polykationischen Poly-Hexylspermin-
acrylamids (PHSAM)

Die Synthese von polyvalentem kationischem Polymer mit Seitenketten aus N-
Alkylspermin-Acrylamid ist Gegenstand dieses Abschnitts. Um das in Abbildung 3-1 darge-
stellte kationische burstenférmige Polymer herzustellen, wurde in dieser Arbeit die RAFT-

Polymerisation-Methode gewahlt.

3.1.1 Synthese des Monomers

Die Struktur des Sperminfunktionellen Monomers setzt sich aus drei Uberstrukturellen
Fragmenten (Abbildung 3-2) zusammen: 1 Polymerisierbare Acrylamidgruppe, 2 Alkyl-
Spacer, 3 Polykationische Amineinheit des Spermins. Die gewiinschten Molekile werden
in mehrstufiger Synthese, ausgehend von 6-Aminohexanol E2 und Spermin E3, herge-
stellt. Somit muss jedes Fragment reaktive Gruppen entsprechender Funktionalitdt enthal-
ten. Die Bisfunktionalitéat von 2 sowie die Poly- bzw. tetrafunktionalitat von 3 macht den
Einsatz von Schutzgruppenchemie erforderlich, so dass als Edukte die Verbindungen E1
(Acryloylchlorid), E2 und E3 eingesetzt werden kdnnen. 1 und 2 werden uber eine klassi-
sche Amid-Synthese nach der Schotten-Bauman-Reaktion verkniipft. Die Anbindung von 2

an 3 erfolgt Giber nuklophile aliphatische Substitution.

cl
= K
. N/\/\/NWNH2
H
E3

El

Abbildung 3-2: Schematische Darstellung des Monomers

Die Herstellung des monofunktionalisierten Aminohexanols erfolgt nach dem Reaktions-
schema in Abbildung 3-3. Alternativ kdnnen Phtalimid und Benzyloxycarbonyl als geeigne-
te Schutzgruppen fiir das N-terminale Ende gewahlt werden™**31>*1%° da diese Schutz-
gruppen stabil gegen Tosylierung und Aldehydelierung sind und bei der weiteren Funktio-

nalisierung nicht angegriffen werden. Zur Aktivierung der jeweils freien Hydroxygruppen
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

wurden zwei verschiedene Methoden verwendet, zum einen durch Umsetzung des p-
Toluolsulfonsaurechlorids zum Tosylat und zum anderen durch Umsetzung des Oxalychlo-
rids zum Aldehyd. Die Reinheit der hergestellten Produkte wird nach Saulenchromatogra-
phie durch die Aufnahme eines *H-NMR-Spektrums sowie eines Massenspektrums charak-
terisiert.
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Abbildung 3-3: Reaktionsschema zur Herstellung des monofunktionellen Aminohexanols

Das 'H-NMR-Spektrum von Cbz-geschiitztem Aminohexantosylat und Aminohexanal sind

im Vergleich zu dem Cbz-Aminohexanol in der Abbildung 3—4 aufgetragen.
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Abbildung 3-4: 'H-NMR von Cbz-Aminohexanol; Cbhz-Aminohexantosylat und Chz-
Aminohexanal
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

Man erkennt deutlich das aromatische Multiplett des Benzolrings im Bereich von 7,2 ppm
bis 7,4 ppm und das charakteristische Singulett der benzylischen Methylgruppe in 5,1
ppm. Das Aldehydproton wurde im *H-NMR-Spektrum durch ein Singulett bei einer chemi-
schen Verschiebung von 9,74 ppm detektiert. Das Tosylat zeigt die erwarteten charakte-
ristischen Signale, insbesondere die benzylische Methylgruppe des Tosylats bei 2,4 ppm

(Singulett).

Die Abbildung 3-5 zeigt den Vergleich der 'H-NMR-Spektren fir Phthalimido-Hexanol,
Phthalimido-Hexantosylat und Phthalimido-Hexanal. Das Spektrum zeigt eindeutig das
Multiplett der Phtalimidprotonen bei einer chemischen Verschiebung zwischen 7,6 ppm
und 7,9 ppm. Die erwarteten charakteristischen Signale der Tosylatprotonen sowie des

Aldehydprotons erscheinen im &hnlichen Bereich wie in Abbildung 3—4 dargestellt.
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Abbildung 3-5: *H-NMR von Phthalimido-Hexanol; Phthalimido-Hexantosylat
und Phthalimido-Hexanal
Das Spermin-Fragment wurde in einer dreistufigen Synthese nach einer Vorschrift von A.
J. Geall et. al. hergestellt (Abbildung 3-6)'*°. Auf die chromatographische Aufreinigung
des TFA-monogeschitzten Sperminderivat wurde aufgrund der sehr hohen Polaritat ver-
zichtet. Das TFA-monogeschitzte Sperminderivat konnte im zweiten Schritt nach Einfiih-
rung der Boc-Schutzgruppen an den freien Aminostellen durch S&ulenchromatographie
von verschiedenen Nebenprodukten befreit werden. Die selektive Abspaltung der TFA-

Gruppe erfolgt durch basische Bedingung in Ammoniak/Methanol-Lsung bei pH~12.
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers
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Abbildung 3-6: Reaktionsschema zur Herstellung von Tri-Boc-Spermin

Die erfolgreiche Abspaltung der TFA-Schutzgruppe wurde ebenfalls durch *H-NMR-
Spektroskopie nachgewiesen. In Abbildung 3-7 sind die Protonen der tert-Butyl-Gruppe
des Boc-Restes bei 1,42 ppm als schmales Singulett sehr gut nachzuweisen. AuBerdem
sind die typischen Protonen-Signale im Bereich von 2,66 ppm als Triplett detektiert, was
fir Protonen in S-Stellung zur primaren Aminogruppe spricht. Die Reinheit dieser Verbin-
dung wurde zusétzlich durch Massenspektoskopie tUberprift. Dabei sind nur sehr geringe
Anteile an Verunreinigungen zu erkennen, was die erfolgreiche Aufreinigung mittels Flash-
chromatographie belegt. Das Produkt konnte ohne weitere Reinigung im nachsten Schritt

eingesetzt werden.
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Abbildung 3-7: *H-NMR von Tri-Boc-Spermin

Die Kopplung des Spermin-Fragments mit dem monofunktionellen Amino-Hexanol ist in
Abbildung 3-8 alternativ durch Kondensation oder Akylierung dargestellt. Die Produkte
sind dann entweder ein Chz-geschitztes oder ein Pht-geschitztes Polyamin. Beide Polya-
mine werden mehrmals durch Flashchromatographie aufgereingt, sodass die Verunreini-
gungen massenspektroskopisch nicht mehr nachweisbar sind. Um unerwiinschte Neben-

produkte bei der Acrylierung zu verhindern, muss die entstandene freie sekundare Amino-

22



3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

gruppe des Polyamins ebenfalls mit der Boc-gruppe geschiitzt werden. Die Einfiihrung der
Boc-Schutzgruppe erfolgte durch Zugabe von Di-tert-butyldicarbonat und Trimethylamin
in Methanol, nach einer abgewandelten Vorschrift von Gardner et al*®®. Die Reinheit dieser
Verbindung wurde durch die Aufnahme eines Massenspektums Uberpriift. Das gefundene
Signal entspricht mit seiner Masse dem gewtinschten Produkt. Allerdings ist noch ein ge-
ringer Anteil an Verunreinigungen detektierbar. Trotz dieser Verunreinigungen wurde das
Produkt anschliel}end selektiv Cbzl- und auch Pht-entschitzt und konnte dann nach er-
folgreicher weiterer Reinigung im nachsten Schritt eingesetzt werden.

Methode 1 Kondensation (Schiffbase)
Molsieb NaCNBHg
R—CHO + NH _ = R NH R
25% CH,Cly/MeOH Acetic acid
oC Boc Boc
Boc,O
/\ ﬁ\ /\M/\ ﬁ — R/\N/H\ /\M/\ H
MeOH NEt; | |
BOC Boc Boc Boc

Boc

Methode 2 AIkyI|erung

K,COs /\ BOCzO
Ts T HN NH _—
34 3 MeOH NEt;
OC

Pyridin

[o]
PN H
T | NH R= @—CZ—O—!—H—%HW H N—CsHyq-
Boc

Boc oC . .
i n o]

Abbildung 3-8: Reaktionsschema zur Kopplung des Spermin-Fragments mit
dem monofunktionellen Aminohexanol

Die Abspaltung der Pht-Schutzgruppe des Polyamins erfolgt durch Umsetzung mit Hydra-

zin in Ethanol, nach einer abgewandelten Vorschrift von Tahtaoui et al*®*

. Im Gegensatz
dazu wird die Cbz-Schutzgruppe des Polyamins im Autoklaven bei 15 bar unter H,-
Atmosphéare mit einem Palladium 10% wt. auf Aktivkohle (Degussa Typ E101) als Kataly-
sator in Methanol innerhalb von 2 Tagen gespalten.

Abspaltung der Schutzgruppe
i) R=Cbz- am|de Hz (15Bar);

APy B Ay
Boc Boc Boc 3| Boc

) R=Phthalimide Hydrazin/EtOH
Abbildung 3-9: Reaktionsschema zur Entschiitzung der Cbz- und Pht-Gruppe

Die Isolierung des Produkts erfolgte durch zweifache Flashchromatographie mit einem
Gemisch aus Methanol und Dichlormethan, mit zuséatzlich 0,6 Vol % der 32 %-NH;-L6sung
als mobile Phase. Der Erfolg der selektiven Abspaltung der Schutzgruppe lasst sich in die-
sem Fall leicht durch Aufnahme eines "H-NMR-Spektrums nachweisen. In Abbildung 3-10
ist das 'H-NMR-Spektrum von tert-Boc-Spermin-Hexanamin zu sehen. Das charakteristi-

sche aromatische Multiplett des Benzolrings, welcher an tert-Boc-Spermin-Hexanamin
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

gebunden ist, tritt nicht mehr im Bereich der hohen chemischen Verschiebung & auf. Die
hergestellte Verbindung wird zusatzlich durch Massenspektrometrie analysiert. Die detek-
tierten Massen entsprechen der erwarteten Verbindung. Das nach zwei unterschiedlichen
Methoden erhaltene Hexanamin-tert-Boc-Spermin wird kombiniert und weiter zur Acrylie-

rung zum Monomer eingesetzt.
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Abbildung 3-10: *H-NMR von tert-Boc-Spermin-Hexanamin
Die Einfuhrung der Acryl-Gruppe zum Ziel-Monomer erfolgte durch die Umsetzung mit
dem Acrylsaurechlorid in Dichlormethan, mit zusatzlich TEAM und DMAP in Anlehnung an

|162

eine abgewandelte Vorschrift von Chris J. H. et al™*, wie es in Abbildung 3-11 gezeigt ist.

Acrylierung
/\M’\ /{/1\ /\M/\ /{/\1\ Acryloylchlorld 0°C /\M\ ﬁ\ M/\ /{/\1\
sl BOC TEAM, DMAP L

Abbildung 3-11: Reaktionsschema zur Emfuhrung der Acryl-Gruppe im Monomer

Das Monomer und unerwiinschte Nebenprodukte konnten durch Saulenchromatographie
unter Verwendung eines Chloroform / Methanol / 32 % NH; Gradienten vollstandig ge-
trennt werden. Das Acrylat-Derivat ist thermisch instabil und lichtempfindlich. Nach der
Reaktion und nach der Saulenchromatographie wurde das Lésungsmittel bei Temperatu-
ren von ca. 5-10 °C entfernt. Nach zweimaliger Wiederholung dieser Reinigungsprozedur
wird das Monomer durch die Aufnahme einer *H-NMR-Messung analysiert. In Abbildung
3-12 sind die Protonen der Olefinseitenketten des Polymers bei der chemischen Verschie-
bung zwischen 5,5 ppm und 6,3 ppm als zwei Dubletts mit den Kopplungkonstanten von

°Jis = 7,5 Hz und *Jyas = 12,8 Hz sehr gut nachzuweisen. Im Falle vom **C-NMR-
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

Spektrum sind keine Signale zu erkennen, die nicht dem gewlnschten Produkt zugeordnet
werden kénnen. Das in der massenspektroskopischen Analyse detektierte Signal ent-

spricht dem gewlnschten Monomer.
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Abbildung 3-12: *H-NMR des Monomers

Die Reinheit des Monomers wird zusatzlich durch die HPLC-Chromatographie tberprift. Es
sind nur sehr geringe Anteile von Verunreinigungen im HPLC-Chromatogramm zu erken-
nen, sodass das Monomer eine Reinheit grésser als 98% besitzt.
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Abbildung 3-13: HPLC-Chromatogramm des Monomers, C8-Saule, LS-detektor, T=25°C,
Gradient (40min: 50/50 Acetonitril/Wasser -100% Acetonitril)
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

3.1.2 Synthese des RAFT-Reagenz

Der RAFT-Prozess unterscheidet sich nur durch die Zugabe eines letztlich sehr effektiven
reversiblen Ketteniibertragers (RAFT-Reagenz) von einer freien radikalischen Polymerisa-
tion. Die richtige Wahl und eine hohe Reinheit des RAFT-Reagenzes ist deshalb von gro-
Rer Bedeutung, um Polymere mit enger Verteilung und guter Kontrolle Uber das Moleku-
largewicht herzustellen. In der Literatur sind zahlreiche RAFT-Reagenzien beschrieben:
Die Grundstrukturen der RAFT-Reagenzien basieren auf Thiocarbonylverbindungen, unter-
scheiden sich durch die daran gebundenen radikalischen Abgangsgruppen und die stabili-
sierende Ubertragungsgruppe. Die Aktivitat der C=S Doppelbindung ist fur die Ubertra-
gung verantwortlich, d. h. die Geschwindigkeit, mit der ein Radikal addiert wird, und be-
stimmt zudem die Lebenszeit des Adduktradikals. Die Abgangsgruppe wird bei der ersten
Ubertragungsreaktion abgespalten und startet das Kettenwachstum®®°.

Die RAFT-Reagenzien konnen unter Trithiocarbonyl- und Dithiocarbonylverbindung in zwei
verschiedene Klassen eingeteilt werden. In dieser Arbeit wird ein RAFT-Reagenz mit
Dithioester zur Herstellung des polyvalenten kationischen Poly-Hexylacryamid-Spermins
verwendet. Das rote 2-Cyanopropan-2-yl-Benzodithioat ist das am haufigsten verwendete
organische RAFT-Reagenz und ermdglichte bereits erfolgreich die kontrollierte Polymerisa-
tion von verschiedenen hydrophoben Monomeren. Es wird in Abbildung 3-14 nach einer

Vorschrift von Khaled A. A. et al in einer mehrstufigen Synthese hergestellt.

B, _NaOCH; S CHiOH HNEtz
" ieh Ruckfiuss AIBN
| / EtOH -5°C
HCI Ethylacetat
18 h Ruckfluss

Abbildung 3-14: Reaktionsschema zur Herstellung von 2-Cyanopropan-2-yl-
Benzodithioate

Dafir wird Benzylbromid mit Natriummethanolat und Schwefel zu Dithiobenzoesdaure um-
gesetzt. Durch Umsetzung des Diethylamin oxidierte die Dithiobenzoesdure zu Di (thio-
benzoyl)-disulfid und reagierte anschlieBend mit 2,2’-Azobis(2-methylpropionitrile) zur
Zielverbindung des 2-Cyanopropan-2-yl-Benzodithioat. Die Struktur des nach chromato-
graphischer Reinigung isolierten Produkts wurde anhand der Aufnahme eines ‘H-NMR-
Spektrums bestatigt. Der Erfolg der Herstellung des Dithiobenzoats ist durch die charakte-
ristischen Signale der aromatischen Protonen im Bereich von 7,3 ppm und 8,0 ppm be-
legt. Das Singulett erscheint im Tieffeld bei 1,9 ppm und entspricht dem Signal des Me-
thylprotons.
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Abbildung 3-15: *H-NMR von 2-Cyanopropan-2-yl-Benzodithioat

Die Reinheit dieser Verbindungen wurde zusétzlich im HPLC-Chromatogramm Uberprift.
In Abbildung 3-16 ist nur ein Signal detektiert, dass das Produkt nach sdulenchromato-

graphischer Reinigung isoliert wurde.
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Abbildung 3-16: HPLC-Chromatogramm von 2-Cyanopropan-2-yl-Benzodithioate, C8-
Saule, LS-detektor, T=25°C, Gradient (50 min: 50/50 Acetonitril/Wasser
—100% Acetonitril)
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

3.1.3 Synthese des polyvalenten, kationischen Polymers durch
RAFT-Polymerisation

Die Herstellung des polyvalenten kationischen Polymers erfolgt in einer zweistufigen Syn-
these, ausgehend von tert-Boc-Spermin-Hexanamin wie in dem in Abbildung 3-17 darge-
stellten Reaktionsschema gezeigt. Der erste Schritt beinhaltet die Synthese des Boc-
geschutzten Polymers, welches durch die RAFT Polymerisation des tert-Boc-Spermin-
Hexanamins hergestellt wurde. Als Radikalinitiator wird eine Azoverbindung von Azo-bis-
(isobutyro-nitril) eingesetzt. Da die Abgangsgruppe des RAFT-Reagenz und die nach Dis-
soziation des Initiators gebildeten Primarradikale identisch sind, gewahrleistet diese Kom-
bination, dass jede Kette von der gleichen initiierenden Spezies gestartet wird. Bei der
Polymerisation betragt das Stoffmengenverhéltnis vom RAFT-Reagenz zum Initiator 5:1.
Die Reaktionstemperatur wurde bei 90 °C gewahlt, wobei nach ca. 24 h Polymerisations-
zeit der Initiator zerfallen ist. Als Losungsmittel fur die Polymerisation dient Anisol, wel-
ches mit AIBN Uber Nacht geriihrt und durch Kolonnendestillation aufgereinigt wurde. Die
Konzentration des RAFT-Reagenzes wurde fiir die Polymerisation des Boc-gschitzten Po-

theo von

lymers so gewahlt, dass bei 100 % Umsatz ein theoretisches Molekulargewicht M,
151200 g mol™ erreicht wird, d.h. das Stoffmengenverhaltnis vom RAFT-Reagenz zum

Monomer betragt 1:200.
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Abbildung 3-17: Reaktionsschema zur Herstellung des polyvalen-
ten kationischen Polymers
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Die hergestellten Polymere waren schwach rosa gefarbt, was auf die Dithiobenzoat-
Endgruppe aus RAFT-Reagenz zuriickzufihren und typisch fiur Produkte von RAFT-
Polymerisationen ist. Die Aufreinigung des Boc-geschiitzten Polymers erfolgt in diesen
Fallen nicht durch Umféllen des Rohprodukts. Eine erfolgreiche Isolierung des Polymers
wurde durch praparative GPC-Chromatographie in THF realisiert. Die Charakterisierung
des damit erhaltenen Boc-geschiitzten Polymers wird im folgenden Kapitel 3.2.1 beschrie-

ben.

Im zweiten Schritt wird dann das polyvalente kationische Polymer durch Abspaltung der
Schutzgruppen erhalten. Dabei wird in Dioxan durch Zugabe von AIBN die Dithiobenzoat-
Endgruppe abgespalten und anschlielend werden die positiven Ladungen durch Umset-
zung mit Thiophenol und Trifluoressigsaure erzeugt. Die Isolierung des Polymers mit TFA®
als Gegenionen erfolgt in diesem Fall durch Umféllen aus einer Ether-Dioxan-Mischung.
Um die Gegenionen mit Br™ auszutauschen, wurde das positiv geladene Polymer zuerst in
Methanol-Losung aufgenommen und durch Zugabe von 7N NH; / Methanol-Losung depro-
toniert. Nach Abtrennen des Niederschlags erhélt man das Polymer mit Br™ als Gegenionen
durch Protonierung unter Zugabe von Bromwasserstoffsdure. Danach wurde das ge-
winschte kationische Polymer als Hydrobromid durch Umféllen aus einer Ether-Methanol-
Mischung sauber isoliert. Abbildung 3-18 zeigt eindeutig den Peak der Boc-Schutzgruppe
im Spektrum des Precursors bei einer chemischen Verschiebung von 1,38 ppm. Im Spekt-

rum des positiv geladenen Polymers ist dieser Peak nicht mehr vorhanden.
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Abbildung 3-18: 'H-NMR des Boc-geschiitzten Polymers (unten) und des po-
lykationischen Polymers (oben)
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

3.2 Charakterisierung des polyvalenten kationischen Poly-
mers

3.2.1 Charakterisierung des Boc-geschutzten Polymers

Zur Charakterisierung des polyvalenten kationischen Poly-Hexylsperminacrylamids
(PHSAM) wurde zuerst die Vorstufe des Boc-geschitzten Polymers, d. h. das ungeladene
Polymer untersucht. Als erstes wurde hier durch die Gelpermeationschromatographie die
ungefahre GroRe des ungeladenen Polymers abgeschatzt, wobei die hier untersuchten
Polymere allerdings nur einen ersten Hinweis auf die zu erwartende GrofRe geben, was an
den fehlenden Kalibrierungsmoglichkeiten fir diese Polymerarchitektur liegt. Eine genaue-
re Analyse ergibt sich durch die Verwendung von Streumethoden wie die dynamische und
statische Lichtstreuung, wodurch Mittelwerte der hydrodynamischen Radien sowie der

Tragheitsradien und Molmassen geliefert werden.

Die Abbildung 3-19 zeigt das Gelpermeationschromatogramm des Polymers in THF. Man
erkennt eine monomodale Verteilung. Weitere Peaks, die auf Rekombinationsprodukte
hinweisen kdnnten, sind nicht zu erkennen. Durch GPC mit Hilfe von Polymerséulen (Poly-
stryol-spezifische Sdulensatz) in THF wird die enge Molekulargewichtsverteilung und die
erfolgreiche Aufreinigung des Boc-geschiitzten Polymers, insbesondere die erfolgreiche
Abtrennung des nicht umgesetzten Ausgangsmonomeren bestétigt: So liefert die Auswer-
tung der GPC mit Hilfe einer Polystyrolkalibrierung ein Molekulargewicht von M, = 27502
g/mol bei einer Polydispersitat von PD = 1,16 (PS-Kalibrierung). Das Peakmaxima ent-
spricht einem PS-Standard M, = 31900 g/mol (THF).

Signal (RI) / MV

T T T T
0 10 20 30 40

Zeit / min

Abbildung 3-19: Gelpermeationschromatogramm des Boc-geschiitzten Polymers in THF
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

Die aus der statischen Lichtstreuung erhaltenen Zimm-Auftragungen sind in Abbildung 3—
20 gezeigt. In dem untersuchten System erhélt man linear nach Zimm extrapolierbare
statische Streukurven. Durch die Steigungen der Extrapolation (Kc/Rg)g-o 9egen c erhélt
man einen positiven zweiten Virialkoeffizient (A7), wodurch bei Methanol eine besonders
gute Qualitat als Losungsmittel fir das Boc-geschiitzte Polymer festgestellt werden konnte.
Durch gleichzeitige Auftragung von (Kc/Rg)o gegen ¢ kann der Tragheitsradius des

freien Teilchens von R, = 12 nm bestimmt werden.

Das Polymerriickgrat besteht aus Boc-geschiitztem Polyaminacrylat, an das dann durch
Raft-Polymerisation die Seitenketten polymerisiert werden. Jede Wiederholungseinheit hat
eine Molmasse von 757 g/mol. Unter Annahme des gemessenen Brechungsindexinkre-
mentes von 0,1493 ml/g wird das Gewichtsmittel der Molmasse von 1,169-10° g/mol er-
halten, was einer mittleren Anzahl von 155 Wiederholungseinheiten pro Polymerkette ent-
spricht. Jede Monomereinheit besitzt eine Ladnge von 0,25 nm. Somit kann das Gewichts-
mittel der Konturlange des Riickgrats von ca. 39 nm berechnet werden. Das Zahlenmittel
der Konturlange des Ruickgrats, welches durch die dazugehdrige Polydispersitat (aus GPC)

geteilt wird, hat einen Wert von 35 nm.

1,4x10°

1,2x10°

1,0x10° 4

(Kc/R+10°xc) / mol/g

8,0x10° 4

v ) v ) v ) v ) v )
0,0 2,0x10" 4,0x10" 6,0x10% 8,0x10" 1,0x10"

(9*+10™*c) / cm?

Abbildung 3-20: Zimmplot des Boc-geschutzten Polymers in 1 mM LiBr/MeOH bei T=293K
zwischen 30 und 150 Grad; Filtrat LG200 nm; ¢;=4,26 g/l; ¢»~=3,149/l;
c=2,14 g/l; ¢;=1,34g/l; M,~=1,17x10° g/ mol; A>=7,96x10"° mol -ml .g?;
R/~11,8 nm; dn/dc=0,1493 cm®/g

Der hydrodynamische Radius (R;) des Polymers in Methanol mit 1 mM LiBr, welcher durch

dynamische Lichtstreuung bestimmt wurde, ist winkelunabhangig und hat einen Wert von
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7 nm, was der GréRenordnung eines einzelnen Polymer-Molekiils entspricht, wie in Abbil-

dung 3-21 dargestellt.

14 =
124

10 =

Rh/nm

0 . r . r . r .
0 1 2 3 4

Konzentration / g/l

Abbildung 3-21: DLS des Boc-geschiitzten Polymers in 10°mol LiBr/MeOH bei T=293K;
Filtrat LG200nm; c,=4,26 g/l; c,=3,14 g/l; c3=2,14 g/l; c,=1,349/l,
Rh=7 nm
Das sogenannte p-Verhaltnis erlaubt eine Aussage Uber die Struktur der Probe in Losung.
So ergeben sich fur Gaulzknduel je nach Lésungsmittelqualitéat und Polydispersitat theore-
tische Werte von 1,505-2.05; fur Hohlkugeln erhélt man 1 und fir harte Kugeln 0,775°°.
Somit betragt das p-Verhéltnis des Polymers 1,71, was einen typischen Wert fiir ein ideal
flexibles Knauel im guten LOosungsmittel widerspiegelt. Die Dichte des Boc-geschitzten
Polymers in 10 mol LiBr/MeOH kann aus der Lichtstreuung auf Basis des Tragheitsradius

oder auf Basis des hydrodynamischen Radius berechnet werden:

3
_ Mw,Polymer . 47'[(RPolymer)
Protymer = 5,023« 1023 mol—1 - 3

Die Dichte des Polymers, welche aus dem Tragheitsradius berechnet wird, betragt 0,028
g/cm® und die aus dem hydrodynamischen Radius bestimmte Dichte liegt bei einem Wert

von 0,135 g/cm?.

3.2.2 Charakterisierung des positiv geladenen Polymers (PHSAM)
Ein Ziel dieser Doktorarbeit ist es, das positiv geladene Poly-Hexylsperminacrylamid her-

zustellen, welches mit dem anionischen Gadolinium-Polyoxometalat sowie DNA fir die
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3 Synthese und Charakterisierung eines polyvalenten kationischen sperminanalogen Polymers

Komplexierung eingesetzt wird, weshalb eine detaillierte Charakterisierung notwendig
wird. Im folgenden Abschnitt wird deshalb zunachst die Charakterisierung des Polykations
beschrieben, wobei insbesondere das salzabhéngige Verhalten einen wichtigen Aspekt
darstellt. Durch Charakterisierung in Wasser, mit zusatzlich 150 mM NaCl, mittels stati-
scher und dynamischer Lichtstreuung soll untersucht werden, ob Einzelmolekile vorliegen
und in welcher Konformation das Polymer in der Losung vorliegt. AnschlieRend sollen die
Eigenschaften des Polymers durch statische und dynamische Lichtstreuung in wassriger
Losung unter Zugabe von Fremdsalz mit unterschiedlichen Fremdsalzkonzentrationen,
aber auch in reinem Wasser, beobachtet werden. Zur Untersuchung wurde Natriumbromid
als Fremdsalz gewdahlt und in drei verschiedenen Salzkonzentrationen von 0,5 M, 0,1 M

und 0,01 M eingesetzt.

In Abbildung 3-22 ist der Zimm-Plot des Polymers in 150 mM NaCl wassriger Losung zu-
sehen. Mit dem gemessenen Brechungsindexinkrement von 0,1723 ml/g erh&lt man eine
Molmasse von 1,20-10° g/mol. Der Tragheitsradius (R,) des Polymers liegt bei einer GréRe
von 17,9 nm. Der durch statische Lichtstreuung bestimmte positive zweite Virialkoeffizient
(A2 von 1,865x10” mol-dm®-g™® kann als Resultat einer guten Lésungsmittelqualitiat ange-

sehen werden.
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Abbildung 3-22: Zimmplot des Polymers in 150 mmol NaCl/H,O bei T=293 K;
Filtrat GHP 200 nm; ¢;=1,32 g/l; ¢~=1,04 g/l; ¢=0,77 g/l;
¢,=0,48 g/I; M,=1,20x10° g/mol; A>=1,87x10"" mol ~dm® .g%;
R/~17,9 nm; dn/dc=0,1723 cm®/g
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Die Ergebnisse der hydrodynamischen Radien gegen die Polymer-Konzentration sind in
Abbildung 3-23 aufgetragen und liefern einen Mittelwert von 9,8 nm (keine Konzentrati-
onsabhéangigkeit). Dies bedeutet, dass das positiv geladene Polymer in 150 mM NacCl-
Losung als Einzelmolekil vorliegt. Mit Hilfe der aus den Streuexperimenten erhaltenen
Werte fir die apparenten Molmassen, Tragheitsradien und hydrodynamischen Radien
konnte die Dichte des Polymers nach der in Kapitel 3.1.1 beschriebenen Formel bestimmt
werden. Die aus dem Tréagheitsradius bestimmte Dichte des Polymers liegt bei einer GroRRe
von 8,32:10° g/cm?®. Dabei resultiert aus dem hydrodynamischen Radius eine signifikant

erhéhte Dichte von 5,07-102 g/cm®.
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Abbildung 3-23: DLS des Polymers in 150 mmol NaCl/H,O bei T=293 K; Filtrat
GHP 200 nm; ¢;=1,32 g/l; ¢=1,04 g/l; ¢s=0,77 g/l; ¢,~0,48
o/l; R=9,8 nm
Berechnet man die Molmasse des vollstandig hydrolysierten und mit HBr protonierten Po-
lymers aus der Molmasse der Boc-geschiitzten Vorstufe und den Daten der Wiederho-
lungseinheit, so wird eine theoretische Molmasse von 1,06 10° g/mol erhalten. Die in
Zimm-Plot bestimmte Molmasse des kationischen Polymers ist um etwa 10 % hdher als
theoretisch zu erwarten ware, wenn vollstdndige Umsetzung bei der Schutzgruppenab-
spaltung angenommen wird und die experimentelle Molmasse des geschitzten Polymers
zur Berechnung herangezogen wird. Die Abweichung von 10% liegt im Bereich des expe-
rimentellen Fehlers der Lichtstreuung (Fehler in Konzentration, Filtration, Kalibrierung,
Extrapolation sowie Fraktionierungseffekt bei Aufarbeitung). Im Vergleich zu dem Boc-

geschutzten Polymer nehmen zudem Rg von 11,8 nm auf 17,9 nm und Rh von 7 nm auf
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9,8 nm zu. Bei Betrachtung der Kombination von R./R, ergibt sich auch eine Anderung
des p-Verhéltnisses von 1,71 auf 1,83. Diese Zunahme kann mit der Streckung der
Hauptketten erklart werden, da das Seitekettenvolumen durch Einfiihrung der Ladungen
deutlich erhéht wurde. Der Grund fur diesen Effekt liegt in der Verstarkung der intramole-
kularen elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen den positiven Ladungen entlang
der Seitenketten. Andererseits muss eventuell aber auch bericksichtigt werden, dass eine
niedermolekulare Fraktion nach der Portionierung beim Reinigungsprozess abgetrennt
wurde, was sich nattrlich insbesondere auf die Radien auswirken wirde, die gemessene
Polydispersitat des Precursor scheint aber mit M,,/M,%1,2 zu klein, als dass dies signifikant
sein konnte.

Um die Eigenschaften des geladenen Polymers in wassrigen Losungen ndher zu untersu-
chen, wurde das Polymer im Gegensatz zu der Charakterisierung in Losung mit physiolo-
gischem Salzgehalt jetzt in NaBr-Losung durchgefiihrt. Somit wurde die Polymerlésung
zunachst mit dem ausreichenden Uberschuss an NaBr bei deren Salzkonzentration von 0,5
M, 0,1 M sowie 0,01 M in Lichtstreukivetten vorgelegt und mit Salzlésungen héherer Kon-
zentrationen titriert. Nach jedem Titrationsschritt wurden die Polymerldsungen mit stati-
scher und dynamischer Lichtstreuung charakterisiert. Die Ergebnisse der Messungen sind
in Abbildung 3-24 bis Abbildung 3-29 graphisch dargestellt. In allen untersuchten Syste-
men erhalt man linear nach Zimm extrapolierbare statische Streukurven. Die erhaltenen
Lichtstreudaten sind in Tabelle 3—-1 zusammengefasst. Da das Brechungsindexinkrement
aufgrund fehlender Substanzmenge nicht gemessen werden konnte, sind die Ergebnisse
unter der Annahme eines (dn/dc)-Wertes in 150 mM NacCl-Lésung von 0,1723 ml/g ange-
geben. Man erkennt eindeutig, dass der zweite Virialkoeffizient (A,) bei allen untersuchten
Systemen in der gleichen GréRenordnung schwach positiv ist, was darauf hinweist, dass

Wasser ein gutes Losungsmittel fur dieses Polymer ist.

Tabelle 3—-1: Zusammenfassung der Lichtstreuergebnisse von dem Polymer

Fremdsalzkonz. | R, /nm Ry, /nm | A;/ mol-dm®.g? | M, / g-mol™ | p-Verhaltnis
0,5 M NaBr 16,1 8,9 2,18x1" 1,43x10° 1,81
0,1 M NaBr 15,6 9,8 2,15x10” 1,61x10° 1,59
10°M NaBr 15,9 9,0 1,85x10°’ 1,25x10° 1,77

Bei Betrachtung der Lichtstreuergebnisse kann man erkennen, dass die Grolie der gelos-
ten Partikel sich nicht verédndern wird. Bei verschiedenen Fremdsalzkonzentrationen unter

hohem NaBr-Uberschuss entspricht die PartikelgroRe etwa der GréRe eines einzelnen Mo-
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lekils. Geringe Abweichungen, im Vergleich zur Charakterisierung in 150 mM NaCl-

Lésung, konnen durch die Anderung des Brechungsindexes und der Viskositat sowie durch

die Anderung der Lésungsmittelqualitat erklart werden.
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Abbildung 3-24: Zimmplot des Polymers in 0,5 mol NaBr/H,O bei T=293 K zwischen 30
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und 150 Grad; Filtrat LG200 nm; ¢;=4,9 g/l; ¢,=3,76 g/l; ¢5=2,69 g/l;
¢=1,68 g/l; ¢=0,82 g/I; M,=1,43x10° g/mol; A=2,175x1"" mol.dm?.g?;
R/~16 nm; dn/dc=0,1723 cm®/g
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Abbildung 3-25: DLS des Polymers in 0,5 mol NaBr/H,O; Filtrat LG200 nm; ¢;=4,9 g/I;

c=3,76 g/l; ¢=2,69 gl; ¢,~=1,68 g/l; ¢s=0,82 g/l; R=9 nm
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Abbildung 3-26: Zimmplot des Polymers in 0,1 mol NaBr/H,O bei T=293 K zwischen 30
und 150 Grad; Filtrat LG200 nm; ¢;=1,06 g/l; ¢~=0,85 g/l; ¢s=0,64 g/I;
¢~=0,40 g/I; M,=1,609x10° g/mol; A,=2,148x10"" mol -dm® .g*; R,~=16
nm; dn/dc=0,1723 cm®/g
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Abbildung 3-27: DLS des Polymers in 0,1 mol NaBr/H,O bei T=293 K; Filtrat LG200 nm;
¢;=1,06 g/l; ¢,=0,85 g/l; ¢=0,64 g/l; ¢,=0,40 g/I; R=9 nm
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Abbildung 3-28: Zimmplot des Polymers in 0,01 mol NaBr/H,O bei T=293 K zwischen 30
und 150 Grad; Filtrat LG200 nm; ¢;=1,26 g/l; ¢;=1,00 g/l; ¢5=0,74 gl;
¢~=0,48 g/l; M,=1,248x10° g/mol; A>=1,85x10" mol -dm® .g*; R~=16
nm; dn/dc=0,1723 cm®/g
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Abbildung 3—29: DLS des Polymers in 0,01 mol NaBr/H,O bei T=293 K; Filtrat LG200 nm;
¢;=1,26 g/l; ¢,=1,00 g/lI; ¢5=0,74 g/l; ¢,=0,48 g/I; R=9 nm
Die oben beschriebenen Experimente unterstiitzen die Charakterisierung in 150 mM NacCl-
Losung. Bei Zugabe von Fremdsalz im Uberschuss wird die GroRe der geldsten Partikel
nicht verandert und die GréRe bei verschiedenen Mischungsverhéltnissen entspricht etwa
der GroRRe des einzelnen Polymers. Fir das Polymer ist zudem der Durchmesser im ent-

schitzten Zustand wesentlich groRer als fir den korrespondierenden Precursor.
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Bei wassrigen Losungen von geladenen Polymeren wird haufig eine, von der Fremdsalz-
konzentration abhangige, Anderung beobachtet™. Im néchsten Experiment wurden die
Konzentrationen des eingesetzten Polymers mit einem Unterschuss von Fremdsalz bei
Cp/cs=25 vorgelegt, um die Unterdriickung der Aggregation des Polymers zu vermeiden.
Um dies weiter zu untersuchen, wurde die Polymerldsung bei einer Salzkonzentration von
1 mM NaBr in Lichtstreukivetten vorgelegt und anschlieBend mit Salzlésungen héherer
Konzentrationen titriert. Das gebildete Aggregat wurde nach jedem Titrationsschritt mit-
tels statischer und dynamischer Lichtstreuung charakterisiert. Um das Aggregationsverhal-
ten zu beobachten, wurde das Polymer aul’erdem in Wasser ohne Fremdsalzzugabe un-
tersucht. Die aus der statischen Lichtstreuung erhaltenen Molmassen sowie Tragheitsradi-
en sind in Tabelle 3-2 zusammengefasst. Die Molmasse des Aggregats ist in diesen LO-
sungsmittelsystemen aufgrund der nicht bekannten Brechungsindexinkremente nicht kor-
rigiert und es wurde mit Hilfe der konzentrationsnormierten Rayleigh-Verhéltnisse My, a5,
(dn/dc)’ fir die Auswertung ausgewertet’>. Um die Molmasse endgiiltig auszuwerten,
musste eine genaue Bestimmung der Konzentrationen sowie der dn/dc-Werte durchge-
fuhrt werden, worauf im Rahmen dieser Arbeit jedoch wegen der geringen zur Verfigung

stehenden Probenmenge verzichtet wurde.

Tabelle 3—2: Ergebnisse der konzentrationsabhéangigen statischen Lichtstreuung des
Polymers in 1 mM NaBr (cp > cs) und in reinem Wasser, alle M,,-Werte wurden mit
einem angenommenen (dn/dc)-Wert von 0,1 ml/g erhalten.

Polymerkonzentration. / g/l | M, / g-mol™ Ry / nm
in ImM NaBr 4,70 2,004 E+5 35
Cp/Cs~25 3,64 2,212 E+5 34
2,60 2,411 E+5 33
1,63 2,735 E+5 32
0,77 3,215 E+5 29
in reinem Wasser 5,33 2,233 E+5 44
4,12 2,395 E+5 43
3,19 2,474 E+5 40
2,17 2,675 E+5 40
1,14 2,833 E+5 37

Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung sind in Abbildung 3-30 und Abbildung 3-
31 gezeigt. Die Graphen stellen den apparenten Diffusionskoeffizienten in Abhangigkeit

von der Verdinnung dar. Bei der Auswertung der dynamischen Lichtstreuung wurde die
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Korrelationsfunktion von zwei verschiedenen Diffusionsprozessen detektiert und bei den
verschiedenen Winkeln mit Hilfe einer Summe von Mono- und Biexponentialfunktionen
angepasst und anschlieBend der Diffusionskoeffizient gegen g® aufgetragen. Der apparen-
te Diffusionskoeffizient wurde nach Extrapolation auf g = 0 erhalten: Der erste entspricht
einem hydrodynamischen Radius von 4 nm und ist somit nicht assoziierten einzelnen Po-
lymeren zuzuordnen. Dass hierbei nicht 9 nm erhalten werden, ist damit durch die Uber-
lagerung von Diffusion zu erklaren. Der zweite Diffusionsprozess aus dem gleichen Grund
entspricht auch keiner deutlichen Struktur fir den Radius, in diesem Fall spricht man nur

von ,Aggregaten” oder ,,Assoziaten®.
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Abbildung 3-30: DLS des Polymers in 1 mM NaBr/H,O bei T=293 K; c,/cs~25;
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Abbildung 3-31: DLS des Polymers in reinem Wasser bei T=293 K
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Bei Betrachtung der Graphen fallt auf, dass die Salzzugabe einen grolien Einfluss auf die
Bildung der Aggregate hat. Die erhaltenen Messwerte zeigen klar, dass in diesem Kon-
zentrationsbereich neben den Einzelmolekilen Aggregate auftreten. Eine Verdinnung
bewirkt eine Strukturdnderung hin zu kleinen Aggregaten. Die Berechnung des hydrody-
namischen Radius ist nicht sinnvoll, da die Teilchen in Lésung abstoRenden Wechselwir-
kungen unterliegen’, weshalb durch die Uberlagerung von Diffusion kein geordneter hyd-
rodynamischer Radius bestimmt werden kann. Auf eine genauere Untersuchung wurde
verzichtet, da sie nicht Gegenstand dieser Arbeit war. Als Ergebnis der Lichtstreuung un-
ter Zusatz von Fremdsalz bleibt festzuhalten, dass die Bildung dieser Aggregate durch den

Zusatz eines Uberschusses an Fremdsalz verhindert werden kann.

3.3 Zusammenfassung von Kapitel 3

Die RAFT Polymerisation kann verwendet werden, um das geschiitzte Polymer, basierend
auf 6-Aminohexanol und Spermin, herzustellen. Bei der Synthese wurde von N-tert-Boc-
Spermin-Hexanamin-Monomer mit Acryl-Endgruppe, hergestellt durch die Kopplungsreak-
tion von monofunktionalisierten Untereinheiten, ausgegangen, deren Synthese bereits in
der Literatur beschrieben war. Fir eine erfolgreiche Homopolymerisation musste das Boc-
gschiutzte Monomer mehrmals durch Saulenchromatographie aufgereinigt und die Poly-
merisation in Anisol durchgefiihrt werden. Die Abtrennung vom Restmonomer ist in die-
sem Fall durch Umféllen nicht méglich, da Polymer und Monomer gleiche Losungseigen-
schaften haben. Durch Isolierung mittels der praparativen GPC-Chromatographie in THF
wurde das gewiinschte Polymer (mit Boc-Schutzgruppen) erhalten und anschlieRend wur-
den der Tragheitsradius, der hydrodynamische Radius sowie die Molekulargewichte des
Polymers in Methanol-Losung bestimmt.

Um die positiven Ladungen an dem Polymer aufzubauen, wurde das Boc-gschitzte Poly-
mer durch Umsetzung mit Trifluoressigsdure protoniert. Der Gegenionenaustausch erfolgt
in diesem Fall durch Deprotonierung und anschlieBRender Zugabe von Bromwasserstoff-
sdure. Weitergehende Untersuchungen an diesem positiv geladenen Polymer wurden mit-
tels statischer Lichtstreuung in wassriger Lésung mit verschiedenen Fremdsalzkonzentra-
tionen durchgefihrt. Geringe Abweichungen, im Vergleich zur Untersuchung in 150 mM
NaCl-Lésung, kénnen auf die Anderung des Brechungsindex und der Viskositat sowie auf
die Anderung der Losungsmittelqualitat zuriickgefiihrt werden. Im Gegensatz dazu zeigen
die Charakterisierungen bei einer Salzkonzentration von 1 mM NaBr sowie bei reinem

Wasser dartber hinaus ein Assoziationsverhalten.
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4 Komplexbildung und Charakterisierung

Im Rahmen dieses Kapitels wird die Herstellung und Charakterisierung des Polykation-
POM-Komplexes sowie des Polykation-DNA-Komplexes beschrieben. Es ist aufgeteilt in
zwei Unterkapitel: Zunéchst wird die Komplexierung des kationisch geladenen Polymers
mit dem anionischen Gadolinium-Polyoxometalat’® (Abbildung 4-1) besprochen. Dieses
Polyoxometalat bildet sich aus einem Gadolinium(lIl)-lon mit zehn Ubergangsmetall-
Oxyanionen und wird Uber Sauerstoff-Atome verbrickt. Gadolinium(l11)-Verbindungen
besitzen sieben ungepaarte Elektronen in der F-Schale, weshalb diese als Kontrastmittel
bei Untersuchungen im Kernspintomographen fungieren. Die das Kontrastmittel umge-
benden Protonenspins des in biologischen Geweben enthaltenen Wassers relaxieren
schneller.”"® Dies erhéht die Kontrastunterschiede zwischen verschiedenen Geweben in
einer MRT-Aufnahme erheblich, insbesondere wenn lokale Unterschiede der Kontrastmit-
telkonzentration verschiedener Gewebe erzeugt werden kdnnen.

Das Ziel ist es, die Struktur-Eigenschaftsbeziehungen von Polymer-POM-Komplexen in
wassrigen Lésungen zu verstehen, um insbesondere fur deren Anwendung in der Mag-
netresonanztomographie die erfordlichen Grundlagen zu schaffen.

Ein weiteres Unterkapitel ist es, die Komplexbildung aus Polymer und DNA in physiologi-
schem Salzgehalt (150 mM NaCl) zu untersuchen, da unter diesen Bedingungen stabile

Komplexe als Carrier fiir DNA in nicht-viraler Gentransfektion funktionieren kénnen.””

NasH [GdW1 0035]

Abbildung 4-1: Schematische Darstellung der Strukturen von Gadolinium-Polyoxometalate
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4.1 Komplexbildung von kationisch geladenem Polymer mit
Polyoxometalat

Komplexe bilden sich in der Regel spontan beim Mischen der zwei entgegengesetzt gela-
denen Komponenten in wassriger Lésung und haben zahlreiche technische Anwendungen.
Besonderes Interesse besteht an der Komplexierung von Gadolinium-Polyoxometalat mit
positiv geladenen Polykationen, da diese als Kontrastmittel in der Magnetresonanztomo-
graphie in der medizinischen Untersuchung ein hohes Potential besitzen kénnen’8%882,
Im folgenden Abschnitt werden die Herstellung und Charakterisierung der Polykation-
POM-Komplexe beschrieben. Das zur Synthese des Polymer-POM-Komplexes verwendete
Polyoxometalat wurde von Frau Wang Shan im AK von Prof. Lixin Wu, Jilin Universitat, im
Rahmen ihrer Arbeit hergestellt. Die Untersuchung der Tensid-POM-Komplexe in wassriger
Lésung ist Gegenstand der zeitgleich angefertigten Dissertation von Yinglin Wang®, bei
denen die Komplexbildung von Gadolinium-Polyoxometalat mit einem kationischen Tensid
komplexiert ist. Im Rahmen dieser Arbeit werden auch Komplexierungsexperimente in
Wasser durchgefiihrt. Die Struktur der Komplexe ist in der Regel stark kinetisch dominiert
und malRgeblich von der Konzentration der Polyelektrolyte sowie dem Mischungsverhéltnis
und dem Mischungsprotokoll abhéangig. Alle in diesem Kapitel beschriebenen KomplexIo-
sungen wurden durch Titrationsexperimente hergestellt, bei denen die Polymer-L6sungen
(Croymer = 150 mg/l) vorgelegt und Gadolinium-Polyoxometalat zugetropft und ab einem
bestimmten Mischungsverhdltnis eine Zunahme an Gr6RRe des Radius beobachtet wurden,
bis die gebildeten Komplexe schlieBlich makroskopisch aus der Lésung ausfallen. Die
gunstigste Voraussetzung hier wére, dass die Komplexe im Gleichgewicht vorlagen, wobei
der stabilste Komplex fir MRT-Aufnahmen eingesetzt werden kdnnte. Die Komplexe wer-
den mit Hilfe der statischen und dynamischen Lichtstreuung sowie durch XPS, Cryo-TEM
und AFM-Aufnahmen in Ldsung charakterisiert. Die Stabilitdét der Komplexbildung wird
nach 24 Stunden erganzend durch eine Zeta-Potential-Messung kontrolliert. Neben der
Herstellung in reinem Wasser wird die Komplexbildung in physiologischem Salzgehalt (150
mM/I NaCl) beobachtet.

Die Komplexe aus kationisch geladenem Polymer und Gadolinium-Polyoxometalat wurden
durch Titrationsexperimente prapariert®. Hierbei wurde die Polymer-Lésung unter Riihren
vorgelegt und anschlieRend die Gadolinium-Polyoxometalat-Losung dazu titriert. Um das
Ladungsverhéltnis der Komplexldsung genauer zu berechnen, wurden die Mengen der
beiden Ausgangskomponenten vor und nach den Titrationen gravimetrisch bestimmt. Die

Umsetzung brauchte weitere 35 Minuten unter Rihren, um eine gleichmaRige GroRvertei-
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lung der gebildeten Komplexe in der Losung zu erzielen (35 Minuten nach der Zugabe, um
eine einheitliche Alterungszeit zu gewahrleisten). Die Konzentration der Komplexldsung
wurde nach dem Filtrieren mittels UV-Spektroskopie kontrolliert. Durch die Aufnahme von
UV-Spektren konnte so gezeigt werden, dass die Filtration mit Millex-AA Filtern (Poren-
groRe 0,80 pm, Membran: Cellulose-Ester, d = 25 nm) der Firma Millipore Schwalbach

ohne Filtrationsverlust erfolgte.

Primdrkomplex
® - Gadalinium-Paolyoxametalat

Abbildung 4-2: Schematische Darstellung der Synthese des Polykation-POM-Komplexes

4.1.1 Komplexbildung in Wasser ohne Fremdsalzzugabe

Zunéachst wurde das Polymer mit Gadolinium-Polyoxometalat in Wasser ohne Fremdsalz-
zugabe umgesetzt. Dazu wurde zu der Polymer-Losung die stéchiometrische Menge an
Gadolinium-Polyoxometalat zugegeben. Um zu gewdéhrleisten, dass die Ergebnisse der
unterschiedlichen Komplexierungen vergleichbar sind, wurde die Herstellung der Komple-
xe nach einem einheitlichen Schema durchgeftihrt. Das Mischungsverhéltnis der Komplex-
I6sung wird durch den Quotient von positiven zu negativen Gesamtladungen der beiden
Komponenten in der Losung ausgedrickt. Die tropfenweise Zugabe der zweiten Kompo-
nente erfolgte durch das konstante Austrittsvolumen pro Tropfen mittels Eppendorf-
Pipette. Fur die Durchfihrung wurde das unterschiedliche Volumen des Gadolinium-
Polyoxometalats separat in acht vorgelegten Polymerlosungen zutitriert. Die Ladungsver-
héaltnisse (+/-) nach jeder Zugabe der Gadoliniumpolyoxometalat-L6sung betragen: 1.5,
2,3,5,7,9, 11 und schliel’lich 18. Die exakten Volumina der Komplexpartner in den vor-
gelegten/zugetropften Losungen wurden gravimetrisch bestimmt und das Mischungsver-

haltnis entsprechend korrigiert.

30 min nach der Praparation wurde die Losung mittels dynamischer Lichtstreuung ver-
messen. Um die Stabilitdt der gebildeten Komplexe mit der Zeitabhangigkeit naher zu
untersuchen, wurden die Losungen nach 24 Stunden nochmals vermessen, wobei sich bei
einigen Proben ein Radienzuwachs einstellte. Die hydrodynamischen Radien der Komplexe

als Funktion des Ladungsverhaltnis (+/-) sind in Abbildung 4-3 aufgetragen.
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Abbildung 4-3: Vergleich der Komplex-Radien gegen Ladungsverhéltnis (+/-) in reinem
Wasser

Die hydrodynamischen Radien der Komplexe nach der Praparation verhalten sich bei ver-
schiedenem Mischungsverhaltnis &hnlich und liegen zwischen 68 nm und 72 nm. Die Zu-
nahmen des Rh, auller fur die Ladungsverhéltnisse von 2:1 und 1.5:1, sind nach 24-
stindiger Messung tber 20% grolier als die Anfangswerte. Der starke Anstieg des R, be-
weist, dass sich die Topologie der Komplexstrukturen vermutlich durch sekundare Aggre-
gations- bzw. Agglomerationsprozesse verdndert hat. Fir die Komplexldsung bei einem
Ladungsverhéltnis von 2:1 war nach 77 Stunden kein sichtbarer Niederschlag zu beobach-
ten, dabei blieb der hydrodynamische Radius der Komplexlosungen zeitlich konstant

(Abbildung 4-4).
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Abbildung 4-4: Zeitabhangige Charakterisierung der Komplexbildung mit einem Ladungs-
verhéltnis von 2:1 in reinem Wasser
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Es ist jedoch zu bemerken, dass die gebildeten Komplexe in Losung als Multi-Ketten-
Komplexe vorliegen. Je kleiner das Ladungsverhaltnis (+/-) der Komplexlésungen ist, des-
to schneller liegen die entstehenden Aggregate zeitlich stabil vor. Die Komplexierung be-
ruht auf einer elektrostatischen Wechselwirkung der jeweiligen Komplexpartner durch die
Freisetzung der Gegenionen. Das Molekil des Gadolinium-Polyoxometalats besitzt neun
negative Ladungen. Aus sterischen Griinden weisen die gebildeten Komplexe direkt nach
dem Mischen nicht den maximalen Beladungsgrad Gadolinium-Polyoxometalat pro Poly-
mer auf, wodurch nicht alle negativen Ladungen vollstdndig abgeschirmt sind. Selbst fiir
einen groRen Uberschuss an Polymer kénnen nicht alle anionischen Stellen des Gadolini-
um-Polyoxometalats mit den kationischen Seitenketten belegt werden. Alle mit endlichen
Mischungsverhéaltnissen hergestellten Komplexe werden vermutlich zusatzlich durch Zwi-
schenstufen aus freiem Polymer und unvollstdndig beladenem komplexiertem Polyoxome-
talat (Primarkomplexe: mit den freien negativen und positiven Stellen) beschrieben, d. h.,
in der Lésung bilden sich zuerst viel mehr Ausgangskomplexe (Primér- und Sekundarkom-
plexe, direkt nach dem Mischen), wobei die Topologie der komplexierten Polymere bei der
Komplexbildung durch Rickfaltung zerstort wird (dies lasst vermuten, dass die innere
Steifigkeit (Persistenzlange) eines Polymers durch Komplexierung mit dem kleinen POM
sinkt). Um einen maximalen Beladungsgrad des Gadolinium-Polyoxometalats zu erreichen,
werden die gebildeten Ausgangskomplexe weiter mit unkomplexierten Polymeren bzw.
anderen unvollstdndig beladenen komplexierten Polyoxometalaten verbriicken, bis
schlie’lich alle negativen Stellen mit dem Polymer kooperativ in Wechselwirkung stehen.
Die Zugabe des Gadolinium-Polyoxometalats bewirkt auch in diesem Fall einen Verlust der
gestreckten Form der kationischen Seitenketten des Polymers. Die Konformationsande-
rung der Seitenketten sorgt anschlieRend daftir, dass in Losung vorliegende Ausgangs-
komplex nach der Verbriickung von Primér- und Sekundarkomplexen kompaktiert werden,
wodurch die héheren Dichten der Komplexe hervorgerufen werden. Die resultierende ku-
gelformige Topologie zeigt (Abbildung 4-8 der TEM Aufnahme), dass das Komplexwachs-
tum in allen Raumrichtungen erfolgt. Dieses Wachstum verlauft bis zu dem Punkt, an dem
alle negativen Ladungen der an dem Komplex beteiligten Gadolinium-Polyoxometalats-
Molekile nach auRen abgeschirmt sind und keine unkomplexierten POM neben Komple-
xen in der L6sung vorliegen. Daraus resultiert die gefundene Kern-Schale-Struktur, deren
Schale aus den teilweise unkomplexierten Polymeren besteht und deren Kerne aus bela-

denen komplexierten Gadolinium-Polyoxometalat aufgebaut sind. Das Vorliegen einer Po-
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lymer-Schale in Gegenwart freier Polymer-Molekiile verhindert das Wachstum der Kom-
plexe und somit das weitere Aggregieren der Strukturen.

Die Komplexlésungen bei den Ladungsverhéltnissen von 2:1 und 1,5:1 besitzen mehr Po-
lyoxometalate als Mischung bei dem hohen Ladungsverhéltnis (Z+po|yme,/Z‘pOM). Je mehr
POM-Salz in der Losung vorhanden ist, desto mehr Gegenionen sind auf das Polykation
kondensiert und desto schneller sind die Komplexe in der Lésung stabilisiert (siehe Abbil-
dung 4-3). Andererseits muss berucksichtigt werden, dass ein Ausfallen der Komplexe
daraus resultiert, wenn die POM-Zugabe nach der Beladungsgrenze des Polymers Uber-
schritten wird, wodurch fast alle positiven Stellen des Polymers mit den negativen Ladun-
gen verbrickt werden. Dies wurde bei der Komplexierung mit einem Ladungsverhaltnis
von 1,1:1 nachgewiesen. Das kritische Ladungsverhaltnis von 1,1:1 entspricht dem Mi-
schungsverhéltnis der Komplexlésungen, bei denen das sprunghafte Ausfallen von Kom-
plexen aus der Losung beobachtet wird.

Verdunnung der Komplexldsung

Die vorherigen Untersuchungen zeigen, dass Polykation-POM-Komplexe im Wasser ohne
Fremdsalzzugabe mit zunehmenden Gewichtsbriichen des POMs schneller in einem stabi-
len Zustand vorliegen (Abbildung 4-3). Die Komplexierung bei einem Ladungsverhéltnis
von 2:1 (Gewichtsbruch weeyme=0,45) sind in der Losung zeitlich stabil, es kann bei die-
sen Komplexen keine signifikante Anderung des Radius festgestellt werden (Abbildung 4—
4), was darauf hinweist, dass diese als Kontrastmittel zu MRT-Aufnahme eingesetzt wer-
den konnten. Um zu gewahrleisten, dass die Komplexe nach der Verdiinnung noch stabil
sind, wurde die hergestellte Komplexlésung nach drei Tagen unter den drei Verdiinnungs-
faktoren von 0,8, 0,6 sowie 0,4 durchgefuhrt. Abbildung 4-5 zeigt den Vergleich der Kor-
relationsfunktionen fiir Komplexlésungen des Ladungsverhéltnisses von 2:1 bei einem
Streuwinkel von 30° und unterschiedlichen Verdinnungsfaktoren.

Im Vergleich dieser Komplexlésungen ist deutlich zu erkennen, dass die Korrelationsfunk-
tionen nach Verdinnen in erster Naherung ausschlieBlich von den Komplexen bestimmt
werden und die hydrodynamischen Radien im Rahmen des Fehlers Ubereinstimmen. Bei
der Auswertung der dynamischen Lichtstreuung wurde die Korrelationsfunktion bei den
verschiedenen Winkeln biexponentiell gefittet und anschlieBend der Diffusionskoeffizient
gegen ¢’ aufgetragen. Der apparente Diffusionskoeffizient wurde nach Extrapolation auf g
= 0 erhalten. Der hydrodynamische Radius ist von der Konzentration unabhangig. In Ab-
bildung 4-6 werden die Ergebnisse der hydrodynamischen Radien in Abh&angigkeit von der

Verdinnung gezeigt, wobei ein Mittelwert von 76,3+1,6 nm erhalten wird. Dies bedeutet,
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dass die zunachst in Wasser vorliegenden Aggregate innerhalb von drei Tagen bereits

sehr stark ausgepragt sind und die Topologie sich durch Verdiinnung nicht andert.
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Abbildung 4-5: Vergleich der Korrelationsfunktion bei 30° fir Komplexldsun-
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Abbildung 4-6: DLS der Komplexbildung bei einem Ladungsverhaltnis von 2:1 in reinem
Wasser

Die Ergebnisse der einzelnen aus den Streuexperimenten erhaltenen Streukurven sowie
der Extrapolationen der statischen und hydrodynamischen Radien auf g=0 zeigt die Ta-
belle 4-1. Wie in Abbildung 4-6 zu sehen ist, wird nach Zugabe von Wasser zur Komplex-

l6sung der Tragheitsradius der gebildeten Komplexe nicht verdndert und entspricht bei
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verschiedener Konzentration etwa der GroRe des Anfangswerts. Das p-Verhaltnis liegt
zwischen 0,99 und 0,95 und ist somit im Rahmen des Fehlers fir die verschiedenen Kom-
plexldsungen gleich. Aus den Quotienten aus Tragheitsradius und hydrodynamischem
Radius der Komplexlésungen kann geschlossen werden, dass die aus Gadolinium-
Polyoxometalat und kationisch geladenem Polymer gebildeten Interpolyelektrolyt-

komplexe eine sphérische Topologie der Polykation-POM-Komplexe aufweisen.

Tabelle 4-1: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung an den
Komplexldsungen

Crolymer+pom / M@/l | Ry / nm Ry / nm | p-Verhéltnis
288 74,4 74,9 0,99
244 74,4 75,8 0,98
190 75,4 75,9 0,99
117 74,5 78,6 0,95

Das Streuverhalten ausgewdhlter Komplexlésungen der Polykation-POM-Komplexe, aufge-
tragen nach Berry, zeigt Abbildung 4—7. Fir die graphische Auswertung wird in diesem
Fall die Quadratwurzel von Kc/Rggegen g2 + kc aufgetragen. Die Gleichung des Berry-

Plots kann wie folgt geschrieben werden.

1
,Kc = + 24, -c+3A.Cc2 Gl. 4-1
2 3 .
/RG \]MW'P(q)

mit P(q) =1 —%Rg . q2

Einsetzen von g2 = 0 bei 8 = 0° in die Streubeziehung (Gl. 4-1) liefert

’ 1 ’1
KC/Rez\]M_W"'ZAZ'C"'31‘13'02"'z M—W'(1+MW'A2'C) Gl. 4-2

mit dem dritte Virialkoffizient A; = EMW - A3 fur Kulgeln

Bei der hochverdiinnten Lésung kann der Berry-Plot ndherungsweise tber folgende Glei-

e - f 1+ lig ) ol a3

Da die Brechungsindexinkremente der Komplexe nicht experimentell bestimmt wurden

chung ausgedrtckt werden.

und nicht literaturbekannt sind, wird der (dn/dc)-Wert in Wasser daraus naherungsweise

nach Gl. 4-4 berechnet.
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(dn) (dn) . (dn) Gl 4-a
— =w — w — . 4—
dc Komplexe Potymer dc Polymer PoM dc POM
mit (d—n) : Brechungsindexinkrement des Komplexes

dc/ Komplexe

(d—n) : Brechungsindexinkrement des Polymers

dc/ polymer

(Z_Z)pom Brechungsindexinkrement vom Gadolinium-Polyoxometalat

Wpolymer » Wpom: Massenbruch von Polymer und Gadolinium-Polyoxometalat

Unter Annahme eines Brechungsindexinkrementes von 0,1283 ml/g wird eine Molmasse
durch die lineare Extrapolation auf ¢ = 0 und g = 0 von 2,164x10° g/mol erhalten sowie
der zweite Virialkoeffizient A, von 8,98x10™* mol-dm3/g2 ermittelt. Der aus der statischen
Lichtstreuung bestimmte zweite Virialkoeffizient (A;) ist nur schwach positiv, was darauf
hinweist, dass das reine Wasser eher ein schlechteres Losungsmittel fir diese Komplexe
ist, und das System nahezu ©-Bedingungen erreicht.

1,1x10™ =

l,lxlO"'-.

l,lxlO"'-.

l,OxlO"'-.

9,5x10° =

8,5x10° =

(Kc/R)* in (mol/g)*?
;
=)
>

8,0x10° =
7,5x10° =

7,0x10° =

6,5x10° =

0 200 400 600 800 1000 1200 1400
(9*+3000%c) / pm™
Abbildung 4-7: Berry-Plot der Komplexbildung bei einem Ladungsverhéaltnis von 2:1 in
reinem Wasser; ¢;=288 mg/l; c;=244 mg/l; ¢;=190 mg/l; ¢,=117 mg/l; R~74,8 nm,;
M,=2,164x10° g/ mol A,=8,98x10™"" mol-dm*-g?; dn/dc= 0,1283 cm®/g

Die Dichte der Komplexe wurde aus dem Tragheitsradius oder dem hydrodynamischen
Radius berechnet und wird aufgrund von R,/R, ~ 1 identisch erhalten. Es zeigt sich, dass
die Dichte der Komplexe im Vergleich zu den freien, unkomplexierten Polymeren signifi-
kant erhoht ist. Sie betragt fur die POM-Polymer-Komplexe ubereinstimmend ca. 0,2
g/cm®. Die Dichte des unkomplexierten Polymers, welches aus den in Kapitel 3.2.2 gemit-
3

telten Molmassen und auf Basis von R;, berechnet wird, besitzt einen Wert von 0,01 g/cm”.

Der Vergleich der Dichte der Komplexe mit den freien Polymeren hat gezeigt, dass das
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Polymer aufgrund der geringeren GroR3e des POMs (kleiner als 1nm, 9 Ladungen pro POM)
besser kompaktieren kann, wodurch die hohen Dichten der Komplexe hervorgerufen wer-

den.

Tabelle 4-2 zeigt die Ergebnisse der Zeta-Potential-Messungen von Polykation-POM-
Komplexen in Wasser ohne NaBr. Das Zetapotential ist eine wichtige Gr6Re fir die Cha-

rakterisierung der Stabilitat von kolloidalen Systemen?®®:®

. Zur Bestimmung der Zeta-
Potentiale wurde ein Zetasizer Nano ZS der Firma Malvern verwendet. Um die oben be-
schriebenen Annahmen weiter zu unterstiitzen und um festzustellen, ob die Ergebnisse
der untersuchten Komplexlésung vergleichbar sind, wurde die Konzentration bei den Mes-
sungen gleich hoch wie bei den Lichtstreumessungen gewahlit. Die untersuchten Komplex-
I6sungen zeigen ein deutlich positives Zeta-Potential, was aufgrund der Amino-Gruppen in
den Seitenketten auch zu erwarten ist. Die Werte liegen zwischen 38,5 mV und 50,6 mV,
so dass die Komplexe elektrostatisch gut stabilisiert sind, wobei diese eine positive Ober-
flachenladung besitzen. Die positiven Zeta-Potentiale der Komplexlésung unterstitzen die
Schlussfolgerung aus den Lichtstreumessungen, dass die Schale der gebildeten kugelfor-

migen Komplexe aus den teilweisen unkomplexierten Polymeren besteht.

Tabelle 4-2: Zeta-Potential von Komplexbildung in H,O bei einem Ladungsverhéltnis von
2:1 und mit Anfangskonzentration von ¢=290 mg/I

Verdiinnungsfaktor & —Potential / mV
1,0 50,6
0,8 47,6
0,6 45,6
0,4 38,5

Als abbildende Methode wurde die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) und Ras-
terkraftmikroskopie (AFM) sowie die Rasterelektronenmikroskopie (REM) gewdhlt. Die
identische, bei einem Ladungsverhéltnis von 2:1 hergestellte Komplexldsung wurde fur die
TEM- und AFM-Untersuchungen verwendet. Fir die REM-Messung wurde die KomplexI6-
sung separat nach obigem Protokoll hergestellt. Auch dabei wurden die Mischungsverhalt-

nisse grundsatzlich gravimetrisch bestimmt.

Die durch Gefriertrocknung praparierte TEM-Probe ist in Abbildung 4-8 (links) dargestellt.
Die Aufnahme bestétigt sehr eindeutig die kugelférmige Topologie der Komplexe, welche
schon durch statische und dynamische Lichtstreuung vorausgesagt wurde. Abbildung 4-8

(rechts) zeigt beispielhaft eine Probe dieses Polykation-POM-Komplexes, welche unter
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Stickstoffatmosphére bei Temperaturen um 90 K in einer Cryo-Préaparationskammer her-
gestellt wurde. Die Komplexe haben einen Durchmesser von etwa 140 nm, was der Grole
des Aggregats entspricht. Allerdings sind auch kleinere Strukturen auf dem Bild zu erken-

nen, die auf die Polydispersitat der gebildeten Komplexe hinweisen.

Abbildung 4-8: TEM-Aufnahme der Komplexbildung bei einem Ladungsverhdltnis von 2:1
in reinem Wasser
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Abbildung 4-9: AFM-Aufnahmen der Komplexe bei einem Ladungsverhaltnis von 2:1 in
reinem Wasser

Die AFM-Aufnahmen der gebildeten Komplexe befinden sich in Abbildung 4-9. Um die

Aggregate mit dem AFM abzubilden, wurden sie aus den Komplexlésungen auf frisch ge-
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spaltenen Mica-Oberflachen aufgetragen. Im Gegensatz zu der durch die Cryo-TEM-
Aufnahme erhaltenen Abbildung weicht die GroRRe der Aggregate in Losung stark von den
Ergebnissen der Lichtstreuung ab. Diese Abweichung kann durch die Polydispersitat der
gebildeten Komplexe begrindet werden. Das AFM-Bild zeigt deutlich, dass neben den
groReren Aggregaten kleinere Strukturen in der Losung vorliegen. Die AFM-Aufnahme von
Polymer und POM sind im Anhang in Abbildung A 1 und Abbildung A 2 dargestellt und
zeigen keine sichtbaren Aggregate in den beobachteten Lésungen. Die AFM-Aufnahmen
unterstitzen die Schlussfolgerung aus den Lichtstreudaten, dass die gebildeten Aggregate

aus den Multi-Komplexe bestehen und ausschlieflich kugelférmige Strukturen darstellen.

Die REM-Aufnahme der gebildeten Komplexe, welche auf einem Silicon-Chip durch Ge-
friertrocknung prépariert wurden, ist in Abbildung 4-10 zu sehen. Die Aufnahme von
Komplexen im trockenen Zustand l&sst gut erkennen, dass sich der Durchmesser in die-
sem Fall auf etwa Werte von 40 nm bis 80 nm verkleinert. Dieses Ergebnis erklart, warum
das p-Verhéltnis durch statische und dynamische Lichtstreuung auf einen Wert zwischen
0,99 und 0,95 erhalten wurde. Der Quotient aus Tragheits- und hydrodynamischem Radi-
us weist daraufhin, dass sich das gebildete Aggregat in der Lésung nicht wie* eine harte
Kugel“ verhélt, sondern dass es im wassrigen Milieu stark gequollen ist und sich wie ein
Mikrogel verhélt. Die Gefriertrocknung fuhrt durch den Wasserentzug zum Kollabieren der
Struktur, wobei die vom Wasser freigegebenen Zwischenrdume komprimiert werden und

der Durchmesser der gebildeten Aggregate hat abgenommen.

SUPRAMOL SEI 50KV X45000 100nm WD 7.4mm

Abbildung 4-10: REM-Aufnahmen der Komplexe bei einem Ladungsverhéltnis
von 2:1 nach Gefriertrocknung
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XPS-Charakterisierung
Im folgenden Abschnitt werden die Komplexe und die beiden Komplexpartner mittels Pho-

toelektronenspektroskopie beschrieben. Die Photoelektronenspektroskopie (XPS) stellt
eine der wichtigsten Methoden zur Untersuchung der chemischen Zusammensetzung und
der Bindungsverhaltnisse dar, macht zugleich aber auch Aussagen ulber die chemische
Umgebung, Bindung und Oxidationsstufe der untersuchten Elemente®”®®. Die XP-Spektren
wurden in Kooperation mit der Universitat Jilin an einem MAX-200-Spektrometer der Fir-
ma Leybold-Heraeus aufgenommen. Um die Vergleichbarkeit von Messungen an unter-
schiedlichen Spektrometern zu gewdhrleisten, wurden die gemessenen Rohdaten auf den
Bereich von 0 bis 1 normiert. In der Abbildung 4-11 bis Abbildung 4-13 sind die N1s-,
O1ls-und WA4f-Detailspektren von Komplex, Polymer und Gd-POM dargestellt.

Die Komplexbildung der Polykation-POM kann ebenfalls qualitativ anhand der aufgenom-
menen XP-Spektren analysiert werden. In den N1s- und O1s-Detailspektren fiihrt diese
Komplexierung, bedingt durch die gebildeten verschiedenartigen Stickstoff- und Sauer-
stoffspezies, zum Auftreten zusatzlicher Signallagen. Laut Literatur®® treten die Peakma-
xima der N1s-Detailspektren bei 401 eV (Abbildung 4-11) auf und werden kovalent bin-
dendem Stickstoff zugeordnet, was auf die Protonierung des sekundaren Aminstickstoffs
in den Seitenketten hindeutet. Die kleine Schulter in dem N1s-Detailspektrum liegt in ei-
nem Bereich von 399 + 0,4 eV im Falle des Polymers und ist vermutlich fur die Verbin-
dungen C=N und/oder N-C=0O der Stickstoff-Spezies verantwortlich. Zur Bestimmung des
Einzelsignals wird das Spektrum je nach Anzahl der vorhandenen Spezies mit einer ma-
thematischen Funktion oder der Summe aus mehreren mathematischen Funktionen ange-
passt. FUr die Signalanpassung kommen sowohl die Gaul3- als auch die Lorentz-Funktion
in Frage. Daflr wurde auf die Auswertung verzichtet, da sie nicht Gegenstand dieser Ar-
beit war. Das mit Gadolinium-Polyoxometalat komplexierte Polymer fihrt zum Auftreten
zusatzlicher Signallagen in dem N1s-Detailspektrum bei ca. 399,3 eV, welche die partielle
Anderung der Umgebung des sekunddren Aminstickstoffs durch Komplexierung belegt. In
der Abbildung 4-12 sind die O1s-Detailspektren der Gd-POM und Polykation-POM-
Komplex zusammengefasst. Das bei etwa 530,3 eV detektierte Signal entspricht den kova-
lent bindenden Sauerstoffen der Wolfram(VI)oxid- Spezies; die Sauerstoffe des Kristall-
wassers des Gd-POMs fiihren zu einer Signallage bei ca. 535 eV. Die bei etwa 532 eV auf-
tretende Schulter ist bei dem Komplex ebenfalls deutlicher ausgepragt, was auf den teil-
weise an positive Ladungen gebundenen Sauerstoff der Wolfram(VI)-oxid-Spezies hindeu-

tet.
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Abbildung 4-11: N1s-Detailspektren von Polymer und Komplex
—— Gd-POM
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Abbildung 4-12: Ols-Detailspektren Gd-POM und Komplex
In der Abbildung 4-13 sind die vor und nach der Komplexierung von Gd-POM aufgenom-
menen WA4f-Detailspektren dargestellt. Die W4f-Detailspektren zeigen eine Spin-Bahn-
Aufspaltung von 2,1 eV. Diese Spin-Bahn-Kopplung fiihrt zu einer Dublettaufspaltung mit
einem Intensitatsverhaltnis von 4:3. Dieses lasst sich leicht nach dem Sommerfeldschen-
Atommodell mittels Pauli'schem Ausschlussprinzip erklaren. Das Elektron selbst kann nur
zwei Spinquantenzahlen annehmen: s = +%2,-%%, d.h. der Elektronenspin parallel (s = 1/2)
und/oder antiparallel (s = -1/2) ausgerichtet werden. Somit resultiert ein Gesamtdrehim-
puls j aus der Summe der Nebenquantenzahl | und der Spinquantenzahl s: Dadurch kén-

nen sich Eigenzustande aus der Gesamtdrehimpulsquantenzahl 1+%% und I-¥% bilden. Fir
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das W4f mit dem Bahndrehimpuls von | = 3, ergibt sich ein Gesamtbahndrehimpuls von j
= 7/2 bei paralleler und j = 5/2 bei antiparalleler Ausrichtung des Elektronenspins. Die
zwei verschiedenen Energiezustande fuhren zu einer Dublettaufspaltung des W4f-XPS-
Signals. Das Intensitatsverhaltnis dieser W4f;,,- und W4fs,,-Peaks lasst sich nach der Be-
setzungswahrscheinlichkeit der Energiezustdénde durch die Multiplizitat M = 2j +1 erkla-
ren®.

Die Bindungsenergie eines Elektrons ist nicht nur von der Kernladung bzw. Ordnungszahl,
sondern auch von seiner chemischen Umgebung abhéngig. Nach der Komplexierung tritt
das Dublett mit einer Verschiebung um 0,85 eV auf. Der XPS-Untersuchung des W4f-
Detailspektrums des Komplexes kann kein unkomplexiertes Gadolinium-Polyoxometalat in
Losung (bei Ladungsverhdltnis von 2:1) nachgewiesen werden. Ein Signal des unkomple-
xierten POMs im WA4f-Detailspektrum der Komplexe ist nicht detektierbar, d.h. in dem
untersuchten System sind keine freien POM-Molekile vorhanden und alle zugegebenen

POM-Molekiile sind mit Polymer komplexiert.

1,04 ——Gd-POM
Komplex
0,8
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c
s
£
S04
=
0,2
0,0
L] v L] v L] v L] v L] v ]
25 30 35 40 45 50

Bindungsenergie / eV
Abbildung 4-13: WA4f-Detailspektren von Gd-POM und Komplex

Die Verschiebung kann auf die Anderung der Elektronendichte an der Wolframstoffspezies
zurickgefuhrt werden. Elektropositive Nachgruppen des Polymers erniedrigen die Elektro-
nendichte am Zentralmetallatom des Wolframoxids. Die Bindungsenergie des 4f-Orbitals
wurde nach Zugabe der positiven Ladungen des Polymers verringert, was durch die o-
Donor-Wechselwirkung mit dem Metallatom bindenden Charakter erhalt. Somit wird eine
Verschiebung in Richtung niedrigerer Bindungsenergie verursacht °>%. Dies ist analog zu

der Verschiebung der Bindungsenergien in den N1s- und Ol1s-Spektren.
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4.1.2 Komplexierung in Wasser unter Zusatz von Fremdsalz

Fur die Anwendung der Komplexe in Bioversuchen muss deren Stabilitdt und Struktur
auch bei physiologischem Salzgehalt sichergestellt sein. Im folgenden Abschnitt wurde die
Komplexierung von Gadolinium-Polyoxometalat mit dem positiv geladenen Polymer in
Wasser unter Zusatz von 150 mM NaCl untersucht. Dazu wurden die beiden Komplex-
partner jeweils in zusatzlich 150 mM NaCl gel6st. Die untersuchten Komplexlésungen
wurden separat durch Titration von Gd-POM in der vorgelegten Polymerlésung mit unter-
schiedlichen Ladungsverhaltnissen hergestellt. Um zu gewadhrleisten, dass die in Kapitel
4.1.1 beobachteten Aggregationsverhéltnisse vergleichbar sind, wurde die Komplexbil-
dung auch mittels dynamischer Lichtstreuung hinsichtlich ihrer zeitlichen Stabilitat tber-
prift. Hierbei wurde jedes Mischungsverhdltnis direkt in den Lichtstreukiivetten Uber ei-
nen Zeitraum von zwei Tagen beobachtet. Die hydrodynamischen Radien verhalten sich
bei unterschiedlichem Mischungsverhéltnis ahnlich ihrem Anfangswert, auller bei einem
Ladungsverhéltnis von 1:1, welches direkt das Ausfallen von Partikeln aus der Ldsung
beobachten lasst.

Die Komplexbildung in Wasser unter Zusatz von 150mM NaCl scheint stark von dem Mi-
schungsverhéltnis der Komplexpartner abhéngig zu sein. Abbildung 4-15 zeigt den Ver-
gleich der Korrelationsfunktionen fiir Komplexldsungen unter Zusatz von 150 mM NaCl bei
einem Streuwinkel von 30°. Die Ergebnisse der hydrodynamischen Radien, fiir alle Kom-
plexlésungen gegen die Ladungsverhaltnis (+/-), sind in Abbildung 4-14 graphisch darge-
stellt.
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Abbildung 4-14: Vergleich der Komplex-Radien gegen Ladungsverhéltnis (+/-) in
150 mM NaCl-L6sung
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Der Graph (Abbildung 4-14) stellt die apparenten hydrodynamischen Radien der Aggrega-
te in Abhéngigkeit von dem jeweiligen Ladungsverhéltnis dar. Die Verlaufe der hydrody-
namischen Radien zeigen drei Bereiche. Zuerst nehmen die hydrodynamischen Radien
relativ zum freien Polymer zu, dann durchlaufen sie eine Stufe um schlief3lich in der Folge

leicht zu steigen, bis bei Ladungsverhaltnis (+/-) 1:1 eine Fallung beobachtet wird.
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Abbildung 4-15: Vergleich der Korrelationsfunktionen fir Komplexlésungen
unter Zusatz von 150 mM NaCl
Im Fall der Komplexbildung unter Zusatz von 150 mM NaCl zeigen die Korrelationsfunkti-
onen ebenfalls drei Bereiche, wie am Beispiel der Korrelationsfunktionen der Polykation-
POM-Komplexe bei einem Streuwinkel von 30° in Abbildung 4-15 verdeutlicht wird. Liegt
der Hauptanteil der vorgelegten Polymere unkomplexiert in der Losung vor (Bereich 1), ist
der Einfluss des komplexierten Polymer-POM auf die Korrelationsfunktion vernachlassigbar,
da der Beitrag der Komplexe zur Gesamtstreuintensitat gegeniiber dem Beitrag der un-
komplexierten Polymere vernachlassigbar ist. So sind die hydrodynamischen Radien der
unter POM-Zugabe gebildeten Komplexe unabhangig davon, wie viel POM bereits zugege-
ben wurde. Uberschreitet der Anteil komplexierter Polymere einen bestimmten Wert, so
steigt der Mittelwert des hydrodynamischen Radius bei POM-Zugabe (Bereich Il). Damit
weisen die Korrelationsfunktionen der Komplexldsung deutlich die Unterschiede auf, und
beweisen, dass der zuséatzliche Abfall durch einen slow-mode hervorgerufen wird und
nicht durch eine kontinuierliche breite Verteilung von Diffusionskoeffizienten. Ist schliel3-
lich kein unkomplexiertes Polymer mehr in der Lésung vorhanden (Bereich I11), so erfolgt

eine sprunghafte Ansteigung der Grolle der gebildeten Komplexe. Eine biexponentielle
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Anpassung dieser Korrelationsfunktionen liefert einen hydrodynamischen Radius ~90 nm.
Durch weitere POM-Zugabe wird schlief3lich eine Fallung aus der Losung beobachtet.

Der Vergleich der dynamischen Lichtstreuung von Abbildung 4-3 und Abbildung 4-14
veranschaulicht sehr deutlich, dass sich durch Salzzugabe das Auftreten der Aggregation
im Vergleich zur Komplexierung in reinem Wasser nach Ladungsverhaltnis (+/-) von 2,5:1
verschiebt, was mit einer Abschirmung der Ladungen durch die Fremdsalze bzw. der An-
derung des Dissoziationsgrads des Polyelektrolyts erklart werden kann. Die Untersuchung
der Interpolyelektrolyt-Komplexbildung unter Einfluss von Fremdsalz ist von Korinna
Krohne im Rahmen ihrer Dissertation diskutiert worden®®. Durch dieses in 150 mM NaCl-
Losung durchgefiuhrte Experiment wird nochmals verdeutlicht, dass die Ladungsdichte der
Polymere einen entscheidenden Einfluss auf den Komplexierungsprozess hat.

Im Vergleich zu den zuvor beschriebenen Komplexbildungsexperimenten in reinem Was-
ser, wurde die Komplexldsung bei einem Ladungsverhéltnis von 2:1 auch nach drei Tagen
durch statische und dynamische Lichtstreuung charakterisiert. Bei der Komplexldsung war
nach 67 Stunden kein sichtbarer Niederschlag zu beobachten, wobei der hydrodynamische
Radius der Komplexldsungen zeitlich konstant blieb. Der hydrodynamische Radius (Ry) des
Aggregats, welcher durch eine biexponentielle Anpassung bestimmt wurde, hat einen Mit-

telwert von 90 nm (Abbildung 4-16).
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Abbildung 4-16: Zeitabhangige Charakterisierung der Komplexbildung mit ei-
nem Ladungsverhaltnis von 1,92:1 in 150 mM Nacl-Lésung

Um dieses Aggregationsverhalten zu verdeutlichen, wurde die Komplexlésung direkt in

den Lichtstreukiivetten mehreren Verdinnungsschritten unterworfen. Die Komplexlésun-
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gen wurden nach jedem Titrationsschritt durch statische und dynamische Lichtstreuung
charakterisiert. Bei der Auswertung der dynamischen Lichtstreuung wurde die Korrelati-
onsfunktion bei den verschiedenen Winkeln biexponentiell gefittet und anschlieRend der
Diffusionskoeffizient gegen ¢° aufgetragen. Der apparente Diffusionskoeffizient wurde
nach Extrapolation auf g = 0 erhalten. Die statischen Lichtstreudaten wurden nach Berry

extrapoliert.

Die Ergebnisse der hydrodynamischen Radien gegen den Verdiinnungsfaktor sind in Ab-
bildung 4-17 aufgetragen und zeigen einen Mittelwert von 89+2,5 nm, wobei diese von
der Konzentration unabhéngig sind. Dies bedeutet, dass die zun&chst in 150mM NaCl vor-
liegenden Aggregate innerhalb von drei Tagen bereits sehr stark ausgepragt sind und die

Topologie durch Verdiinnung nicht beeinflusst wird.
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Abbildung 4-17: DLS der Komplexbildung bei einem Ladungsverhéltnis von 1,92:1 in 150
mM NacCl-Losung
Die aus der statischen Lichtstreuung erhaltenen Berry-Auftragungen sind in Abbildung 4-
18 gezeigt. Bei dem untersuchten Mischungsverhéltnis erhélt man linear nach Berry ext-
rapolierbare statische Streukurven. Das Brechungsindexinkrement der Komplexe wurde
aus den (dn/dc)-Werten der Ausgangskomponenten in den entsprechenden Ldsungsmit-
teln (150 mM NaCl) nach Gl. 4-4 ndherungsweise bestimmt. Unter Annahme eines Bre-
chungsindexinkrementes von 0,1283 ml/g wird eine Molmasse durch die lineare Extrapola-
tion auf ¢ = 0 und g = 0 von 2,994-10° g/mol erhalten. Bei dem zweiten Virialkoeffizient
Az von -1,861-10™"" mol-dm3/g2, welcher durch Steigungen der Extrapolation (Kc/Rg)g—o

gegen c ermittelt wird, kann eine deutliche Verschlechterung der Losungsmittelqualitat
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festgestellt werden. Der durch statische Lichtstreuung ermittelte Tragheitsradius des Ag-
gregats liegt bei etwa 93 nm. Das Verhéltnis von Tragheitsradius zu hydrodynamischem
Radius nimmt im Rahmen des Fehlers einen Wert von 1,0 an, ein typischer Wert ftr poly-
disperse Kugeln. Dies entspricht den in Kapitel 4.1.1 in reinem Wasser durch Komplexie-

rung bei einem Ladungsverhaltnis von 2:1 erhaltenen Aggregaten.
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Abbildung 4-18: Berry-Plot der Komplexbildung bei einem Ladungsverhéltnis von 1,92:1
in 150 mM NaCl-Lésung; R,= 92,7 nm; A= -1,861-10° mol-dm*-g™

4.1.3 Toxizitatstest

In diesem Abschnitt werden die zytotoxischen Wirkungen des Polyhexylsperminacrylamids
(PHSAM), des POMs sowie des Komplexes untersucht. Die Experimente wurden in Koope-
ration mit der Jilin Universitat an murinen Makrophagen und HelLa-Zervixkarzinomzelllinie
(ATCC: CCL-2) durchgefiihrt. Als murine Zelllinie wurden die Mausmakrophagen der RAW
264.7 (ATCC TIB-71) verwendet. Die verwendeten Zelllinien wurden als Monolayer in Zell-
kulturflaschen mit einer Wachstumsflache von 75 cm? bei 37 °C im Brutschrank mit 5 %
CO; in einer wasserdampfgesattigten Atmosphére kultiviert. Als Kulturmedium wurden 5
mM L-Glutamin supplementiertes DMEM (4500mg/L D-Glukose, + L-Glutamin, Natrium-
Pyruvat, Natrium-bicarbonat) und mit 10 % (v/v) FCS (10 % fotales Kéalberserum) ver-
wendet. Die Zellkulturen wurden bei Erreichen von 70 % bis 90 %-iger Konfluenz passa-
giert. Dazu wurden die murine Zelllinie dreimal pro Woche und die HelLa-Zelllinie einmal
pro Woche passagiert. Das Passagieren der Zellen (Subkultivierung) erfolgt durch soge-
nanntes ,Abtrypsinieren“ unter Standardbedingungen®. Dabei wird die murine Zelllinie

1:3 und die Hela-Zelllinie 1:100 verdinnt. Zur Kryokonservierung wurde das Zellkultur-
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medium abgekippt, die Zellen wurden zentrifugiert, in gewinschter Konzentration mit
dem Kulturmedium versetzt und in Kryordhrchen aliquotiert. AnschlieBend wurden die
Zellen 8 h bei -20 °C und dann bei -80 °C bis zur dauerhaften Konservierung in flissigem
N, gelagert.

Der Nachweis einer Zytotoxizitat erfolgt entweder durch die Bestimmung der Zahl leben-
der Zellen oder durch Bestimmung der metabolischen Aktivitdt der Zellen. In der nachfol-

genden Arbeit wurde die Viabilitat der verwendeten Zellen durch MTT-Assay®*%’

analy-
siert. Dieser Test bestimmt die Zellviabilitat (Metabolisierungsrate) durch die Zugabe re-
produzierbarer Materialien, deren Endprodukte spektroskopisch messbare Farbungen auf-
weisen®®. Hierbei wurde der gelbe Farbstoff des MTT-Reagenz 3-(4,5-dimethyl-thiazoyl-2-
yl)-2,5-diphenyltetrazolium-Bromid in lebenden Zellen durch membran-gebundene, mito-
chondriale Succinat-Dehydrogenasen am Tetrazolring enzymatisch gespalten und in was-
serunlésliche blau-violette Formazankristalle tiberfiihrt®™. Die Succinat-Dehydrogenase ist
ein mitochondriales Enzym des Citratzyklus, welches die Umwandlung von Succinat zu
Fumarat katalysieren kann (Abbildung 4-19). Wird die Zelle durch Inkubation mit einer
zytotoxischen Verbindung geschédigt, verliert sie die Integritat der Membran und die mi-
tochondrial lokalisierte Dehydrogenase kann unter diesen Bedingungen nicht mehr arbei-

ten. Es wird wenig oder kein Formazan gebildet.

Br T\%* \f/

Abbildung 4-19: Spaltung des wasserloslichen Tetrazoliumsalzes MTT am Tetrazolring
durch mitochondrale Succinat-Dehydrogenasen und Bildung des was-
serunléslichen, blau-violetten Formazans

Zur Versuchsdurchfiihrung mussten vor Beginn des Versuchdurchlaufs verschiedene L6-

sungen vorbereitet werden. Die Testsubstanzen, in diesem Fall Polymer und POM-Gd

wurden direkt im Kulturmedium geldst. Die in reinem Wasser hergestellten Komplexe
wurden nach Gefriertrocknung mit dem Kulturmedium versetzt. Die Ldsungen der

Testsubstanzen wurden jeweils unmittelbar vor ihrer Verwendung frisch hergestellt. Das

MTT-Reagenz wurde frisch in Zellmedium mit einer Konzentration von 5 mg/ml eingestellt.

Die Losung wurde steril filtriert, wobei gleichzeitig bereits reduziertes MTT entfernt wurde.
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Die Lagerung erfolgt bei 4 °C im Dunkeln. In jede zu untersuchende Vertiefung der Mikro-
titer-Platte wurden 20 pl sterile MTT-Losung (Endkonzentration: 0,5 mg/ml) pipettiert.

Bei diesem Versuch wurden in 96-Well-Platten verschiedene Konzentrationen der Testsub-
stanzen an den untersuchten Zellen eingebracht. Es wurden Anfangszellzahlen von 40000
pro Well gewahlt. Die Testsubstanzen wurden mit Kulturmedium in verschiedenen Kon-
zentrationen eingestellt und auf jeder Well mit jeweils der gleichen Zellzahl von 2x10°
Zellen/ml hergestellt, und anschlieBend bei 37 °C im Brutschrank unter 5 % CO, mit un-
terschiedlichen Inkubationszeiten bebritet. Nach Zugabe des MTT-Reagenz wurden die
Zellen fur weitere zwei Stunden im Brutschrank bei 37 °C, 5 % CO, und 96 % Luftfeuch-
tigkeit inkubiert. Die gebildeten wasserunloslichen, blau-violetten Formazankristalle wur-
den mit Dimethylsulfoxid aus den Zellen herausgeldst und spektrophotometrisch bei 570
nm im Absorptions-Reader quantifiziert. Je niedriger hierbei die gemessene Absorption
war, desto weniger Formazan war von den Zellen gebildet worden, d.h. desto niedriger
war die Vitalitat.

Nach der MTT-Messung erhielt man pro Well einen Wert fiir die optische Dichte der Probe,
welche mit Hilfe eines Photometers am ELISA-Plate-reader bestimmt wurde. Die Photo-
metrie ist ein spektrales Untersuchungsverfahren flr quantitative Analysen von vitalen
Zellen. Sie basiert auf der Grundlage der Abhangigkeit der Absorptionsintensitat von den
sich im Strahlengang befindlichen Teilchenzahlen. Zur Auswertung wurden die Extinkti-
onswerte des umgewandelten Farbstoffes der mit Testsubstanz behandelten Proben mit
den unbehandelten Proben verglichen. Die Mittelwerte der Extinktionswerte sind dann
ebenfalls pro Testsubstanz fiir jede Konzentration aus fiinf Versuchen berechnet worden.
Die Vitalitdt (V7) der mit Testsubstanz behandelten Proben kann ndherungsweise tber
folgende Gleichung (GI. 4-5) ausgedriickt werden, aullerdem kann noch die Zytotoxizita-
ten (CT) aus dem gemessenen Extinktionswert bestimmt werden.

Xi Xo— X;
VT = —x100% und CT =

Gl. 4-5
Xo Xo

Xo = Mittelwert der Absorptionen der Zellkontrolle und X; = Mittelwert der Absorptionen

der mit Testsubstanz behandelten Zellen

In Abbildung 4-20 sind die zytotoxischen Kenngrtf3en fir verschiedene Konzentrationen
des Polymers, mit unterschiedlichen Inkubationszeiten, vergleichend dargestellt. Hierbei
sagen die kleinen Werte der Vitalitat aus, welche Stoffe am toxischsten sind, da tber 40 %
der Zellen bereits bei der kleinsten Konzentration nach einer Stunde absterben. AuRerdem

wird deutlich, dass bei den untersuchten Konzentrationen eine ahnlich starke Zytotoxizitat
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nach Inkubation von 5 und 25 Stunden beobachtet wird und die Uberlebensraten bei 16 %
bis 23 % liegen.
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Abbildung 4-20: Zytotoxizitat und Vitalitat des Polymers an RAW 264.7

Makrophagen-Zellen wurden fir 24 Stunden mit POM-Gd inkubiert und die Zytotoxizitat zu
verschiedenen Zeitpunkten bestimmt. Daraus zeigt sich mit steigender Konzentration so-
wohl bei einstindiger Exposition als auch nach 24 stiindiger Exposition lediglich eine ge-

ringe Zytotoxizitat, wie aus Abbildung 4-21 ersichtlich ist.

—

51004

< 1 —a—1h

g 804 —e—5h

B 1 —A—

T 604 24h

N i

S 404

9 E

<20 ——h— — — 4%
0-

— . —
Kontrolle 002 004 006 008 010 012 014

Kontrolle X X 0,06 0,08 0,10 0,12 0,14
c / mg/mL

POM-Gd

Abbildung 4-21: Zytotoxizitat und Vitalitat von POM-Gdan RAW 264.7

Man sieht deutlich, dass in diesem Fall langere Inkubationszeiten bei unterschiedlichen

Konzentrationen die Zytotoxizitat nicht signifikant erhéhen. Bei kirzerer Inkubationszeit
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ist nach der ersten Stunde eine Erhéhung der Vitalitdt mit steigender Konzentration des
POMs, um 21,2 % bei einer Konzentration von 0,07 mg/ml auf 2,3 % bei einer Konzentra-
tion von 0,13 mg/ml zu bemerken. Warum die Zellen nach einer Stunde Inkubation eine
steigende Vitalitdét mit Zunahme der Konzentration des POMs aufweisen, kann auf Basis

der experimentellen Daten nicht verstanden werden.

Abbildung 4-22 und Abbildung 4-23 zeigen die zytotoxischen KenngrtRen der Komplexe
an Makrophagen- und HelLa-Zellen. Die HelLa-Zellen zeigen keine hohe Empfindlichkeit fur
Polykation-POM-Komplexe, deren toxische Wirkung einen Anteil toter Zellen von maximal
24 % erkennen lieR. Der Effekt scheint auch unabhangig von der Konzentration (0,07
mg/ml bis 0,28 mg/ml) zu sein. Im Gegensatz dazu reagieren Makrophagen-Zellen auf die
Behandlung mit den Komplexen mit hoher Sensitivitat. Die zytotoxische Wirkung fihrt
nach einer Stunde zu einem 60 % igen Vitalitatsverlust auch bei nur geringen Konzentra-
tionen von 0,7 mg/ml, verglichen mit der Wirkung auf die HelLa-Zellen mit nur ca 2 %
igem Vitalitatsverlust. In der héchsten verwendeten Konzentration von 0,28 mg/ml sinkt
die Vitalitat nach einer Stunde Inkubation auf unter 20 %, nach 48 Stunden sogar auf
ungefahre 10 %, im Vergleich zur Kontrolle. Die Behandlung der Makrophagen-Zellen
zeigt mit Komplexen eine deutliche Dosis-Abhangigkeit bei kleinerer Inkubationszeit ge-
geniber einer geringen Dosis-Wirkungs-Beziehung nach langerer Inkubationszeit, je lan-

ger die Inkubationszeit dauert, desto kleiner wird die Vitalitatsrate.
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Abbildung 4-22: Zytotoxizitat und Vitalitat der Komplexe an RAW 264.7
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Abbildung 4-23: Zytotoxizitat und Vitalitat der Komplexe an HelLa-Zellen
4.1.4 MRT—Charakterisierung der Komplexbildung

Die MRT-Charakterisierung ist ein bildgebendes Verfahren zur Darstellung von Strukturen
im Inneren des Kdrpers. Gadolinium-Kontrastmittel wurde seit 1988 fur die medizinische
MRT-Untersuchung verwendet, durch Zugabe des Kontrastmittels kann die Bildqualitat
einer MRT-Aufnahme erheblich verbessert werden. Fir die Kontrastverstarkung durch
Kontrastmittel spielt hier die Beeinflussung der Relaxationszeiten der Protonen eine wich-
tige Rolle. Die Relaxivitaten (R) sind ein Mal} fur die Fahigkeit eines Kontrastmittels und
unabhéngig von dessen Konzentration, welche durch den Kehrwert der Relaxationszeit in
Konzentration von ein Mol der Substanz pro Liter Wasser mit der Einheit mM™*.s™ definiert
wird'®. Die Relaxivitat kann mit Hilfe der NMR-Spektroskopie aus den gemessenen Re-

laxationszeiten der Konzentrationsreihen des Kontrastmittels nach Gl. 4-6 berechnet wer-

denlOl,lOZ

1, -1
/1,,. = /T, + RIP] Gl. 4-6

1/T ist dabei die Relaxationszeit ohne Kontrastmittel in der Losung, 1/T steht fur die

da Obs

Relaxationszeit der Probe mit dem Kontrastmittel der Konzentration [P]. Durch Auftragung

von 1/T0b gegen [P] kann die Relaxivitat der Testsubstanz mit Steigungen der Extrapola-
S

tion [P]—0 festgestellt werden. Je hoher der R-wert, desto besser tritt das Kontrastmittel
mit den umgebenden Protonen in Wechselwirkung. Somit verkirzt sich die Protonenre-

laxationszeit, wodurch das Kontrastmittel zu einem héheren Signal fihrt. Damit kann man
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geringere Dosen des Kontrastmittels einsetzen und so insbesondere die toxischen Neben-
wirkungen verringern'®. Die Relaxivitat des klinischen eingesetzten Gadolinium-Kontrast-
Mittels von GADTP besitzt einen R-Wert von 5,25mM™-s™ und ist damit ungefahr 25% im
Vergleich zu Gadolinium-Polyoxometalat (R;=6,89 mM™ s™*) geringer, welches unter iden-
tischen Bedingungen in D,0O bestimmt wurde'®*'%,

Um die Relaxivitaten weiter zu verbessern und damit den Kontrast im MRT-Bild weiter zu
erhohen, wurde das Gadolinium-Polyoxometalat mit den polyvalenten kationischen Poly-
meren bei einem Ladungsverhaltnis von 1:2 nach Komplexierung untersucht. Die Experi-
mente wurden in Kooperation mit der Universitdtsmedizin Jilin durchgeftihrt. Die Bilder
wurden mit einem Gyroscan ACS-NT Powertrak 6000 (Philips, The Best Netherlands)
Ganzkorpertomographen mit einer Feldstarke von 1,5 Tesla aufgenommen und eine spe-
ziell angefertigte Handgelenk-Spule (Medical Advances, Milwaukee, U.S.A.) verwendet.
Um zu gewahrleisten, dass die Signaleffekte der Testsubstanzen vergleichbar sind, wur-
den die untersuchten Ldsungen in den Konzentrationsreihen 0, 0.04, 0.06, 0.08, 0.1,
0.12, 0.14 und 0.16 mg/ml bezogen auf den Gadoliniumgehalt hergestellt. Die MRT-
Aufnahmen der gebildeten Komplexe, die durch die Komplexierung in reinem Wasser und
in 150 mM NaCl-Lésung erhalten wurden, sind in Abbildung 4-24 im Vergleich zu der ent-
sprechenden Konzentration des Gadolinium-Polyoxometalat dargestellt. Hierbei zeigt die
Intensitat der hergestellten Polykation-POM-Komplexe im Vergleich zu den reinen Gadoli-
nium-Polyoxometalat-Losungen einen wesentlich h6heren Kontrast. Mit der ansteigenden
Helligkeit durch die Komplexbildung bei MRT-Aufnahme bleibt festzuhalten, dass die Re-
laxivitdt des analogen Gadolinium-Polyoxometalat durch Komplexierung mit dem kationi-
schen Polymer erheblich verbessert werden kann. Auf die quantitative Bestimmung der
Relaxivitaten der hergestellten Komplexe wurde in dieser Arbeit aus zeitlichen Griinden

verzichtet.

R ®
b A N N N N N
c o0 000FO0

Konz. g/l 0 004 006 008 0,10 0,12 0,14 0,16

Abbildung 4-24: MRT-Aufnahme a) GdW10 in reinem Wasser; b) Komplexe in rei-
nem Wasser; c) Komplexe in 150 mmol NaCl-Ldsung
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4.1.5 Zusammenfassung von Kapitel 4.1
Die Komplexierung von Gadolinium-Polyoxometalat mit kationisch geladenem Polymer
PHASM wurde in reinem Wasser und in physiologischem Salzgehalt mit unterschiedlichen

Ladungsverhéltnissen untersucht.

Das tropfenweise Zugeben von Gadolinium-Polyoxometalat-Losung zu einer vorgelegten
Polymer-Losung (unter Rihren), fihrt in reinem Wasser sowie in 150 mM NaCl Lésung bei
einem Ladungsverhaltnis von ungefahr 2 zu 1 (Gewichtsbruch weoymer=0,45) zu stabilen
Komplexen, wobei der hydrodynamische Radius der Komplexlésungen zeitlich Gber mehr
als 70 h konstant bleibt. Die XPS-Charakterisierung an den in reinem Wasser gebildeten
Komplexen hat gezeigt, dass dabei kein freies unkomplexiertes Gadolinium-Polyoxo-
metalat mehr in den Komplexlésungen vorhanden ist, die Komplexierung also quantitativ
verlauft.

Statische und dynamische Lichtstreuung beweist die sphéarische Struktur der gebildeten
Gd-Komplexe, die auch durch unterschiedliche Bildmethoden (AFM-, TEM- sowie REM)
bestatigt wird. Die Stabilitat der Komplexe und ihre sphéarische Topologie, sowie Molmasse
und Radien aus der Lichtstreuung legen es nahe eine Kern-Schale-Struktur anzunehmen,
deren harter Kern durch mehrere mit Gadolinium-Polyoxometalate verbriickte Polymere
gebildet wird und deren Schale aus mehr oder weniger freien polykationischen Ketten
besteht. Die erhaltene Struktur ist also eine ,haarige Kugel* (hairy sphere), die durch
Coulomb-Repulsion und sterische Wechselwirkung (Depletion) stabilisiert wird, wobei die-
se eine positive Oberflachenladung besitzen.

Die zytotoxischen Wirkungen des Komplexes wurden an Makrophagen-Zellen sowie den
HelLa-Zellen durch MTT-Assay untersucht, wobei die HelLa-Zellen keine hohe Empfindlich-
keit fir Polykation-POM-Komplexe im Gegensatz zum Experiment an RAW 264.7 der
Mausmakrophagen-Zellen gezeigt haben.

Die Bildqualitat einer MRT-Aufnahme kann durch die gebildeten Polykation-POM-Komplexe,
im Vergleich zu den reinen Gadolinium-Polyoxometalat-Lésungen, erheblich verbessert
werden. Dieses Ergebnis gibt entscheidende Hinweise darauf, dass die Relaxivitdt des
Gadolinium-Polyoxometalats durch Komplexierung mit dem kationischen Polymer zuge-

nommen hat.
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4.2 Komplexbildung des kationisch geladenen Polymers mit
DNA

Im Rahmen dieses Kapitels wird die Untersuchung der Komplexbildung des Polykationi-
schen Poly-Hexylsperminacrylamids (PHASM) mit DNA vorgestellt. Ziel ist es, die Einflisse
der Eigenschaften der verwendeten Polykationen auf die gebildeten Komplexe zu verste-
hen, welche das Komplexbildungsverhalten in wassriger Losung bestimmen. Es soll unter-
sucht werden, ob die experimentellen Bedingungen zur Bildung von Komplexen, insbe-
sondere fur deren Anwendung in der Gentransfektion, mdglich sind. Die Transfektionsun-
tersuchungen werden von Frau Sandra Muth in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Luh-
mann am Institut fir Physiologie und Pathophysiologie der Universitatsmedizin Mainz
durchgefuhrt. Fur eine Anwendung als Transfektionsagenzien muss in Zellexperimenten
die Green Fluorescent Protein DNA zur Komplexierung verwendet werden. Es wurden ver-
schiedene Verhéltnisse von pEGFP-C3-Vektor zu Polymer getestet (im folgenden GFP-DNA
(Green Fluorescent Protein)). Die verwendete GFP-DNA besteht aus 4700 Basenpaaren
und hat damit eine Molmasse von 3.1-10° g/mol, wie von Frauke gezeigt mit Rh von 94
nm und Rg von 125 nm'®,

Um die Mdglichkeit einer Fraktionierung der gebildeten Komplexe durch Filtration auszu-
schlieRen, wurden die Komplexe direkt in Lichtstreuklvetten durch Titration der beiden
Ausgangskomponenten hergestellt. Dabei wurde das kationisch geladene Polymer in 150
mM NaCl parallel in neun Lichtstreukiivetten mit einer Konzentration von 109 mg/l vorge-
legt und das zugegebene Volumen gravimetrisch bestimmt. Danach wurde die DNA-
Losung in Konzentration von 92 mg/l tropfenweise zutitriert. Die exakten Volumina der
zugetropften DNA-LG6sung wurden nach jeder Zugabe erneut gravimetrisch bestimmt. Die
Konzentration der zugetropften DNA-L6sung wurde vor der ersten und nach der letzten
Zugabe des Titrationsexperiments in separaten spezifischen Kiivetten (UVette® 220-1600
nm, Fa. Eppendorf AG) mit Hilfe eines Eppendorf-Biophotometers kontrolliert.

Die Komplexzusammensetzungen wurden dber einen langeren Zeitraum beobachtet, um
sicherzustellen, dass diese Komplexe in einer méglichen Anwendung auch langer als einen
Tag in Losung stabil sind. Frauke zeigt durch Titrationsexperimente von GFP-DNA in Poly-
L-Lysin in physiologischer Salzlésung, dass die Komplexe bei Ladungsverhaltnis
(N+po.yme,/P'DNA) von 3,16 und 4,74 stabil sind (Rh= 77 nm und 89 nm; Rg= 88 nm und
107 nm). Die Konzentration der DNA betrug 40mg/l, das Polylysin wurde in 80mg/l und

120mg/| angesetzt'®. Im Gegensatz dazu werden bei den Komplexlésungen aus PHSAM
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und GFP-DNA (c=92 mg/l) bei Ladungsverhaltnis (N*/P") von 6,7 bis 29,0 nach 5 Tagen
keine Niederschlage am Kivettenboden nachgewiesen. Die Auswertung der statischen
und dynamischen Lichtstreuung an den Komplexlésungen fihrt zu den in Tabelle 4-3 zu-
sammengefassten Ergebnissen. Die Auftragungen der ermittelten apparenten Tragheits-
radien und hydrodynamischen Radien fir alle Komplexldsungen gegen die Zusammenset-
zung der Losungen, ausgedriickt durch das Ladungsverhaltnis (N*/P), zeigt die Abbildung
4-25. Die einzelnen aus der statischen Lichtstreuung erhaltenen Streukurven sowie die
Extrapolationen der hydrodynamischen Radien auf g=0 werden im Anhang in Abbildung A
3 bis Abbildung A 9 gezeigt.
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Abbildung 4-25 Zeitabhéngige Charakterisierung von Komplexbildung mit Ladungsver-
haltnis (N+po.yme,/P'DNA) und Gewichtsbruch an DNA in 150 mM NaCl-L6sung
Die Verlaufe der Tragheitsradien zeigen drei Bereiche: Zunéchst nehmen die Tragheitsra-
dien relativ zur freien DNA zu, durchlaufen ein Plateau und steigen in der Folge, bis
schliel’lich ein sprunghaftes Ausfallen beobachtet wird. Ein vergleichbares Verhalten zei-
gen die hydrodynamischen Radien: Diese steigen zunéchst in der Mischung mit der Zu-
nahme des DNA-Anteils, bis zu einem Ladungsverhaltnis (N*/P") von ungefahr 20:1. Bei
weiterer Erhohung des Gewichtsbruchs an DNA &ndern sich die daraus erhaltenen Werte
nicht signifikant. Die Abweichung ist um 3 % geringer als der Mittelwert von 130 nm und
liegt innerhalb der Fehlergrenzen der linearen Regression bei der Auswertung der Win-
kelabhangigkeit der Lichtstreu-Messungen. Nach weiterer DNA-Zugabe bei einem La-
dungsverhaltnis von 4,9: 1 (N*/P) wird das Ausfallen von Komplexen aus der Losung

nach 12 Stunden beobachtet und beim Ladungsverhéltnis von 2,5:1 (N*/P") wird das Aus-
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fallen direkt nach dem Mischen durch Beobachten des Kuvettenbodens im Laserstrahl
nachgewiesen.

Fur eine exakte Bestimmung der Molmassen und Trégheitsradien ist es notwendig, dass
der Anteil unkomplexierter Polymere von dem Streuverhalten der Komplexlésungen sub-
trahiert wird. Da die Streuintensitat der vorgelegten Polymerldsung deutlich geringer ist
(CR=10 kHz von 6=30° bei c=100 mg/l in 150mM NaCl-Ldsung), wird der Beitrag der
unkomplexierten Polymere gegeniiber dem Beitrag der Komplexe zur Gesamtstreuintensi-
tat aber vernachlassigt. Der maximale Einfluss der unkomplexierten Polymere auf die Ge-
samtstreuintensitat der Komplexldsung liegt in der GréRenordnung << 0,5 %. Somit sind
die unkomplexierten Polymere fiir die Komplexe mit Polykation-Uberschuss zur Ge-
samtstreuintensitat irrelevant. Aus diesem Grund wurde bei der Auswertung vereinfa-
chend angenommen, dass in den untersuchten Systemen unkomplexierte Polymermoleki-
le nicht vorhanden waren. Zur Bestimmung der apparenten Molmasse der einzelnen Mi-
schungen wurde ein Brechungsindexinkrement von 0,17 mg/l verwendet. Nach Einsatz
der Konzentration aus den Summen der beiden Komponenten und durch Auftragung von
Kc/R(6) gegen ¢ kann die apparente Molmasse ermittelt werden. Die aus den einzelnen
Streuexperimenten erhaltenen Werte der apparenten Molmassen sind in Abbildung 4-26

als Funktion der Konzentration von DNA in Losungen aufgetragen.
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Abbildung 4-26: Apparente Molmasse der Komplexldsungen als Funktion der cpna
Damit zeigt sich im Bereich geringer DNA-Zugaben ein linearer Anstieg beim Ladungsver-
héaltnis zwischen 30:1 (cpna=12,1 mg/l) und 20:1 (cpne=16,5 mg/l). Diese Zunahme der

Molmassen zeigt tiber einen weiten Bereich im Ladungsverhaltnis von 13:1 und 8:1 keine
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Anderung der GréRenordnung von einer Zugabe zur ndchsten, bis schlieRlich ein sprung-
hafter Anstieg der Molmasse bei einem Ladungsverhéltnis von 6,7:1 (cpna=37,3 mg/l)
beobachtet wird.

Der Vergleich der gemessenen Tragheitsradien und hydrodynamischen Radien in den ver-
schiedenen Ladungsverhaltnissen zeigt, dass das Verhaltnis Ry/R, der mit vorgelegtem
Polymer gebildeten Komplexe sich im Bereich von 1,2 bis 1,75 bewegt. Fur die mit La-
dungsverhaltnis (N*/P" = 29:1) hergestellten Komplexe wurden AFM-Bilder auf Mica unter
150 mM NaCl-Lésung aufgenommen. Die erhaltenen Bilder sind anschaulich in Abbildung
4-28 gezeigt. Auf den Aufnahmen ist gut zu erkennen, dass die DNA-Polymer-Komplexe

in den untersuchten Systemen als polydisperse Kugeln bzw. ellipsoide Strukturen vorlie-

gen.
Tabelle 4-3: Zusammenfassung der Komplexbildung mit Ladungsverhéltnis
und Volumenverhéltnis
wW(DNA) N potymer/P ona | Cooymer | Corp-oma | Croymersona | Rgnm | R/ Ry My,
mg/I mg/I mg/I g/mol
DNA 125 1,33 3,1e6
Polymer 18 1,83 1,2e5
0,608 2,5 37,93 | 58,91 96,84 !
0,440 4.9 56,00 | 43,93 99,93 !
0,368 6,7 64,00 | 37,30 101,30 231 1,73 9,445e8
0,322 8,2 69,30 | 32,91 102,21 199 1,48 4,655e8
0,260 11,0 74,63 | 26,26 100,89 173 1,38 4,033e8
0,227 13,2 78,34 | 23,01 101,36 177 1,41 3,918e8
0,161 20,2 85,85 | 16,45 102,31 176 1,41 2,747e8
0,134 25,1 88,96 | 13,74 102,70 130 1,24 1,087e8
0,118 29,0 90,80 | 12,13 102,93 97 1,20 5,284e7

Weiterhin wird der Einfluss der Menge der zugegebenen DNA auf die Dichte der gebilde-
ten DNA-Polymer-Komplexe diskutiert. Die Dichte der Komplexe kann aus dem Tragheits-
radius oder dem hydrodynamischen Radius ndherungsweise tber folgende Gleichung be-

schrieben werden.
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Gl. 4-7

3
_ Mw,Komplexe . 47'[(RKomplexe)
Promplexe = § 023+ 102 mol—1 3

Abbildung 4-27 zeigt die berechnete Dichte der Komplexe aus dem Tragheitsradius und
dem hydrodynamischen Radius, gegen die Konzentration von DNA. Die Ergebnisse sind in
Tabelle A 1 zusammengefasst. Es zeigt sich, dass die aus dem hydrodynamischen Radius
bestimmte Dichte der Komplexe, im Vergleich zur unkomplexierten DNA, mit einem Wert
von 2,47 10 g/cm® stark erhoht ist. Das Polymer weist eine signifikant héhere Dichte von

5,07-10 g/cm® gegeniiber der freien DNA auf.
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Abbildung 4-27: Dichte der Komplexe, berechnet auf Basis von hydrodynami-
schem Radius und Tragheitsradius

Die Dichte der gebildeten Komplexe ist auf Basis des Tragheitsradius mit Gl. 4-7 berech-
net und liegt fiir alle Mischungsverhaltnisse im Bereich von 0,02 g/cm® bis 0,032 g/cm?®.
Die Dichte des reinen Polymers ist zu 8,32-:10° g/cm® und die Dichte fiir unkomplexierte
DNA ist zu 9,24 10 g/cm?® bestimmt.

Die signifikant erhéhte Dichte, welche aus dem hydrodynamischen Radius bestimmt wur-
de, kann vermutlich auf die Anisotropie der gebildeten Komplexe vom z-Mittel des Trag-

1,

L NM7(R), . . .
—‘) und dem inversen z-Mittel des hydrodynami-

1
heitsradiusquadrats (Rj)z/2 = ( SN2

-1
SN ) zuruckgefihrt werden. Die AFM-Aufnahmen der

-1
schen Radius <i> =(
R zZ

h

gebildeten DNA-Polymer-Komplexe bestatigt eindeutig, dass in den untersuchten Syste-
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men neben den gréReren Aggregaten auch kleinere vorhanden sind. Somit ist nur die

Dichte auf Basis von R aussagekraftig.

Die identische, in der Lichtstreuung untersuchte Komplexlésung, wurde direkt aus den
Lichtstreukuivetten fur die AFM-Messungen verwendet. Die mittels AFM beobachteten
Komplexe sind in Abbildung 4-28 gezeigt. Die gebildeten sphéarischen Aggregate haben
eine erkennbare Kern-Schale-Struktur. Daraus ergibt sich eine Maximalhdhe bei 18,5 nm.
Die aus den AFM-Bildern bestimmte HOhe deren Schwanze ist kleiner als 1,2 nm. Bei dem
fur die Abbildungen verwendeten Polymer wurden in der Konzentration von ca. 200 mg/I

keine signifikant groReren Aggregate beobachtet (Abbildung Al).

Abbildung 4-28 AFM-Aufnahme der Komplexe aus PHSAM und GFP-DNA (N+/P- = 29)

Variation der Konzentration der Komplexlésung
Auch nach 5 Tagen war in den Komplexlésungen kein sichtbarer Niederschlag zu be-

obachten, wobei der gemessene hydrodynamische Radius der gebildeten Komplexe keine
signifikante Anderung aufwies. Um polyvalente kationische Poly-Hexylacryamid-Spermine
als DNA-Carrier fur Gentransfektion verwenden zu konnen, sollte die Stabilitat der gebil-
deten DNA-Polymer-Komplexe bei weiterer Verdinnung in salzhaltiger Losung untersucht
wurden.

Zur Durchfihrung wurden die Komplexlésungen bei den Ladungsverhaltnissen 29:1, 20:1
sowie 8,2:1 (N*/P") in Titrationsexperimenten schrittweise mit 150 mM NaCl-Lésung ver-

dinnt. Die Komplexldsungen wurden nach jedem Titrationsschritt (2 Stunden nach der
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Zugabe, um eine einheitliche Alterungszeit zu gewahrleisten) durch statische und dynami-
sche Lichtstreuung charakterisiert.

In Abbildung 4-29 und Abbildung 4-30 wird der Zimmplot und das Ergebnis der dynami-
schen Lichtstreuung fur die Verdinnung der Komplexlosung bei einem Ladungsverhéltnis
29:1 (N*/P") anschaulich gezeigt. In dem untersuchten System erh&lt man linear nach
Zimm extrapolierbare statische Streukurven. Der durch statische Lichtstreuung bestimmte
zweite Virialkoeffizient (A, von -1,148x10° mol-dm®g? kann als Resultat fur die Ver-
schlechterung der Lésungsmittelqualitdt herangezogen werden. Das Gewichtsmittel der
Molmasse M, , welches durch die lineare Extrapolation auf ¢—0 bestimmt wird, liegt in
der GréRe von 4,8x10" g/mol. Es zeigt keine signifikanten Unterschiede im Vergleich zu
den aus den einzelnen Streuexperimenten erhaltenen Werten (Abbildung A 9) und der
gemessene Tragheitsradius liegt im Rahmen des Messfehlers. Der bei verschiedenen Win-
keln bestimmte sowie gegen ¢°—O0 extrapolierte Diffusionskoeffizient entspricht einem
hydrodynamischen Radius von 82 +1,4 nm und fuhrt, wie zu erwarten, nach Verdiinnung
zu keinen Veranderungen. Dies bedeutet, dass die zunachst in der Losung vorliegenden
Komplexe nach Verdiinnung in dem untersuchten Konzentrationsbereich immer stabilisiert

werden.

7,0x10° =
6,0x10° =
5,0x10° =

4,0x10° =

Kc/R / molig

3,0x10° =

2,0x10° -

(I) ) 2(I)O ) 4(I)O ) 6(I)O ) 8(I)O ) lOIOO i 12IOO ) 14IOO ) 16IOO
(9°+10000%c) / pm™
Abbildung 4-29: Zimmplot der Komplexbildung von Polymer mit DNA bei einem La-
dungsverhaltnis (N*/P'=29) in 150 mmol NaCl-Lésung; ¢;=0,103 g/I; ¢,=0,075 g/I;
¢;=0,051 g/I; ¢,=0,033 g/I; M,=4,797x10" g/mol; A>=-1,148x10"° mol -dm® .g’%;
R,/~101 nm; dn/dc=0,17 cm®/g
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Abbildung 4-30: DLS der Komplexbildung bei einem Ladungsverhaltnis von
29:1; in 150 mmol NaCl-Lésung; R,=82nm

Die Komplexldsung beim Ladungsverhdltnis 20:1 wurde wie vorher beschrieben, nach 5

Tagen um Faktor 5 mit 150 mM NaCl-Losung verdunnt. Die aus den Streuexperimenten

erhaltenen Werte fir die apparenten Molmassen, Tragheitsradien und hydrodynamischen

Radien sind in Abbildung 4-31 und Abbildung 4-32 dargestellt.

Kc/R / mollg

2,5x10% =

8
3,0x10" = ® [ ] °

2,0x10% =

1,5x10% =

1,0x10% =

5,0x10° =

0,0

0 ) 2(l)0 ) 4(l)0 ) 6(l)0 ) 8(l)0 ) lOlOO ) lZIOO ) l4lO
(q*+7000%c) / um™
Abbildung 4-31: Zimmplot der Komplexbildung von Polymer mit DNA bei einem
Ladungsverhéltnis (N*/P'=20) in 150 mmol NaCl-Lésung; ¢;=0,102 g/l; c,=0,081
g/l; ¢5=0,057 g/l; ¢,=0,035 g/lI; ¢5=0,019 g/I; M,=2,756x108 g/mol;
A>=1,798x10"° mol -dm® .g%; R,=183 nm; dn/dc=0,17 cm®/g
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Aus den Quotienten aus Tragheitsradius und hydrodynamischem Radius der KomplexI6-
sungen kann geschlossen werden (Tabelle 4-4), dass die Topologie der aus GFP-DNA und
positiv geladenem Polymer bei einem Ladungsverhéltnis 20:1 gebildeten Komplexe somit
unabhéngig davon ist, wie hoch die Konzentration des Komplexes in der Losung vorgelegt
wird. Im Vergleich der einheitlichen GroRe der gebildeten Komplexe zu dem freien, un-
komplexierten Polymer und der DNA kann festgestellt werden, dass die gebildeten Kom-
plexe aufgrund der sehr starken elektrostatischen Wechselwirkung der jeweiligen Kompl-
expartner folglich zu Multi-Komplexen fiihren, wodurch mehrere DNA-Molekile an der

Bildung eines Komplexes beteiligt sind.

Tabelle 4—4: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung der
Komplexldsungen bei Ladungsverhaltnis 20:1 nach Verdiinnung

Crotymer+ona 1 Mg/I M,/ g/mol Ry / nm Ry, / nm p-Verhaltnis
102 2,738e8 178 129 1,38
81 2,742e8 180 127 1,42
57 2,741e8 182 128 1,42
35 2,659e8 179 129 1,39
19 2,824e8 184 129 1,43
200 =
180 =
160 =
140 =
E 120 = * : * ¢ :
ad
100 =
80 =
60 =
0,0 ) 072 ) OI,4 ) 076 ) 078 ) 1:0
Verdinnungsfaktor

Abbildung 4-32: DLS der Komplexbildung bei einem Ladungsverhéltnis von
20:1; in 150 mmol NaCl-L6sung; R,=128 nm
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Die Ergebnisse der statischen und der dynamischen Lichtstreuung an der Komplexlésung
bei einem Ladungsverhaltnis (N*/P" = 8,2) in physiologischer Salzgehaltlésung sind in Ab-
bildung 4-33 und Abbildung 4-34 graphisch dargestellt. Die genauen Konzentrationen
und die Werte des hydrodynamischen Radius sowie die des Tragheitsradius befinden sich
in Tabelle 4-5. Bei den apparenten Molmassen des Komplexes sind nach Verdinnung
keine signifikanten Veranderungen aufgetreten. Der Vergleich der Ergebnisse des hydro-
dynamischen Radius veranschaulicht sehr deutlich, dass die GréRen der gebildeten Kom-
plexe nicht signifikant voneinander abweichen. Die leicht erhdhten Tragheitsradien bei
niedrigen Konzentrationen der Komplexldsungen befinden sich innerhalb der Fehlergren-

zen der linearen Regression.

2,5x10°% 4

2,0x10° 4

1,5x10° -

Kc/R /' mol/g

1,0x10°

5,0x10° 4

0,0

] v ] v ] v ] v ] v ] v ] v ] v
0 200 400 600 800 1000 1200 1400
(9*+8000%c) / pm™

Abbildung 4-33: Zimm-Plot der Komplexbildung von Polymer mit DNA bei einem La-
dungsverhaltnis (N*/P° = 8,2) in 150 mM NaCl-Lésung; ¢;=0,102 g/I;
¢=0,079 g/l; ¢;=0,057 g/l; ¢,=0,039 g/l; ¢s=0,019 g/I; M,=4,8415x10°
g/mol; A=7,7815x10™"° mol -dm?® .g”*; R,=218 nm; dn/dc=0,17 cm*/g

Die konzentrationsabhangigen Untersuchungen der Komplexbildung legen somit den

Schluss nahe, dass die apparenten Molmassen, Tragheitsradien und hydrodynamischen

Radien unabhéngig von der Konzentration der Komplexlésung sind. Daraus folgt auch,

dass die gebildeten Komplexe mit Polymer vorgelegt und bei einem Ladungsverhéltnis

(N+/P-) von 8,2:1 und 20:1 Multi-Ketten-Komplexe darstellen. Um zu Uberprifen, ob alle

DNA-Molekiile mit Polymer in der Komplexbildung umgesetzt wurden, werden die Kom-

plexldsungen mittels Gelelektrophorese untersucht. Diese Aufnahme beweist eindeutig,

dass in allen untersuchten Systemen keine freie DNA mehr vorliegt und die Komplexe
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auch nicht durch die Gelelektrophorese zerstdrt werden. Die Anzahl der DNA-Molekdile pro
Komplex sowie der Anteil der freien unkomplexierten Uberschusspolymere kénnen auf
Basis der durchgefuhrten experimentellen Daten allerdings nicht quantitativ bestimmt

werden.

Tabelle 4-5: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung an den
Komplexlésungen beim Ladungsverhéltnis (N*/P" 8,2) nach Verdin-
nung mit 150 mM NaCl Salzlésung

Crotymer+ona 1 Mg/I M, 1 g/mol Ry / nm Ry, / nm p-Verhaltnis
102 4,583e8 196 135 1,45
79 4,477e8 198 134 1,48
57 4,668e8 207 134 1,54
39 4,663e8 208 135 1,54
19 4,704e8 211 137 1,54
200 =
180 =
160 =
140 =
: - — . .
D:J: 120 =
100 =
80 =
0,0 ) OI,2 ) OI,4 ) OI,6 ) OI,8 ) ll,O
Verdinnungsfaktor

Abbildung 4-34: DLS der Komplexbildung bei einem Ladungsverhaltnis (N*/P
8,2); in 150 mmol NaCl-Lésung; R,=136 nm

4.2.1 Zusammenfassung von Kapitel 4.2
Die Komplexierung von DNA mit dem im Uberschuss vorliegenden kationisch geladenen
Polymer wurde in physiologischem Salzgehalt mit unterschiedlichen Mischungsverhaltnis-

sen untersucht. Die Ergebnisse der durchgefiihrten Experimente haben gezeigt, dass sich
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alle in diesem Kapitel beschriebenen DNA-Polymer-Komplexlésungen auRer fiur die Mi-
schungsverhéltnisse von 2,5: 1 und 4,9: 1 (N+po|yme,/ Pona) In einem stabilen Zustand be-
finden. Die Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuungen an diesen mit
GFP-DNA gebildeten Komplexen beweisen, dass unter diesen Komplex-Bedingungen poly-
disperse Kugeln bzw. ellipsoide Strukturen erhalten werden. Die Molmasse und Groi3e der
Polykation-DNA-Komplexe geben eindeutige Hinweise darauf, dass sich in 150 mM NacCl-
Losung Multi-Ketten-Komplexe bilden. Die AFM-Experimente der bei Ladungsverhaltnis
(N+po.yme,/P'DNA) von 29:1 hergestellten Komplexldsung lassen den Schluss zu, dass die

gebildeten Interpolyelektrolytkomplexe eine Kern-Schale-Struktur besitzen.
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5 Synthese und Charakterisierung von multivalenten
kationischen Tensiden

Tenside sind Substanzen mit einem amphiphilen Molekulaufbau. Sie bestehen somit aus
einem hydrophilen und hydrophoben Molekiilteil. Der hydrophile Anteil kann sowohl ioni-
schen als auch nichtionischen Charakter aufweisen, weshalb die Tenside in ionische und

nichtionische eingeteilt werden. Bei ionischen Tensiden werden hauptséachlich quaternare

110 111

Ammoniumsalze 1", Guanidiumsalze ', Sulfate'®, Phosphate*°, Carboxylate !, bei

12 ynd Kohlenhydrate™**** fiir den hydrophilen

nichtionischen Tensiden Polyethoxylate
Molekiilteil verwendet. Je nach ihrer molekularen Struktur lagern sich Tenside in wassriger
Losung spontan zu verschiedenen hohermolekularen Aggregaten zusammen. Bei ioni-
schen Tensiden werden die Aggregate mit einer Aggregationszahl kleiner als 100 Einzel-
molekiilen pro Mizelle gebildet(z.B. SDS: n = 64, CTAB: n = 80)'*°, die von nichtionischen
Tensiden gebildeten Aggregate enthalten in der Regel Uber 1000 Molekiile pro Mizel-
le''®,"". Dieser Effekt kann bei ionischen Tensiden mit der gegenseitigen AbstoRung der
gleichartig geladenen Kopfgruppen innerhalb der Mizelle erklart werden *®. Die Gestalt
und GroRe des gebildeten Aggregates wird zusétzlich von der Art der hydrophilen Gruppe,
der Lange der hydrophoben Kette, der Tensidkonzentration, dem Ldsungsmittel und dem
Packungsparameter (P) des Volumenbedarfsverhaltnisses des hydrophoben zum hydrophi-
len Molekulteil beeinflusst. Der Packungsparameter (P) beschriebt den Zusammenhang

zwischen Molekiilgeometrie und dessen Aggregationsstruktur, der mit der mathemati-
%4

schen Beziehung P = von Israelachvili et al. 1976 eingefihrt wurde, wobei V das Vo-

QAolc

lumen des hydrophoben Teils, [. die Kohlenwasserstoffkettenlange und a, die von dem

119

mittleren Flachenbedarf der hydrophilen Kopfgruppe darstellt™. Beispielsweise flhren

kleine Packungsparameter (CgEs-Mizellen in H,O) zu einer starken Krimmung der Aggre-

gatoberflache und damit zu sphéarischen Mizellen. Ein groRer Packungsparameter (Cy,Es-

122

Mizellen'?® und C1,E¢-Mizellen'®* sowie Cy4Es-Mizellen'?) dagegen fiihrt zur Ausbildung von

wurmartigen Strukturen im Wasser. Auch CysEg in H,O bildet stdbchenférmige Aggrega-

123

te™ aus. Im Extremfall bilden sich auch lange rigide Fibrillen aus, wie sie z.B. fir Bis-

Urea-Derivate in Toluol beobachtet werden'?*.
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Im Folgenden wird die Herstellung einer Reihe multivalenter kationisch geladener Tenside
beschrieben. Die diskutierten Tenside enthalten als hydrophoben Anteil eine Alkylkette,
desweiteren ist eine Ethylenoxidkette enthalten sowie als hydrophiler Anteil positiv gela-
dene Aminogruppen. Diese werden durch Kopplungsreaktionen des funktionalisierten
Bausteins mit definierter amphiphiler Struktur erhalten und danach in H,O mit verschiede-
ner Fremdsalzkonzentration durch statische sowie dynamische Lichtstreuung hinsichtlich
ihres Aggregationsverhaltens untersucht. Weiterhin wurde die Eignung der synthetisierten
Systeme zur DNA- und RNA-Komplexierung in Kooperation mit Angel Francisco Medina-

Oliva und Kristin Rausch untersucht.

Um den Einfluss der Gr6Re der hydrophilen und hydrophoben Molekilteile auf das Aggre-
gationsverhalten in wassriger Losung zu untersuchen, werden sechs kationische Tenside
mit unterschiedlicher Anzahl an Ladungen und Alkyleinheiten synthetisiert. Die Grund-
struktur ist in Abbildung 5-1 gezeigt. Die Tenside (D, E und F) setzten sich aus drei Frag-
menten zusammen. Dabei handelt es sich um einen monodispersen Oktaethylenoxid-
Anteil, einen unpolaren Dodecyl-Anteil (Tensid D und Tensid F), sowie ein Hexyl-Segment
an Tensid E und eine spezifische kationische Gruppe. Um den Oligoether und den aliphati-
schen Alkyl-Teil sowie die kationische Gruppe koppeln zu kénnen, missen alle Fragmente
reaktive Gruppen entsprechender Funktionalitdt enthalten. Die erfolgte Kopplung zum
monodispersen amphiphilen Zweiblockmolekul erlaubt zuséatzliche Endgruppen. Zur Unter-
suchung der DNA-Tensid-Komplexbildung sollen hier zusatzlich weitere drei Diblockstruk-
turen von Tensid A, B, und C aufgebaut werden.
AN
TensideA N,

Hz ?
HOWWW\E/\/\E/\/\/'AWNHS
2 2

Tenside B C)N,

H, °
Ho? NAONAN N ONN NN NN NN NN I
H, H,
TensideC EGsNg

“°\/\o/\/°\/\o/\/°\/\o/\/°\/\o/\/°\/\/\/\/\/\/\§<

Tenside D EGgCqzN4
HO\A°NO\A°NO\/\°NO\/\°NO\/\ME:\/\E:\/\/E‘Z\Nﬁ Hs

TensideE  EG3CeN4
“°\/\o/\/0\/\0/\/0\/\0/\/0\/\0/\/°\/WVW\§2/\/\§2/\/\/§2\/\;"“3

Tenside F EGsC12Ns

Abbildung 5-1: Schematische Darstellung der multivalenten kationischen Tenside
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5.1 Herstellung des hydrophilen Bausteins

Die Synthese des hydrophilen Fragments der Ethylenoxidkette ausgehend vom bifunktio-
nellen Baustein Tetraethylenglykol erfordert den stufenweisen Aufbau unter Einsatz von
Schutzgruppen. Als geeignete Schutzgruppen wurden die tert-Butyl- und die Benzyl-
schutzgruppe fir Kopplung und weitere Funktionalisierung zum Aufbau des Oligoethylen-
oxids gewahlt, da diese als orthogonale Schutzgruppen sehr gut selektiv also unabhangig
voneinander abgespalten werden kdnnen und auch bei der weiteren Funktionalisierung
nicht angegriffen werden. Diese jeweils monogeschitzten, monodispersen Oligomere sind
einfach zuganglich und erlauben die nachfolgende Aktivierung der freien Hydroxygruppen
zur Kopplung durch Williamson’sche Ethersynthese unter Erhalt der Schutzgruppen. Nach
der selektiven Abspaltung der Schutzgruppe wird das monobenzylgeschitzte bzw. mono-
tert-Butylschiitzte Oktaethylenglykol in guten Ausbeuten isoliert'*>*?°. Die Synthesestrate-
gie ist im nachfolgenden Reaktionsschema dargestellt (Abbildung 5-2).
HO/\/O\/\O/\/O\/\O/\© %,

o o 50%ig. NaOH
o T NN TN TN N THF

BnCl

Isobuten

Ho/\/o\/\o/\/o\/\ok E——

Amberlyst 15 50%ig. NaOH

\©\ o Dichlormethan H@
o —
P TR R Ve NN o]
g ° o O/\© Dioxan HO >
>L ){/\/o —
O 8

H, 50bar
fa 8/\/0\/\0/\/0\/\0J< |, >ko/{/\/O+H
Pd/C (10% Pd) ¢
ACOHMeOH (1:1)

Abbildung 5-2: Reaktionsschema zur Synthese des hydrophilen Bausteins

Das nach chromatographischer Reinigung isolierte Produkt wurde durch das *H-NMR-
Spektrum analysiert (Abbildung 5-3). Es gibt insgesamt vier spektrale Bereiche fur die a-
Benzyl-w-tert-Butyl-geschitzten Oktaethylene. Zwischen 7,23 — 7,31 ppm findet man die
Protonen des Benzolrings. Die benzylische Methylgruppe am Aromat erscheint als Singu-
lett bei 4,53 ppm. Die Protonen der Hauptkette bilden ausgepragte Multipletts im Bereich
zwischen 3,67 — 3,62 ppm. Die Protonen der tert-Butylschutzgruppe werden bei 1,15 ppm

gefunden.

Die erfolgreiche Abspaltung der Benzylschutzgruppe lésst sich leicht durch das *H-NMR-
Spektrum in Abbildung 5-3 C nachweisen. Die Signale der aromatischen H—-Atome und
CH, der Benzylgruppe treten nicht mehr auf, wobei die Signale der tert-Butylgruppe trotz

maRig sauren Reaktionsbedingungen erhalten geblieben sind. Die Charakterisierung des
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monobenzylgeschiitzten Oktaethylenglykols erfolgte mittels *H-NMR-Spektrum. Die selek-
tive Abspaltung der tert-Butylgruppe lasst sich in Abbildung 5-3 B durch das Verschwin-

den des charakteristischen Singuletts der tert-Butylgruppe verfolgen.

A )
j\o{/\/ﬂ;/@
L LM L
o Q | o
o™
A T . ‘
C
>ko{/v°t+.
: A

Abbildung 5-3: *H-NMR von a-Benzyl-w-tert-Butyl-Octaethylenglykol, Mono-tert-Butyl-
Octaethylenglykol und Mono-benzyl-Octaethylenglykol

5.2 Herstellung Tensid A

Die Struktur des Tensids A setzt sich aus zwei Fragmenten zusammen. Dabei handelt es
sich um einen hydrophilen Teil mit doppelt positiv geladener Kopfgruppe und eine hydro-
phobe Gruppe mit unpolarer aliphatischer Kette, die durch nukleophile Substitution mitei-

nander verbunden sind.

BocO, EtO,P(OH)
TEA NHEB HezNBr
HZN/\/\/NHZ e HZN/\/\/ 0C NaHCOo Dep\N/\/\/NHBoc
MeOH 3 tBuok*  Boe - Dep
CCl4/CH,Cl, HN AN oA~ ~U-CHg
[e] THF 0°C
AN NN p-TsCl s
H3C OH ———— H,C NN 5
Pyridin
CHCl3

@ Ha
= N AR A A AL

Abbildung 5-4: Reaktionsschema zur Synthese des Tensids A

Die Herstellung des Tensids A wurde nach dem in Abbildung 5—4 dargestellten Reaktions-

schema durchgefuihrt. Als hydrophiler Anteil wurde 1,4-Butanediamin gewahlt und nach
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Aufbau der Schutzgruppe sowie durch Aktivierung der freien Aminogruppe an dem Sei-
tenende zum Aufbau des kationischen Tensids umgesetzt. Die Einfiihrung der Boc-
schutzgruppe erfolgt nach einer Vorschrift von Kaur et. al.®” durch die Zugabe von Di-
tert-butyldicarbonat und Triethylamin in Methanol. Bei der weiteren Funktionalisierung des
monogeschitzten Diamins wird das Boc-geschitzte Butanediamin mit Di-ethylphosphonat
nach einer abgewandelten Vorschrift von Andrea et. al umgesetzt'*®. Die erfolgreiche Um-
setzung konnte mittels *H-NMR-Spektrum, wie in Abbildung 5-5 gezeigt, bestatigt wer-
den. Die Protonen der tert-Butyl-Gruppe des Boc-Restes sind bei 1,41 ppm als schmales
Singulett sehr gut nachzuweisen. Die Protonen des Diethylphosphonat-Segments zeigen
zwei spektrale Bereiche. Die dem Sauerstoff benachbarte Methylengruppe des Phospho-
nats bildet ausgepragte Multipletts im Bereich zwischen 3,95 ppm und 4,10 ppm. Die Pro-
tonen der Ubrigen Methylengruppen werden jeweils als Triplett im Bereich von 1,27 ppm
und 1,32 ppm detektiert. Die Reinheit dieser Verbindungen wurde zuséatzlich mit Massen-
spektrometrie Uberprift. Es sind nur sehr geringe Anteile an Verunreinigungen im ESI-
Spektrum zu detektieren. Das Produkt wurde ohne weitere Reinigung im nachsten Reakti-

onsschritt eingesetzt.
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Abbildung 5-5: *H-NMR von a-Boc-w-Dep-Butandiamin

Als unpolarer hydrophober Teil zum Aufbau des Tensids A wird in diesem Fall Dodecylal-
cohol als aliphatischer Baustein gewahlt. Um das Dodecanol mit dem hydrophilen Seg-

ment des Diamins koppeln zu kdnnen, muss die freie Hydroxygruppe durch Einfiihren der
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Tosylatgruppe aktiviert werden. Dazu wurde nach einer Vorschrift von George W. et. al.
der Dodecylalcohol in Chloroform mit Tosylchlorid in Gegenwart von Pyridin umgesetzt'*®.
Der Erfolg der Tosylierung wurde mit der Aufnahme der *H-NMR-Messung in Abbildung 5—
6 bestatigt. Die Methylengruppe an den Dodecylkettenenden liegt im Bereich von 0,86
ppm als Triplett vor. Die aromatischen Protonen der Tosylatgruppe erscheinen als zwei
Dubletts, bei einer chemischen Verschiebung von 7,78 ppm und 7,33 ppm, mit der glei-
chen Kopplungkonstanten von J = 8 Hz. Die benzylische Methylgruppe des Tosylats wurde
als Singulett bei 2,43 ppm gefunden. AuRerdem wurde durch die Tosylierung die benach-
barte Methylengruppe durch den —I Effekt ins Tieffeld verschoben und befindet sich im
Bereich von 3,99 ppm als Triplett. Die Reinheit dieser Verbindungen wurde zuséatzlich mit

Massenspektrometrie Uberprift. Verunreinigungen konnten nicht detektiert werden.
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Abbildung 5-6:1H-NMR von Dodecyltosylat

Die Kombination hydrophiler und hydrophober Elemente zu amphiphilen Molekiilen erfolgt
durch Zugabe von Alkoholatzusatz (Kalium-tert-butoxid) zur Precursorlosung in THF, wie-
derum nach einer abgewandelten Vorschrift von Andrea et. al'*®. Das gewiinschte Produkt
konnte als reine Verbindung séaulenchromatographisch isoliert werden. Die erfolgreiche
Umsetzung konnte durch die Aufnahme einer *H-NMR-Messung in Abbildung 5-7 bewie-
sen werden. Der Vergleich von Abbildung 5-7 mit Abbildung 5-6 belegt mittels *H-NMR-
Spektrum durch Fehlen der typischen Tosylat-Resonanzen den vollstdndigen Umsatz zu

der gewiinschten Verbindung.
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Abbildung 5-7: *H-NMR von dem Boc- und Dep-geschiitzten Tensid A

Durch Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und des Phosphitesteramids, was nach der in
Kapitel 7.4 dargestellten allgemeinen Arbeitsvorschrift durchgefuhrt wurde, konnte das
Tensid A mit TFA  als Gegenionen erhalten werden. Das Produkt wurde im ESI-
Massenspektrum mit dem Signal 257,2 (MH") nachgewiesen und durch HPLC-Kontrolle
Uber eine ODS-Saule auf Reinheit geprift. Dabei waren neben dem Produkt keine Signale

von Verunreinigung detektierbar.
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Abbildung 5-8: HPLC-Chromatogramm des Tensids A mit TFA™ als Gegenionen; Perfect-
Bond ODS-HD- Saule 250*4.6mm, Particle Size: 5um; LS-detektor, T=25°C; Gradient:
40 min 75/25(Methanol/Wasser+0.1% TFA) — 100 (Methanol+0.1% TFA);
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5.3 Herstellung Tensid B

Tensid B ist ein amphiphiles Molekil mit vier positiven Ladungen und besteht somit aus
einem Sperminsegment als hydrophile Kopfgruppe und einer aliphatischen Dodecyl-Kette
als hydrophober Anteil. Um die Spermin- und die Dodecyl-Untereinheit koppeln zu kon-
nen, missen beide Fragmente reaktive Gruppen entsprechender Funktionalitat enthalten.
Das monofunktionelle Spermin, welches als hydrophiler Baustein zur Herstellung des Ten-
sids gewahlt wurde, wurde mit Boc-Schutzgruppen an den freien Aminostellen selektiv
aufgebaut, wie in Kapitel 3.1.1 beschrieben. Die Herstellung des monofunktionalisierten
Dodecandiols wird von zwei verschiedenen Methoden nach dem Reaktionsschema in Ab-
bildung 5-9 dargestellt. Alternativ kann die freie Hydroxygruppe durch Einfiihrung der

146128 gder durch Substitution mit Bromid'*® akti-

Tosylatgruppe fir das O-terminale Ende
viert werden. Der Erfolg der Tosylierung sowie Halogenierung wurden mit der Aufnahme
des 'H-NMR-Spektrums {berpriift (Abbildung A 10). In der Abbildung sind keine Signale
zu erkennen, die nicht dem gewlnschten Produkt zugeordnet werden kénnen. Auch durch
Analyse mittels Massenspektrum sind keine Verunreinigungen sichtbar.
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Abbildung 5-9: Reaktionsschema zur Synthese des Tensids B

Die erfolgreiche Darstellung vom Boc-geschitzten Tensid B wurde durch Kupplung des
monofunktionalisierten Boc-geschitzten Spermins mit dem monoaktivierten hydrophoben
Baustein alternativ in trockenem DMF oder Acetonitril in Gegenwart von Kaliumcarbonat
als Kupplungshilfsreagenz nach einer abgewandelten Vorschrift von S. Sonda et al. reali-
siert'®. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reinigung wurde das Produkt durch

die Aufnahme eines "H-NMR-Spektrums charakterisiert. In Abbildung 5-10 sind die Proto-
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nen der tert-Butyl-Gruppe des Boc-Restes bei 1,42 ppm als schmales Singulett sehr gut
nachgewiesen. Die zur Hydroxygruppe benachbarten Methylenprotonen erscheinen als
Triplett im Bereich von 3,58 ppm und 3,64 ppm. Die inneren Methylengruppen der Alipha-
ten werden als Multiplett im Bereich von 1,16 ppm bis 1,38 ppm detektiert. Die Reinheit
dieser Verbindung wurde zusatzlich mit ESI-Messung uberpruft. Das gefundene Signal

entspricht mit seiner Masse dem gewtinschten Kopplungsprodukt.
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Abbildung 5-10:*H-NMR von dem Boc-geschiitzten Tensid B

Um die positiven Ladungen an dem Tensid einzufihren, wird das Boc-gschiitzte Tensid B
durch Umsetzung mit Trifluoressigsaure in Gegenwart von Thiophenol protoniert. Durch
Umkristallisation aus Diethylether wird das aufgereinigte Tensid B mit TFA- als Gegenio-
nen erhalten. Die Einfihrung der Bromidanionen in Tensid B wurde analog der Methode
zum Umtausch der Gegenionen des Polymers, also durch Deprotonierung mit NHz-Lésung
und anschliefender Umsetzung mit Bromwasserstoffsaure erreicht. Das gewtiinschte Ten-
sid B mit Br~ als Gegenionen konnte mehrmals durch Umkristallisation aus Metha-
nol/Diethylether als reine Verbindung isoliert werden. Der Beweis fir das Entstehen des
Tensids konnte mittels Massenspektroskopie erbracht werden und das aufgetretene Signal
entspricht genau der Verbindung. In dem HPLC-Chromatogramm ist nur ein Signal detek-

tierbar (Abbildung 5-11), welches auf das gewiinschte Produkt zurickgefiihrt werden

kann.
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Abbildung 5-11: HPLC- Chromatogramm des Tensids B mit Br™ als Gegenionen; Perfect-
Bond ODS-HD- Saule 250*4.6mm, Particle Size: 5um; LS-detektor, T=25°C; Gradient:
40 min 50/50 (Methanol/Wasser+0.1% TFA) — 100 (Methanol+0.1% TFA);
Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung von Tensid B
Im folgenden Abschnitt wird das Aggregationsverhalten des Tensids B durch Titrationsex-
perimente in der Konzentrationsabhangigkeit bzw. der Fremdsalzabhéngigkeit beschrieben.
Zur Untersuchung wurde Natriumbromid als Fremdsalz gewahlt und das Tensid mit einer
Anfangskonzentration von ca. 3,3 g/l versehen. Die NaBr-Losung wurde ebenfalls in einer
Konzentration von 1 mM durch Titration zugegeben. Nach jedem Titrationsschritt wurde
die Tensid-Losung mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung charakterisiert. Um
eine einheitliche Zeitverzbgerung zu gewahrleisten, wurde die Tensid-Stammldsung nach
der Filtration in Lichtstreukiivetten nach der Zugabe der NaBr-Losung jeweils unter einem
konstanten Zeitabstand von zwei Tagen stehen gelassen.
Abbildung 5-12 zeigt den Vergleich der Korrelationsfunktionen fiir Tensid B in 1 mM NaBr-
Losung mit verschiedener Konzentration bei einem Streuwinkel von 30°. Der Vergleich der
gemessenen Korrelationsfunktionen veranschaulicht sehr deutlich, dass die in diesem
Konzentrationsbereich gebildeten Aggregate nicht signifikant voneinander abweichen. Bei
der Auswertung der dynamischen Lichtstreuung wurde die Korrelationsfunktion bei den
verschiedenen Winkeln mit Hilfe einer Summe von Mono- und Biexponentialfunktionen
angepasst und anschlieRend der Diffusionskoeffizient der biexponentiellen Slow-mode
gegen ¢ aufgetragen. Die Korrelationsfunktion ist wie folgt beschrieben:
91(q,7) = Ay + B+ [by-exp(=I1 - 7) + by - exp(—TI, - 1)] + C - exp(—TI3 - T)mit
Der apparente Diffusionskoeffizient wurde nach Extrapolation auf g = 0 erhalten. Der in

erster Naherung monoexponentiell gefittete Abfall liefert einen hydrodynamischen Radius,
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kleiner als 1 nm fir diesen Fast-mode, was der GroRe eines einzelnen Tensidmolekls
entspricht. Die statischen Lichtstreudaten wurden bei jeder Konzentration nach Berry
extrapoliert. Da die Brechungsindexinkremente des Tensids nicht experimentell bestimmt
wurden und nicht literaturbekannt sind, wird die statische Lichtstreuung zunéachst mit Hilfe
der konzentrationsnormierten Rayleigh-Verhaltnisse M, (dn/dc)’ ausgewertet. Die Er-
gebnisse der statischen Lichtstreuung und der hydrodynamischen Radien des Slow-modes

sind in Tabelle 5-1 zusammengefasst.
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Abbildung 5-12: Vergleich der Korrelationsfunktion bei 30° fir
Tensid B in 1ImM NaBr-L6sung
Der Vergleich der Tragheitsradien und hydrodynamischen Radien sowie des konzentrati-
onsnormierten Rayleigh-Verhaltnisses in verschiedener Tensidkonzentration zeigt keine
signifikante Verdnderung. Dabei ist auszuschlieRen, dass die gebildete Aggregationsstruk-
tur des Tensids B in die Stammldsung und nach deren Verdinnung keinen Unterschied
aufweist. Somit ist davon auszugehen, dass die Aggregate bereits vorher gebildet wurden
und diese Aggregate nach Verdinnen stabil sind. Dies bedeutet, dass alle durch Licht-
streuung gemessenen Tensidlésungen die kritische Mizellbildungskonzentration (CMC)
Uberschritten haben. Durch Auftragung der Streuintensitat bei einem Winkel von 30° ge-
gen Tensid-Konzentration kann eine weitere wichtige Kennzahl der Grenzkonzentration
(CMC) nach Extrapolation auf /- = 0 ndherungsweise ermittelt werden. So liefert die
Auswertung eine kritische Mizellbildungskonzentration in 1 mM NaBr-Lésung von ¢= 0,13

g/l. Das Verhdltnis von Tragheitsradius zu hydrodynamischem Radius des Aggregats
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nimmt im Rahmen des Fehlers einen Wert von 1,0 an, ein typischer Wert fur die kugel-

férmigen Strukturen.

Tabelle 5-1: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung fur
Tensid B in 1 mM NaBr-Losung; CMC=0,13 g/I

Konz. / g/l cp/Cs MW-(dn/dc)Z Ry / nm Ry, / nm p-Verhaltnis
3,32 18,7 2,159E+05 133,5 131,5 1,02
2,556 14,4 2,308E+05 135,3 131,7 1,03
1,896 10,7 1,794E+05 135,7 129,2 1,05
1,279 7.2 2,014E+05 137,4 132,2 1,04

Ein weiterer Ansatz, den Einfluss des Fremdsalzes bei der Ausbildung des Aggregats zu
untersuchen, ist die Verwendung von reinem Wasser an Stelle von 1 mM NaBr-Ldsung.
Um zu gewahrleisten, dass die Ergebnisse fur die unterschiedlichen Systeme vergleichbar
sind, wurden die Herstellung der Stammlésung sowie die Titrationsexperimente nach

identischen Bedingungen, wie zuvor in 1 mM NaBr-Losung, durchgefihrt.
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Abbildung 5-13: Vergleich der Korrelationsfunktion bei 30° fur Tensid B in rei-
nem Wasser

Abbildung 5-13 zeigt die Korrelationsfunktion des Tensids bei einem Streuwinkel von 30°
in reinem Wasser, bei einer Konzentration von 5,08 g/l bis 1,68 g/l zum Vergleich. Dabei
wird kein signifikanter Unterschied beobachtet. Die Korrelationsfunktion bei den verschie-

denen Winkeln wurde wiederum mit der Summe von Mono- und Biexponentialfunktionen
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gefittet. Die statischen Lichtstreudaten wurden bei jeder Konzentration nach Berry und
mit Hilfe der konzentrationsnormierten Rayleigh-Verhaltnisse M, ., (dn/dc)® ausgewertet.
Die Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung an den Komplexlésungen

sind in Tabelle 5—2 zusammengefasst.

Tabelle 5-2: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung fur
Tensid B in reinem Wasser; CMC=0,28 g/I

Konz. / g/l Mw-(dn/dc)? Ry / nm Rn/ nm p-Verhéltnis
5,08 5,164E5 130,8 129,4 1,01
3,93 5,131E5 131,2 129,6 1,01
2,87 5,146E5 133,3 130,0 1,03
1,68 4,208E5 131,4 126,0 1,04

Die aus der konzentrationsabhéngigen Streuintensitat bestimmte kritische Mizellbildungs-
konzentration (CMC) in reinem Wasser ist im Vergleich zu der in 1 mM NaBr hergestellten
Tensidlésung mit einem Wert von 0,28 g/l deutlich erhoht. Die Unterschiede bei der
Grenzkonzentration werden mit einer Abschirmung der Ladungen erklart. Die Fremdsalz-
zugabe fuhrt zur Abschwéachung der abstolRenden elektrostatischen Krafte zwischen den
positiv geladenen Kopfgruppen und somit kann der hydrophobe Anteil des Tensids leicht
aggregiert werden. Dieser Effekt wird auch von M. N. Jones et. al. bei den Experimenten
mit wassrigen DTAB-L6sungen in Abhéngigkeit von der NaBr-Konzentration diskutiert'".

Bei Betrachtung der Ergebnisse (Tabelle 5-1 und Tabelle 5-2) fallt auf, dass der hydrody-
namische Radius sowie der Tragheitsradius im Rahmen des Fehlers identisch sind. Identi-
sche Experimente mit reinem Wasser fihren, wie zu erwarten war, zu keinen Verande-
rungen und es bilden sich wiederum sphérische Aggregate. Mit Salzzugabe sinkt das kon-
zentrationsnormierte Rayleigh-Verhaltnis M, ., (dn/dc)? im Vergleich zur Messung in rei-
nem Wasser. Um dies prazise zu klaren, misste eine genaue Bestimmung der Konzentra-
tionen und des Wertes dn/dc durchgefihrt werden, auf die im Rahmen dieser Arbeit je-

doch wegen der geringen zur Verfligung stehenden Probenmenge verzichtet wurde.

5.4 Herstellung Tensid C

Wie schon vorher erwahnt, wurde in diesem Abschnitt zusatzlich das Molekil mit zwei
hydrophilen Teilen hergestellt, um Anderungen der Eigenschaften hinsichtlich der DNA-
Tensid-Komplexbildung studieren zu kénnen. Dazu wird das Oligoethylenoxid bzw. das

Spermin als Untereinheit zur Herstellung des Tensid C gewahlt, wobei zum einen das mo-
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no-tert-Butylgeschiitzte Oktaethylenglykol zum anderen das monofuktinelle Tri-Boc-
Spermin verwendet wurde (Abbildung 5-14). Die Aktivierung des mono-tert-
Butyloktaethylenglykols wurde analog zu Kapitel 5.1 nach der gleichen Verfahrensweise
durch Zugabe von Tosychlorid in THF-L6sung in Gegenwart von Natronlauge erreicht. Die
Herstellung des a-tert-butyl-w-tosyl-Oktaethylenglykols erfolgte mittels *H-NMR-Spektrum,
wie in Abbildung 5-15 gezeigt wird.
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K2CO3 Boc
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TFA als Gegenionen
Abbildung 5-14: Reaktionsschema zur Synthese des Tensids C
Im Vergleich des 'H-NMR-Spektrums von Mono-tert-Butyl-Octaethylenglykol in Abbildung
5-3 mit dem Ergebnis fiir das entsprechende Tosylat in Abbildung 5-15 lasst sich der Er-
folg der Umsetzung sehr gut erkennen. Das Tosylat zeigt das charakteristische Dublett bei
7,79 ppm und 7,30 ppm. Die dem Tosylat benachbarte Methylengruppe ist wiederum im
Tieffeld verschoben und tritt als Triplett bei 4,13 ppm auf. Die Reinheit dieser Verbindung
wurde zusatzlich mit ESI-Messung uberpruft. Das gefundene Signal entspricht mit seiner

Masse dem gewulnschten Produkt.

Signal/a.u.

Abbildung 5-15: 1H-NMR von a-tert-butyl-w-tosyl-Octaethylenglykol
Die Kopplung der zwei vorher hergestellten hydrophilen Untereinheiten wurde wiederum
nach der abgewandelten Vorschrift von S. Sonda et al unternommen*®. Die erfolgreiche

Umsetzung konnte mittels *H-NMR-Spektrum in Abbildung 5-16 durch das Verschwinden
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der charakteristischen Signale der Tosylgruppe und durch das verbleibende Singulett der

tert-Butylprotonen bei einer chemischen Verschiebung von 1,17 ppm bewiesen werden.
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Abbildung 5-16:'H-NMR von dem Boc- und tert-Buthylgeschiitzten Tensid C
Die Einfuhrung der Gegenionen an das Tensid C wurde durch Abspaltung der Boc- und
tert-Butylschutzgruppe mit der Trifluoressigsaure verfolgt. Nach Ausfallung und mehrmali-
gem Waschen mit Diethylether wurde die Reinheit des Produkts auch in diesem Fall durch
Aufnahme eines HPLC-Chromatogramms Uberpruft (Abbildung 5-17) und keine weiteren

Verunreinigungen festgestellt.
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Abbildung 5-17: HPLC-Chromatogramm des Tensids C mit TFA™ als Gegenionen; Perfect-
Bond ODS-HD-Saule 250*4.6mm, Particle Size: 5um; LS-detektor, T=25°C; Gradient:

40 min, 20/80— 95/5 (Methanol/Wasser+0.1% TFA)
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Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung von Tensid C

Die Eigenschaft von Tensid C wurde durch dynamische Lichtstreuung in Wasser sowie in
Methanol mit Zugabe von LiBr als Fremdsalz charakterisiert. Als Konzentration wurde in
beiden Fallen 10 g/l gewahlt, um ein stéarkeres Signal bei den Lichtstreumessungen zu
erhalten. Entsprechend musste auch die Salzkonzentration bei 0,1 mol/l fir ein ausrei-

chendes Ladungs-zu-Salz-Verhéltnis gewahlt werden.

® Experiment
Fit

t/pus

Abbildung 5-18:Korrelationsfunktion (DLS, 0,1 M LiBr/H,0) des Tensids C mit ¢=10 g/I
bei einem Streuwinkel von 15°, A=632,8 nm; R,=0,62 nm, K,=0
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Abbildung 5-19:Korrelationsfunktion (DLS, 0,1 M LiBr/CH;OH) des Tensids C mit ¢=10 g/I
bei einem Streuwinkel von 15°, A=632,8 nm; R,=0,62 nm, J,<0,05
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Abbildung 5-18 und Abbildung 5-19 zeigen die Korrelationsfunktion bei einem Streuwin-
kel von 15° in Wasser und zum Vergleich in Methanol. Es ist deutlich zu erkennen, dass
Tensid C sich mit LiBr in Wasser ahnlich wie in Methanol verhélt. Die gemessene Korrela-
tionsfunktion ist bei beiden Féallen monodispers und es wird ein hydrodynamischer Radius
von <Rh>, kleiner als 1 nm erhalten. Es ist jedoch zu bemerken, dass es in den verwen-

deten Losungsmittelsystemen zu keiner Aggregation kommt.

5.5 Herstellung Tensid D

Gegenstand dieses Abschnitts ist die Entwicklung der Synthese des neuartigen kationi-
schen Tensids, basierend auf Oligoethylenoxiden als hydrophilem Teil und Dodecylketten
als hydrophobem Teil sowie zusatzlicher endstandiger positiver Kopfgruppe. Die Herstel-
lung des kationischen Tensids D erfolgt in zwei Schritten unter den in Abbildung 520 und

Abbildung 5-22 dargestellten Reaktionsschemen.

Fur die Synthese des a,w-geschitzten Diblockoligoethylenoxiddodecyls wurde auf eine
modifizierte Williamson”sche Ethersynthese®* zuriickgegriffen, so dass benzylgeschiitztes
Dodecyltosylat mit dem tert-butylgeschitzten Alkoholat des Oligoethylenglykols in trocke-
nem Toluol in Gegenwart von 18-Krone-6 als Kupplungshilfsreagenz zur Umsetzung ge-
bracht wurde. Um Spuren von Wasser und geldstem Sauerstoff zu entfernen, wurde tro-
ckenes Toluol vor der Reaktion frisch unter Schutzgas destilliert. Die Synthese muss kom-
plett unter Schutzgas ausgefuhrt werden. Nach drei Wochen Reaktionsdauer war ein voll-
standiger Umsatz nahezu erreicht. Das a, w-geschutzte Zweiblockoligomer konnte als rei-
ne Verbindung saulenchromatographisch isoliert werden. Zur Funktionalisierung dieser
Diblockverbindung wird das a-Benzyloxy-w-tert-butoxyl-dodecyloktaethylenglykol nach
selektiver Abspaltung der Benzylschutzgruppe und anschliefend durch Einfiihren der To-
sylgruppe'*® aktiviert.

BnO.
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10% Pd/C N\/\/\/\/\,!/ \/1\ W
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CH;CN
Abbildung 5-20: Reaktionsschema zur Synthese von a,w-heterobifunk-
tionellen-Oktaethylenoxiddodecyl-Diblocken
Die erfolgreiche Umsetzung wurde mit der Aufnahme des *H-NMR-Spektrums (iberpriift.
In Abbildung 5-21 sind deutlich die tert-Butyl-Protonen bei 1,17 ppm als Singulett zu er-
kennen. Im Bereich zwischen 1,18 ppm und 1,82 ppm liegen die Signale der Methylen-

gruppen der aliphatischen Kette. Die der Benzyl- und Hydroxygruppe bzw. Ethylenoxid
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benachbarten Protonen erscheinen mit Oligothylenoxid als Multiplett im Bereich von 3,40
ppm und 3,75ppm. Die dem Tosylat benachbarte Methylengruppe ist wiederum im Tief-
feld verschoben und tritt als Triplett bei 3,99 ppm auf. Auerdem erkennt man in Abbil-
dung 5-21 A und C deutlich die aromatischen Signale, sowie das zusétzliche Singulett

jeweils bei 4,48 ppm und 2,42 ppm, was auf die Erhaltung der Benzyl- bzw. Tosylgruppe
zuriickgefuihrt werden kann.
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Abbildung 5-21: *H-NMR der a,w-heterobifunktionellen Oktaethylenoxiddodecyl-Diblécke
Die Einfuihrung der kationischen Ammoniumgruppe an der Zweiblockoligomere kann aus-
gehend von dem monoaktivierten Dodecyloktaethylenglykol auf zwei unterschiedlichen

Wegen nach dem in Abbildung 5-22 dargestellten Reaktionsschema durchgefihrt werden.

Syntheseweg 1

o] NaNj3 H2 5 bar MEOH
TsO OtBu —
DMF

Boc,0 catalyst

Thlophenol
BocHNWM \/}\ /\/\/\/\/\/\% %\ CH3'

Ncho3

'{,\/ W Methanol

Syntheseweg 2
/\/\/\/\/\/\/[O NMes \|WM \/ﬂ\ Dowex 50WX2_

TsO otBu ~gop N HCI/MeOH
wof~° WT

+

Abbildung 5-22:Reaktionsschema zur Synthese des Tensids D
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Zum einen wurde zuerst das Tosylat mit Natriumazid zum Azid nach einer abgewandelten

Vorschrift von Yoshimi Murozuka et. al. umgesetzt'®

. Das erhaltene Zwischenprodukt
konnte anschlielfend mit di-tert-Butyl-dicarbonat in Methanol mit H, unter 5 bar in Ge-
genwart von Lindlarkatalysator zum Carbamat reagiert werden'*, wobei dann das Amin
durch Abspaltung der Boc-Gruppe freigesetzt wurde. Um die kationische Kopfgruppe zu
erhalten, wird das Amin mit Methyliodid in Methanol nach einer abgewandelten Vorschrift
von Simin Liu et.al. durchgefiihrt®®>. Nach Aufarbeitung und chromatographischer Reini-
gung konnte das Produkt sauber isoliert werden, wie durch ‘H-NMR-Spektroskopie und
mittels Massenspektrometrie nachgewiesen wurde. Die erfolgreiche Umsetzung ist in Ab-
bildung 5-23 (unten) durch das Verschwinden des charakteristischen Singuletts der tert-
Butyl- und Boc-Schutzgruppe belegt. AuBerdem sind die typischen Signale bei 3,47 ppm
vorhanden, was fiir die Erhaltung der Methylengruppe des kationischen Ammoniumkopfs
spricht. Das im ESI-Spektrum detektierte Signal entsprach der erwarteten Verbindung.
Nachdem mit diesen System keine befriedigende Ausbeute bei der Synthese erhalten
wurde, musste die Synthese geédndert werden, um zu einer héheren Ausbeute zu gelan-
gen. Fur diesen Zweck wird das mit Tosylgrupe aktivierte Decaethylenglykol mit Trime-
thylamin in Ethanol umgesetzt. Nach VerschlieBen des Autoklaven wurde das Reaktions-
gemisch 3 Tage bei 75 °C durchgefiihrt. Die Aufreinigung des gewtiinschten Produkts er-
folgte unter lonenaustauschchromatographie mit Dowex 50WX2. Diese Synthesemethode

liefert grofiere Ausbeuten (tber 70 %) als Syntheseweg 1 (maximal 15%).

36,0 8,6 26,4

S S

r v T v T v T v T v T v T v T v
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 5-23: *H-NMR des Boc-Carbamats (oben) und Tensids D (unten)
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Die Reinheit des erhaltenen Tensids wird durch Aufnahme eines HPLC-Chromatogramms
Uberpruft. In Abbildung 524 sind keine Signale zu erkennen, die nicht dem gewiinschten

Produkt zugeordnet werden kénnen.
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Abbildung 5-24: HPLC- Chromatogramm des Tensids D; PerfectBond ODS-HD-Sé&ule
250*4.6mm, Particle Size: 5um; LS-detektor, T=25°C; Gradient:
40 min, 20/80— 95/5 (Methanol/Wasser+0.1% TFA)

5.6 Herstellung Tensid E

Die Struktur des Tensids E setzt sich aus drei Untereinheiten zusammen. Dabei handelt es
sich um ein hydrophiles Ethylenoxid, eine unpolare Alkylgruppe und einen Sperminrest mit
vier kationischen Ladungen. Die Synthese dieser amphiphilen Dreiblockstruktur erfolgt
analog zu Tensid D und ist in Abbildung 5-25 dargestellt. Hierbei wird bei konstanter Lan-
ge der hydrophilen Einheit, die kationische Kopfgruppe vergréRert bzw. die hydrophobe
Alkylkette verkirzt. Bei dem hydrophoben Anteil, welcher zuerst mit der hydrophilen Ein-
heit verbunden wird, wurde im ersten Schritt, 6-bromohexanol nach einer Vorschrift von S,

Jew et.al*®

mit einer Benzyl-Schutzgruppe versehen, um die freie Hydroxylgruppe bei der
anschlieBenden Kopplungsreaktion angreifen zu kénnen. Nach einer abgewandelten Willi-
amson”schen Ether-Synthese wird dazu die amphiphile Diblock-Verbindung mit dem Mo-
no-tert-Butyloktaethylenglykol bzw. benzyl-geschitztem Hydroxy-hexylbromid in Gegen-
wart von Natriumhydrid als Base dargestellt. Die Funktionalisierung der endstéandigen Al-
kylgruppe des a,w-geschutzten Diblockoligoethylenoxidhexyls wird nach Abspaltung der
Benzylschutzgruppe bzw. durch Umsetzung mit Tetrabrommethan und Triphenylphosphin

in THF verfolgt und somit eine Bromidgruppe an dem hydrophoben Segment angeschlos-
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sen. Die erfolgreiche Umsetzung konnte durch 'H-NMR-Spektroskopie und mittels Mas-
senspektrometrie nachgewiesen werden. Abbildung 5-26 zeigt das *H-NMR-Spektrum des
mit der Bromidgruppe aktivierten Diblockmolekils. Neben den Signalen der tert-
Butylschutzgruppe (als Singulett bei 1,17 ppm) liegen drei verschiedene Multipletts im
Bereich von 1,23 ppm bis 1,91 ppm vor. Diese Multipletts entsprechen den inneren Me-
thylengruppen der Hexylketten. Die dem tert-Butylethylenoxid und dem Bromid benach-
barten Protonen erscheinen als Multiplett durch die Uberlagerung der Signale im Bereich
zwischen 3,35 ppm und 3,47 ppm. Die Protonen des Ethylenoxids bilden ausgepragte
Multipletts im Bereich zwischen 3,52 ppm und 3,68 ppm. Die im Massenspektrum detek-
tierten Signale bestatigen zuséatzlich, dass die erwartete Verbindung nach saulenchroma-

tographischer Aufreinigung sauber isoliert wurde.

NaH/DMF

BnO. o 10% PdiC_
N~ "N, t H OtBu L
BnBr "Hz CHyOH
HO/\/\/\’[/O\%\OtB cay, PheP /\/\/\{/0\4\ HoN Boc
u + f4g ——> Br OtBu + NN CO.
8 THF 8 T NN NHBoe K2E%

E—

Boc DMF

Br\/\/\/\
OH

oc TFA
0 /WN NH
tBu\o{/voWNMN/\/\/N\/\/NHBoc ., Ho‘{'\/ MN/\/\N N\ ANHs
8 Boc Thiolphenol 8
TFA" als Gegenionen

Abbildung 5-25: Reaktionsschema zur Synthese des Tensids E
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Abbildung 5-26: *H-NMR des a-tetr-Butyl-w-Bromid-Oktaethylenoxidhexyldiblocks
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Die Kombination des monoaktivierten Diblockmolekils und des tri.boc-geschiitzten Sper-
mins ist analog zu der Kopplungsreaktion zur Herstellung des Tensids B, in DMF mit Kali-
umcarbonat als Kupplungshilfsreagenz gelungen. Das so erhaltene polyfunktionale ,Tri-
block“-Molekiil wurde durch zweifache Flashchromatographie aufgereinigt und mit ‘H-
NMR-Spektroskopie analysiert.

In Abbildung 5-27 ist das "H-NMR-Spektrum der Boc- und tert-Butylgeschiitzten ,Drei-
blockstruktur® zu sehen. Die Protonen der Ethylenoxiduntereinheit bilden ausgepragte
Multipletts im Bereich zwischen 3,72 ppm und 3,46 ppm. Die stickstoffbenachbarte Methy-
lengruppe des Sperminsegements, welche an die Alkylkette gebunden ist, ist als breiteres
Signal im Bereich von 3,42 ppm zu 2,72 ppm zu beobachten, was den verschiedenen Kon-
formeren entspricht. Deutlich ist auch ein Signal fur die Protonen der sauerstoffbenach-
barten Methylgruppe des Hexylrestes zu erkennen. Zwei Singuletts, welche im tieferen
Feld bei 1,42 ppm und 1,17 ppm detektiert werden, sind der Boc- und tert-
Butylschutzgruppe zugeordnet. Die Ergebnisse der Massenspektroskopie bestatigen zu-

satzlich, dass es sich beim hergestellten Produkt um die gewiinschte Verbindung handelt.

W NSO e

46,1 2,4 1,143,19,0
T T T T T T T T T T T T T T T T 1
8 7 6 5 4 3 2 1 0

Abbildung 5-27:1H-NMR von dem Boc- und tert-Butylgeschiitzten Tensid E

Bei Einfuhrung der TFA Gegenionen an dem Tensid E erfolgt die Abspaltung der Boc-
Schutzgruppe auf analoge Weise. In Abbildung 5—28 wird das HPLC-Chromatogramm des
Tensids E gezeigt, welches nach Protonierung mit Trifluoressigsaure in Gegenwart von
Thiophenol und anschliefendem mehrmaligem Umféllen aus Diethylether erhalten wurde.

Dabei wurden keine Verunreinigungen nachgewiesen.
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Abbildung 5-28: HPLC-Chromatogramm des Tensids E mit TFA™ als Gegenionen; Perfect-
Bond ODS-HD-Saule 250*4.6mm, Particle Size: 5um; LS-Detektor,
T=25°C; Gradient: 40 min, 45/55 — 95/5 (Methanol/Wasser+0.1% TFA)

5.7 Herstellung Tensid F
Zu Vergleichszwecken wurde in diesem Abschnitt das Dreiblocktensid F mit einer langen
Alkylkette hergestellt. Dabei wurden der a-Benzyl-w-tert-Butyl-Oktaethylenoxid-Dodecyl-

diblock und das tri-Boc-geschiitzte Spermin als Ausgangsreagenzien ausgewahlt
(Abbildung 5-29).

o] HCI o] CBI’4 PPh3
BnO OtBu BnO OH———~>
8 8 THF

Dioxan

o HN Roc K,CO
©/\O WMB, N SN IS S TN " NHBoc s,
8

Boc DMF
o Boc NHBoc _PYC(10% Pd)
oc————————»
o/%v W/\/\/\/\N/\/\N/\/\/ N AcOH/MeOH
8 Boc H, 50 bar

TFA

Boc
(o) N NHBoc
Ho/%\/ WNMNW \/\/ Thiolphenol
8

Boc

H, @
Ho'{'\/0ﬁ/\/\/\/\/\/\ﬁ2/\/\§2/\/\/%‘)\/\/NH3 TFA” als Gegenionen

Abbildung 5-29: Reaktionsschema zur Synthese des Tensids F

Die Monofuktionalisierung der ,Diblockstruktur” erfolgt nach Abspaltung der tetr-Butyl-
Schutzgruppe und durch Einfihrung des Bromids an dem Dodecylkettenende auf analoge

Weise. Nach der Kupplungsreaktion wird dazu Boc- und benzylgeschutztes Tensid F mit a-
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Benzyl-w-Bromid-Oktaethylenoxiddodecyl und tri-Boc-Spermin in DMF dargestellt. An-
schliefend wird die Benzyl-Schutzgruppe durch katalytische Hydrierung mit Pd/C abge-
spalten. Das nach chromatographischer Reinigung isolierte Zwischenprodukt wurde durch

'H-NMR-Spektrum analysiert.

In Abbildung 5-30 ist das *H-NMR-Spektrum von Boc-geschiitztem Dreiblocktensid F ge-
zeigt. Die Boc-Schutzgruppen sind bei einer chemischen Verschiebung von 1,44 ppm ein-
deutig nachzuweisen. Die stickstoffbenachbarten Methylenprotonen treten wiederum als
breite Bande im Bereich von 3,42 ppm und 2,72 ppm auf. Daneben ist das Triplett fir die
Protonen der sauerstoffbenachbarten Methylengruppe des Dodecyl-restes bei 3,45 ppm,
sowie das Signal fur die Ethylenoxidgruppe zwischen 3,76 ppm und 3,49 ppm als Mul-

tiplettpeak zu erkennen.

Signal/a.u.

32,813,620 0,9 56,3 I

)
1 0

4 3
S /ppm
Abbildung 5-30:*H-NMR von dem Boc-geschiitzten Tensid F

Das Dreiblocktensid F mit TFA als Gegenionen ist nach der gleichen Verfahrensweise, wie
im vorherigen Abschnitt beschrieben, durch Abspaltung der Boc-Schutzgruppe mit Trifluo-
ressigsaure in Gegenwart von Thiophenol zuganglich. Die Reinheit des Tensids wurde
nach Umkristallisation aus Diethylether mittels Massenspektrometrie, sowie durch die Auf-
nahme eines HPLC-Chromatogramms (Abbildung 5-31) Uberprift. Es sind dabei keine

Signale zu erkennen, die nicht dem gewtinschten Produkt zugeordnet werden kénnen.
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Abbildung 5-31: HPLC-Chromatogramm des Tensids F mit TFA— als Gegenionen; Perfect-
Bond ODS-HD-Saule 250*4.6mm, Particle Size: 5um; LS-Detektor, T=25°C; Gradient:
40 min, 30/70 — 80/20 (Methanol/Wasser+0.1% TFA)

Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung von Tensid F

Um das Aggregationsverhalten von Tensid F zu verstehen, wurden identische Licht-
streuexperimente mit zwei LOsungsmittelsystemen durchgefiihrt: Dabei wurden zwei
Lichtstreuklvetten zum einen mit einer Tensidkonzentration von 11,3 g/l in 1 mM NaBr-
Lésung und zum anderen mit einer Tensidkonzentration von 11 g/l in 1 M NaBr-L&sung
als Stammldsung versehen und durch Titrationsexperimente untersucht. Nach jedem Tit-
rationsschritt wurde die Tensidldsung unter einem konstanten Zeitabstand von einem Tag
und anschlieBend mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung charakterisiert.
Abbildung 5-32 zeigt den Vergleich der Korrelationsfunktionen fur Tensid F bei einem
Streuwinkel von 30° nach Verdinnung mit 1 mM NaBr-Lésung. Geringe Abweichungen
sind bei einer Tensidkonzentration von 4,04 g/l zu bemerken. Die Anderung der Korrelati-
onsfunktion kann durch die Reduktion der abstoRenden elektrostatischen Wechselwirkung
der hydrophilen Kopfgruppe abgeschatzt werden, was an spaterer Stelle diskutiert wird.
Die gemessenen Korrelationsfunktionen sind in diesem Fall bei jedem Winkel mit Hilfe
einer Summe von Mono- und Biexponentialfunktionen gefittet. Der Diffusionskoeffizient
des Fast-mode, welcher bei kleinen Korrelationszeiten einem hydrodynamischen Radius
von ca. 0,8 nm zuzuordnen ist, entspricht der GréRenordnung eines einzelnen Tensid-
Molekils. Der Mittelwert des hydrodynamischen Radius des Aggregats wird durch Auftra-

gung des Diffusionskoeffizienten des Slow-mode gegen ¢° und nach Extrapolation auf ¢
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= 0 bzw. durch die Stokes-Einstein-Gleichung erhalten. Der Tragheitsradius wurde bei
jeder Konzentration nach Berry-Plot ermittelt und unter Annahme des gemessenen Bre-
chungsindexinkrements von 0,1275 ml/g die apparente Molmasse bestimmt. Die Auswer-
tung der statischen und dynamischen Lichtstreuung fuhrt zu den in Tabelle 5-3 zusam-

mengefassten Ergebnissen

1,0
m 1129
0,8 ® 8,499
A 6,299
3 v
2 0,64
o
&
0,4
0,2«
0,0=
.vA'“
v
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1E7 1E8 1E9 1E10 1E11 1E12 1E13

g’t /ms/cm?®
Abbildung 5-32: Vergleich der Korrelationsfunktion bei 30° fir Tensid F
in 1 mM NaBr-Lésung

Tabelle 5-3: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung fur
Tensid F in 1 mM NaBr-Lésung

Konz. / g/l cp/Cs M,/ g/mol Ry / nm Ry, / nm p-Verhaltnis
11,29 38 6,325e4 90,1 79 1,15
8,49 28 6,297e4 90,5 80 1,13
6,29 21 6,417e4 93,9 31 1,16
4,04 14 9,598e4 119,1 92 1,29

Im Fall des Tragheitsradius (Tabelle 5-3) wird ebenfalls ein signifikanter Unterschied bei
Tensidkonzentration von 4,04 g/l beobachtet. Der hydrodynamische Radius ist auch leicht
vergroRert im Vergleich zu den Messungen bei hdheren Konzentrationen. Die gemessenen
Radien weisen fir einen bestimmten Konzentrationsbereich eine Unstetigkeit auf, so dass
die Aggregate in einer multimodalen GréRenverteilung vorliegen. Das Tensid F bildet sich
in gemessen Konzentrationsbereichen, zumindest zwei Ubergangsstrukturen. Jede Uber-

gangsstruktur koexistiert mit einem Assoziations- und Dissoziationsprozess in einem dy-

106



5 Synthese und Charakterisierung von multivalenten kationischen Tensiden

namischen Gleichgewicht. Der Dissoziationsgrad und die Ladungsdichte der Kopfgruppen
sind abh&ngig von zugesetzten Salzen'**'*’. Die lokal starken elektrischen Felder der ge-
ladenen, hydrophilen Gruppen nehmen Einfluss auf die Grofle des Aggregats in Losung.
Bei Salzzugabe kommt es zu einer Ladungsabschirmung. Relativ zu einer steigenden Zu-
gabe der NaBr-Losung bei den Titrationen sinkt die positive Ladungskonzentration der
hydrophilen Kopfgruppe und die effektive Ladungsdichte nimmt ab. Somit kann die spon-
tane Aggregation ionischer Tenside, bei einer bestimmten Grenzkonzentration der Uber-
gangsstruktur, nach Zugabe der Salzldsung zu kleineren Tensidkonzentrationen verscho-
ben werden. Das Verhéltnis von Tragheitsradius zu hydrodynamischem Radius liegt im
Bereich von 1,13 bis 1,29. Das flr niedrigere Konzentration leicht erhéhte Verhéltnis ist
wabhrscheinlich auf eine erhéhte Polydispersitat der gebildeten Aggregate zurickzufiihren
(Anderung der GroRenverteilung der Ubergangsstrukturen). Die mittlere Aggregationszahl
des Aggregats wird durch die Quotienten aus der Molmasse des Aggregats und der Mol-
masse des einzelnen Tensid-Molekiils ermittelt und liegt bei der gemessenen Tensidldsung
im Bereich von n= 53 bis n= 80 des einzelnen Molekils. Warum mit so kleinen Aggregati-
onszahlen eine solch grofRe Struktur gebildet wird, kann auf Basis der durchgefuhrten Ex-

perimente nicht geklart werden.

Ein weiteres Experiment ist das Vergrollern der Fremdsalzkonzentration durch Verwen-
dung einer 1 M NaBr-Lésung und wird nach der gleichen Verfahrensweise wie oben be-
schrieben durchgefiihrt. Die gemessenen Korrelationsfunktionen sind in Abbildung 5-33
bei einem Streuwinkel von 30° zusammengefasst. Dies weist wiederum eine Unstetigkeit
bei Konzentration zwischen 11 g/l und 8,2 g/l auf. Es wird bei einer Anderung der Korrela-
tionsfunktion nach Verdinnen mit 1 M NaBr-Lésung nochmals beobachtet, dass die Ten-
sid-Lésung in den untersuchten Konzentrationen in mehreren Ubergangstrukturen (multi-
modale GroRenverteilung) vorhanden sein sollte, was mit der vorherigen Interpretation
Ubereinstimmt. Die Korrelationsfunktionen aus der dynamischen Lichtstreuung wurden mit
einer Kombination von Mono- und Biexponentialfunktion ausgewertet. Der Tragheitsradius
wurde nach Extrapolation durch Berry-plot ermittelt. Die Ergebnisse befinden sich in Ta-
belle 54. Da das Brechungsindexinkrement aufgrund fehlender Substanzmenge nicht
gemessen werden konnte, sind die Ergebnisse unter der Annahme eines (dn/dc)-Wertes

in 1 mM NaBr-L6sung von 0,1275 ml/g angegeben.

Es wird deutlich, dass sich die Stammldsung signifikant von der nach dem Verdiinnen un-
terscheidet. Das Aggregat zeigt ein starkes GroRenwachstum mit der Zugabe der 1 M

NaBr-Losung, bis es zur Bildung von Aggregaten von tber 137 nm kommt. Das Verhaltnis
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von Tragheitsradius zu hydrodynamischem Radius des Aggregats nimmt im Rahmen des
Fehlers einen Wert von 1,0 an, ein typischer Wert fir polydisperse Kugeln bzw. ellipsoide

Strukturen.

Amplitude

-0,2 T T T T T T T T T T T T T T TN T T
1000000  1E7 1E8 1E9 1E10 1E11 1E12 1E13 1E14

g°t [ms/cm?]

Abbildung 5-33: Vergleich der Korrelationsfunktion bei 30° fir Tensid F
in 1 M NaBr-Ldsung

Tabelle 5-4: Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung fur
Tensid F in 1 M NaBr-Lésung

Konz. / g/l | cp/cs M, 1 g/mol Ry / nm Ry, / nm p-Verhaltnis
11 0,037 | 2,007e5 119,0 120,5 0,99
8,2 0,027 | 1,736e5 138,0 136,7 1,01
5,9 0,020 | 1,468e5 137,9 133,9 1,03
3,7 0,012 | 1,099e5 141,1 137,1 1,03

Das VergroRern der Fremdsalzkonzentration zeigt also den erwarteten Einfluss auf das
Aggregationsverhalten von Tensid F. Durch Erh6hung des Fremdsalzes wird die Ladungs-
dichte gesenkt und es kommt zu einer Reduktion der abstoRenden elektrostatischen
Wechselwirkung zwischen den geladenen Kopfgruppen des Tensids, was ein Vergréf3ern
des Aggregats zur Folge hat. Fir eine genauere qualitative und quantitative Abschatzung
des Einflusses von Fremdsalz missten noch mehr Experimente durchgefihrt werden und
z. B. eine Reihe von Tensid-Losungen mit verschiedenen Fremdsalzkonzentrationen her-
angezogen werden. Aufgrund der geringen Probenmengen wurde die erweiterte Charak-

terisierung nicht durchgefihrt.
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5.8 Zusammenfassung von Kapitel 5

Die Beschreibung der Synthese im Rahmen dieses Kapitels zeigt, dass es gelungen ist, mit
dem entwickelten Syntheseprinzip unter Einsatz von orthogonaler Schutzgruppenchemie
und funktionaler Transformation durch einfache nukleophilie Substitution die Kopplung
der Elementareinheiten zu Komplexeren, auch ionischen Tensiden durchzufiihren. So
werden dreiblockartige Strukturen aus den variablen Untereinheiten, funktionales neutra-
les Hydrophil (Oligoethylenoxid), aliphatische Kette und multiionische hydrophile Kopf-
gruppe vergleichsweise einfach zugéanglich. Die Synthese der hydrophilen Untereinheit aus
Ethylenoxid gelingt problemlos (Uber das entsprechend geschitzte tert-Butyl-
Octaethylenglykol bzw. Benzyl-Octaethylenglykol. Fir eine selektive Aktivierung des hyd-
rophoben Bausteins ist der Monoschutz eines Dodecandiols notwendig. Hier lassen sich
die entsprechenden tert-Butyl bzw. Benzylgruppen einsetzen. Es schliefl3t sich eine Aktivie-
rung alternativ durch Tosylierung oder Halogenierung an. Analog zur Literatur lasst sich
der zweite hydrophile tetraionische Anteil von Spermin, wie in Abbildung 3-6 dargestellt,
synthetisieren. Zudem werden die Aminfunktionen unter den Reaktionsbedingungen mit
Tert-butoxycarbonyl selektiv geschiitzt. Die Charakterisierung der synthetisierten Tenside
mittels *H-NMR- und Massenspektroskopie sowie HPLC-Chromatographie belegt die Struk-
tur, sowie die Reinheit der Komponenten.

Fur weitergehende Experimente an diesen positiv geladenen Tensiden werden beispiels-
weise Tensid B, Tensid C sowie Tensid F in wassriger Losung mittels statischer und dy-
namischer Lichtstreuung durchgefihrt. Fir die Aggregationsverhaltnisse von Tensid B in 1
mM NaBr-Losung werden &hnliche Ergebnisse erhalten wie die Untersuchung in reinem
Wasser, es werden sphdarische Aggregate gebildet. Die Aggregationsgréfie ist in beiden
Féallen gleich. In 1mM NaBr verschiebt sich die kritische Mizellbildungskonzentration zu
deutlich kleinerem Wert, da die durch elektrostatische AbstoRung der gleichgeladenen
Kopfgruppen abnimmt. Die Charakterisierung des Tensids F in 1 mM sowie in 1 M NaBr
Salzlésung zeigen ein vergleichbares Aggregationsverhalten, die Fremdsalzkonzentration
hat entscheidenden Einfluss auf das gebildete Aggregat und durch Zugabe von Fremdsalz
wird eine VergréRerung des Aggregats beobachtet. Der Grund ist die deutlich erhdhte
Hydrophobizitat des Tensides. Im Gegensatz dazu bildet Tensid C sowohl in Wasser als
auch in Methanol keine Aggregation, wobei es in den verwendeten Losungsmittelsyste-

men als Einzelmolekl vorliegt.
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6 Zusammenfassung und Ausblick

Zusammenfassung
In der vorliegenden Arbeit wurden das positiv geladene polyvalente Polymer (PHSAM) und

eine Reihe neuartiger multivalenter kationischer Lipopolyamine hergestellt, anschliel}end
wurden diese in wassrigen Losungen mit verschiedenen Fremdsalzkonzentrationen mittels
statischer und dynamischer Lichtstreuung charakterisiert und als Modell-Systeme fiir die
Untersuchung des Komplexierungsverhaltens entgegengesetzt geladener Polyelektrolyte

verwendet.

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die RAFT-Polymerisations-
Methode das geschiitzte sperminanaloge Polymer, basierend auf tert-Boc-Spermin-
Hexanamin-Acrylat, synthetisch zuganglich ist. Zur Verwirklichung dieser Synthesestrate-
gie wurde das Monomer auf Basis von Spermin und Aminohexanol mehrstufig hergestellt
und durch Kupplung der funktionalisierten Untereinheiten nach Aufbau der Acryl-Gruppe
erhalten. Durch statische und dynamische Lichtstreumessungen wurden die Tragheitsradi-
en, die hydrodynamischen Radien und die Molekulargewichte des geschiitzten Polymers
bestimmt. Die Boc-Schutzgruppen des Polymers konnten durch stark saure Bedingungen
erfolgreich entfernt und die Gegenionen nach Deprotonierung anschliefend unter Zugabe
von Bromwasserstoffsdure durch Br™-Anionen ausgetauscht werden. Die in 150 mM NacCl-
Lésung an diesem positiv geladenen Polymer mittels statischer Lichtstreuung bestimmte
Molmasse ist 15 % hdher und steht im Widerspruch zu der vor Abspaltung der Schutz-
gruppen bestimmten Anzahl der Wiederholungseinheiten. Dies ist darin begriindet, dass
die niedermolekulare Fraktion nach der Portionierung beim Reinigungsprozess abgetrennt

wurde, was sich auf die Mittelwerte der Molmasse auswirkt.

Der zweite Teil dieser Arbeit konzentriert sich auf die Synthese und Charakterisierung von
Interpolyelektrolytkomplexen durch die gezielte Wahl von anionischen Ausgangskompo-
nenten mit positiv geladenem Polymer, wie z.B. Gadolinium-Polyoxometalat und GFP-DNA.
Ziel war es, die experimentellen Bedingungen zu untersuchen, unter denen die Komplexe
zeitlich stabil sein sollen. Dies wurde mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung
durch zeitabhangige Messungen mit unterschiedlichen Ladungsverhaltnissen untersucht.

Dabei zeigte sich, dass bei einem Ladungsverhéltnis von ungefahr 2 zu 1 in reinem Was-
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ser sowie in physiologischer Salzlésung zeitlich konstante Polymer-POM-Komplexe erhalten
werden, und die gebildeten Komplexe Multi-Komplexe darstellen. Da das durchgefiihrte
Zeta-Potential-Experiment einen deutlich positiven Wert liefert, legt dies somit den Schluss
nahe, dass die Oberflachen der gebildeten Komplexe aus den unvollstandigen komplexier-
ten Polymeren aufgebaut sind. Die XPS-Charakterisierung an diesen gebildeten Komplexen
hat gezeigt, dass unkomplexierte Gadolinium-Polyoxometalat-Molekile nicht mehr in den
Komplexldsungen vorhanden sind. Die Komplexstruktur ist kugelformig mit Ry/Ry-Werten
von 1, unabhéngig von der Struktur des Polymers (R¢/Rn=1,7) und dem Salzgehalt der
Losung. Weiterhin ist im Vergleich zu den Aufnahmen von AFM, Cryo-TEM und REM zu
erkennen, dass die kugelférmigen Aggregate in wassriger Losung (AFM- und TEM-Probe)
eine deutlich groliere Struktur besitzen als die Probe (REM-Aufnahme), welche durch Ge-
friertrocknung der in reinem Wasser gebildeten Komplexe erstellt wurde. Dieses beobach-
tete Phanomen weist daraufhin, dass das gebildete Aggregat sich in der L6sung nicht wie
»eine harte Kugel” verhalt, sondern dass sich Wasserphasen in kleinen Zwischenrdumen
innerhalb der Kugel befinden und sich insofern wie ein Mikrogel verhalt. Dabei wird bei
diesen gebildeten Polymer-POM-Komplexen insbesondere auf deren Anwendung als Kon-
trastmittel in der Magnetresonanztomographie eingegangen. Die Ergebnisse der in Kapitel
4.1.4 durchgefuhrten MRT-Experimente sind nur qualitativ im Vergleich zu den reinen Ga-
dolinium-Polyoxometalat-Losungen zu interpretieren. Somit konnte festgestellt werden,
dass die Relaxivitdt des Gadolinium-Polyoxometalats durch Komplexierung mit dem katio-
nischen Polymer zugenommen hat. Die zytotoxischen Untersuchungen der gebildeten
Komplexe weisen darauf hin, dass die HeLa-Zellen keine hohe Empfindlichkeit fir Polyka-
tion-POM-Komplexe bewirken, im Gegensatz zum Experiment an RAW 264.7 der Maus-

makrophagen-Zellen.

Alle in Kapitel 4.2 beschriebenen Komplexlésungen wurden im Uberschuss mit vorliegen-
dem kationisch geladenem Polymer in 150 mM NaCl-Lésung hergestellt und sind zeitlich
stabil, auRer bei den Mischungsverhéltnissen von 2,5 und 4,9 (N+p0|ymer/ Pona). Die Ergeb-
nisse der AFM- und Lichtstreumessungen an diesen mit GFP-DNA gebildeten Komplexen
legen nahe, dass unter diesen Komplex-Bedingungen polydisperse Kugeln bzw. ellipsoide
Strukturen gebildet werden. Molmasse und GroRRe der Polykation-DNA-Komplexe geben
eindeutige Hinweise darauf, dass diese in 150 mM NaCl-L6ésung Multi-Ketten-Komplexe
bilden.

Ein weiterer Schwerpunkt der vorliegenden Arbeit beschaftigt sich mit der Synthese einer

Reihe amphiphiler Blockstrukturen mit mindestens einer kationischen Endgruppe und an-
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schliefend mit der Charakterisierung deren Aggregationsverhaltens in wassriger Losung.
Die Synthese dieser strukturdefinierten Tenside gelang durch Kopplungsreaktionen der
funktionalisierten Bausteine und im Anschluss nach Abspaltung der Schutzgruppen mit
unterschiedlicher Anzahl an Ladungen und Alkyleinheiten. Die Charakterisierung der syn-
thetisierten Tenside mittels 'H-NMR-Spektrum und Massenspektrum sowie HPLC-
Chromatograpie liefert sehr befriedigende Ergebnisse. Die Bildung von Aggregaten aus
diesen hergestellten Blockstrukturen wird beispielsweise mit Tensid B, Tensid C und Tensid
F in wassriger LOsung mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung beobachtet. Im
Fall von Tensid B in reinem Wasser sowie in 1 mM NaBr Salzlésung bildet sich im unter-
suchtem Konzentrationsbereich ein kugelférmiges Aggregat mit Ry/Rn,-Werten von unge-
fahr 1 und hydrodynamischen Radien zwischen 126 nm und 132 nm. Die Charakterisie-
rung des Tensids F in 1 mM, sowie in 1 M NaBr Salzlésung, zeigt ein vergleichbares Ag-
gregationsverhalten, die Fremdsalzkonzentration hat entscheidenden Einfluss auf das ge-
bildete Aggregat und durch Zugabe von Fremdsalz wird eine VergrolRerung des Aggregats
bewirkt. Im Gegensatz dazu bildet Tensid C sowohl in Wasser als auch in Methanol keine
Aggregation, wobei es in den verwendeten Lésungsmittelsystemen als Einzelmolekil vor-
liegt.

Ausblick

Im Vordergrund zukuinftiger Arbeiten steht die genauere quantitative Analyse der Relaxivi-
tat (R) aus Kapitel 4.1.4. Fur die exakte Bestimmung sind weitere Messreihen mit Hilfe der
NMR-Spektroskopie aus den gemessenen Relaxationszeiten notwendig. Dadurch konnte

die Kontrastverstarkung néher quantifiziert werden.

Bei der Interpolyelektrolytkomplexbildung aus Kapitel 4.2 kénnten unterschiedliche Mi-
schungsverhéltnisse zwischen der DNA und dem positiv geladenen Polymer néher unter-
sucht werden. So wére es mdglich, die Menge an komplexierter DNA kontrolliert zu steu-

ern und fir Transfektionsuntersuchungen anzuwenden.

Die Ubertragung der Ergebnisse der Tensid-Charakterisierungen auf andere Systeme wére
sehr interessant. Beispielsweise bieten sich die kationischen Tenside zur Komplexbildung
von anionisch geladenen Polyelektrolyten wie z.B. DNA und RNA an. Die Untersuchungen
dieser DNA-Tensid-Komplexe wurden von Herrn Angel Francisco Medina-Oliva durchge-
fahrt und kdnnten in Zukunft in seiner Dissertation vorgestellt werden. Die Komplexierung
aus diesen strukturdefinierten Tensiden und RNA wird von Frau Kristin Rausch in ihrer

laufenden Arbeit untersucht.
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7.1 Losungsmittel und Chemikalien

Fur alle Reaktionen wurden ausschlieBlich Losungsmittel in p.a.-Qualitat verwendet, und
falls nicht anders erwéhnt, ohne weitere Reinigung eingesetzt. Als Losungsmittel wurden
Benzol, Aceton, Cyclohexan, Dichlormethan, Diethylether, 1,4-Dioxan, Ethylacetat, Metha-
nol, 2-Propanol, Tetrahydrofuran, Toluol und Eisessig von FischerScientific, Riedl-de-Haen,

Acros, Fluka, Merck, Carl Roth-GmbH, und Sigma-Aldrich verwendet.

Die Gase Stickstoff und Argon wurden in der Qualitat 5.0 benutzt. Das verwendete destil-
lierte Wasser wurde aus Leitungswasser mit Hilfe eines Wasseraufbereitungssystems ge-
wonnen, an das ein auf dem Umkehr-Osmose-Prinzip arbeitendes Elix 10 Milli-Q Filtersys-
tem (ausgestattet mit vier Patronen: eine Super-C Aktivkohlepatrone, zwei lon-Ex Patro-

nen und eine Organex-Q Patrone) angeschlossen ist (Millipore).

Fur die Flash-Saulenflissig-chromatographie wurde Kieselgel 60 (0,063 — 0,200 mm; 70 —
230 Mesh) von Merck nach der Standardmethode'® als stationdre Phase trocken in Glas-
sdulen ohne Fritten verfillt. Die fur die Synthesen verwendeten Chemikalien werden un-

ten aufgelistet.

Thiophenol Sigma-Aldrich
1-Bromododecan Sigma-Aldrich
Trifluoressigsaure Merck
Hydrazin monohydrat Sigma-Aldrich
N,N-Dimethylformamid Acros
S-Methylmethanthiosulfonat Sigma-Aldrich
Thioanisol Sigma-Aldrich
Spermin Sigma-Aldrich
Dess-Martin-Periodinan Sigma-Aldrich
6-Amino-1-hexanol Sigma-Aldrich
1,12-Dodecanediol Sigma-Aldrich
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6-Bromo-1-hexanol Sigma-Aldrich
Phthalsaureanhydrid Sigma-Aldrich
Diisopropylazodicarboxylat Sigma-Aldrich
Di-tert-butyldicarbonat Sigma-Aldrich
Acryloylchlorid Sigma-Aldrich
Triphenylphosphin Sigma-Aldrich
Tetrabromomethan Sigma-Aldrich
Natriuncyanoborohydrid Sigma-Aldrich
3-Amino-1-propanol Sigma-Aldrich
4-Amino-1-butanol ACROS
Oxalylchlorid Sigma-Aldrich
N,N-Diisopropylethylamin Sigma-Aldrich
Thriethylamin ACROS
Chlorameisensaurebenzylester Sigma-Aldrich
p-Toluolsulfonsdurechlorid ACROS
4-(Dimethylamino)-pyridin Sigma-Aldrich
Benzylbromid Sigma-Aldrich
Diethylamin Sigma-Aldrich
Schwefel Sigma-Aldrich
Benzylchlorid Sigma-Aldrich
Tetraethylenglykol Sigma-Aldrich
Amberlyst 15 ACROS
2-Methylpropen Sigma-Aldrich
Diethylphosphonat Sigma-Aldrich
Tetra-hexylammoniumbromid Sigma-Aldrich
Tetrachloromethan Sigma-Aldrich
Kalium-tert-butoxid Sigma-Aldrich
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Natriumhydrid Sigma-Aldrich
48 % ige. Bromwasserstoffsiure Carl Roth
Celite Sigma-Aldrich
Natriumazid Sigma-Aldrich
Methyliodid Sigma-Aldrich
Trimethylamin in Ethanol Sigma-Aldrich
Kalium Riedl-de-Haen
18-Krone-6 Sigma-Aldrich
Palladium auf Aktivkohle Carl Roth
Magnetstabchen Sigma-Aldrich
Anisol Sigma-Aldrich
DC Kieselgel 60 RP18 F254 Merck
DC Kieselgel 60 RP8 F254 Merck
DC Kieselgel 60 Merck
DC Kieselgel 60 F254 Merck
Methanol-D4 Merck
Deuteriumoxid Merck
Ammoniaklésung 32 % Carl Roth
Essigsaure Sigma-Aldrich
Natriumchlorid Roth
Molekularsieb, 4 A Fluka
Chloroform-D1 Merck

7.2 Bemerkungen zu den allgemeinen Arbeitstechniken

Alle Reaktionen, die den Einsatz luft- oder feuchtigkeitsempfindlicher Komponenten erfor-
derten, wurden unter Argon-Schutzgasatmosphéare durchgefuhrt. Alle Glasgerate wurden
nach dem Spiilen im Trockenschrank bei 100 °C getrocknet, die benutzten Glasgefalie
wurden mit einem Heil3luftfén getrocknet, im Hochvakuum mehrmals evakuiert und nach

Abkuhlung unter Argon gehalten. Losungsmittel wurden am Rotationsverdampfer bei
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40 °C Badtemperatur unter vermindertem Druck abgezogen, bei luft- und feuchtigkeits-
empfindlichen Substanzen erfolgte dieser Arbeitsschritt an der Vakuumlinie durch Konden-
sation in eine Kuhlfalle. Die Trocknung aller Substanzen wurde an der Hochvakuumpumpe

bei Raumtemperatur durchgefihrt.

7.3 Nachweisreagenz

Modifiziertes Dragendorff-Reagenz:

- L6sung A: 1,7 g basisches Bismuth(ll)nitrate (BIONO3) in 20 ml Eisessig l6sen, auf
100 ml mit dest. Wasser auffillen, 40 g KI in 100 ml dest. Wasser l6sen. Beide Lésun-
gen vereinigen, 200 ml Eisessig zufiigen und auf 1000 ml mit dest. Wasser auffillen.

- Losung B: 20 g BaCl, in 80ml dest. Wasser l6sen.

- 100 ml Teil A mit 50 ml Teil B vereinigen.

Anwendung: spriihen, bis DC-Oberflache leicht glanzt, mit der HeiRluftpistole ca. 2 min

trocknen

2,4-Dinitrophenylhydrazin-Reagenz

- Gesdttigte 2,4-Dinitrophenylhydrazinldsung in 3N Salzsdure

Anwendung: 1 sek tauchen, abstreifen, mit der HeiRluftpistole ca. 2 min trocknen

Ninhydrin-Reagenz

- 3 g Ninhydrin in 30 ml Eisessig l6sen, auf 1000 ml mit Butanol auffillen

Anwendung: 1 sek tauchen, abstreifen, mit der HeiRluftpistole ca. 2 min trocknen

Vanillin-Schwefelsdure Reagenz

- 0,3 g Vanillin in 25 ml Ethanol Iésen, 4 ml konzentrierte Schwefelsdure in 30 ml dest.
Wasser verdiinnen, beide Losungen vereinigen.

Anwendung: 1 sek tauchen, abstreifen, mit der Heissluftpistole ca. 2 min trocknen

7.4 Allgemeine Arbeitsweisen

Abspalten der Boc-Schutzgruppe

Ein Aquivalent des Tensids mit Boc-Schutzgruppe wurde mit 1,2 Aquivalenten Thiophenol
in moglichst wenig trockenem THF vorgelegt und 1 ml TFA unter Eiskiihlung zugetropft.
Die Reaktionsmischung wurde eine Stunde bei 0 °C und 4 Stunden bei Raumtemperatur
geriihrt um die Reaktion zu vollenden. Ein Aquivalent des Polymers mit Boc-Schutzgruppe
muss dagegen uUber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt werden. Anschlielfend wurde die
Reaktionsmischung mit dem 20-fachen Volumen von Diethylether versetzt. Das ausgefal-

lene Produkt wurde 20 Minuten mittels Zentrifugation bei 4000 U/min abgetrennt und zur
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weiteren Aufreinigung in Methanol geltst und dann in der zehnfachen Menge Diethylether
erneut gefallt.

Entschitzen des Benzylethers

Zu einer Losung von 2 mmol Benzyl-geschitztproben in 20 ml Methanol wurden 200 mg
Palladium 10% wt. auf Aktivkohle (Degussa Typ E101) gegeben und im Autoklaven bei 60
bar unter H,-Atmosphére gerthrt. Nach Reaktionskontrolle (DC) wurde der Katalysator
Uber Celite abfiltriert, mit Methanol gewaschen und das Ldsungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Der Rickstand wurde in weinig Dichlormethan aufgenommen, Uber
MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel wieder am Rotationsverdampfer entfernt. Nach
Trocknung im Olpumpenvakuum wurde der Riickstand siulenchromatographisch an Kie-

selgel (Flash) aufgereinigt.

7.5 Synthese

7.5.1 Darstellung von monodispersen a,m-heterobifunktionellen
Oligoethylenoxiden

Darstellung von Bn-EG,;-OH'3914°

160 g NaOH-L6sung (50%) wurde unter Rihren in eine Mischung aus 345 ml (2 mol )
Tetraethylenglykol und 57,5 ml Benzylchlorid (0,5 mol) bei Raumtemperatur getropft.
Nach 24 Stunden Rihren bei 100 °C wurde die Reaktionsmischung mit 700 ml Eiswasser
versetzt. Dazu wurde das nicht umgesetzte Edukt sowie das Dibenzylderivat zunachst mit
100 ml Cyclohexan, anschlieRend mit 100 ml Diethylether eluiert. Danach wurden 150 g
NaCl der wassrigen Phase als Feststoff zugesetzt und unter Riihren vollstandig geldst. Die
wassrige Losung wurde dann achtmal mit Diethylether extrahiert. Die organische Phase
wurde auf etwa 200 ml eingeengt und tiber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde
am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Trocknung im Hochvakuum wurde der Riickstand

sdulenchromatographisch mit Methanol / Ethylacetat (1:6) isoliert.

Ausbeute: 106,4 g (373 mmol; 75 % d. Th.)

1H-NMR (CDCI3, TMS):
84 (ppm): 3,51 — 3,64 (M, 16H,); 4,50 (s, 2Hy); 7,19 — 7,30 (M, 5 Hy)

a a a a b c
/\/O\/\ /\/O\/\
HO O O c
a a a a
c c
c
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Darstellung von tBu-EG,4-OH**

36,8 g Amberlyst 15 (lonentauscher, protonierte Form) wurde mit einer Mischung von
257 ml (1,49 mol) Tetraethylenglykol in 1,25 Liter Dichlormethan umgesetzt. Unter Stick-
stoffatomsphéare wurden 100 g (1,78 mol) 2-Methylpropen tber einen Trockeneis-Aceton-
Kondensor zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 3 Stunden ge-
rihrt. AnschlieRend wurden 60 ml konzentrierte H,SO, langsam zugetropft, wobei die

Temperatur 35 °C nicht Gberschreiten sollte.

Nach Ruhren Uber Nacht wurde Amberlyst 15 tber Celite abfiltriert. Das Filtrat wurde mit
300 ml gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen und zweimal mit je 300
ml Ethylacetat extrahiert. Die organische Phase wurde mit MgSO, getrocknet und das
Losungsmittel durch Rotationsverdampfung einrotiert. Nach Trocknung im Hochvakuum

wurde der Rickstand chromatographisch mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 162,7 g (0,65 mol; 44 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
oy (ppm): 1,12 (s, 9Ha); 3,44 — 3,65 (m, 16H))

a
b b b b )<a
P NP e S ]
b b b b

Darstellung von Bn-EG,-Tos*®14°

Einer Losung aus 9 g NaOH in 45 ml Wasser wurde 45,4 g (0,16 mol) Monobenzyltetra-
ethylenglykol (Bn-EG4-OH) in 45 ml THF zugegeben und auf -5 °C gekuhlt (Eis / Kochsalz).
AnschlieBend wurde eine Lésung aus 41,3 g (0,22 mol) p-Toluolsulfonséurechlorid in 45
ml THF zugetropft. Die Mischungstemperatur soll dabei +5 °C nicht Uberschreiten. Nach
zwei Stunden Rihren bei 0 °C — 5 °C wurde weitere zwOIf Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Die Mischung wurde mit 100 ml Eiswasser versetzt und zweimal mit 100 ml Dich-
lormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 100 ml Eis-
wasser gereinigt, einmal mit 70 ml gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und anschlie-
Rend Uber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt
und die Probe im Hochvakuum von L&sungsmittelresten befreit. Der dann verbliebene
Rickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel (Flash) aufgereinigt. Das Eluti-
onsmittel wurde langsam von Toluol / Ethhylacetat 10:1 tber 5:1 auf Toluol / Ethhyl-

acetat 2:1 umgestellt.
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Ausbeute: 62,8 g (0,14 mol; 90 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8n (ppm): 2,41 (s, 3H.); 3,45 — 3,74 (m, 14Hy); 4,12 (t, 2H.); 4,54 (s, 2Hy); 7,24 —
7,32(m, 7H,); 7,56; 7,78 (d, 2H;)

a (5]

f
o)
e S// z o) b b o) b d N
; / \O/\/ \/\O/\/ \/\O e
o b b b p
e e
e

Darstellung von Bn-EGg-tBu*®®

82,1 g (0,34 mol) tBu-EG4-OH und 130,3 g (0,32 mol) Tos-EG4-Bn wurden im Dreihals-
rundkolben mit KPG-Rihrer und Ruckflusskihler vorgelegt. Nach Zugabe von 130 g
50%iger NaOH-Losung wurde die Reaktionsmischung 48 Stunden unter Ruckfluss ge-
kocht. Nach dem Erkalten wurde die Reaktionsmischung mit 400 ml Wasser versetzt und
viermal mit 100 ml Diethylether sowie einmal mit 100 ml Ethylacetat extrahiert. Die verei-
nigten organischen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Nach Trocknung im Hochvakuum wurde der Rickstand
saulenchromatographisch mit Methanol / Ethylacetat (1:25) aufgereinigt. Um die Ausbeu-

te zu erhéhen, wurden Mischfraktionen ein zweites Mal chromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 128,9 g (0,25 mol; 78 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,15 (s, 9H,); 3,48 — 3,62 (M, 32Hy); 4,53 (s, 2H.); 7,23 — 7,31 (m, 5Hy)

Darstellung von Bn-EGg-OH'**

Zu einer Lésung von 15,6 g (30 mmol) tBu-EGg-Bn in 100 ml 1,4-Dioxan wurden 50 ml 4
N HCI gegeben und 3 Stunden unter Riickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde das
Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand wurde in 100 ml gesattig-

te Kochsalzlésung aufgenommen und mit NaOH auf einen pH-Wert von 12 eingestellt. Die
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abgeschiedene organische Phase wurde abgetrennt, die wassrige Phase viermal mit 100
ml Dichlormethan und einmal mit 50 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden Uber MgSO, getrocknet und das Lésungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Nach Trocknung im Hochvakuum wurde der Rickstand saulenchroma-

tographisch (Methanol / Ethylacetat 1:10) gereinigt.
Ausbeute: 12,1 g (0,26 mol; 88 % d. Th.)
ESI-Ms: 461,31 (MH"), 483,26 (MNa™) und 499,26 (MK")

'H-NMR (CDCls, TMS):
8n (ppm): 3,48 — 3,62 (m, 32Hy); 4,53 (S, 2H.); 7,23 — 7,31 (M, 5Hy)
C

a
1~ ° :
HO 7 N7 C

Darstellung von tBu-EGg-OH

Eine Losung von 25 g (48 mmol) tBu-EGs-Bn in 100 ml Methanol / Eisessig (V:V=1:1)
wurden im Autoklaven mit Magnetrihrer vorgelegt. Unter Schutzgas wurden 2,4 g Palla-
dium 10% wt. auf Aktivkohle (Degussa Typ E101) zugegeben. Nach Verschliel}en des
Autoklaven wurden zweimal 50 bar Wasserstoff aufgepresst und anschlieBend unter ei-
nem Druck von 50 bar bei Raumtemperatur 16 Stunden gerthrt. Dann wurde der Kataly-
sator Uber Celite abfiltriert und mit Methanol gewaschen. Das Filtrat wurde unter Eiskih-
lung mit 12,5 N KOH-Lésung auf einen pH von 13 gebracht und anschlieRend viermal mit
100 ml Dichlormethan sowie einmal mit Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organi-
schen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt und anschlieend die Probe im Hochvakuum von Losungsmittelresten befreit.
Der Ruckstand wurde sdulenchromatographisch tber eine Kieselgelsdule mit Ethylacetat /

Methanol (6:1) als Elutionsmittel gereinigt.
Ausbeute: 18,7 g (44 mmol; 91 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,16 (s, 9H,); 3,49 — 3,70 (M, 32Hy)
a
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7.5.2 Darstellung von Tri-Boc-Spermin**®

12,06 g (60 mmol) Spermin wurde unter Schutzgas in 700 ml Methanol gel6st und mit
Trockeneis / Aceton auf —70 °C gekuhlt. 8,2 ml (70 mmol) Ethyltrifluoroacetat wurde in-
nerhalb von 50 Minuten hinzugetropft. Die Reaktionsmischung wurde danach langsam auf
0 °C erwarmt, weiterhin eine Stunde unter Eis/Kochsalz gerthrt und anschlieRend mit
einer Losung von 61 g (0,82 mol) di-tert-butyl-dicarbonat in 60 ml Methanol unter Kih-
lung innerhalb von 20 Minuten hinzugegeben. Nach 3 Tagen Ruhren bei Raumtemperatur
(DC-kontrolle) wurde die Mischung mit 32 % Amoniakldsung auf einen pH-Wert von 11
eingestellt und nochmal 3 Tage bei Raumtemperatur gerthrt. Die Reaktionsmischung
wurde mit 200 ml Wasser versetzt und anschlieRend einmal mit 400 ml Dichlomethan,
viermal mit 100 ml Dichlormethan extrahiert. Das Lésungsmittel wurde am Rotationsver-
dampfer entfernt und der Rickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt aus dem
verbliebenen Ruckstand wurde sédulenchromatographisch mit Dichlormethan / Methanol /

32 % Amoniaklosung (30:1:0,1) isoliert.

Ausbeute: 8,17g (16,2 mmol; 27 % d.Th.)

ESI-Ms: 503,32 (MH") und 525,35 (MNa")

'H-NMR (CDCls, TMS):

84 (ppm): 1,42 — 1,55 (m, 31H.); 1,58 — 1,64 (m, 4Hy); 2,66 (t, 2H.); 3,02 — 3,88 (m,
10Hg)

3C-NMR (CDCl;, TMS)

8¢ (ppm): 155,3; 155,5; 156,0 [N-CO-O-C—(CHa)3], 78,9; 79,1; 79,3 [O-C—(CHa)3], 46,3;
46,7 (Ca4; C;), 43,7; 44,2 (Cs; Cg), 39,3 (Cy), 37,6 (C1o), 28,3; 28,5; 28,7 [O-C—(CH3)3],
25,4; 25,8; 25,9; 26,3 [Cs; Cg; Co; Co]
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7.5.3 Darstellung Tensid A

Darstellung von tert-butyl 4-aminobutylcarbamate
10 g (0,11 mol) 1,4-Diaminobutan wurde in 80 ml 10 % TEA/Methanol Losung auf -5 °C

gekuhlt (Eis / Kochsalz). Eine Losung aus 8,5 g (38,9 mmol) Di-tert-butyl-dicarbonat in 15
ml Methanol wurde langsam hinzugetropft und eine Stunde bei 0 °C sowie danach 12
Stunden bei Raumtemperatur gerihrt. Das Rohprodukt wird im Vakuum mit einer Kihlfal-
le einkondensiert. Der dann verbliebene Ruckstand wurde mit 80 ml Dichlormethan ver-
setzt und dreimal mit 20 ml 10 %igem Natriumcarbonat gewaschen. Die organischen Pha-
sen wurden tdber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt
und anschlieRend die Probe im Hochvakuum von Lésungsmittelresten befreit. Der Rick-
stand wurde saulenchromatographisch tber eine Kieselgelsaule mit Dichlormethan / Me-

thanol / 32 % Amoniaklosung (10:1:0,1) als Elutionsmittel gereinigt.
Ausbeute: 5,97g (31,7 mmol; 82 % d.Th.)
FD-Ms: 188,9

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,41 (s, 9H.); 1,43 — 1,51 (m, 4Hp); 1,56 (br s, 2H.); 2,69 (t, 2Hg); 3,09 (m,
2H.); 4,61 (br s, 1Hy)

3C-NMR (CDCl;, TMS):
8¢ (ppm): 156,0 [N-CO—O—-C—(CHs)3], 78,9;[0—C—~(CHs)s], 41,6 (C), 40,3 (C;), 30,6 (Cs),
28,4 [0—C—(CH3)4], 27,4 (C,)
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Darstellung von tert-butyl 4-(diethoxyphosphorylamino)butylcarbamate'*®

4 g (21 mmol) mono-Boc-Butanediamin und 32,69 g (0,21 mol) Tetrachloromethan wur-
den unter Argon mit 50 ml trockenem Dichlormethan versetzt, anschlieRend 13,82 g Kali-
umcarbonat (wasserfrei), 8,4 g Natriumhydrogencarbonat (wasserfrei) und 0,87 g Tetra-
hexylammoniumbromid nacheinander vorgelegt. Die Suspension wurde mit einer Eis /
Kochsalz-Mischung auf 0 °C abgekiihlt und 9 ml Diethylphosphonat langsam hinzuge-
tropft. Die Mischungstemperatur darf dabei +5 °C nicht Gberschreiten. Nachdem die Sus-
pension Uber Nacht bei Raumtemperatur gerihrt wurde, wird diese mit moglichst wenig

Wasser versetzt, bis das Uberschiissige Salz vollstandig gel6st ist und sich die tberste-
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hende wassrige Phase abgeschieden hat. Die wassrige Phase wurde mehrmals mit 300 ml
Dichlormethan extrahiert, die organischen Phasen wurden vereinigt und mit Na,SO, ge-
trocknet sowie das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Aufreinigung Uber

Saulenchromatographie (Dichlormethan / Methanol 20:1) liefert ein 6liges Produkt.

Ausbeute: 5,62g ( 17,3 mmol; 82 % d.Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,29 (t, 6H,); 1,41 (s, 9Hy); 1,43 — 1,52 (m, 4H,); 2,87 — 2,92 (m, 2Hy); 3,09 —
3,11 (m, 2Hc); 3,95 — 4,11 (m, 4Hy)

d
ﬁ /\/C\/H © °
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Darstellung von Ci,H»5-OTos™*®
5 ml Pyridin wurden zu einer Lésung von 9,3 g (50 mmol) 1-Dodecanol in 50 ml trocke-

nem Chloroform bei 0 °C unter Argonatmosphére (161,42 mmol) zugetropft. Unter
Schutzgas und Eiskihlung wurden 14,3 g (75 mmol) p-toluenesulfonylchloride als Fest-
stoff in kleinen Portionen zugegeben. Das Reaktionsgemisch wird eine Stunde bei 0 °C
und anschlieRend tber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt, um die Reaktion zu vollenden.
Danach wurde die Reaktionsmischung mit 150 ml Diethylether und 35 ml Wasser versetzt
und die Uberstehende organische Phase abdekantiert. Die organische Phase wurde mit 40
ml 2N Salzsaure ausgeschuttelt, anschlieBend mit 30 ml gesattigter NaHCO;-Ldsung ge-
waschen, tGber MgSO, getrocknet und einkondensiert. Der verbliebene Riickstand wurde

schlief3lich mittels Sdulenchromatographie (Dichormethan / Hexan 2:1) gereinigt.
Ausbeute: 15,29 (44,6 mmol 90 % d.Th.)

ESI-Ms: 363,22 (MNa™) und 379,22 (MK")

'H-NMR (CDCls, TMS):

84 (ppm): 0,85 (t, 3H,); 1,12 — 1,32 (m, 18Hy); 1,55 — 1,65 (quint, 2H,); 2,43 (s, 2He);

3,99 (t, 2Hq); 7,30 — 7,33 (d, 2H,); 7,75 — 7,78 (d, 2Hy)

b b b b b d O\S/O h
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7 Experimente

Tensid A
In einem ausgeheizten und mit Argon gespulten Dreihalskolben wurden 0,42 g (3,8 mmol)

Kalium-tert-butoxid in 6 ml trockenem THF vorgelegt. Unter starkem Rihren bei gleichzei-
tiger Eiskuhlung wurden 1,37 g (4,2 mmol) tert-butyl 4-(diethoxyphosphoryl-amino)-
butylcarbamat in 60 ml trockenem THF zugetropft und anschliefend 2 Stunden bei 0 °C
geruhrt. Die L6sung von 1,294 g (3,8 mmol) Dodecyltosylat in 30 ml trockenem THF wur-
de danach langsam innerhalb von 1 Stunde zugegeben und tber Nacht gerthrt, wobei
sich die Losung langsam auf Raumtemperatur erwarmte. Die Reaktionsmischung wurde
weitere 2 Stunden unter Ruckfluss bis zum Sieden erhitzt, um die Reaktion zu vollenden.
Danach wurde die Mischung unter Rihren auf Raumtemperatur abgekihlt. Das Losungs-
mittel wurde am Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand in 50 ml CH,Cl, aufge-
nommen und mit 5 ml Wasser ausgeschuttelt. Die organische Phase wurde abgetrennt,
die wassrige Phase wurde dreimal mit 20 ml CH,CI, extrahiert und anschlielend die orga-
nischen Phasen vereinigt. Nach Trocknen Uber Na,SO, wurde die Lésung zu einer visko-
sen Flussigkeit eingedampft und anschliefend im Hochvakuum von Ldsungsmittelresten
befreit. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch tber eine Kieselgelsdule mit Dich-

lormethan / Methanol (40:1) als Elutionsmittel gereinigt.
MALDI-Tof: 515,2 (MNa") 533,5 (MK")

'H-NMR (CDCls, TMS):
34 (ppm): 0,85 (t, 3H.); 1,16 — 1,64 (m, 39H,); 2,86 — 3,22 (m, 6H.); 3,89 — 4,05 (m,
4Hy)

3C-NMR (CDCl;, TMS):

8¢ (ppm): 155,9 [N—CO—-O—C—(CHs)s], 78,9;[0—C—(CH3)s], 61,8; 61,7 [O—CH,—CHs], 45,7;
45,3 (Cyz; Ci3), 40,2 (Ci6), 31,8 (C3), 29,3 -29,6 (Cs; Cs; C7; Cs Co M), 28,6; 28,5 (Cq;
C10), 28,4 [O—C—(CHs)s], 27,3 (C11), 26,8 (C1s), 25,9 (Cus), 22,6 (C2), 16,2; 16,1 [O—CH,—
CHs], 14,0 (Cy)

b b b b b c ¢
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Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe und des Phosphitesters wurden entsprechend der

@]

allgemeinen Arbeitsvorschrift Boc-entschiitzt. Das Produkt wurde im ESI-Massenspektrum
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mit dem Signal 257,2 (MH") nachgewiesen und durch HPLC-Kontrolle tber eine ODS-

Saule auf Reinheit geprift.

7.5.4 Darstellung Tensid B
BNO-CyH,,-OH 30128
98 g (0,48 mol) 1,12-Dodecandiol wurden in 50 ml Cyclohexan auf 80°C erhitzt. Nach

Zugabe von 40 g wassriger Natronlauge (50 % ig.) und 15 ml (0,13 mol) Benzylchlorid
wurde 24 Stunden unter Rickfluss gekocht. Nach dem Erkalten wurde die Reaktionsmi-
schung mit 400 ml Dichlormethan und 250 ml Wasser versetzt. Uberschiissiges, rekristalli-
siertes Edukt wurde abfiltriert und einmal mit 100 ml Dichlormethan und einmal mit 50 ml
Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt und die wassrige Phase je-
weils zweimal mit 150 ml extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, tber
MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der Riick-
stand wurde im Hochvakuum getrocknet, abschliel}end sdulenchromatographisch (Hexan /

Ethylacetat 3:1) gereinigt.
Ausbeute: 34,76 g (0,12 mol; 91 % d. Th.)

In einer weiteren Umsetzung wurden Natriumhydrid statt NaOH verwendet. Dazu wurde
20,2 g (10 mmol) 1,12-Dodecandiol in 30 ml trockenem DMF suspendiert'’’. Die Lésung
von 0,312 g NaH in 90 ml trockenem DMF wurde langsam zu der Suspension hinzugege-
ben. Nach 12 Stunde Rihren bei Raumtemperatur wurde 17,10 g (10 mmol) Benzylbro-
mid unter Stickstoffatomsphére zu der Reaktionsmischung zugetropft und weitere 24
Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Unter Kihlung wurde die Reaktionsmischung mit
80 ml Eiswasser versetzt und dreimal mit 150 ml Dichlormethan extrahiert. Die organi-
schen Phasen wurden vereinigt und Giber MgSO, getrocknet. Das Lésungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und anschlieend im Hochvakuum von Lésungsmittelresten
befreit. Der dann verbliebene Riickstand wurde sdulenchromatographisch an Kieselgel

aufgereinigt.
Ausbeute: 12.26 g (0,12 mol; 42 % d. Th.)
ESI-Ms: 315,23 (MNa™")

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,25 — 1,62 (M, 20 H,); 3,44 (t, 2H.); 3,62 (t, Hy); 4,48 (s, H.); 7,23 — 7,36 (m,
Hq)

13C-NMR (CDCI3, TMS):
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8¢ (ppm): d 138,6; 128,3; 127,5; 126,9 (Cy; Cy; Ca; Cal), 72,8 (Cs) 70,5 (Cs), 63,0 (C7)
32.7(Cs) 29,7 (Cs), 29,4 (M, Cyy), 26,1 (Cy1) 25,7 (C0)

g c . a a a a a
d Cyq Cs Cs C1 Ci2 C12 C12 Cs OH
C|:|2/ %T/ ~o" \Cg/ \C{ \012/ \012/ \010/ \07/
a a a a
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HO-Ci12H4-Br*?°
Zu einer Suspension von 8,31 g (41 mmol) 1,12-Dodecandiol in 100 ml Toluol wurden 6

ml 48 % ige Bromwasserstoffsaure unter Rihren bei Raumtemperatur langsam zugetropft.
Die heterogene Mischung wurde 4 Tage unter Rickfluss gekocht. Nach dem Abkuhlen
wurde das Ldsungsmittel vollstdndig am Rotationsverdampfer entfernt. Der Rickstand
wurde in 100 ml Chloroform aufgenommen, dreimal mit 50 ml gesattigter Natriumcar-
bonatlésung und einmal mit 50 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber
MgSO, getrocknet, das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und im Hochva-
kuum von Ldsungsmittelresten befreit. Der dann verbliebene Rickstand wurde s&ulen-

chromatographisch mit Diethylether / Hexan (1:1) als Elutionsmittel gereinigt.

Ausbeute: 8,89 g (34 mmol; 82 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,20 — 1,44 (m, 16H,); 1,49 — 1,59 (Quintett, 2H,); 1,78 — 1,88 (Quintett, 2Hy);
3,32 (t, 2H,); 3,53 (t, 2Hp)

BnO-Cq,H,4-OTs*?®
25,7 g (88 mmol) BnO-Cy,H,4-OH wurde in 90 ml Chloroform mit einer Eis / Kochsalz-

Mischung auf -5 °C abgekihlt und dazu 14,06 g (185 mmol) Pyridin getropft. Danach
wurden 25,17 g (132 mmol) p-Toluolsulfonséaurechlorid als Feststoff in kleinen Portionen
unter Kilhlung langsam hinzugeben. Die Mischungstemperatur darf dabei O °C nicht tber-

schreiten.

126


http://de.wikipedia.org/wiki/Bromwasserstoffs%C3%A4ure

7 Experimente

Nach 5-stiindigem Ruhren bei 0 °C wurde die Reaktionsmischung mit 250 ml Ether und 50
ml Wasser versetzt. Die organische Phase wurde abgetrennt und nacheinander mit 50 ml
2N Salzsédure-Losung sowie mit 25 ml geséttigter Natriumhydrocarbonatlésung gewa-
schen. Nach dem Trocknen Uber MgSO, wurde die organische Phase zu einem weil3en
Feststoff eingedampft und anschliefend im Hochvakuum von Ldsungsmittelresten befreit.
Der Ruckstand wurde sadulenchromatographisch tber eine Kieselgelsdule mit Ethylacetat /

Hexan (1:1) als Elutionsmittel gereinigt.
Ausbeute: 27,3 g (55 mmol; 92 % d. Th.)
'H-NMR (CDCls, TMS):

8 (ppm): 1,23 — 1,63 (M, 20H,); 2,43 (s, 3Hn); 3,44 (t, 2H.); 3,99 (t, 2Hy); 4,48 (S, 2Hy);
7,24-7,33 (m, 7He); 7,76, 7,78 (d 2Hy)
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HO-C12H24-SP(BOC3)
Eine Lésung von 5,17 g (10,3 mmol) Tri-Boc-Spermin in 40 ml Acetonitril wurde mit 2,27

g (16 mmol) Natriumcarbonat unter Eis/Kochsalz suspendiert. Unter Schutzgas wurde
eine Losung von 3,69 g (8,3 mmol) BnO-Cy,H,4-OTs in 40 ml Acetonitril innerhalb von 2
Stunden zu der Suspension getropft. Nach 6 Stunden Rihren bei 0 °C und 3 Tagen bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung unter Kihlung mit 3 g NEt; versetzt und
weitere 4 Tage bei Raumtemperatur gerihrt. Der weille Feststoff wurde danach entfernt
und die organische Phase wurde am Rotationsverdampfer zu einer viskosen Flissigkeit
eingedampft und anschlielfend im Hochvakuum von Lésungsmittelresten befreit. Der dann
verbliebene Rickstand wurde saulenchromatographisch an Kieselgel (Flash) aufgereinigt.
Das Elutionsmittel wurde von Cyclohexan / Ethhylacetat 3:5 auf Dichlorme-

than/Methanol/32% Amoniaklésung 15:1:0,15 umgestellt.
Ausbeute: 2,72 g (3,5 mmol; 42 % d. Th.)
'H-NMR (CDCls, TMS):

84 (ppm): 1,12 — 1,68 (M, 55H,); 2,61 — 3,52 (M, 16 Hy); 4,47 (s, 2Ho); 7,27 — 7,35 (m,
5Hq)

ESI-MS: 777,62 (MH*) und 799,62 (MNa*)
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1,67 g (2,15 mmol) BnO-C,,H,4-SP(Bocs) wurden entsprechend der allgemeinen Arbeits-

vorschrift in 25 ml Methanol/Eisessig (V:V=3:1) hydriert. Die Verunreinigung wurde durch
chromatographische Reinigung mit Chloroform / Methanol / 32 % Amoniakldsung

40:3:0,15 entfernt.
Ausbeute: 1,12 g (1,63 mmol; 76 % d. Th.)
ESI-Ms: 687,57 (MH"), 701,53 (MNa") und 716,59 (MK")

'H-NMR (CDCls, TMS):
& (ppm): 1,14 — 1,73 (m, 55H,); 2,52 — 3,50 (M, 16 Hy); 3,61 (t, 2H,)

3C-NMR (CDCl;, TMS):

8c (ppm): 156,0 [N—CO-0—C—(CH3)s], 79,6 [O—C—(CH3)s], 62,1 (C1), 46,2; 46,7 (Co; C12),
43,2; 43,7; 43,7 (Cs; Cs; Ci3), 38,0; 37,8 (Cs; Cis5), 29,4 — 29,8 (C3), 28,6; 28,5 (Cz; Ca),
28,4 [0—C—(CH3)3], 27,2; 27,4 (C7; Cu), 25,9; 25,8; 25,7; 25,4 (C1o; Cu1; Cis; C17)
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In einer weiteren Umsetzung wurde HO-C,,H,,-Br als Kopplungsreagenz verwendet. Dazu
wurden 2,01 g (4 mmol) Tri-Boc-Spermin in 20 ml trockenem DMF mit 1,66 g Kaliumcar-

bonat suspendiert. Eine Losung von 1,05 g (4 mmol) HO-C;,H,4-Br in 5 ml trockenem DMF
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wurde unter Schutzgas der Suspension hinzugetropft. Nach 3 Tagen Rihren bei Raum-
temperatur wurde der weilie Feststoff entfernt, die organische Phase wurde im Hochva-
kuum zu einem viskosen Riickstand einkondensiert und abschlieRend s&ulenchromatogra-
phisch mit Chloroform / Methanol / 32 % Amoniaklésung (40:3:0,15) gereinigt.

Ausbeute: 1,42 g (2,1 mmol; 52% d. Th.)

Boc-Abspaltung von HO-C;,H24-SP(Bocs)
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsvor-

schrift Boc-entschiitzt. Das Produkt wurde im ESI-Massenspektrum mit dem Signal 387,38

(MH™) nachgewiesen und durch HPLC-Kontrolle (iber eine ODS-Saule auf Reinheit gepruft.

7.5.5 Darstellung Tensid C

tBu-EGg-OTs
Die L6sung von 2,47 g (13 mmol) p-Toluolsulfonsdurechlorid gel6st in 5 ml THF wurden

zu einer Mischung von 4,26 g (10 mmol) tBu-EGg-OH in 5 ml THF sowie 0,5 g Natrium-
hydroxid in 5 ml THF bei 0 °C hinzugetropft. Nach 6 Stunden Rihren unter Eiskiihlung
wurde die Reaktionsmischung weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt, um die
Reaktion zu vollenden. Die Mischung wurde mit 20 ml Eiswasser versetzt und dreimal mit
20 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit
15 ml Eiswasser gereinigt, einmal mit 15 ml gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und
anschlieBend tber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde am Rotationsverdampfer
entfernt und im Hochvakuum getrocknet. Die Aufreinigung uber S&ulenchromatographie

(Chloroform/Methanol 55:1) liefert das farblose, 6lige Produkt.
Ausbeute: 5,12 g (8,8 mmol; 88% d. Th.)
'H-NMR (CDCls, TMS):

S (PPM): 1,17 (s, 9Ha); 2,43 (s, 3Hy); 3,42 — 3,78 (M, 30H,); 4,12 — 4,15 (t, 2Hy); 7,31 —
7,33 (d, 2H.); 7,76 — 7,79 (d, 2Hy)

? c c c c c c c d o\\ e
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Kupplung:

1,19 g Kaliumcarbonat wurde unter Schutzgas und Eiskiihlung in einer Losung von 2,46 ¢

(4,2 mmol) tBu-EGg-OTs in 20 ml Acetonitril suspendiert. Nach Zutropfen von 3,24 g (6,4
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mmol) Tri-Boc-Spermin in 20 ml Acetonitril wurde die Reaktionsmischung 3 Tag bei 40°C
geruhrt. Der weilRe Feststoff wurde abgetrennt und zweimal mit 15 ml Chloroform gewa-
schen. Die vereinigte organische Phase wurde tber MgSO, getrocknet und das Ldsungs-
mittel am Rotationsverdampfer entfernt. Der verbliebene 6lige Riickstand wurde im Hoch-
vakuum von Losungsmittelresten befreit und sdulenchromatographisch an Kieselgel
(Flash) aufgereinigt. Das Elutionsmittel wurde langsam von Chloroform / Methanol 25:1

auf 25:2 umgestellt.

Ausbeute: 1,72 g (1,88 mmol; 45 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,17 (s, 9H,); 1,24 — 1,78 (m, 35Hy); 2,52 — 3,42 (m, 14H,); 3,48 — 3,95 (m,

30Hq)
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Die Abspaltung der Boc- und tert. Butyl-Schutzgruppe wurde entsprechend der allgemei-
nen Arbeitsvorschrift durchgefiihrt. Das Produkt wurde im ESI-Massenspektrum mit Signal
555,42 (MH")und durch HPLC-Kontrolle iber eine ODS-Saule nachgewiesen.

7.5.6 Darstellung Tensid D

BNO-C12H4-EGs-O:BuU

1,74 g (44 mmol) Kalium wurden unter Argon mit 200 ml trockenem Toluol versetzt und
bis zur vollstandigen Schmelze unter Rickfluss erhitzt. Nach Abkuhlung auf 60 °C wurden
17,89 g (42 mmol) tBu-EGg-OH im Argongegenstrom zugetropft. Die Reaktionsmischung
wurde unter Ruckfluss weitere 24 Stunden gekocht, bis sich das Kaliumalkoholat vollstan-
dig aufgel6st hatte. Nach Abkihlung auf 40°C wurden unter Schutzgas 7,24 g 18-Krone-6
und 13,78 g (30 mmol) BnO-Cy,H,4-OTos zugegeben und das Reaktionsgemisch unter
Argonatmosphdare drei Wochen lang im Olbad bei 150 °C Badtemperatur unter Riickfluss

geruhrt. Der Reaktionsverlauf wurde diinnschichtchromatographisch verfolgt. Nach drei
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Wochen konnte keine weitere Umsetzung mehr beobachtet werden. Die Eduktkonzentra-
tion (tBu-EGg-OH) blieb unverandert. Die Kontrolle des Reaktionsverlaufs tber DC mit
Ethylacetat / Methanol 40:1 wies auf die vollstandige Umsetzung von BnO-Cy,H,4-OTos
hin.

Nach dem Erkalten wurde der Niederschlag tber Celite abfiltriert und griindlich mit Toluol
gewaschen. Das Filtrat wurde mit 50 ml gesattigter Kochsalzlésung gewaschen und tber
MgSO, getrocknet. AnschlieRend wurde das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer ent-
fernt und der Rickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Produkt aus dem verbliebenen

Ruckstand wurde sdulenchromatographisch mit Methanol / Ethylacetat (1:50) isoliert.

Ausbeute: 18,1 g (25,8 mmol; 86 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,17 (s, 9Ha); 1,20 — 1,36 (m, 16Hy); 1,49 — 1,61 (m, 4 H.); 3,39 — 3,70 (m,
36Hq); 4,48 (s, 2H.); 7,24 — 7,32 (m, 5Hy)
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Hydrierung von BnO-C;,H,4-EGg-0O:Bu
Die Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsvor-

schrift durchgefihrt. Nach Aufarbeitung der Reaktionsmischung wurde der Rickstand

saulenchromatographisch (Methanol / Ethylacetat / 30% NH; 1:20:1) gereinigt.
Ausbeute: 7,3 g (11,95 mmol; 97% d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,17 (s, 9H,); 1,23 — 1,68 (M, 20H,); 3,36 — 3,69 (M, 36H,)
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tBU-EGg-C1oHp4-OTs™8
3,66 g (6 mmol) tBu-EGg-Ci,H24-OH wurde in 6 ml Acetonitril gelost und mit 2 ml TMHDA

unter Eiskiihlung vorgelegt und gerihrt. Unter Feuchtigkeitsausschluss wurde eine Losung

von 1,72 g (9 mmol) p-Toluolsulfonsédurechlorid in 6 ml Acetonitril bei 0°C tropfenweise
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zugegeben. Die Innentemperatur darf dabei 0 °C nicht Gberschreiten. Die Reaktion wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt und war unter Rihren bei 0 °C nach 2 Stunden
abgeschlossen. Nach Zugabe von 10 ml Wasser wurde das Reaktionsgemisch viermal mit
20 ml Ethylacetat extrahiert. Nach dem Trocknen Uber Natriumsulfat wurde das Lésungs-
mittel am Rotationsverdampfer eingeengt und im Hochvakuum vollstandig getrocknet. Zur
Reinigung wurde der Ruckstand mit Methanol / Chloroform (40:1) tber eine Flash-Saule

chromatographiert.

Ausbeute: 3,48g (4,5 mmol; 82 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,12 — 1,35 (m, 25H,); 1,46 — 1,64 (m, 4Hy); 2,43 (s, 3H.); 3,39 — 3,40 (t, 2Hy);
3,46 — 3,68 (M, 32H,); 3,97 — 4,01 (t, 2Hy); 7,31 — 7,33 (d, 2H,); 7,75 — 7,78 (d, 2Hy)
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tBU-EGg-C12H24-N3
1,74 g (2,5 mmol) tBu-EGg-C1,H,4-OTs wurden in 15 ml trockenem DMF gelést. Nach Zu-

gabe von 0,82 g (12,5 mmol) Natriumazid wurde die heterogene Reaktionsmischung un-
ter Schutzgas Uber Nacht bei 80 °C gerihrt. Nach dem Erkalten wurde der restliche Fest-
stoff abfiltriert und mit 50 ml Diethylether gewaschen. Die organische Phase wurde mit 10
ml gesattigter Kochsalzlésung gereinigt, tber MgSO, getrocknet und das Ldsungsmittel
am Rotationsverdampfer entfernt. Der verbliebene Riickstand wurde im Hochvakuum ge-
trocknet. Das Rohprodukt wurde ohne weitere Aufreinigung fir die nachfolgenden Syn-

thesen verwendet.

Ausbeute: 1,4 g (2,2 mmol; 88 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
& (ppm): 1,16 — 1,42 (m, 25H,); 1,51 — 1,66 (m, 4H,); 3,21 — 3,26 (t, 2H.); 3,42 — 3,47
(t, 2Hg); 3,49 — 3,72 (m, 32H,)
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tBu-EGg-C15H-4-NHBOC
Eine Losung von 1,4 g (2,4 mmol) tBu-EGg-C15H4-N3 in 20 ml Methanol wurde im Auto-

klaven unter Rihren (Dreieckmagnetriihrer) vorgelegt. Im Schutzgasgegenstrom wurden
0,65 g (3 mmol) Di-tert-Butyldicarbonat (Boc,O) und 150 mg (5% wt.) Lindlar-Katalysator
zugegeben. Nach VerschlieBen des Autoklaven wurden zweimal je 10 bar Wasserstoff
aufgepresst und anschliefend unter einem Druck von 2 bar bei Raumtemperatur fir 16

Stunden gertihrt.

Der Katalysator wurde Uber Celite abfiltriert und mit 15 ml Methanol gewaschen. Die or-
ganische Phase wurde Uber MgSO, getrocknet, das Lésungsmittel am Rotationsverdamp-
fer entfernt und im Hochvakuum getrocknet. Der Rickstand wurde saulenchromatogra-
phisch (Methanol / Chloroform / 30 % NH; 1:30:0,1) gereinigt.

Ausbeute: 1,28 g (1,96 mmol; 82 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,17 (s, 9H.); 1,19 — 1,35 (m, 16 Hy); 1,42 (s, 9H.); 1,47 — 1,69 (m, 4H,); 3,38
— 3,45 (t, 2H,); 3,47 — 3,72 (M, 34H)
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HO-EGg-C12H24-NH»
Die tert.Butyl- und Boc-Schutzgruppen von tBu-EGg-Ci,H24-NHBoc wurden analog der all-

gemeinen Arbeitsweisen mit Trifluoressigsaure in Dichlormethan gespalten. Zur Aufarbei-
tung wurde das Reaktionsgemisch im Hochvakuum vollstandig getrocknet, der zuriickge-
bliebene Riickstand in weinig Methanol aufgenommen und mit der konzentrierten Ammo-
niakldsung auf einen pH-Wert von 12 eingestellt. Nach 8 Stunden Rihren bei Raumtem-
peratur wurde die Losung am Rotationsverdampfer bei einer Badtemperatur von 35 °C
eingeengt. Die verbliebene wassrige Lésung wurde im Hochvakuum getrocknet und der
Ruckstand wurde durch Chromatograpie mit Methanol / Chloroform / 30 % NH;
(1:20:0,1) aufgereinigt.

Ausbeute: 1,28 g (1,96 mmol; 82 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):

84 (ppm): 1,16 — 1,32 (m, 16H,); 1,34 — 1,58 (m, 4Hy); 2,60 — 2,65 (t, 2H.); 3,34 — 3,39
(t, 2Ha); 3,48 — 3,72 (m, 32H,)
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HO NH,

Tensid D910
Die Ldsung von 1,28 g (1,96 mmol) HO-EGg-C1,H24-NH; in 25 ml Methanol wurde bei

Raumtemperatur mit 2,8 g (20 mmol) Methyliodid vorgelegt. Nach Zugabe von 0,67 g (8
mmol) Natriumhydrogencarbonat wurde die Reaktionsmischung 4 Tage unter Riickfluss
geruhrt. Der feste Niederschlag wurde abfiltriert, die klare Losung wurde tber MgSO, ge-
trocknet, das Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und im Hochvakuum ge-
trocknet. Der Ruckstand wurde durch Chromatographie Uber eine Kieselgelsdule mit 1-
Propanol / Chloroform / Methanol / 30 % NH; (10:10:3:1) als Elutionsmittel gereinigt. Die
Reinheit des Produkts wurde durch HPLC Uber eine ODS-Saule kontrolliert. Die molare

Masse der Verbindung entspricht dem Massenspektrum (MALDI-TOF).

Variante:

Eine Losung von 3,9 g (5 mmol) tBu-EGg-C1,H24-OTs in 10 ml Ethanol wurde im Autokla-
ven mit Magnetruhr vorgelegt. Unter Schutzgas wurden 75 ml (31~35 wt.%) Trimethyla-
min in Ethanol Lésung auf Aktivkohle zugegeben. Nach VerschlieRen des Autoklaven wur-
de das Reaktionsgemisch 3 Tage bei 75 °C geruhrt. Zur Aufarbeitung wurde das LO-
sungsmittel im Hochvakuum gefriergetrocknet, der Rickstand durch lonenaustausch-
chromatographie tber eine Dowex 50WX2-lonenaustauschersaule mit 3 M HCI / Methanol
gereinigt. Die analytischen Daten des Massenspektrums (MALDI-TOF) entsprechen der
Molmasse der Verbindung. Dieses Verfahren fiihrte zu einer Erhéhung der Ausbeute um
etwa 60 %.

7.5.7 Darstellung Tensid E

BnO-CgH1,-Br'>*

0,698 g (29,08 mmol) 95 % Natriumhydrid wurden unter Schutzgas und Eiskiihlung in 25
ml trockenem THF suspendiert. Die L6sung von 4,82 g (27,62 mmol) Benzylbromid und 5
g (26,79 mmol) 6-Bromo-1-hexanol in 50 ml trockenem THF wurde innerhalb von 40 Mi-
nuten bei 0 °C der Suspension hinzugetropft. Die Reaktion wurde diinnschichtchromato-
graphisch kontrolliert und war nach 2 Stunden unter Rihren und Eiskiihlung abgeschlos-
sen. Die Reaktion wurde mit 15 ml Eiswasser beendet. Die wassrige Phase wurde mehr-
mals mit Ethylacetat extrahiert, die organischen Phasen wurden vereinigt, tber MgSO,

getrocknet und das L6sungsmittel am Rotationsvakuumverdampfer entfernt. Nach Trock-
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nung im Hochvakuum wurde der Ruckstand saulenchromatographisch mit Hexan / Ethyl-

acetat (50:1) isoliert.

Ausbeute: 6,39 g (23,5 mmol; 88% d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,38 — 1,44 (m, 4H,); 1,54 — 1,66 (m, 2Hp); 1,79 — 1,89 (m, 2H,); 3,36 — 3,41
(t, 2Hq); 3,43 — 3,47 (t, 2Hc); 4,48 (s, 2Hy); 7,25 — 7,35 (m, 5Hy)

tBu-EGg-CeH12-OBN

3,62 g (8,5 mmol) BnO-CgH;o-Br wurden bei Raumtemperatur im Argongegenstrom zu
einer Suspension von 0,2289 g (9 mmol) 95 % Natriumhydrid in 40 ml trockenem THF
vorsichtig zugetropft wobei sich Wasserstoff gebildet hat. Nach 1 Stunde Rihren bei
Raumtemperatur wurde die Reaktionsmischung auf 0 °C gekuhlt und anschlieBend mit
einer Losung von 2,71 g (10 mmol) BnO-CgH1,-Br in 10 ml THF Uber eine Kanile langsam
zugegeben. Nach 1 Stunde Ruhren bei 0 °C wurde weitere 24 Stunden bei Raumtempera-
tur gertihrt, um die Reaktion zu vollenden. Dabei féllt das entstandene Hydrochlorid als
weiller Niederschlag aus. Der feste Niederschlag wurde abfiltriert und die organischen
Phasen am Rotationsverdampfer eingeengt. Nach Trocknung im Hochvakuum wurde der

Ruckstand mit Ethylacetat / Methanol (50:1) durch Flashchromatographie gereinigt.

Ausbeute: 3,1 g (5 mmol; 60 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,17 (s, 9H.); 1,27 — 1,48 (m, 8Hp); 3,39 — 3,72 (m 36H,); 4,48 (s, 2Hy); 7,27 —
7,35 (m, 5H,)

ESI-Ms: 639,41 (MNa®) und 655,39 (MK")
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tBu-EGg-CgH12-OH

Die Verbindung tBu-EGg-C¢H;,-OH wurde nach allgemeiner Arbeitsweise Uber das Ent-
schitzen von Benzylesther dargestellt. Nach Trocknen der organischen Phasen Uber
MgSO, wurde die Losung eingedampft, im Hochvakuum zu einer viskosen Flissigkeit ein-
geengt und anschlielend mit Ethylacetat / Methaol (40:1) durch Flashchromatograpie
gereinigt.

Ausbeute: 2,6 g (4,9 mmol; 98 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,17 (s, 9Ha); 1,28 — 1,51 (m, 8Hy); 3,39 — 3,44 (t, 2H,); 3,51 — 3,71 (M, 34H,)

3C-NMR (CDCl;, TMS)
8¢ (ppm): 80,1 [0O—-C—(CHs)s], 70,8 (Cs), 65,1 (C7), 62,4 (Cy), 31,5 (Cy), 29,7 (Cs), 28,7
[0-C—(CH3)3], 26,1; 25,9 (Cs; Ca)

ESI-Ms: 549,35 (MNa*) und 565,33 (MK")
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tBu-EGg-CeH12-Br

3,31 g (10 mmol) Tetrabrommethan wurden unter Argonatmosphére in die Lésung von
2,6 g (5 mmol) tBu-EGg-CeH;,-OH in 50 ml trockenem THF zugegeben. Die Losung wurde
in kaltem Wasser bei einer Temperatur zwischen 10 °C und 15 °C abgekihlt und mit 2,66
g (10 mmol) Triphenylphosphin versetzt. Die Reaktionsmischung wurde danach auf
Raumtemperatur erwarmt und 12 Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Das Losungsmit-
tel wurde am Rotationsverdampfer entfernt. Nach Trocknen im Hochvakuum wurde der
Ruckstand saulenchromatographisch mit Chloroform / Ethylacetat / Methanol (50:50:1)

aufgereinigt.
Ausbeute: 2,4 g (4,1 mmol; 82 % d. Th.)
'H-NMR (CDCls, TMS):

8 (PpM): 1,17 (S, 9Ha); 1,27 — 1,50 (M, 4Hy); 1,52 — 1,62 (M, 2Ho); 1,79 — 1,89 (m, 2Hy);
3,36 — 3,68 (M 36H,)

ESI-Ms: 611,24 (MNa™) und 629,26 (MK")
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tBu-EG8-CgH1,-Spernin(Boc)s

Die Verbindung tBu-EG8-C¢H;,-Spernin(Boc); wurde analog der Synthese-Methode von
HO-C,,H,4-Spermin(Boc); durch Kupplung von 2,4 g (4 mmol) tBu-EGg-Cy,H,4-Br mit 2,9 g
(5,8 mmol) Tri-Boc-Spermin und durch Zusetzen von 3-fach Kaliumcarbonat-Salz in 25 ml
trockenem DMF erhalten. Das Rohprodukt konnte unter Verwendung eines Chloroform

/Methanol / 32% NH; (12:1:0,1) als Elutionsmittel chromatographiert werden.

Ausbeute: 1,52 g (1,5 mmol; 38 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
84 (ppm): 1,17 (s, 9Ha); 1,21 — 1,97 (m, 43Hy); 2,74 — 3,78 (m, 48H,)
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ESI-Ms: 1011,64 (M)

Tensid E
Die Umsetzung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift Giber das Abspal-
ten von Boc-Schutzgruppen. Die Reinheit des Produkts wurde durch HPLC Uber eine ODS-

Saule verfolgt. Die molare Masse der Verbindung entspricht dem Massenspektrum.

7.5.8 Darstellung Tensid F

Bn-EGs-Tos

Die Tosylierung wurde analog der Darstellung von Bn-EG4-Tos mit der Verbindung Bn-
EGs-OH mit p-Toluolsulfonséaurechlorid in einer alkalischen Lésung mit 50 % Natronlauge
durchgefuhrt. Das Rohprodukt wurde nach Aufarbeitung durch S&dulenchromatograpie mit

Ethylacetat / Methanol (40:1) aufgereinigt.

Ausbeute: 18,56 g (30 mmol; 78 % d. Th.)
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'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 2,42 (s, 3H,); 3,50 — 3,72 (M, 32Hy); 4,54 (s, 2H.); 7,29 — 7,35 (m, 7Hy); 7,76
— 7,78 (d, 2H,)

ESI-Ms: 637,36 (MNa™) und 653,34 (MK")

tBuO-C;,H,4-0OH

17 g (0,30 mmol) 2-Methylpropen wurden zu einer Suspension von 50,5 g (0,25 mol)
1,12-Dodecandiol in 200 ml Dichlormethan und 6,2 g Amberlyst 15 (lonentauscher, pro-
tonierte Form) unter Stickstoffatmosphare Uber einen Trockeneis / Aceton-Kondensor
zugetropft. Die Reaktionsmischung wurde bei Raumtemperatur 3 Stunden gerthrt. An-
schlieRend wurden 10 ml konzentrierte H,SO, langsam zugetropft, wobei die Innentempe-

ratur 35 °C nicht Gberschreiten darf.

Nach Rihren tGber Nacht wurde Amberlyst 15 abfiltriert. Das Filtrat wurde mit 150 ml
gesattigter Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen und zweimal mit je 300 ml Dich-
lormethan extrahiert. Die organische Phase wurde mit MgSO, getrocknet und das LO-
sungsmittel einrotiert. Der Rickstand wurde im Hochvakuum getrocknet und saulen-

chromatographisch (Ethylacetat / Hexan 8:1) gereinigt.

Ausbeute: 26,89 g (104 mmol; 42 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,23 (s, 9 Ha); 1,24 — 1,48 (M, 20H,); 3,47 (t, 2H.); 3,54 (t, 2Hy)
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tBuO-C5H>4-EGg-Bn
Diese Verbindung wurde analog der Herstellung von BnO-C,H,-EGg-tBu erhalten. Durch

Saulenchromatographie mit Methanol / Ethylacetat (1:50) wurde das Rohprodukt gerei-
nigt.

138



7 Experimente

Ausbeute: 6,47 g (9,2 mmol; 36 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,23 (s, 9 Hy); 1,24 — 1,48 (m, 20Hy); 3,42 (t, 2H.); 3,52 — 3,71 (m, 34H,); 4,55
(s, 2He); 7,31 — 7,33 (m, 5Hy)
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HO-C15H24-EGg-Bn
Die L6sung von 6,47 g (9,2 mmol) tBuO-C,,H,4-EGg-Bn in 100 ml 1,4-Dioxan wurde mit 40

ml 4N HCI unter Ruckfluss gekocht. Nach 2-stiindigem Erhitzen (DC-Kontrolle des Umsat-
zes) wurde das Reaktionsgemisch abgekihlt und am Rotationsverdampfer bei einer Bad-
temperatur von 45 °C kondensiert. Der Rickstand wurde in 100 ml Chloroform aufge-
nommen, anschlieBend zweimal mit 30 ml gesattigter Natriumhydrocarbonat-Losung und
einmal mit 30 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat
getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt. Der Rest wurde im Hochvakuum Uber
Nacht getrocknet und danach sadulenchromatographisch mit Methanol / Ethylacetat (1:25)

gereinigt.
Ausbeute: 5,02 g (7,8 mmol; 85 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,24 — 1,48 (m, 20H,); 3,38 — 3,72 (m, 36Hb); 4,55 (s, 2H.); 7,31 — 7,33 (m,
5Hq)

ESI-Ms: 667,40 (MNa™) und 683,40 (MK")
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Bn-EGg-C1oH24-Br
Die Herstellung Bn-EGg-C,H24-Br wurde analog dem Aufbau von tBu-EGg-CeH;,-Br durch-

gefuhrt und in trockenem THF durch Umsetzung von Bn-EGg-Cy5H,4-OH mit Triphenylp-
hosphin und Tetrabrommethan realisiert. Das Rohprodukt wurde durch Saulenchromato-

graphie mit Methanol / Ethylacetat / Chloroform (1:50:50) gereinigt.
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Ausbeute: 2,56 g (3,62 mmol; 79 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,18 — 1,50 (M, 20H.); 3,36 — 3,44 (M, 4H,); 3,52 — 3,74 (m, 32H.); 4,55 (s,
2Hy); 7,28 — 7,36 (M, 5H,)

ESI-Ms: 709,43 (M*), 729,30 730,34 731,31 732,34 (MNa") und 745,31 741,37 (MK")

b a a

Bn-EGg-C12H24-Sp(BOC)3
Die Umsetzung erfolgte entsprechend der Arbeitsweise zum Aufbau tBu-EG8-C¢H;,-

Spernin(Boc)s, die durch die Kopplungsreaktion von Bn-EGg-C,,H,4-Br mit Tri-Boc-Spermin
erhalten wurde. Das Rohprodukt konnte durch Saulenchromatographie mit Methanol /

Dichlormethan / 30 % NH; (1:12:0,1) gereinigt werden.

Ausbeute: 2,19 g (1,94 mmol, 55% d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,18 — 1,38 (m, 18H,); 1,41 (s, 9Hy); 1,43 (s, 18H.); 1,55 — 1,60 (m, 10H,);
2,72 — 3,38 (m, 14H.); 3,40 — 3,44 (t, 2Hy); 3,53 — 3,67 (M, 32H,); 4,55 (s, 2Hn); 7,30 —
7,34 (m, 5 H)
i h g d a a a a e e e e d \’/ d H
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HO-EGg-C12H24-Sp(BOC)3
Die Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe wurde entsprechend der allgemeinen Arbeitsvor-

schrift zum Entschitzen des Benzylesters durchgefuhrt. Nach Aufarbeitung der Reakti-
onsmischung wurde der Ruckstand sdulenchromatographisch (Methanol / Chloroform / 30

% NH; 2:20:0,2) gereinigt.
Ausbeute: 1,53 g (1,47 mmol; 64 % d. Th.)

ESI-Ms: 1039,70 (M*), 1061,74 (MNa*) und 1077,74 (MK*)
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'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,19 — 1,36 (m, 18H,); 1,41 (s, 9Hy); 1,43 (s, 18H,); 1,65 — 1,78 (m, 10 Hy);
2,72 — 3,39 (m, 14H.); 3,40 — 3,44 (t, 2Hy); 3,52 — 3,77 (m, 32H,)

3C-NMR (CDCl;, TMS)

8¢ (ppm): 155,6 [N-—CO-O-C—(CHs)s], 79,6 [0—C—(CHs)s], 70,3 — 70,9 (C1), 61,1 (Cug),
46,2; 46,7 (Co; Ci2), 43,2; 43,7; 43,7 (Cs; Cs; Cus), 38,0; 37,8 (Cg; Cus), 29,4 — 29,8 (Cs),
28,6; 28,5 (C,; Ca), 28,4 [O—C—(CH3)s], 27,2; 27,4 (C7; Cu), 25,9; 25,8; 25,7; 25,4 (Cio;
Ci1; Cie; C17)

Tensid F

Die Umsetzung erfolgte entsprechend der allgemeinen Arbeitsvorschrift zum Abspalten
der Boc-Schutzgruppen. Die Reinheit des Produkts wurde durch HPLC-Kontrolle tber eine

ODS-Saule verfolgt. Die molare Masse der Verbindung entspricht dem Massenspektrum.

7.5.9 Herstellung des Poly-Hexylsperminacrylamids (PHSAM)
Monofunktionalisierung von Aminohexanol

6-Phthalimidohexananol*°? 153

7,4 g (0,05 mol) Phthalsdureanhydrid und 5,85 g (0,05 mol) 6-Amino-1-Hexanol wurden
in 150 ml Toluol mit einer Wasserabscheider-Apparatur unter Rickfluss 4 Stunden ge-
kocht. Nach Abkihlung auf Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel am Rotationsver-
dampfer entfernt. Der weiRe Feststoff wurde danach im Hochvakuum tber Nacht getrock-

net und saulenchromatographisch mit Methanol / Chloroform (1:25) isoliert.
Ausbeute: 10,4 g (42 mmol; 84 % d.Th.)
'H-NMR (CDCls, TMS):

84 (ppm): 1,34 — 1,42 (m, 4H,); 1,50 — 1,59 (quin, 2Hp); 1,62 — 1,72 (quin, 2H.); 3,59 —
3,63 (t, 2Ha); 3,64 — 3,69 (t, 2H); 7,67 — 7,71 (m, 2H;); 7,80 — 7,84 (M, 2H,)
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6-Phthalimidohexan-1-tosylat
7,42 g (30 mmol) 6-Phthalimidohexananaol in 30ml Acetonitril wurden mit 7,76 g (45

mmol) Tetramethyl-1,6-Hexanediamine umgesetzt und im Eisbad auf eine Temperatur
von 0 °C bis 5 °C gekuhlt. Danach wurde eine Lésung aus 8,58 g (0,45 mmol) p-
Toluolsulfonséurechlorid in 30 ml Acetonitril hinzugetropft. Die Innentemperatur darf da-
bei +5 °C nicht Gberschreiten. Nach zwei Stunden Riihren bei einer Temperatur zwischen
0 °C und 5 °C wurde die Reaktionsmischung mit 50 ml Wasser versetzt und dreimal mit
30 ml Ethylacetat extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden einmal mit 30 ml
Wasser gereinigt und anschlielend tber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde am
Rotationsverdampfer entfernt und die Probe im Hochvakuum von Lésungsmittelresten
befreit. Der dann verbliebene Riickstand wurde saulenchromatographisch mit Chloroform
aufgereinigt (DC: Hexan / Et,0O 10:3).

Ausbeute: 11,08 g (27 mmol, 90 % d.Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):

8 (ppm): 1,19 — 1,38 (m, 4H,); 1,52 — 1,68 (M,4Hy); 2,42 (s, 3H.); 3,59 — 3,63 (t, 2Hy);
3,96 — 4,01 (t, 2H); 7,31 — 7,34 (d, 2Hy); 7,67 — 7,71 (m, 2H,); 7,75 — 7,77 (d, 2Hy);
7,80 — 7,83 (m, 2H)
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6-Phthalimidohexanal™>**%°

Die Loésung von 7,616 g (60 mmol) Oxalsauredichlorid in 60 ml trockenem Dichlormethan
wurde unter Argonatmosphare mit Trockeneis / Aceton auf -70 °C vorgelegt. Zu dieser

Losung wurden anschlieBend 8,75 ml (120 mmol) Methylsulfoxid in 20 ml Dichlormethan
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innerhalb von 10 min. unter Rihren zugetropft. Nach 15 min. Rihren bei -75 °C wurde
eine Mischung von 12,36 g (50 mmol) 6-Phthalimidohexananol in 40 ml trockenem Dich-
lormethan innerhalb von 1 Stunde hinzugegeben. Dann wurde die Mischung 30 min. bei -
50 °C gerihrt. Nach der Zugabe von 42 ml (5 &q.) Thriethylamin wurde die Lésung lang-
sam auf Raumtemperatur erwarmt und mit 100 ml Wasser versetzt. Die wassrige Phase
wurde abgetrennt und zweimal mit 50 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten orga-
nischen Phasen wurden tber MgSO, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.
Der Rest wurde im Hochvakuum Uber Nacht getrocknet und danach sédulenchromatogra-

phisch mit Hexan/ Dichlormethan / Ethylacetat (3:1:1) gereinigt.

Ausbeute: 10,91 g (44,5 mmol; 89 % d.Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,26 — 1,36 (m, 2H,); 1,56 — 1,68 (sext, 4Hy); 2,35 — 2,40 (t, 2H.); 3,59 — 3,64
(t, 2Hg); 7,63 — 7,67 (M, 2H,); 7,73 — 7,77 (m, 2Hy); 9,68 (s, 1Hy)

13C-NMR (CDCl;, TMS):
8c (ppm): 202,4 (1C,); 168,4 (2C,); 133,9 (2Cs); 132,1 (2C,4); 123,2 (2Cs); 43,7 (1Ce);
37,6 (1C;); 28,3 (1Cg); 26,3 (1Co); 21,5 (1C10)
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N-Benzyloxycarbonyl-6-amino-1-hexanol*°®*>’

6,0 g (51 mmol) 6-Amino-1-Hexanol wurden unter Argonatmosphére in 30 ml trockenem
Methanol gel6st. Nach der Zugabe von 15,86 g (156 mmol) Triethylamin wurde die L6-
sung im Eisbad bei 0 °C gekihlt. Zu dieser Mischung wurde anschliel}end eine Lésung von

9,6 g (56 mmol) Chlorameisensdurebenzylester in 15 ml trockenem Methanol unter Eis-
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kihlung und Rihren langsam zugetropft. Nach 2 Stunden Rihren bei 0 °C wurde die Mi-
schung danach auf Raumtemperatur erwarmt und 12 Stunden bei Raumtemperatur ge-
rihrt (DC-Kontrolle des Ansatzes). Zur Aufarbeitung des Ansatzes wurde die Reaktionsmi-
schung mit 15 ml Eiswasser versetzt, die wassrige Phase wurde mehrmals mit Dichorme-
than extrahiert, die organischen Phasen wurden vereinigt, tber MgSO, getrocknet und
das Losungsmittel am Rotationsvakuumverdampfer entfernt. Nach Trocknung im Hochva-
kuum wurde der Rickstand séulenchromatographisch mit Chloroform / Methanol (7:1)

isoliert.

Ausbeute: 10,4 g (41 mmol; 81 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,29 — 1,42 (m, 4H,); 1,45 — 1,57 (sext, 4Hy); 3,15 — 3,20 (q, 2H,); 3,59 — 3,63
(t, 2Hg); 5,08 (s, 2Hc); 7,26 — 7,4 (m, 5Hy)

N-Benzyloxycarbonyl-6-tosyl-1-hexylamin

Die Verbindung N-Benzyloxycarbonyl-6-tosyl-1-hexylamin wurde analog der Synthese der
Verbindung 6-Phthalyamino-1-hexyltosylat durch Umsetzung von N-Benzyloxy-carbonyl-6-
amino-1-hexanol mit p-Toluolsulfonsdurechlorid dargestellt. Der Riickstand wurde sdulen-
chromatographisch mit einem Dichlormethan / Methanol (10:1) Gradienten steigender

Polaritat gereinigt.

Ausbeute: 3,85 g (8,8 mmol; 88 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):

8 (ppm): 1,29 — 1,37 (M, 4H,); 1,38 — 1,48 (quin, 2Hy); 1,52 — 1,64 (quin, 2H.); 2,43 (s,
3Hq); 3,09 — 3,16 (q, 4H.); 3,97 — 4,01 (t, 2Hy); 5,067 (s, 2H,); 7,26 — 7,39 (m, 7Hy); 7,75
— 7,78 (d, 2H)
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N-Benzyloxycarbonyl-6-amino-1-hexanal
Die Verbindung N-Benzyloxycarbonyl-6-amino-1-hexanal wurde unter den gleichen Reak-

tionsbedingungen wie 6-Phthalimidohexanal hergestelit.

Ausbeute: 2,75 g (11 mmol; 69 % d.Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8u (ppm): 1,28 — 1,38 (quin, 2H,); 1,46 — 1,56 (quin, 2Hy); 1,58 — 1,68 (quin, 2H.); 2,39
— 2,44 (t, 2Hy); 3,15 — 3,21 (g, 2He); 5,07 (s, 2Hy); 7,26 — 7,37 (M, 5Hy); 9,74 (br s, 1Hy)

PhtN-CgH12-Sp(Boc), 28129100
Variante A:
4,02 g (8 mmol) Tri-Boc-Spermin wurde unter Argonatmosphére in 50 ml trockenem Me-

thanol / Dichlormethan (1:3) gel6st und unter Rithren mit 8 g Molekularsieb 4 A suspen-
diert. Zu dieser Suspension wurden anschlieBend 1,72 g (7 mmol) N-Benzyloxycarbonyl-6-
amino-1-hexanal im Argongegenstrom gegeben und bei Raumtemperatur 4 Tage geriuhrt
(DC-Kontrolle des Ansatzes). Danach wurden 0,726 g (12 mmol) Natriumcyanoborhydrid
in der Suspension unter Argonatmosphére versetzt. Nach weiterem Ruhren fir 4 Tage bei
Raumtemperatur wurde der weille Feststoff entfernt, die organische Phase wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt und anschlieRend im Hochvakuum von Ldsungsmittelres-
ten befreit. Der Rickstand wurde sdulenchromatographisch mit Chloroform / Methanol /
32% NH; (15:1:0,1) gereinigt.

Ausbeute: 1,41 g (1,9 mmol; 27 % d.Th.)

Variante B:

Die Losung von 6,04 g (12 mmol) Tri-Boc-Spermin in 50 ml trockenem Acetonitril wurde
unter Argonatmosphéare mit 1,99 g (15 mmol) Kaliumcarbonat suspendiert und anschlie-
Rend eine Lésung aus 4,01 g (10 mmol) A-Benzyloxycarbonyl-6-tosyl-1-hexylamin bei
Raumtemperatur unter Rihren innerhalb von 40 min. hinzugetropft. Die Reaktion wurde
dunnschichtchromatographisch verfolgt und war nach 4 Tagen abgeschlossen. Zur Aufar-
beitung wurde die organische Phase erst filtriert, dann mit 25 ml Wasser versetzt. Die
wassrige Losung wurde dreimal mit 20 ml Chloroform extrahiert, die vereinigten organi-

schen Phasen iber MgSO, getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
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entfernt. Der verbliebene Rickstand wurde im Hochvakuum von Lésungsmittelresten be-
freit und sédulenchromatographisch (Methanol / Dichlormethan / 32 % NH; 1:20:0,1) an
Kieselgel (Flash) aufgereinigt.

Ausbeute: 3,98 g (5,4 mmol; 54 % d.Th.)
ESI-Ms: 732,52 (M)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,18 — 1,89 (m, 43H,); 2,42 — 2,75 (m, 2Hb); 2,92 — 3,44 (m, 12Hc); 3,62 —
3,67 (t, 2Hy); 7,67 — 7,71 (m, 2H,); 7,78 — 7,82 (m, 2Hy)

13C-NMR (CDCl;, TMS):

8¢ (ppm): 168,3 (Cy); 156,0; 156,4 [N-CO—O-C—(CHs)s], 133,8 (C,); 132,0 (Cs); 123,1
(C4); 79,4 [O—C—(CH3)s], 49,6; 49,3; 46,7; 46,2; 44,1; 43,7 (C5; C6; C7; C8; C9 C10),
37,9; 37,7 (C11; C12), 28,9; 28,4; 28,3 [C13; C14; O-C—(CHs)s], 27,1; 26,7; 25,6; 25,8;
25,4 (C15; C16; C17, C18; C19; C20)

Die Losung von 2,37 g (3,2 mmol) PhtN-CeH1,-Sp(Boc); in 20 ml trockenem Methanol
wurde unter Argonatmosphéare mit 3,4 ml Triethylamin versetzt und im Eisbad bei 0 °C 10
min. gerthrt. Zu dieser Mischung wurde anschliefend eine Lésung von 1,047 g (5 mmol)
Di-tert-butyldicarbonat in 15 ml trockenem Methanol unter Eiskiihlung und Rihren lang-
sam zugetropft. Nach 1 Stunde Rihren bei 0 °C wurde die Mischung danach auf Raum-
temperatur erwarmt und 12 Stunden bei Raumtemperatur gerthrt. Zur Aufarbeitung wur-
de das Lésungsmittel bei Raumtemperatur entfernt, der verbliebene Riickstand in 40 ml
Dichlormethan aufgenommen und anschlieBend dreimal mit 20 ml gesattigter Natriumcar-
bonat-Lésung gewaschen. Nach dem Trocken tber MgSO, wurde das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer eingeengt und im Hochvakuum von Lésungsmittelresten befreit. Die
Rohprodukte wurden saulenchromatographisch (Methanol / Dichlormethan / 1:35) an

Kieselgel (Flash) aufgereinigt.
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Ausbeute: 2,29 g (2,8 mmol; 88 % d.Th.)
FD-Ms: 854,50 (MNa™)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,18 — 1,87 (m, 52H,); 2,89 — 3,32 (m, 14H,); 3,63 — 3,67 (t, 2H.); 7,67 — 7,70
(M, 2Hy); 7,80 — 7,83 (M, 2H,)

CBZ-NH-CgH1-Sp(BoC).

Die Darstellung der Verbindung CBZ-NH-CsH1,-Sp(Boc), erfolgt durch Kopplung des Tri-
Boc-Spermins mit den N-CBZ-geschitzten Aminoderivaten der N-Benzyloxycarbonyl-6-
amino-1-hexanal und N-Benzyloxycarbonyl-6-tosyl-1-hexylamin analog der Durchfiihrung
von PhtN-CgH1,-Sp(Boc),. Das Rohprodukt wurde unter Verwendung eines Chloroform /

Methanol / 32 % NH; Gradienten (15:1:0,1) chromatographisch aufgereinigt.

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,36 — 1,59 (M, 52H.); 3,01 — 3,30 (m, 16H,); 5,07 (s, 2H.); 7,25 — 7,36 (m,

5Hy)
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NH-CeH1,-Sp(Boc), %t
Die Pht-Schutzgruppe der Verbindung PhtN-CgH;.-Sp(Boc), wurde analog zur Literatur®

mit Hydrazin gespalten. Dazu wurde die Losung von 2,34 g (2,8 mmol) PhtN-CgHi»-
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Sp(Boc), in 20 ml Ethanol unter Argonatmosphéare mit 0,28 g (5,6 mmol) Hydrazin Mono-
hydrat unter Ruckfluss fur 8 Stunden gekocht. Nach dem Abkuhlen auf Raumtemperatur
wurde der Niederschlag abfiltriert und mit 20 ml Ethanol gewaschen. Die organische Pha-
se wurde am Rotationsverdampfer eingeengt, der verbliebene Riickstand mit 40 ml Ethyl-
acetat aufgenommen und anschlieBend mit 15 ml gesattigter Natriumcarbonat-Losung
gewaschen. Die organische Phase wurde tber MgSO, getrocknet, das Losungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt und im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch (Methanol / Dichlormethan / 32 %NH; 1:15:0,1) an Kieselgel
(Flash) aufgereinigt.

Ausbeute: 1,55 g (2,2 mmol; 79 % d. Th.)

Die Benzyloxycarbonyl-Schutzgruppe der Verbindung CBZ-NH-CsH;,-Sp(Boc), wurde ana-
log der Literatur im Autoklaven bei 15 bar unter H,-Atmosphéare mit einem Palladium 10%
wt. auf Aktivkohle (Degussa Typ E101) als Katalysator in Methanol innerhalb von 2 Tagen
hydriert.

Ausbeute: 1,32 g (1,88 mmol; 58% d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,27 — 1,52 (m, 52H,); 2,68 — 2,73 (t, 2Hy); 2,96 — 3,19 (m, 14H,)

FF

falis

N-Hexylacrylamide-tetra.Boc-Spermin162
Die Losung von 2,81 g (4 mmol) NH-CgH1,-Sp(Boc), in 120 ml trockenem Dichlormethan

wurde mit 3,03 g (30 mmol) Triethylamin und 4 mg (0,034 mmol) 4-(Dimethylamino)-
pyridin unter Schutzgas in einem ausgeheizten Rundkolben vorgelegt und mit einer Eis-
Kochsalzmischung auf 0 °C abgekuihlt. Anschliefend wurden 0,37 g (4 mmol) Acrylsau-
rechlorid im Argongegenstrom hinzugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde fur 7 Stunden
bei 0 °C sowie weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur gerihrt, dann zweimal mit 30 ml

Wasser gewaschen und die organische Phase tber MgSO, getrocknet. Das Losungsmittel
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wurde bei Raumtemperatur entfernt. Der Rickstand wurde im Hochvakuum getrocknet
und unter Verwendung eines Chloroform / Methanol /32 % NH; Gradienten durch Flash-

chromatographie aufgereinigt.
Ausbeute: 2,5 g (3,3 mmol; 83 % d. Th.)
ESI-Ms: 756,61; 778,59 (MNa"); 794,57 (MK™)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,26 — 1,78 (m, 52H,); 2,90 — 3,44 (m, 16 Hy); 5,55 — 5,64 (d, 1H.); 6,02 —
6,20 (dd, 1H,); 6,21 — 6,30 (d, 1H,)

13C-NMR (CDCl;, TMS):
8 (ppm): 166,8 (Cs); 156,1;155,6 155,4 [N-CO-O—C—(CH3)s], 131,1 (Cz); 125,9,0 (Cy);
79,6; 79,5; 79,3; 78,9 [0-C—(CHs)s], 46,8; 44,8; 44,2; 43,7 (C4; Cs; Cs;C7), 39,2; 37,5
(Cs; Co), 29,5; 29,1; 28,5; 28,4; 27,8 [C10; C11; C12; C13; O-C—(CHs)s], 26,7 — 25,5
(C14; C15; C16; C17)
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Di-(thiobenzoyl)-disulfid*®*%*
Diese Verbindung wurde laut Literatur® hergestellt. Zu einer 30-%igen Ldsung von Natri-

ummethanolat (18 g, 100 mmol) in Methanol wurde elementarer Schwefel (3.2 g, 100
mmol) hinzugegeben und dann Uber einen Zeitraum von einer Stunde tropfenweise
Benzylbromid (8,6 g, 50 mmol) hinzugefigt. Die erhaltene braune L&sung wurde Uber
Nacht unter Ruckfluss erhitzt. Nachdem die Losung auf Raumtemperatur abgekihlt war,
wurde der weil3e Feststoff (Natriumbromid) abfltriert und das Lésungsmittel am Rotati-
onsverdampfer entfernt. Der verbliebene braune Feststoff wurde in 50 ml Wasser aufge-
nommen und die Losung dreimal mit jeweils 20 ml Diethylether gewaschen. Bei der Zu-
gabe der letzten 50 ml Volumen Diethylether wurde das Zwei-Phasen-Gemisch mit kon-

zentrierter Salzsaure angesauert. Die wassrige Phase verlor dabei ihre charakteristische
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braune Farbe, gleichzeitig farbte sich die etherische Phase violett. Die etherische Phase
wurde dreimal mit destilliertem Wasser gewaschen und tber MgSO, getrocknet. Nach
Zugabe von 100 ml Diethylamin fiel sofort ein roter Feststoff aus. Der Niederschlag wurde
nach einer Stunde abfiltriert und an der Luft getrocknet. Das Rohprodukt wurde ohne
weitere Aufreinigung in 50 ml Ethanol geldst und mit einer Eis-Kochsalzmischung auf 0 °C
abgekuihlt; anschlielend wurde eine Losung von 7 g (55 mmol) Jod in 150 ml Ethanol
innerhalb von 2 Stunden hinzugegeben. Der ausfallende dunkelrote Niederschlag wurde
abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet. Zur Feinreinigung wurde der erhaltene Fest-
stoff in Chloroform geldst und anschlieRend mit Ethanol wieder ausgefallt. Nach zweimali-
ger Wiederholung dieser Reinigungsprozedur wurde ein dinnschichtchromatographisch
reines Produkt in Form eines roten feinkristallinen Pulvers erhalten. Die analytischen Da-
ten entsprechen der Literatur.

Ausbeute: 2,4 g (7,8 mmol; 33 % d. Th.)

2-Cyanopropan-2-yl benzodithioat

Die Verbindung 2-Cyanopropan-2-yl-benzodithioat wurde analog Literaturvorschrift? durch
Umsetzung von Di-(thiobenzoyl)-disulfid mit 2,2’-Azobis(2-methylpropionitril) erhalten.
Das Rohprodukt wurde durch Chromatographie mit einem Hexan / Ethylacetat (18:1)

Gradienten aufgereinigt.

Ausbeute: 2,13 g (9,6 mmol; 62 % d. Th.)

'H-NMR (CDCls, TMS):
8 (ppm): 1,92 (s, 6 Hy); 7,38 (dd, J=2,6Hz 2H,); 7,55 (d, J=2,6Hz 1H.); 7,88 (d, J=2,8Hz
2Hq)

Polymerisation des Monomers N-Hexylacrylamide-tetra-Boc-Spermin
In einem ausgeheizten Schlenkrohr wurden 1,51 g (2 mmol) N-Hexylacrylamide-tetra-Boc-

Spermin, 2-cyanopropan-2-yl-benzodithioat und AIBN im Verhéltnis 200:1:0,2 unter
Schutzgas in 2 ml frisch destilliertem Anisol bei Raumtemperatur geltst. Das Reaktions-
gemisch wurde mittels viermaliger ,freeze-pump-and thaw“-Methode an einer Hochvaku-
umpumpe entgast. Nach der Durchfihrung des letzten ,freeze-pump-and thaw"“-Vorgangs

wurde das Reaktionsgemisch mit Argon geflutet und mit einem Argonballon verschlossen
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und anschlieRend bei 90 °C fur 24 Stunden temperiert. Zur Aufarbeitung wurde das Reak-
tionsgemisch bei Raumtemperatur im Hochvakuum von Lésungsmittel befreit und der
Olige Ruckstand durch praparative Gelpermeationschromatographie (GPC) mit THF gerei-
nigt.

Abspaltung der Schutzgruppe zur Herstellung des polyvalenten, kationischen
Polymers

Zur Abspaltung der RAFT-Gruppe wurde das Polymer in einem ausgeheizten Kolben mit
einem 1000-fachen molaren Uberschuss von AIBN in 1,4-Dioxan versetzt (1,4 g AIBN auf
ca. 1 g Polymer), welches vorher mittels dreimaliger ,freeze-pump-and thaw"-Methode
entgast wurde. Das Reaktionsgemisch wurde anschlieBend 12 Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Nach dem Abkthlen auf Raumtemperatur wurde das Lésungsmittel am Rotations-
verdampfer entfernt und der Rickstand im Hochvakuum getrocknet. Das Rohprodukt
wurde ohne weitere Aufreinigung fiir die nachfolgende Abspaltung der Boc-Schutzgruppe
verwendet. Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppe wurde entsprechend der allgemeinen

Arbeitsvorschrift durchgefihrt.

7.6 Verwendete Gerate

HPLC-Messungen Die HPLC-Messungen wurden an der RP18-S&ule sowie der Perfect
Bond ODS-HD-S&ule (Hersteller: Mz-Analysentechnik; Mz-Lichrospher, Durchmesser:
4mm, Lange 250mm, PartikelgroRe: 5um) durchgefihrt. Das Laufmittel wurde mit einem
Degasser EC3114 und mit einer Pumpe der Firma Hitachi Modell L7100 befdrdert. Die
Ofentemperatur betrug bei jeder Messung 323 K. Die Probenkonzentration betrug 1 g/I,
und pro Messung von 20 ul eingespritzt werden. Die Detektion erfolgte mittels eines Wa-
ters 481 UV-Detektor und einem Lichtstreuverdampfungsdetektor (PL-ELS 2100 Ice). Da-
bei erfolgte die Zerstdubung mit Hilfe eines Stickstoffstroms der Starke 1,4 SLM (Standard
Liter/Minute) und die Verdampfung der Proben bei 40°C.

GPC-Messungen Die GPC-Messung wurde in THF als Lésungsmittel unter Verwendung
von 3 x 30 cm Séaulen vom Typ MZ-SDV mit den PorengréRen 10°, 10%, 10° und 10° A bei
30 °C durchgefiuihrt. Die Signaldetektion erfolgt mittels eines UV/VIS-Detektors 2487 der
Firma Waters (A=230 nm bzw. 254 nm) und einem RI-Refraktometer 2410 der Firma
Hitachi (L-2410). Als Pumpe diente eine HPLC-Pumpe 510 der Firma Waters. Der Degas-
ser stammt von der Firma Waters (Modell AF).

Zur Messung wurden jeweils 20 ul einer Konzentration etwa 1g/l Polymerlésung injiziert

und mit einer Flussrate von 1.0 ml/min eluiert. Zur Erstellung der Standard-Eichkurven
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(log([n]-M) vs. Ve) wurden Polystyrol- bzw. Polybutadien-Standards (PSS, Mainz) verwen-
det. Molekulargewichte sowie Molekulargewichtsverteilungen wurden mit dem Programm-
Paket NTeqGPC V5.1.5 (hs GmbH) berechnet.

NMR-Messungen Die NMR-Spektren wurden entweder an einem Bruker 300 Ultra Shield
oder an einem Bruker Avance DRX 400-NMR-Gerat bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Als
Lésungsmittel wurden CDCl; und CD3-OD verwendet, wobei die Probenkonzentration 20-
40 mg/ml fiir *H- NMR-Spektren und 70-100 mg/I fiir **C-NMR-Spektren betrug. Zur Bear-
beitung der Spektren wurde das Programm MestRec verwendet. Die chemischen Ver-
schiebungen der Signale wurden in Einheiten der 8-Skala in ppm angegeben und bezogen
sich auf Tetramethylsilan als interner Standard. Die Angaben bezlglich der Aufspaltung
der Signale bedeuten: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, g = Quartett, m = Mul-
tiplett, br. = breit.

FT-1IR-Spektren Als FT-IR-Spektrometer wurde das Modell Vector 33 der Firma Bruker
verwendet. Die Messung von Fliissigkeiten wurde auf NaCl-Platten durchgefiihrt. Die Pro-
ben als Feststoffe wurden in Reflexion unter Verwendung einer Golden Gate-Anordnung,
Single Reflection Diamond ATR, vermessen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mit der
Software OPUS Version 3:1.

UV/Vis-Spektren Die UV/VIS-Spektren wurden an einem Spektrometer Model 100 Bio
UV/VIS der Firma Cary aufgenommen. AnschlieBend wurde das Spektrum des reinen L06-
sungsmittels abgezogen und mit der zugehérigen Software Win UV Scan Application Ver-
sion 9.0 ausgewertet. Bei den Messungen wurden Quarzglaskuvetten des Typs 100-QS
der Firma Hellma mit einer Schichtdicken 10 mm verwendet. Die Scangeschwindigkeit
betrug bei allen Messungen 20 nm/min Die Messungen erfolgten bei einer Temperatur
von 298 K.

MALDI-Tof Massenspektrometer Die MALDI-Tof-Messungen wurden mit einem
Micromass-Tof-SpecE im Reflektronmodus aufgenommen. Die Konzentration der Matrix
betrug 20 g/L in THF, die Probe wurde in THF 1 g/l hergestellt, die Salzkonzentration be-
trug 1 g/l. Als Matrix wurde 2-(4-Hydroxyphenylazo)benzoic acid (HABA) und Dithranol
verwendet. Als Kationisierungsagenz diente Silbertrifluoracetat und Kaliumtrifluoracetat.
Das Mischungsverhéltnis von die Probe zu Matrix und Salz liegt bei 20 : 20 : 1. Zu den
Messungen wurde die Mischung auf einem Trager aufgegeben und eingetrocknet. Die

Auswertung der Spektren erfolgte mit der Software Komparkt 2.
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Brechungsindexinkremente Die Bestimmung des Brechungsindexinkrements erfolgt
mit Hilfe eines Michelson Interferometers. Dazu wurden mindestens 5 verschiedene Kon-
zentrationen der zu untersuchenden Probe vorbereitet und zusammen mit dem L&sungs-
mittel 1 Tag auf dem Schittler belassen. Vor den Messungen musste die Proben Uber
Nacht bei 20°C temperiert werden. Fir die Messungen wurde ein He-Ne Laser mit einer

Wellenlange von 632,8 nm verwendet.

AFM-Aufnahmen Die AFM-Aufnahmen wurden mit einem MultiModeTM Scanning Probe
Microscope, ausgestattet mit einem Nanoscope Illa-Controller, der Firma Digital Instru-
ments, Santa Barbara, USA, durchgeflihrt. Die Bilder wurden im Tapping-Mode mit Silici-
um-Spitzen (Hersteller: Nanosensor) mit einer Resonanzfrequenz von ca. 300 kHz aufge-
nommen. Die Probenlésungen wurden mit einer Konzentration von ca. 2.5mg/l durch

Spin-coating auf frisch gespaltenem Mica aufgetragen.

Cryo-TEM-Aufnahmen Die Cryo-TEM-Aufnahmen wurden an einem Tecnai 12 Elektro-
nenmikroskop der Firma FEI mit einer LaB6-Kathode bei Beschleunigungspannung von
120kV und mit Zusatz einer BIO-TWIN Linse bei einer Temperatur von -175°C durchge-
fahrt. Die Bilder wurden im Hellfeldmodus mit einer Kamera 4K TemCam-F416 der Firma
TVIPS aufgenommen. Vor den Messungen wurden die Probenlésungen mit Hilfe von Vit-

robot in fliissigem Propan bei —85°C vitrifiziert.

REM-Aufnahmen Die in dieser Arbeit gezeigten rasterelektronenmikroskopischen Auf-
nahmen wurden in Kooperation mit der Jilin Universitat von der Arbeitsgruppe Lixin Wu
an einem Mikroskop der Firma JEOL Typnummer JSM-6700F bei einer Beschleunigungs-
spannung 5 kV und einem Druck kleiner 5x10° mbar und mit einer VergréRerung von
10.000 und 50.000 erhalten. Die Proben wurden mit einer Konzentration von 288 mg/I auf

Silicon-Chip durch Gefriertrocknung préapariert.

Rontgenphotoemissionsspektroskopie (XPS) XP-Spektren wurden an einem MAX-
200-Spektrometer der Firma Leybold-Heraeus aufgenommen. Hierbei wurde eine nicht-
monochromatisierte Aluminiumanode mit einer Energie der Ka, ,-Linie von 1486.6 eV bei
einer Halbwertsbreite von ca. 1 eVolt zur Anregung der Photoelektronen verwendet. Die
Detektion der Elektronen wurde erfolgte mittels eines Zylindersektor-Analysators CSA 300
(Fa. OMICRON) mit Fokussierung 2. Ordnung. Die Winkelakzeptanz des Analysators wur-
de durch die Fokussierung von 0,7° bis 10° aufgenommen. Die Proben wurden in gleicher

Weise durch Gefriertrocknung préapariert.
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7 Experimente

Statische und dynamische Lichtstreumessungen Die Lichtstreumessungen wurden
alle bei 20°C durchgefuhrt. Die statischen Messungen wurden an einer Anlage gemessen,
die mit einem Helium-Neon-Laser (JDS Uniphase 1145p-3083, Wellenlange 632.8nm, Leis-
tung 25 mW) ausgestattet ist. Die Detektionseinheit besteht aus einem Goniometer ALV-
SP-86, einem ALV/High QEAPD Avalanche-Photodioden / Faseroptikdetektionssystem und
dem Digital Korrelator / Strukturator ALV-3000, alles von der Firma ALV, Langen. Die dy-
namischen Lichtstreumessungen wurden an einer Lichtstreuanlage aus einem Goniometer
SP-125 mit ALV/SO-SIPD Single Photon Detektor (Lichtwellenleiter-Optik), einem ALV-
5000 / EPP / 60X0 Multitau Realtime Digital Korrelator, alles von der Firma ALV, Langen,
und mit einem Argon-lonen-Laser (Spectra Physics Stabilite 2060-4S, Wellenlange 514,5
nm, Leistung 500 mW) durchgefiihrt. Die gemessenen Lichtstreudaten wurden mit Hilfe
der Fit-Programme ALVSTAT (Fa. ALV-GmbH, Langen) bzw. HDRC (O. Nirschl.,, M.
Schmidt) ausgewertet. Polydispersitaten wurden bei Auswertung der Feldautokorrelations-
funktion durch Anpassen einer biexponentiellen Fitfunktion bertcksichtigt und der appa-
rente Diffusionskoeffizient durch Bestimmung des amplituden gemittelten Mittelwertes
erhalt, die Polydispersitat wurde als normierter zweiter Kumulant bei 90° bestimmt, wobei
die Kumulanten-Reihenentwicklung nach dem quadratischen Summanden abgebrochen
wird.

Die Probenlésung wurde in einer staubfreien Flow-Box in die Quarzglaskivetten von der
Firma Hellma, Mullheim, mit einem Durchmesser von 20mm und einer Schichtdicken von
1mm filtriert. Vor der Filtration wurden die Kuvette und der Deckel mindestens 30 min.

mit destilliertem Aceton staubfrei gespiilt.
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Anhang

Zusatzliche Daten und Ergebnisse

0 3.00 um

Abbildung A 1: AFM-Amplitudenbilder des Polymers in reinem Wasser mit ¢c=0,29/I

0 3.00 um

Abbildung A 2: AFM-Amplitudenbilder des Gd-POM
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Abbildung A 3: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhaltnis
(Veolymer/ Vona) 1,4:1 in 150 mM NaCl; (fur die Auftragungen

wurde ein Brechungsindexinkrement von dn/dc = 0,17 ml/g
verwendet).
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Abbildung A 4: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhaltnis
(Veolymer/Vona) 1,7:1 in 150nM NaCl; (fur die Auftragungen
wurde ein Brechungsindexinkrement von dn/dc = 0,17 ml/g
verwendet).
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Abbildung A 5: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhaltnis
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Abbildung A 6: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhaltnis

(VPolymer/VDNA) 3,0:1 in 150 mM NaCl; (fur die Auftragun-
gen wurde ein Brechungsindexinkrement von dn/dc = 0,17
ml/g verwendet).
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Abbildung A 7: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhaltnis
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ng A 8: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhéltnis
(Veolymer/ Vona) 5,7:1 in 150 mM NaCl; (fur die Auftragungen
wurde ein Brechungsindexinkrement von dn/dc = 0,17 ml/g
verwendet).
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Abbildung A 9: Komplexierung von DNA mit Polymer bei Volumenverhaltnis
(Veolymer/ Vona) 6,5:1 in 150 mM NaCl; (fiur die Auftragungen
wurde ein Brechungsindexinkrement von dn/dc = 0,17 ml/g
verwendet).
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Abbildung A 10: 1H-NMR von w-Bromdodecanol und a-Benzyoxyl-w-tosyl-Dodecan
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Tabelle A 1: Dichte der Komplexe

VPonmer/ VDNA

Dichte auf Basis des Hydrodynami-

schen Radius g/cm?®

Dichte auf der Basis des Tragheits-

radius / g/cm®

1,4 0,155 0,032
1,7 0,078 0,023
2,5 0,077 0,032
3,0 0,079 0,027
4,6 0,055 0,020
5,7 0,036 0,020
6,5 0,039 0,022
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