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Kapitel 1 - Einleitung

1.1 Supramolekulare Chemie

Supramolekulare Polymere stellen einen Grenzfall zwischen den grundlegenden makromolekularen
sowie supramolekularen Prinzipien dar. Die empfohlene Definition charakterisiert supra-
molekulare Polymere als den Zusammenschluss monomerer Einheiten, die iiber schwache,
reversible gerichtete Wechselwirkungen in Losung auf dynamische Art zusammengehalten
werden.['¥l Verdeutlicht wird dies anhand der von FOUQUEY und LEHN im Jahr 1990 vorgestellten
Diacylaminopyridin- und Uracil-Derivate als bifunktionelle Monomere, welche {iiber die
komplementédre Ausbildung multipler Wasserstoffbriicken lineare, fliissig-kristalline Aggregate
ausbilden.b! Dieses Beispiel, oftmals als ,erstes supramolekulares Hauptketten-Polymer” zitiert,
markiert einen Paradigmenwechsel des allgemeinen chemischen Verstiandnisses, insbesondere
hinsichtlich der allmdhlichen Abgrenzung supramolekularer von klassisch makromolekularer
Chemie. In kurzer Folge ist deutlich geworden, dass viele der zuvor ausschlieflich kovalenten
Polymeren zugeschriebenen Materialeigenschaften von ihren supramolekularen Gegenstiicken
imitiert werden konnen und dass supramolekulare Polymere aufgrund ihrer dynamischen Natur
die Erschaffung funktionaler Materialien ermoglichen die weitaus komplexere Eigenschaften wie

Adaptivitat, Prozessierbarkeit und self-healing aufweisen.[34671(8-11]
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Abbildung 1.1: A: Schematische Darstellung des von LEHN et. al. postulierten linearen supramolekularen

[12].

Ketten-Polymers ausgehend von bifunktionellen komplementdren Monomeren B: Polarisations-

mikroskopische Aufnahme des supramolekularen Polymers in fliissig-kristalliner Phase.”) Nachdruck mit
Genehmigung nach Referenz [5] (Copyright © 1990, Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim) und [12]
(Copyright © 2019, Springer Nature Limited).

Tatsédchlich ist der Fortschritt der letzten Jahrzehnte bemerkenswert und Beispiele wie die der
verzahnten, makrozyklischen molekularen Maschinen, fiir welche SAUVAGE, STODDART und
FERINGA 2016 mit dem Nobelpreis fiir Chemie auszeichnet worden sind, erwecken den Eindruck,
dass der architektonischen Kreativitat ambitionierter Forscher keine Grenzen gesetzt sind.['314 Und
dennoch: Trotz der Tatsache, dass bereits viele Erkenntnisse zum Prozess der Selbstassemblierung
gewonnen werden konnten, stellt die gezielte Kontrolle von Polymerisationsgrad, Polydispersitét
oder mafsgeschneiderten Eigenschaften weiterhin eine Herausforderung dar, die es anhand

expliziter Untersuchungen grundlegenden Assemblierungsverhaltens zu meistern gilt.

Entsprechend fokussiert sich das zentrale Interesse supramolekularer Chemie auf die Erforschung

und gezielten Nutzung der involvierten nicht-kovalenten Interaktionen wie hydrophobe
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Wechselwirkungen!4,  Wasserstoffbriickenbindungen™®, = m-Stapelungl'6-'8],  Metall-Ligand-
Koordination!™ und COULOMB-Interaktionen/??l. Allein im Kontext eindimensionaler (1D)
supramolekularer Polymere sind die im Zuge wissenschaftlicher Bemiihungen entstandenen
Architekturen vielfaltig. Diese kénnen, ausgehend vom zugrundeliegenden Ausgangsmaterial, ein
morphologisches Spektrum abbilden, welches von statistischen netzwerkartigen Verbriickungen bis

hin zu organisierten Band- und Faserstrukturen reicht (Abbildung 1.2).!
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Abbildung 1.2: Reprasentation vier unterschiedlicher Monomere und der korresponierenden
supramolekularen  1D-Polymere; a&b: Ureidopyrimidinon-Monomere bauen ({ber vierfache
Wasserstoffbriickenbindung wenig strukturierte lineare supramolekulare Polymere (engl.: random coil) aus;
c & d: Peptidamphiphile bestehend aus drei Segmenten (hydrophobe Alkylkette, Peptidsequenz zur
Ausbildung B-Faltblatt-artiger Sekundarstrukturen, biologisch aktive Signal-Sequenz) bilden zylindrische
Nanofasern; e & f: Oligophenylenvinylen (OPV)-basierte Monomere schlieBen sich zu chiralen Helices
zusammen; g & h: Hexabenzocoronen formt doppelschichtige Nanoréhren.! Nachdruck frei nach Referenz
[3] mit CC-BY-NC Lizenz (Copyright © 2012, The American Association for the Advancement of Science).

Der bei weitem grofite Anteil der Studien, die sich der Aufklirung eindimensionaler
supramolekularer Polymerisationsprozesse und -mechanismen widmen, geht auf die
Selbstassemblierung konjugierter m-Systeme und Farbstoffe zuriick.?!! Entgegen aliphatischer
hydrophober Assoziationsmotive bieten ridige m-Systeme, allen voran Porphyrine?>?7,
Oligophenylenvinylene (OPV)28-31, Perylenbisimide (PBI)i32381 oder 1,3,5-Benzoltricarboxyamide
(BTA)>4], den Vorteil eines intrinsischen Bestrebens zur 1D-Stapelung.l’¥! Die Kombination mit

weiteren sekunddren Bindungsmotiven bietet die Mdoglichkeit, Direktionalitdt und Nahordnung
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resultierender anisotroper Strukturen zu steuern. Die Eigenschaft konjugierte m-Systeme, Licht im
UV/Vis- und IR-Bereich zu absorbieren ldsst zudem die Quantifizierung der zugrunde liegenden
Polymerisationsprozesse zu, da die spektralen Eigenschaften empfindlich gegeniiber
Aggregationsablaufen sind und mitunter die Klassifikation in unterschiedliche Stapelmotive

zulassen, worauf im spateren Verlauf dieses Kapitels naher eingegangen wird (siehe Kapitel 1.3).01744

Im nachfolgenden Abschnitt sollen generelle Gesichtspunkte supramolekularer Polymerisation
beleuchtet werden, um einen Uberblick iiber die grundlegenden mechanistischen Prozesse
eindimensionaler Selbstassemblierung zu geben. Hierbei liegt besonderes Augenmerk auf den
thermodynamischen und kinetischen Aspekten komplexen Assemblierungsverhaltens, welche in

den letzten Jahren vermehrt im Kontext sogenannter pathway complexity diskutiert werden.
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1.2 Komplexes Assemblierungsverhalten: Pathway Complexity

Supramolekulare 1D-Polymerisationen lassen sich anhand zwei grundlegender Konzepte
Klassifizieren. Relativ simpel verhdlt sich der Fall einer kontinuierlichen Assoziation von
Monomeren an das wachsende Kettenende, mit konstant bleibender Affinitdt der Bausteine
zueinander. Das sogenannte isodesmische Modell zeichnet sich durch die gleichbleibende
Assoziationskonstante K eines Prozesses aus (Abbildung 1.3 A, violett), bei welchem die Reaktivitét
der Monomere nicht von zunehmenden sterischen Faktoren oder crowding-Effekten betroffen
ist.1#4546 Wahrend in der Vergangenheit einem grofien Teil supramolekularer Systeme isodesmisches
Polymerisationsverhalten zugeschrieben worden ist, wird mittlerweile vermehrt die Ansicht
vertreten, dass dieses Modell als Ausnahme anzusehen ist und die getroffenen Zuweisungen oftmals

auf technische Limitierung und methodische Fehler zuriickzufiihren sind.['!
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Abbildung 1.3: Supramolekulare Polymerisationsmechanismen eindimensionaler Selbstassemblierung. A:
Qualitatives 2D Energiediagramm isodesmischer (violett), kooperativer (rot) und anti-kooperativer (blau)
supramolekularer Polymerisation; B: Auftragung des relativen Aggregationsgrades aag gegen die
normalisierte Konzentration Kcr fiir unterschiedliche Polymerisationsmechanismen. Nachdruck mit
Genehmigung nach Referenz [12] (Copyright © 2019, Springer Nature Limited).

Fiir Systeme basierend auf mehreren nicht-kovalenten Interaktionen ist kooperatives Verhalten zu
erwarten. Im Gegensatz zu Annahmen des isodesmischen Modells verlaufen kooperative
Mechanismen zweiphasig und werden entsprechend synonym als Nukleations-Elongations-
Mechanismen bezeichnet. Den Anfang markiert die Ausbildung oftmals spektroskopisch nicht
detektierbarer Nuklei in Form von Dimeren und Oligomeren. In Abhéngigkeit systemspezifischer
Parameter wie einer kritischen Nukleus-Grofie oder aber einer Elongationskonzentration oder
-temperatur erfolgt der Eintritt in die Phase stattfindender Strukturbildung (Abbildung 1.3 A,
rot).[4,47419]

Bei klassischen Nukleations-Elongations-Mechanismen bedingen kooperative Effekte eine hohere
Elongations- als Nukleationskonstante (Ke > Kn), was die charakteristischen Beobachtungen nicht-
sigmoidaler =~ Kurvenverldufe  kinetischer = Messungen kooperativer  supramolekularer
Polymerisationen erkldrt (Abbildung 1.3 B). Dabei nimmt der Verlauf von Nukleations- und

Elongationsphase mafigeblich auf Parameter wie Morphologie, Dispersitit oder Molekulargewicht
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Einfluss.*¢l Einen Sonderfall stellt Anti-kooperatives Verhalten dar, das durch eine favorisierte
Nukleation gegeniiber der Elongation (Kn > Ke) definiert wird. Solches Verhalten kann fiir Systeme
angenommen werden, bei denen zundchst attraktive Wechselwirkungen durch Dimerisierung
kompensiert!®! oder die Elongation durch den wachsenden sterischen Anspruch der Aggregate
gehemmt wird.l5.52] Es sei darauf hingewiesen, dass die beschriebenen Modelle Grenzfélle darstellen
und die tatsdchlichen Vorgange in der Regel komplexer sind. Fiir die Entschliisselung spezifischer
Polymerisationsprozesse werden mathematische Modelle immer relevanter, die sich der Vorgange
im Spektrum zwischen den Grenzféllen widmen. Fiir tiefere Einblicke in die Grundlagen dieser

Modelle wird auf entsprechende Fachliteratur und Reviews verwiesen. [51531145-47,49,51]

In Sachen komplexen Assemblierungsverhaltens beschéftigt sich die rezente Literatur vermehrt mit
dem Auftreten multipler Polymerisationsmechanismen und Polymorphismen ausgehen von
einzelnen Monomer-Spezies. Diese immer haufiger fiir kooperative Systeme identifizierten
Phinomene gehen auf Vorginge zuriick, die sich der klassischen Auffassung rein
thermodynamischer Gleichgewichtsprozesse entziehen.[254%1 2005 berichteten RYU et. al. von der
hierarchischen Co-Assemblierung m-konjugierter Bolaamphiphile, die in Wasser geldst zunéchst
sphérische Mizellen ausbilden.’! Uberraschenderweise unterlagen diese Mizellen einer
vollstandigen Transformation in zylindrische Nanostrukturen auf einer Zeitskala von mehreren
Wochen, wie mittels dynamischer Lichtstreuung (engl.: dynamic light scattering, DLS) und
Transmissionselektronenmikroskopie (engl.: transmission electron microscopy, TEM) gezeigt werden
konnte. Dieses frithe Beispiel fasst die Idee mehrerer moglicher Aggregationsausgiange in
Abhéngigkeit der experimentellen Bedingungen treffend zusammen, in welchem die allmahliche
Ausbildung der zylindrischen Nanostrukturen als Ubergang eines kinetischen hin zum
thermodynamisch giinstigen Zustand interpretiert werden kann und die Relevanz des Parameters
Zeit deutlich wird.

Neben dem thermodynamischen Gleichgewicht, in welchem Supramolekiile wohlgemerkt in
dynamischem Austausch mit freien Monomeren stehen, lassen sich fiir supramolekulare Spezies in
Abhéngigkeit des energetischen Polymerisationsprofils zwei weitere Zustande definieren.5%! Die
Erlduterung erfolgt am besten anhand der dabei durchlaufenen Energielandschaften (Abbildung
1.4), in welchen jedes Minimum einen innerhalb experimenteller Zeitskalen observierbaren Zustand
darstellt und jeder Ubergang durch eine Energiebarriere gemdf der Aktivierungsenergie Ea

charakterisiert wird.[54

Dissipative Systeme zeichnen sich nicht durch signifikante Energiebarrieren aus, sondern finden
fernab des thermodynamischen Gleichgewichts statt. Zur Aufrechterhaltung gebildeter Strukturen
ist die kontinuierliche Zufuhr von Energie, sei es in Form chemischer Reaktanden oder auch Licht,
und das Ableiten von Nebenprodukten nétig (Abbildung 1.4 A, T). Solche dissipativen nicht-
Gleichgewicht-Zustidnde bestehen voriibergehend und relaxieren nach Verbrauch des chemischen
Treibstoffs in ihre Einzelkomponenten.57-611 Die Komplexitit lebender Organismen basiert insofern
auf dissipativen Prinzipien, als dass deren Existenz nur durch stetige Energiezufuhr erhalten werden
kann.l®?l Doch auch nicht-biologische Systeme zeigen eine beeindruckende Vielfalt zu denen unter
anderem dissipative Hydrogele!¢364 oder die Kontrolle von Assemblierungspfaden durch chemische
Energiezufuhr zahlen.l®! Fiir weitere Einblicke in die Grundlagen und Hintergriinde dissipativer
Systeme wird auf die Reviews von BOEKHOVEN!®, KLAJNI und HERMANSI®! verwiesen. Alle Spezies,
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die auf dem Weg zum globalen Energieminimum (Abbildung 1.4 A, B) durchlaufen werden kénnen,

werden als nicht-dissipative nicht-Gleichgewichts-Zustande bezeichnet (Abbildung 1.4 A, A).5
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Abbildung 1.4: 2D Energiediagramme zur Zuordnung unterschiedlicher Aggregationspfade und -spezies. A:
Dissipative und nicht-dissipative sowie Gleichgewichts- und nicht-Gleichgewichts-Zustidnde; B:
Konkurrierende Aggregationspfade; C: Konsekutive Aggregationspfade.® Nachdruck frei nach Referenz [54]
mit CC-BY-NC Lizenz (Copyright © 2019 The Authors. Published by WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim).

Diese Zustinde kdnnen weiter anhand der benétigten Aktivierungsenergie fiir den Ubergang in das
nachste Minimum unterschieden werden. Liegt die Aktivierungsenergie etwa im Bereich von ksT
(ks = Boltzmann-Konstante, T =Temperatur) (Ea=ksT), wird von metastabilen Zustdnden
gesprochen, die spontan innerhalb experimenteller Zeitrahmen relaxieren konnen. Liegt die
Aktivierungsenergie hingegen weitaus hoher als ksT (Ea>>ksT), ist eine eigenstindige
Transformation nicht ohne weiteres moglich. Solche kinetisch gefangenen Zustande erfordern fiir
eine Zustandsrelaxation den Einfluss externen Stimuli wie Ultraschall 2267] oder Bestrahlung. (¢!
Beide Formen kinetischer Zustdnde werden oftmals synonym verwendet, da sich eine strikte
Zuweisung methodisch schwierig gestaltet. Dies liegt mitunter auch daran, dass die Auspragung
der Energielandschaft je nach experimentellen Parametern wie Temperatur, Konzentration oder der
Zusammensetzung des Losungsmittels bis auf die letztliche Lage und Struktur des globalen

Minimums variieren kann.[2829,59,69-71]

Mechanistisch hat sich die Einordnung von Spezies gemaf ihres Assemblierungspfads nach on- und
off-pathway Aggregate als Erweiterung der wurspriinglichen Definition kinetischer und
thermodynamischer Produkte etabliert und erlaubt die Unterscheidung komplexer
Assemblierungsverlaufe. Ein konsekutiver Prozess beschreibt den simpelsten Fall einer
Transformation und umfasst die Ausweitung oder Neuordnung bestehender kinetischer on-pathway
Aggregate (Abbildung 1.4 C). Damit assoziiert ist haufig das Prinzip hierarchischer
Selbstassemblierung, womit die schrittweise Entwicklung makroskopischer Architekturen, wie etwa
fiir Proteinfaltung von Primér- zu Sekundéar- und Tertidrstrukturen, gemeint ist. Ist eine Spezies
hingegen nur {iber den Weg freier Monomere, das heifst durch Depolymerisation, in die
thermodynamische Endstruktur zu {iiberfithren, handelt es sich um das kinetische off-pathway
Produkt eines konkurrierenden Assemblierungspfads (Abbildung 1.4 B, A). Hieran zeigt sich die
Unzuldnglichkeit der urspriinglichen Definition, da sowohl on- als auch off-pathway Aggregate als
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kinetische Produkte betrachtet werden konnen. Das Auftreten von off-pathway Aggregaten setzt

jedoch zwangslaufig einen konkurrierenden Assemblierungspfad voraus.!>

Die erste systematisch angelegte Studie zur Wechselbeziehung kinetischer und thermodynamischer
Selbstassemblierung ist von der Gruppe um MEDJER aufbauend auf Arbeiten zur hierarchischen
Selbstassemblierung (S)-chiraler Oligophenylenvinylen (SOPV)-Derivate durchgefiithrt worden,
welche nach Dimerisierung iiber vierfache Wasserstoffbriickebindung 1D-Aggregate in
Methylcyclohexan (MCH) ausbilden (Abbildung 1.5).1282931

— —_— —_— —_—
. —~————— —~—— —~—————

/ off-pathway
‘ kinetische P-SOPV
e < /Dimer on-pathway

Monomer \\\\ thermodynamische M-SOPV

=-E - &

Pra-Aggregat Nukleus Helikale Aggregate

Abbildung 1.5: A: Chemische Struktur des (S)-chiralen Oligophenylenvinylen (SOPV)-Derivats; B: CD-Spektren
der stoppen-flow Kinetik-Experimente bei unterschiedlichen Konzentrationen; C: Schematische Darstellung
der Selbstassemblierung von SOPV nach konkurrierenden Assemblierungspfaden.’?® Nachdruck mit
Genehmigung frei nach Referenz [29] (Copyright © 2012, Springer Nature Limited).

Nach Zugabe des in Chloroform (CHCls) molekular geldst vorliegenden SOPV in einen Uberschuss
von MCH, konnten nach kurzer Zeit linkshandige M-Typ Helices beobachtet werden. Bei Variation
der Konzentration zeigte sich mit steigender Molaritdt der Probenlosung die zunehmende
Aggregation in rechtshidndige P-Typ Helices nach Injektion in MCH, welche mit zeitlicher
Verzogerung zu M-Typ Helices transformierten. Untersuchungen der zugrundeliegenden
Assemblierungskinetik mittel stoppen-flow Circular Dichroismus (CD)-Spektroskopie ergaben, dass
mit steigender Konzentration der tso-Wert, also die benétigte Zeit zum Konsumieren von 50% der
freien Monomere, zunimmt. Die Schlussfolgerung dieser Messreihe war somit, dass es sich bei den
temporédr zu beobachtenden P-Typ Helices um kinetisch gebildete off-pathway Aggregate im
Gegensatz zum thermodynamischen M-Typ Produkt handeln musste. Die Tatsache, dass die
Monomer-Konzentration einen mafigeblichen Einfluss auf den Polymerisationsverlauf zu nehmen
schien, lieff einen Zusammenhang mit der Transformation von P-Helices in M-Helices iiber die
Depolymerisation in freie Monomere annehmen. Entsprechende Simulationsdaten legten dabei die

erhohte Stabilitdit von P-Typ Nuklei gegeniiber M-Helix Aggregaten nahe, was zusammen zur
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1.2 Komplexes Assemblierungsverhalten: Pathway Complexity

Entschliisselung des vorliegenden kompetitiven Mechanismus und darauf aufbauend zur
Etablierung des Ausdrucks pathway complexity im Kontext synthetischer selbstassemblierender

Systeme beitrug.

Die Gruppe um DE COLA zeigte die kinetisch kontrollierte Ausbildung von Polymorphismen
quadratisch-planarer lumineszierender Platin(II)-Komplexe. Infolge der Injektion von in 1,4-Dioxan
molekular geldst vorliegender Monomere in Wasser lief$ sich {iber DLS und Rasterelektronen-
mikroskopie (engl. scanning electron microscopy, SEM) initial die Selbstassemblierung in rot-
emittierende Nanopartikel Pt-A beobachten, welche binnen drei Wochen in blau-emittierende,
thermodynamische anisotrope Fasern Pt-C relaxierten, wobei die Transformationskinetik durch
Variation des Wasser-Dioxan-Verhiltnisses beeinflusst und ein weiterer griin-emittierender,
metastabiler Zustand Pt-B beobachtet werden konnte.l”2 Zudem erfolgte durch die Bestrahlung eine
nahezu quantitative Umwandlung der thermodynamischen Spezies in den metastabilen Zustand
Pt-B, was aufgrund der unterschiedlichen Fluoreszenzeigenschaften in Echtzeit mittels konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie verfolgt werden konnte (Abbildung 1.6). ROBINSON et.al. zeigten
darauffolgend, dass die Zustandsiibergange strukturell verwandter Pt(II)-Komplexe zudem durch
Zugabe von Volumenfraktionen der thermodynamischen Spezies zur metastabilen Spezies induziert

werden konnen.[7374

F c—<\ N />—-CF

N‘N\Plt/N Metastabiler Zustand Pt-A
rlq off-pathway

~ |

HN

\I\o/\/o\/\o/
”| Metastabiler Zustand
off-pathway

b

NS

Thermodynamischer Zustand
on-pathway

Abbildung 1.6: A: Chemische Struktur des Pt(ll)-Komplex und schematische Darstellung der
Selbstassemblierung in  Polymorphe (iber unterschiedliche Assemblierungspfade; B: Konfokal
Fluoreszenzmikroskopie-Aufnahmen im zeitlichen Verlauf der Assemblierung von Pt-A {ber Pt-B hin zu Pt-C
(v.l.n.r).72 Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [72] (Copyright © 2015, Springer Nature Limited).



Kapitel 1 - Einleitung

Neben vielen weiteren Beispielen selbstassemblierender Systeme unter Einflussnahme kinetischer
Effektel’>771 prasentierte die Gruppe um WURTHNER eins der bis dato komplexesten
supramolekularen Systeme (Abbildung 1.7).1¢] Ausgehend von dem symmetrisch substituierten
Perylenbisimid PBI-1 konnte die Ausbildung von insgesamt drei unterschiedlichen polymorphen
1D-Aggregaten unter denselben experimentellen Bedingungen beobachtet werden. Dabei zeigte
sich, dass freie Monomere zu Beginn metastabile Dimere (Dimerags1) formen, die sich anti-
kooperativ zu Oligomeren organisieren (Agg 1). Erst durch die Einwirkung mechanischer Krafte in
Form von Ultraschall konnte der Ubergang zu unterschiedlichen Nanofasern in Abhéngigkeit von
Starke und Expositionsdauer des Ultraschalls initiiert werden, was mit der Umstrukturierung des

Wasserstoffbriickenmusters der Dimere begriindet wurde (Dimeragsz — Agg?2; Dimerags —
Agg 3).

0 C

_«o O O N Monomer
R N . N R :
wn— Q Q o/>- Dimerag, s Dimerag
o o
o

OC;;Hy5

R= - 0Cy5Hss
oc11H15
B ; 20°C ,
¥ 45 min Ej £
riert |oo ' / 7
] I vy : L/
) 5
F xS = | :
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W 23
Ultraschall jﬁ *
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Abbildung 1.7: A: Chemische Struktur von PBI-1; B: Supramolekulare Polymerisation in drei verschiedene 1D-
Polymorphe (Agg 1, Agg 2, Agg 3); C: Qualitative 3D Energielandschaft der supramolekularen Polymerisation
von PBI-1 in die drei Polymorphe Agg 1, Agg 2 und Agg 3.”? Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz
[67] (Copyright © 2019, American Chemical Society).

Dariiber hinaus konnte durch Zugabe von Keimen in Form thermodynamisch gebildeter
supramolekularer Polymere (Agg 2sced; Agg 3sced) zum metastabilen Zustand die Elongation ohne
das Einwirken mechanischer Kréfte induziert werden, was einen zusatzlichen Weg zur Regulation
der Selbstorganisation in Form externer Stimuli darstellt. Dieses Beispiel eignet sich besonders gut,
um die zuvor diskutierten Konzepte kinetischer und thermodynamischer Aspekte komplexen
Assemblierungsverhaltens anzuwenden. Es gibt einen Einblick in die Tiefe des Forschungsfeldes
und verdeutlicht die Vielfaltigkeit moglicher Ansédtze zur kontrollierten supramolekularen

Polymerisation.
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1.3 Selbstassemblierung Porphyrin-basierter Systeme

1.3 Selbstassemblierung Porphyrin-basierter Systeme

Die Lichtsammelkomplexe Photosynthese-betreibender Bakterien und griiner Pflanzen zdhlen zu
den faszinierendsten supramolekularen Architekturen, die die Natur hervorbringen konnte. Dabei
bilden in Protein-Matrizes eingebettete Chromophore, sogenannte Chlorophylle, nicht-kovalente
Netzwerke aus, die durch die effiziente Konversion von Lichtenergie in chemische Energie das
Leben wie wir es kennen ermoglichen.l”s-%] Das gewaltige Potential das supramolekulare Porphyrin-
basierte Systeme im Hinblick auf die Entwicklung synthetischer Photo-aktiver Materialen und
Technologien bergen, veranlasste die intensiven Forschungsbemiihungen zur Aufkldarung der

Funktionsweise und Organisation der Porphyrin-Derivate innerhalb der Lichtsammelkomplexe. 81821

A Porphin Bacteriochlorophyll a Hém b
=~ CH,3
5
4
B H3C -nCH,CH; H,C \
1
20 10
HyC™ CH, H,C CH,
.. meso-Position ’
-Position
B-Rosition. 0™ HO,C COH

Abbildung 1.8: A: Chemische Struktur des Porphin-Grundkérpers mit Nomenklatur nach IUPAC®3! und der
Naturstoffe Bakteriochlorophyll a und Ham b (v.1.n.r.)7#4; B: Strukturelles Modell des Lichtsammel-Komplex
2 (LH2) von Rhodopseudomonas acidophila (links) und raumliche Anordnung mitsamt Abstandsbestimmung
der Bacteriochlorophyll a-Derivate B800 (blau) und B850 (rot) innerhalb der Protein-Matrix (rechts).[7&%
Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [78] (Copyright © 2017, American Chemical Society).

Mit dem Ziel der Nachahmung dieser auch als Antennenkomplexe bekannten Suprastrukturen
beruhten erste Ansdtze auf dem Design dendritischer Porphyrin-Konjugate.i$5 AIDA et. al.
prasentierten zundchst Porphyrin-Derivate, deren sperrige Polybenzylether-Hiillen Analoga der in
der Natur vorkommenden Protein-Matrizes darstellen und ein stabiles Arrangement der
Chromophore erméglichen. Daran ankniipfend entwickelte dieselbe Gruppe wenige Jahre spater ein
kovalent sternformig aufgebautes Multi-Porphyrin-Netzwerk, das als synthetische trichterférmige

Lichtsammelfalle fungiert, in welcher der Energietransfer von peripheren Zink(II)-Porphyrin-

11



Kapitel 1 - Einleitung

Einheiten hin zur zentralen freien Porphyrin-Base stattfindet.[#6571 Bei dieser Reihe unterschiedlicher
kovalent-verkniipfter Porphyrin-Komplexe stand der Aspekt der dynamischen Selbstorganisation
der Chromophore aufsenvor. Dabei stellt grade der supramolekulare Ansatz eine attraktive Strategie
zur Entwicklung funktioneller und responsiver Nanomaterialien dar, die Anwendungen in
Energietechnik!®8], Optoelektronik®! und Sensorik[® in Aussicht stellt. Zeitgleich bedarf es jedoch
weiterhin der detaillierten Aufklarung des komplexen Selbstassemblierungsverhaltens Porphyrin-
basierter Systeme, welches oftmals mit multiplen Aggregationspfaden einhergeht.242591-%]
Entsprechend beschaftigt sich dieses Teilkapitel zundchst mit den elementaren chemischen
Eigenschaften von Porphyrin-Makrozyklen und widmet sich anschlieffend ihrem grundlegenden
Assemblierungsverhalten. Darauf aufbauend wird anhand ausgewdahlter Beispiele die Relevanz
Porphyrin-basierter Systeme im Kontext der zuvor diskutierten thermodynamischen und

kinetischen Aspekte supramolekularer Polymerisation diskutiert.

Porphyrine iibernehmen nicht nur als Schliisselelemente der Photosynthese eine wichtige Rolle. Als
Eisen(Il)-Derivate (Hédme) bilden sie die prosthetischen Gruppen der aktiven Zentren der
Cytochrome in Mitochondrien und ermdglichen als Teile der Hamoglobin-Tetramere die Bindung
und den Transport von Sauerstoff {iber rote Blutkérperchen. Y Dabei handelt es sich bei Porphyrinen
allgemein um heterozyklische Molekiile bestehend aus vier Methin-verbriickten Pyrrol-
Untereinheiten, die mit 18 delokalisierten m-Elektronen der HUCKEL-Regel ([4n+2], n=4) fiir
aromatische Verbindungen folgen (Abbildung 1.7 A).1%! Infolgedessen weisen die planaren Ring-
Systeme eine ausgepragte thermische Stabilitat auf, was durch Funde diverser Porphyrin-Komplexe
als Bestandteil von Sedimenten und Roholfraktionen verdeutlicht wird.! Das m-System des
Porphin-Grundgeriists weist einen geringen energetischen Abstand zwischen HOMO (engl.: highest
occupied molecular orbital) und LUMO (engl.: lowest unoccupied molecular orbital) auf, worauf die
intensive Farbigkeit der Chromophore zuriickgeht. Aus diesem Grund absorbiert das
unsubstituierte Porphin-Grundgeriist Licht im sichtbaren Bereich des elektromagnetischen
Wellenspektrums, was die intensive Purpurfarbe hervorruft und die Namensherkunft in Anlehnung
an das griechische Wort fiir die Farbe violett (altgr.. porphyra) erkldrt.””) Entsprechende
Absorptionsspektren lassen die Unterteilung in zwei Regionen zu, die einerseits das
Absorptionsmaximum in Form des SORET-Signals zwischen 380 und 440 nm und daneben die
weniger ausgepréagten Signale der Q-Banden zwischen 500 und 800 nm abbilden.! Dem genauen
Sachverhalt des stattfindenden 7 — m*-Ubergangs widmete sich GOUTERMAN, der anhand des
quantenmechanischen Vier-Orbital-Modells mafigeblich zum Verstindnis der optischen

Eigenschaften von Porphyrinen und der resultierenden Absorptionsspektren beitragen konnte. 3101

Die Anfange synthetisch préaparierter Porphyrine reicht beinahe ein Jahrhundert zuriick. Nachdem
zuvor bereits von zahlreichen Methoden zur Isolation natiirlicher Tetrapyrrol-Derivate aus griinen
Pflanzen und Tierblut berichtet wurdel'02-1%4, présentierte ROTHEMUND ab 1936 die Synthese
verschiedener Tetraarylporphyrine.l1%51% Dije Methode umfasste die Kondensationsreaktion
aliphatischer, aromatischer und heterozyklischer Aldehyde mit Pyrrol in Mischungen aus Pyridin
und Methanol unter Ausschluss von Sauerstoff bei hohen Temperaturen. In ihren Grundziigen hat
das historische Protokoll ROTHEMUNDS bis heute Bestand, wurde aber stetig angepasst, wie etwa
durch ADLER und LONGO, welche die einstufige Saure-katalysierte Umsetzung zeigten.[1771%] Die
Gruppe um LINDSAY stellte hingegen ein Verfahren vor, das zwei Stufen umfasst, jedoch den Vorteil

milder Reaktionsbedingungen bei der LEWIS-Sdure-katalysierten Umsetzung von Pyrrol und
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1.3 Selbstassemblierung Porphyrin-basierter Systeme

Aldehyd in niedrigsiedendem Dichlormethan oder Chloroform mit anschliefender Oxidation durch
2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon (DDQ) bietet.l'®1111 Den vorgestellten Methoden
gemeinsam ist die einfache Zuganglichkeit symmetrischer Porphyrine, bei welchen funktionelle
Gruppen in meso-Position durch die passende Wahl des jeweiligen Aldehyd-Derivats eingefiihrt

werden.

Gerade im Kontext supramolekularer Polymere zdhlen meso-substituierte Diphenyl (DPP)- und
Tetraphenylporphyrine (TPP) mitunter zu den relevantesten Bausteinen, da die symmetrische
Grundstruktur des Makrozyklus den synthetischen Aufwand mitsamt Aufarbeitung eingrenzt.!'12l
Funktionelle Gruppen wie Amine, Carbonsduren oder auch Alkine ermoglichen die periphere
Konjugationen mit solubilisierenden Seitenketten. Wasserstoffbriickenmotive wie Amide zeigen
sich als besonders niitzlich fiir dem Aufbau eindimensionaler Aggregate hinsichtlich Direktionalitat
und Stabilitat!'3l und verstdrken meist das intrinsische Aggregationsbestreben von Porphyrinen.[8]
Dartiber hinaus ist der kooperative Aufbau von Nanostrukturen durch die koordinative Bindung
des metallischen Zentrums mit LEWIS-Basen moglich.['4l Zink(II)-Porphyrine zeigen beispielweise
eine hohe Bindungsaffinitat zu Stickstoff-haltigen aromatischen Heterozyklen wie Pyridyl- oder
Imidazol-Gruppen.['5-117] KOBUKE et. al. konnten anhand meso-substituierter Imidazolyl-Zink(II)-
Porphyrine beeindruckende Aggregate auf Grundlage koordinativer Wechselwirkungen herstellen,
deren Architekturen von Dimeren bis hin zu zyklisch angeordneten supramolekularen Polymeren

reichten.[118119]

Infolge der Aggregation von Porphyrinen findet eine starke Exziton-Kopplung statt, die eine
Verschiebung des SORET-Signals im UV/Vis-Absorptionsspektrum hervorruft.20211 - Die
Verschiebung resultiert aus der Richtung des Ubergangs-Dipol-Moments relativ zur ri-Ebene. Dabei
kann anhand des Orientierungswinkels zwischen cofacial-gestapelten (engl.: face-to-face) H-
Aggregaten mit hypsochromer (Blau-)Verschiebung und versetzt gestapelten (engl.: splipped stacked)
bathochrom (Rot-)verschobenen J-Aggregaten unterschieden werden (Abbildung 1.9).1122123]

Abbildung 1.9: Anordnung von Porphyrinen innerhalb supramolekularer Aggregate. A: Cofaciale Stapelung
zu H-Aggregaten; B: Versetzte Stapelung zu J-Aggregaten.[1?2123]

Ordnen sich die Chromophore unmittelbar parallel zueinander an, lassen sich stattfindende
elektronische Uberginge der konjugierten Tt-Systeme CD-spektroskopisch in Form bisignater
Signale im Wellenldangenbereich der SORET-Bande beobachten. Der sogenannte COTTON-Effekt ist
empfindlich gegeniiber chiraler Orientierungen in der Anordnung der T7t-Ebenen, was zu

Verzerrungen der Signale fithren kann und die Untersuchung intrinsischer Helizitat zulasst.[124125]

Eins der ersten Beispiele nicht-kovalenter eindimensionaler Porphyrin-Polymere stammt von AIDA

et. al..26] Ausgehend von meso-Tetra(4-hydroxyphenyl)porphyrin (T(p-OH)PPH:) erfolgte die
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Kapitel 1 - Einleitung

Darstellung amphiphiler Porphyrin-Monomere durch unmittelbare Polymerisation von
Ethylenglycol unter Verwendung des Chromophors als Initiator. Das so synthetisierte
T(p-PEO)PPH: zeigte in Wasser die spontane Ausbildung cofacialer Aggregate in einem breiten
Konzentrationsbereich, was durch die Blauverschiebung des SORET-Signals verfolgt werden konnte.
Die Filamente bildeten infolge langsamer Evaporation des Losungsmittels lange Faserbiindel, was
von erstaunlicher Strukturkontrolle zeugt, gemessen daran, dass die Aggregation lediglich auf

Grundlage von mt-Stapelung und VAN-DER-WAALS-Kréften stattfand.

Ho’l‘\/o oﬁ‘)”
n

C

HOJ/‘O n 0’\)_0H
n

T(p-PEO)PPH,

Abbildung 1.10: Chemische Struktur und schematische Darstellung der eindimensionalen
Selbstassemblierung des symmetrisch meso-substitutierten Porphyrin-Amphiphiles T(p-OH)PPHz2 in
Wasser.!””! Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [75] (Copyright © 2020 Published by Elsevier B.V.).

Die Gruppe um MEJER hat das Assemblierungsverhalten diskotischer meso-konjugierter Porphyrin-
Monomere in apolarem Losungsmittel hinsichtlich kinetischer Einflussfaktoren und der Kontrolle
komplexer Assemblierungspfade systematisch untersucht.®2113127-130] Djie Monomerstruktur umfasst
die vierfache Amid-Verkniipfung aliphatisch substituierter Alkoxy-Anilin-Derivate an Zn(II)-
Tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin (Abbildung 1.11 A). Uber kooperative Assemblierungsprozesse
bilden die Monomere durch die Kombination von m-Stapelung und gerichteter
Wasserstoffbriickenbindungen der Amid-Gruppen in Methylcyclohexan eindimensionale H-
Aggregate aus, deren Charakterisierung tiber Rasterkraftmikroskopie (engl.: atomic force microscopy,
AFM) und Kleinwinkel-Rontgenstreuung (engl.: small angle X-ray scattering, SAXS) erfolgte.
Anderung der Losungsmittelqualitit, der Temperatur und Konzentration lieen die Steuerung der
Assemblierungspfade zu, wie fiir die Ausbildung von J-Aggregaten nach isodesmischem
Mechanismus in Mischungen von MCH und CHCls bei erhShten Temperaturen von
MABESOONE et. al. gezeigt werden konnte. Ausgehend davon wurden von der Arbeitsgruppe auf
verschiedene Arten Versuche unternommen, gezielt den vorliegenden Mechanismus mitsamt

resultierender Morphologie zu steuern.

Im Vergleich chiraler ((S)-Zn, (R)-Zn) und achiraler ((A)-Zn) aliphatischer Endgruppen zeigten
HELMICH et. al. die Ausbildung helikaler Strukturen fiir chiral-substituierte Monomere anhand
ausgepragter Exziton-Signale, wobei sich der Drehsinn der Helices aus der Stereoinformation der
Seitenketten ergab.%313.1321 Die Helizitat der Suprastrukturen liefS sich nach dem ,sergeant-and-
soldiers” Prinzip induzieren.!'%134 Wahrend die Co-Assemblierung des Enantiomerenpaares (S)- und
(R)-Zn aufgrund der strukturellen Fehlpaarung energetisch ungiinstig ist und demnach
,narzisstische Selbstsortierung” (engl.: narcissistic self-sorting) beobachten liefs (Abbildung 1.11 B)I128],
diktierte die Zugabe von etwa 10% (S)- oder (R)-Zn (sergeant) zu achiralem (A)-Zn oder (A)-Cu
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1.3 Selbstassemblierung Porphyrin-basierter Systeme

(soldier) die Chiralitat der Nanostrukturen und fithrte zu links- beziehungsweise rechthandigen

Helices je nach Enantiomer durch chirale Amplifikation, unabhéngig vom Metallzentrum. %1281

A ., B

H
O (A)-Zn: M=2Zn,R= N N N

(S)-zn: M=2n,R= /\/\/Y
(R)-Zn: M=2Zn,R= /Y\/\(

(A)-Cu: M=Cu,R=

CD-Effekt [mdeg]

Abbildung 1.11: A: Chemische Struktur chiraler und achiraler meso-Amid-funktionalisierter Zn(Il)- und Cu(ll)-
Porphyrin-Derivate; B: CD-Spektrum des Cotton-Effekts helikaler H-Aggregate von (S)-Zn und (R)-Zn; C:
Schematische Darstellung der selektiven Depolymerisation unter Aufrechterhaltung der Chiralitdt und des
»chiralen Gedichtnisses”.[***!Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [135] (Copyright © 2010,

American Chemical Society).

Die von (A)-Zn, (S)-Zn und (R)-Zn gebildeten Nanostrukturen zeigten sich dabei gegeniiber axialen
Liganden instabil. Mittels UV/Vis-Spektroskopie konnte die mit steigender Pyridin-Konzentration
schrittweise eintretende Depolymerisation zu Porphyrin-Pyridin-Addukten gezeigt werden. Der
Prozess verlief dabei mehrschrittig tiber die anfangliche Ausbildung von beidseitig koordinierten
Dimeren hin zu freien Monomeren. Besonders interessant war die Tatsache, dass Verdiinnung bis
nahe der kritischen Aggregationskonzentration aufgrund des Affinitdtsunterschied von Pyridin zu
Monomer und Polymer zu einer Re-Assemblierung nach Depolymerisation fiihrte.® Anhand der
selektiven Zn(II):LEWIS-Base-Interaktion konnte ein ,chirales Gedachtnis” der H-Aggregate
demonstriert werden. Aus den {iiber chirale Amplifikation erhaltenen helikalen Co-Aggregaten von
(S)-Zn und (A)-Cu konnte durch Komplexierung mit Chinuclidin (engl.: Quinuclidine, QND) (S)-Zn
selektiv aus den Filamenten entfernt werden, wobei die Chiralitit der nunmehr aus achiralen
(A)-Cu bestehenden Aggregate aufgrund der langsamen Austauschkinetik in MCH erhalten blieb.
Erstaunlicherweise konnte nach Depolymerisation infolge von Erhitzen dieser chiralen (A)-Cu-
Aggregate die Helizitdt nach Abkiihlen grofitenteils regeneriert werden, solange aufgrund
kinetischer Trdgheit der Deassemblierung ausreichende (A)-Cu-Fragmente erhalten blieben, um
erneut die autonome chirale Amplifikation zu initiieren.

Die Ligand-vermittelte Depolymerisation wurde auflerdem zum kontrollierten Aufbau

supramolekularer Polymere durch Photo-Isomerisation verwendet. Das Photo-responsive
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Phenylazopyridin-Derivat AZO blockiert in dessen trans-Konformation (S)-Zn und erlaubt lediglich
die Ausbildung von Dimeren. Durch Bestrahlung mit Licht (A = 360 nm) konnte, aufgrund sterischer
Absto8ung infolge des Ubergangs von trans- zu cis-AZO, die Dissoziation des AZO:(S)-Zn-Komplex
und eine Ausbildung eindimensionaler Stapel via UV/Vis- und CD-Spektroskopie beobachtet
werde.[129]

Wie mafigeblich das Assemblierungsverhalten von strukturellen Faktoren und den experimentellen
Bedingungen beeinflusst wird, wurde bereits anhand unterschiedlicher Aggregationsarten durch
Anderung der Lésungsmittelzusammensetzung angedeutet, jedoch explizit unter anderem durch
den Vergleich struktureller Varianten von (S)-Zn demonstiert (Abbildung 1.11). Anhand der
Variation der Probenpréparation und der Anpassung von Heiz- und Kiihlraten konnten VAN DER
WEEGEN et. al. teils drastische Unterschiede der erhaltenen Aggregate in Abhédngigkeit der
solubilisierenden Alkylketten aufzeigen, was Aufschluss iiber die Kontrolle der konkurrierenden
isodesmischen und kooperativen Assemblierungspfade zu J- oder H-Aggregaten iiber die

Probenpréparation lieferte.

r T T T T — T T
350 400 450 350 400 450 350 400 450
A[nm] A[nm] A [nm]

Abbildung 1.12: UV/Vis-Absorptionsspektren verschiedener meso-substituierter Zn(ll)-Porphyrine nach
unterschiedlichen Probenpraparationsmethoden (rot: molekular gelst in CHCls, schwarz: Injektion in CHCI3
molekular geléster Monomere in MCH, blau: schnelles Abkuhlen (T=90°C — 20°C), pink: langsames
Abkiihlen (T=90°C — 20°C)).”? Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [92] (Copyright © 2017
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim).

Bei Untersuchungen zweier Porphyrin-Derivate Zn-1 (C=O-zentriert) und Zn-2 (NH-zentriert), die
sich hinsichtlich ihrer Amid-Konnektivitdt mit den 16slichen Seitenarmen unterscheiden, konnten
WEYANDT et. al. den gravierenden Zusammenhang zwischen strukturellen Details und dem
supramolekularen Polymerisationsmechanismus demonstrieren (Abbildung 1.13).0%1 Je nach
Richtung der Amidbindung liefSen sich in MCH mittels CD- und UV/Vis-Spektroskopie fiir Zn-1
nach einem kooperativen Mechanismus gebildete helikale H-Aggregate und fiir Zn-2 nach einem
isodesmischen Mechanismus gebildete achirale J-Aggregate identifizieren. Dichte-Funktional-
Theorie (engl.: density functional theory, DFT)-Berechnungen mit freie Base-Aquivalenten von Zn-1
und Zn-2 legten offen, dass die para-Carboxyamidbindungen eine Neigung relativ zur m-Ebene
aufweisen. Der energetische Verlust fiir die Ausrichtung des NH-zentrierten Carboxyamids
iibertrifft den energetischen Gewinn bei der Ausbildung axialer Wasserstoffbriickenbindungen

weswegen sich préferiert kurze kinetisch praferierte J-Aggregate ausgehend von Zn-2 bilden.
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Abbildung 1.13: Chemische Struktur und schematische Darstellung der Zn(ll)-Porphyrine unterschiedlicher
Amid-Konnektivitdt (Zn-1: C=0-zentriert, Zn-2: NH-zentriert) (oben); AFM-Aufnahmen von Zn-1 und Zn-2
nach drop-casting auf Mica (unten).’**3 Nachdruck frei nach Referenz [113] mit CC-BY Lizenz (Copyright ©
2021, The Authors. Chemistry — A European Journal published by Wiley-VCH GmbH).

Anhand Keim-induzierter (engl.: seed-induced) Kontrolle des Aggregationspfads C2-symmetrischer
Zink(Il)-Porphyrine demonstrierten TAKEUCHI und Mitarbeiter das erste Beispiel lebender
supramolekularer Polymerisation (Abbildung 1.14).24?5 Prinzipiell kann Zn-A in MCH gel6st durch
Abkiihlen iiber isodesmische Selbstassemblierung kinetisch stabile J-Aggregate in Form von
Nanopartikeln ausbilden. Die Gruppe konnte zeigen, dass nach Abkiihlen binnen weniger Tage die
Transformation der Nanopartikel zu eindimensionalen H-Aggregaten stattfindet, die im AFM
mikrometerlange anisotrope Fasern erkennen liefSen. Abseits spektroskopischer Methoden konnte
der Zustandsiibergang bereits anhand des Farbumschlags von violett zu griin nachvollzogen
werden. Kinetik-Experimente belegten, dass es sich um konkurrierende Assemblierungspfade
handelt, und somit die Konzentration freier Monomere entscheidend fiir das Gleichgewicht
zwischen on- und off-pathway Spezies ist. Entsprechend war es moglich, die off-pathway verlaufende
Bildung von J-Aggregaten durch sogenanntes seeding freier Monomere mit H-Aggregaten (Zn-Aseeds)
zu iibergehen, welche zuvor durch Ultraschall fragmentiert wurden. Bei den Fragmenten handelte
es sich um aktive Kettenenden, wodurch freie Monomere unter thermodynamischer Kontrolle
ausschliefllich zu anisotropen H-Aggregaten konvertierten, wobei die Regulation der
Assemblierungsrate iiber das Verhiltnis von Seeds zu freien Monomeren moglich war. Der lebende
Charakter des supramolekularen Polymerisationsprozesses zeigte sich in der erfolgreichen
Ausfiithrung mehrerer Zyklen von Fragmentierung und Fragment-induzierter Ausbildung neuer H-

Aggregate. So gebildeten Nanostrukturen wiesen fiir die Anzahl durchgefiihrter Zyklen
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charakteristische mittlere Strukturldngen und aufsergewdhnlich niedrigen Dispersitdten von D < 1,1
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Abbildung 1.14: Schematische Darstellung der Selbstassemblierung von Zn-A in MCH. 1.: Formation von J-
Aggregaten in Form von Nanopartikeln durch Abkihlen einer heifen Losung freier Monomere; 2.:
Transformation zu eindimensionalen Faser Gber mehrere Tage; 3. & 4.: Depolymerisation von J- und H-
Aggregaten durch Erhitzen; 5.: Beschleunigung der Transformation durch seeding mit Aggregationskeimen.
Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [24] (Copyright © 2014, Springer Nature Limited).

Darauffolgend stellten in derselben Gruppe FUKUIet.al. die Applikation struktureller
Modifikationen zur Lenkung thermodynamisch und kinetisch kontrollierter Selbstassemblierung
fiir Derivate von Zn-A vor, fiir welches zuvor lebende supramolekulare Polymerisation
demonstriert werden konnte.[?22425136-13] Vergleichbar mit den von MEIER fiir Cs-symmetrische
Porphyrin-Analoga préasentierten Erkenntnissen, konnte gezeigt werden, dass das
Assemblierungsverhalten sensitiv gegeniiber struktureller Veranderungen in Sinne des sterischen
Anspruchs der terminalen Alkylketten ist (Abbildung 1.15). So bildeten Zn-B bis Zn-D, analog zu
Zn-A, zunidchst J-Aggregate aus, welche sich allméhlich zu H-Aggregaten umwandelten. Zn-E bis
Zn-H bildeten ebenfalls durch Abkiihlen heifier Losungen in MCH J-Aggregate in Form von
Nanopartikeln aus, durchliefen jedoch im Gegensatz zu den vorherigen Monomer-Derivaten eine
Transformation zu lateral angeordneten J-Bandstrukturen, was auf die Unterdriickung cofacialer
Organisation aufgrund sterischer Hinderung zuriickgefiihrt wurde und {iber UV/Vis-Spektroskopie
und AFM-Aufnahmen bestitigt werden konnte. Konzentrationsabhéangige Kinetik-Untersuchungen
stellten fest, dass es sich hierbei um on-pathway Prozesse handelte, der sterische Anspruch der
Peripherie somit exklusiv die autokatalysierte Ausbildung von J]-Aggregaten ermoglicht.

Eindimensionale Nanofibrillen konnten in diesen Fillen jedoch durch Behandlung mit Ultraschall
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als Teil eines kinetisch kontrollierten Aggregationspfades erhalten werden. Fiir die Keim-induzierte
Amplifikation des Aggregations-Modus zeigte sich erstaunlicherweise, dass sich das Prinzip
lebender supramolekularer Polymerisation nicht auf das thermodynamische Assemblierungs-
produkt beschrankt, wodurch sich der Assemblierungspfad der metastabilen Nanopartikel sowohl
in Richtung eindimensionaler Nanofasern als auch zweidimensionaler Nanobéander lenken liefs.
Dadurch konnte gezeigt werden, dass lebende supramolekulare Polymerisation eine herausragende
Methode zum kontrollierten Aufbau gezielter Morphologie darstellt, wie zuletzt JUNGet. al. in
derselben Gruppe fiir die Keim-induzierte Selbstassemblierung zum Aufbau Porphyrin-basierter

supramolekularer Blockcopolymere zeigen konnte. [140]

A B
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Abbildung 1.15: A: Chemische Struktur der unterschiedlichen Zink(Il)-Porphyrin-Derivate Zn-A bis Zn-H;
Qualitative 3D-Energielandschaft fir die postulierten Assemblierungspfade zu Nanobandstrukturen und

Nanofasern.?? Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [22] (Copyright © 2016, Springer Nature
Limited).
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1.4 Selbstassemblierung amphiphiler Systeme in Wasser

In wassriger Umgebung spielt der hydrophobe Effekt eine iibergeordnete Rolle bei der Selbst-
assemblierung. Der hydrophobe Effekt resultiert aus dem Bestreben von Wasser, als Reinstoff iiber
Wasserstoffbriicken mit sich selbst zu interagieren. Im fliissigen Aggregatzustand liegt in Wasser
das Sauerstoff-Zentrum in einer sp3-artigen tetraedrischen Koordinationsgeometrie vor und bildet
ein hochdynamisches, fluktuierendes Netzwerk kurzlebiger gerichteter Wasserstoffbriicken aus,
was zu den ungewohnlichen physikalischen Eigenschaften wie vergleichsweise hohen Schmelz- und
Siedepunkten sowie der Dichteanomalie von Wasser fiihrt.[141-145]

Die Hydratisierung hydrophober Molekiile in Wasser wirkt sich auf das Netzwerk an
Wasserstoffbriicken aus und erwirkt zwangslaufig dessen Umstrukturierung, wobei dieser Vorgang
fiir Molekiile <1nm vernachldssigbar und weitestgehend entropisch begiinstigt ist.'4l Mit
zunehmender Grofie der Grenzfldache geht die Ausbildung einer Hydrathiille um den Solvent mit
dem Aufbrechen bestehender Wasserstoffbriicken einher. Die Orientierung von Wassermolekiilen
an der Grenzflache in Folge der Ausbildung dieser Hydrathiille bedingt somit direkt den Verlust
von Entropie, der mit zunehmender hydrophober Oberfliche immer weiter dominiert. Die
stattfindende Assoziation hydrophober Molekiile in Wasser, beispielsweise die Stapelung
konjugierter m-Systeme, ist demnach als Enthalpie-getriebener Prozess zu verstehen, der aus dem
Bestreben resultiert, den Entropie-Verlust bestmdglich zu kompensieren, indem die hydrophobe
Grenzflache minimiert wird und das Wasserstoffbriickennetzwerk weitestgehend aufrecht erhalten
werden kann.[46-148] Djeses Phanomen ist von entscheidender Bedeutung im biologischen Kontext,
wo die Wechselwirkungen zwischen hydrophoben und hydrophilen Motiven eine wichtige Rolle in
der Struktur und Funktion, beispielsweise von Enzymen, Biomembranen oder ausgekliigelter
synthetischer drug delivery-Systemen spielen.[*-15211531541 Des Weiteren ldsst sich so auch die
signifikante Triebkraft zur Selbstassemblierung konjugierter 7-Systeme in Wasser erkldren.[8! Der
hydrophobe Effekt kann zusammenfassend als das Ergebnis der Hydratation und der resultierenden

Interaktion hydrophober Grenzflachen begrifflich definiert werden.

Untersuchungen des Assemblierungsverhaltens konjugierter mt-Systeme wie Porphyrine oder Rylen-
Farbstoffe in Wasser finden haufig anhand ionischer Derivate statt, fiir welche die aromatischen
Grundkorper mit potenziell ladungstragenden Gruppen wie Carbonsduren, Sulfonsduren oder
Ammoniumsalzen modifiziert werden.['5-1¢2 Die Konjugation mit nicht-ionischen polaren Gruppen,
héufig wasserlosliche Polymere wie Polyethylenglycol, stellt eine weitere, oft verfolgte Strategie zur

Gewadhrleistung der benotigten Wasserloslichkeit dar.

WURTHNER demonstrierte die Selbstassemblierung bolaamphiphiler Oligoethylenglycol-
funktionalisierter Perylenbisimide in Wasser (Abbildung 1.16 A). Das in einer initialen Studie
vorgestellte Monomer PBI-A liegt in THF als Monomer mit starken Fluoreszenzeigenschaften vor.
In Wasser gelost findet die versetzte eindimensionale Stapelung der Chromophore zu organisierten
Nanostédbchen statt, wie anhand hochauflosender negativ kontrastierter TEM-Aufnahmen und des
quenchings der Fluoreszenz belegt werden konnte. Durch Anderung der Konzentration wurde die
Transformation der Morphologie gemafs eines konsekutiven Assemblierungspfades beobachtet, in
welchem mehrere bestehende Nanostdbchen durch laterale Assoziation bandartige Nanostrukturen
ausbildeten (Abbildung 1.16 B). Interessanterweise zeigten Kryo-Transmissionselektronen-

mikroskopie (Kryo-TEM)- und AFM-Aufnahmen sowie DLS-Experimente die Abnahme der
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1.4 Selbstassemblierung amphiphiler Systeme in Wasser

Durchmesser einzelner Nanostidbchen im Laufe des clustering an und die Fluoreszenz-
Quantenausbeute nahm wieder zu, was durch eine erhohte Packungsdichte der Farbstoffe innerhalb

der Bandstrukturen erklart werden konnte.[163]

R o o R
O O Sterischer Anspruch
R N Q.Q N R hydratisierter OEG-Gruppen
R o o R % - b

PBIA R= - A O{~oI
2

PBI-B R= *../\/0(\/\0)’
a

Sterischer Anspruch
dehydratisierter OEG-Gruppen

Abbildung 1.16: A: Chemische Struktur der Perylenbisimid-Derivate PBI-A und PBI-B; B: Schematische
Darstellung der hierarchischen Selbstassemblierung von PBI-A zu Nanostabchen und -bdndern in Wasser; C:

Schematische Darstellung der temperatur-induzierten Desolvatation endstandiger Oligoethylenglycol (OEG)-
Gruppen.[*63164 Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [163] (Copyright © 2014 WILEY-VCH Verlag
GmbH & Co. KGaA, Weinheim) und [164] (Copyright © 2016 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA,
Weinheim).

Im weiteren Verlauf konnten GORL et. al. fiir PBI-B zeigen, dass die dominierende Triebkraft der
Selbstassemblierung dieser PBls der Entropiegewinn durch die Freisetzung der Wassermolekiile aus
der Hydrathiille der OEG-Gruppen mit steigender Temperatur zu sein scheint (Abbildung 1.16
C).1164165 Dieser Befund belegte, dass die thermodynamische Signatur des Assemblierungsprozesses
aus der Struktur der Substituenten m-System-basierter Monomere resultiert. Die Umkehrung in
einem Enthalpie-getriebenen Vorgang war durch Variation der Losungsmittelzusammensetzung
infolge der Zugabe von THF mdglich, welches mit Wassermolekiilen um die Solvatation der
Seitenketten konkurriert. Der Einfluss der OEG-Lange auf die thermodynamischen Parameter der
Selbstassemblierung in Wasser konnte daran anschliefend anhand verschiedener NBI-Derivate
mittels UV/Vis-Untersuchungen und isothermaler Titrationskalorimetrie (ITC) charakterisiert

werden.[166,167]

Fiir den kooperativen Aufbau anisotroper Nanomaterialien kann Direktionalitat auch in Wasser
durch Kombination verschiedener nicht-kovalenter Bindungsmotive realisiert werden. Ahnlich zu
organisch-16slichen Systemen greift das molekulare Design fiir wéssrige Anwendungen ebenfalls
héufig auf Wasserstoffbriickenmotive zuriick. Den mafigeblichen Einfluss von Wasserstoffbriicken
supramolekularer Nanostrukturen konnte die Gruppe um MEIER am Beispiel Cs-symmetrischer
Amphiphile veranschaulichen.['8! Hierbei wurden zwei Monomere miteinander verglichen, die
durch Erweiterung von 1,3,5-Benzoltricarbonsdure mit solubilisierenden, endstandig
Tetraethylenglycol-funktionalisierten Seitenketten erhalten werden konnten. Der strukturelle
Unterschieden der Monomere bezieht sich auf die Verkniipfung der 16slichen Segmente, welche fiir
BTE durch Ester- (1,3,5-Benzoltricarbonsédureester), und fiir BTA durch Amidbindungen (1,3,5-

Benzoltricarbonsdureamid) erfolgte. Prinzipiell lieSen beide Monomere via Kryo-TEM die Formation
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von Nanostrukturen erkennen. Jedoch waren die durch BTE gebildeten Strukturen weniger
geordnet. Molekulardynamik (MD)-Simulationen bestdtigten die Annahme weniger geordneter
Nanostrukturen fiir BTE, die sich im direkten Vergleich mit den von BTA geformten Nanofasern

um einiges flexibler zeigten und fiir welche eine geringere Stabilitdt belegt werden konnte.
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Abbildung 1.17: A: Chemische Struktur der 1,3,5-Benzoltricarbonsdure-Derivate BTE und BTA; B: TEM-
Aufnahme der von BTA in Wasser gebildeten Nanofasern.!*%8! Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz
[168] (Copyright © 2016, American Chemical Society).

Die zentrale Herausforderung, vor welche man bei der Darstellung anisotroper Nanostrukturen auf
Grundlage von Wasserstoffbriicken gestellt ist, ist Wasser selbst. Wassermolekiile konkurrieren
entsprechend  ihrer  Eigenschaft als Wasserstoftbriickendonor und -akzeptor um
Wasserstoffbriickenbindungsstellen und schwéchen so intermolekulare Monomer-Monomer-
Interaktionen ab. Biologische Systeme umgehen dieses Problem durch Erzeugen hydrophober
Mikroumgebungen. So sind nicht-kovalente Bindungsmotive oder aktive Zentren von Enzymen
oftmals in hydrophobe Strukturdoméanen eingebettet. Fiir Wasserstoffbriicken-basierte Monomer-
Monomer-Erkennung in Wasser lasst sich dieses Prinzip anwenden, indem entsprechende
Strukturmotive in hydrophobe Molekiilsegmente eingebettet werden, welche die Bindungsstellen
vor Wassermolekiilen abschirmen und somit die Selbstassemblierung fordern.l'170 Ein Beleg
hierfiir liefert das von LEENDERS et. al. prasentierte Beispiel struktureller Varianten des zuvor
vorgestellten Tetraethylenglycol (TEG)-funktionalisierten BT As. Hierbei wurde offensichtlich, dass
der Aufbau stabiler Strukturen auf Basis von Wasserstoffbriickenbindungen nur dann méglich ist,
wenn das Bindungsmotiv durch aliphatische spacer-Einheiten abgeschirmt wird. BTA-Derivate,
deren wasserlosliche Seitenarme unmittelbar mit dem Wasserstoffbriickendonor verbunden sind,
liefen keine Aggregation in Wasser erkennen. Beim Vergleich mehrerer verschiedener
unverzweigter Alkan-Derivate zeigte sich, dass erst ab einem Dodecyl-spacer das passende
Verhiltnis hydrophober und hydrophiler Beitrdge fiir die zuverldssige Abschirmung der Amid-

bindungen erreicht werden konnte.[171172]

Neben ihrer Vielseitigkeit sind Peptid-basierte Strukturen nicht zuletzt durch die enormen
Fortschritte hinsichtlich derer synthetischen Zuginglichkeit und Sequenzkontrolle beliebte
Strukturmotive fiir des Design funktioneller und biokompatibler supramolekularer Materialien in
Wasser.l'7-1761 Diphenylalanin (FF) stellt eine Modell-Verbindungen dar, anhand derer das
auflergewoOhnlich komplexe Assemblierungsverhalten peptidischer Systeme schon frith
systematisch hinsichtlich thermodynamischer und kinetischer Faktoren untersucht werden

konnte.['”7-1831 Bereits dieser simple Baustein ist in der Lage, verschiedenste Architekturen
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supramolekularer Nanostrukturen abzubilden, was das enorme Potential Peptid-basierter Systeme
fiir die Entwicklung funktioneller Nanoarchitekturen verdeutlicht. GAzIT und KNOWLES
demonstrierten beispielsweise den mehrstufigen Aggregationsprozess nach Injektion konzentrierter
ethanolischer Boc-FF-Losungen in Wasser (Abbildung 1.18).[184

Rohren

Boc-FF

Abbildung 1.18: Schematische Darstellung des zeitabhdngigen Phasenlibergangs von Boc-FF mit
hochauflésenden Rasterelektronenmikroskopie-Aufnahmen nach 2 min (A), 40 min (B) und 60 min (C).[*84
Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [184] (Copyright © 2014, Springer Nature Limited).

Fiir die Darstellung von (Oligo-)Peptiden steht ein breites Repertoire kommerziell erhiltlicher
Aminosauren zur Verfiigung. Neben der Codierung von Hydrophobizitdt und Hydrophilie eroffnet
die Integration schaltbarer Funktionalititen in das Peptidriickgrat die Moglichkeit, Stimuli-
responsive Systeme mit mafigeschneiderten Eigenschaften zu kreieren. Analog zu
Faltungsprozessen von Proteinen in definierte Strukturen unterstiitzen Peptidsequenzen als Teil
amphiphiler Konjugate Selbstassemblierungsprozesse hinsichtlich Nahordnung und Stabilitat.
Maf3geblich daran beteiligt ist das Peptidriickgrat, welches sich aus repetitiven Amidbindungen
zusammensetzt, die {iber intermolekulare Wasserstoffbriickenbindungen miteinander interagieren
und charakteristische Faltungsmuster gemdfs der fiir Proteine bekannten Sekundérstrukturen

ausbilden, 1241185-187)

In den letzten Jahren fiihrte die Gruppe um STUPP das Feld der Selbstassemblierung wasserloslicher
Peptidamphiphile an, bei welchen es sich strukturell um Konjugate langkettiger Fettsduren mit
hydrophoben (-Faltblatt-codierender Peptidsequenzen handelt, deren Loslichkeit durch terminale
geladene Aminosaure-Seitenketten gewahrleistet wird.[18-191 In wassrigem Puffer gelst bilden diese
auflergewohnlich lange zylindrische Nanofasern aus, in welchen die aliphatischen Ketten nach
innen und die geladenen Peptidsegmente nach auflen gerichtet sind (Abbildung 1.19 B). Wahrend
deren Morphologie initial via TEM zugeordnet werden konnte, wurde durch weitere
Untersuchungen mittels CD- sowie Polarisations-Modulations (PM)-Infrarot-Reflexions-
Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) die Ausbildung [3-Faltblatt-artiger Faltungsmuster parallel zum
Verlauf der Nanofasern festgestellt.2 Die Rolle der Peptidsequenz und elektrostatischer
Wechselwirkungen auf die supramolekulare Morphologie wurde durch Untersuchungen einer

homologen Reihe Palmitinsaure-basierter Peptidamphiphile mit terminalem Triglutaminsédure-
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Segment beleuchtet!', fiir welche die Gruppe um STUPP in Kooperation mit der Gruppe um MEIJER
anhand kinetischer Studien den supramolekularen Polymerisationsmechanismus entschliisseln
konnte.™ Die betrachteten Monomer-Einheiten wiesen dabei unterschiedliche Verhaltnis von L-
Alanin zu L-Valin (PA V:AmEs) auf, was zu teils erstaunlichen Unterschieden der Morphologie
fiihrte (Abbildung 1.19 C).
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Abbildung 1.19: A: Chemische Struktur des Peptidamphiphils PA V3AsEs mitsamt Karlottenmodell des
Monomers; B: Anordung des Monomer-Karlottenmodells in zylindrische Nanofaser; C: Schematische

Darstellung der fir unterschiedliche Ladungsdichten der Kopfgruppe beobachteten Nanoarchitekturen von
sphéarischen Nanopartikeln hin zu zylindrischen Nanofasern und verdrillten Nanobandern.?3! Nachdruck mit
Genehmigung frei nach Referenz [193] (Copyright © 2021, American Chemical Society).

Mittels Kryo-TEM und AFM lieffen sich fiir Alanin-basierte Peptidamphiphile (PA VoAsEs,
PA V1AsEs, PA V2A4Es) préferiert linkhandige, fiir Valin-basierte Konjugate (PA ViA:Es, PA V5AiEs)
hingegen rechtshandig Nanostrukturen, trotz Beibehaltens der Stereoinformation der beteiligter
Aminosaduren, beobachten. Zudem konnte gezeigt werden, dass die Architektur der Strukturen
mafigeblich vom pH-Wert und damit von Protonierungsgrad und Ladungsdichte der Kopfgruppe
abhéngt. So wirkte sich die zunehmende elektrostatische Abstoflung hinderlich auf die Aggregation
und damit die Partikelgrofse aus. Untersuchungen der makroskopischen Eigenschaften
entsprechender Hydrogele zeigte zudem eine Zunahme mechanischer Robustheit mit steigender
Anzahl der Valin-Einheiten, was eine kompaktere Packung mit hoherer Nahordnung der

Peptidsegmente nahelegte.[19519%]

Die Gruppe um GOLDBERGER demonstrierte die Einstellung des pH-bedingten Zustandsiibergangs
verschiedener Monomere, die strukturell an die von STUPP vorgestellten Peptidamphiphile
angelehnt waren.[71%] Die untersuchten Bausteine bestanden aus N-terminal Palmitinséure-
flankierten XAsEs-Sequenzen (PA XAsEs), deren XAs-Block die Formation in p-Faltblatt-artiger
Faltungsmuster dirigieren, und das C-terminale Tetraglutaminsduresegment (E4) die
Wasserloslichkeit gewahrleisten sollte. Zur Uberpriifung des Einflusses der Hydrophobizitat wurde
der Baustein X als variabel gehandhabt und durch eine der hydrophoben Aminosauren Isoleucin (1),

Phenylalanin (F), Valin (V) oder Tyrosin (Y) repréasentiert. Aufgrund starker COULOMB-Repulsion
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der deprotonierten Glutaminsdure bei neutralem pH lagen die Peptidamphiphile als freie
Monomere vor, durchliefen jedoch einen Ubergang hin zu Mizellen und Nanofasern, sobald
hydrophobe attraktive Wechselwirkungen aufgrund der graduellen Protonierung der Carbonsauren
durch Absenkung des pH-Werts dominierten. Sie konnten zeigen, dass die hydrophobe
Mikroumgebung der pH-responsiven Kopfgruppe fiir die pH-Verschiebung des
Zustandsiibergangs genutzt werden kann. Durch Erhéhung des hydrophoben Charakters infolge
der Variation des Bausteins X konnte dieser effektive pKs-Wert von Glutaminsédure in der
Reihenfolge I > F >V >Y von pH = 6,0 auf pH = 6,6 als Resultat der verstarkten Aggregationstendenz

angepasst werden.

Die Forschungsgruppe BESENIUS hat das Prinzip selbstassemblierender Peptidamphiphile auf
dendritische Cs-symmetrische Template {ibertragen. Das initiale Monomer-Design entsprechend
C-A umfasste die Erweiterung eines BTA-Kernmotivs mit hydrophoben Peptidsequenzen
bestehend aus 3 Phenylalanin-Einheiten (F), die {iber 3-Faltblatt-artige Stapelmuster intermolekulare
Interaktionen eingehen kdnnen. Die hydrophile Periphere wurde von NEWKOME-artigen Dendronen
reprasentiert, welche terminal jeweils drei Carbonsaure-Gruppen aufwiesen und aus Griinden
hydrophober Abschirmung {iber ein Thioether-Segment mit dem dendritischen Peptid verbunden
wurden. Den CD-spektroskopischen Untersuchungen nach konnte das Wachstum anisotroper
Nanostrukturen ebenfalls in Abhéangigkeit des pH-Wertes durch Einstellung repulsiver

Wechselwirkungen reguliert werden.[®]
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Abbildung 1.20: A: Chemische Struktur der Cs-symmetrischen Nonaphenylalanin-basierten Peptid-
amphiphile Cs-1 und GCs-2; B: Schematische Darstellung der eindimensionalen Selbstassemblierung in
wassrigem Medium; C: 2D-Zustandsdiagramm des relativen Aggregationsgrads in Abhdngigkeit des pH-Werts
und der lonenstirke in Phosphatpuffer (10 mm).[**! Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [199]
(Copyright © 2013, The Royal Society of Chemistry)
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Zudem zeigte sich, dass durch Veranderung der Ionenstirke in gepuffertem Medium bestehende
Ladungen der deprotonierten terminalen Carbonsdauren abgeschirmt werden kénnen, was den dual-
Stimuli-responsiven Aufbau von Nanostdbchen in Abhidngigkeit von pH-Wert und

Salzkonzentration ermoglichte (Abbildung 1.20).

In Einklang mit den von GOLDBERGER publizierten Erkenntnissen zur Abhidngigkeit der pH-
induzierten Selbstassemblierung linearer Peptidamphiphile, war es durch Fluorierung und damit
einhergehender Erhohung der molekularen Hydrophobizitdt moglich, den Monomer — Polymer-

Ubergang von pH = 5,0 auf pH = 7,4 zu verschieben. 200

Die Aggregationskontrolle konnte zudem fiir ungeladene Nonaphenylalanin-Homologe wie Cs-B
realisiert werden, deren terminale Carbonsduren durch verschiedene OEG-Gruppen erweitert
wurden und somit unabhédngig vom pH-Wert des wassrigen Milieus anisotrope Nanostdbchen
ausbildeten. Durch Variation von Grofle und Verzweigungsgrad der solubilisierenden OEG-
Gruppen konnte das anisotrope Wachstums durch den sterischen Anspruch der dendritischen Arme
reguliert werden, welcher den attraktiven Kréften des Nonaphenylalanin-Zentrum entgegenwirkte
und so die Aggregation hemmte. Mit zunehmender Grofie der Endgruppe wurde demnach ein

Ubergang von eindimensionalen Nanostibchen hin zu sphérischen Nanopartikeln beobachtet. 2011

SPITZER et. al. widmeten sich dem Einbau responsiver Aminosduren in das Riickgrat endstandig
Triethylenglycol-funktionalisierter =~ Cs-symmetrischer =~ Peptidamphiphile. Die verwendete
Pentapeptidsequenz FEMEM erlaubte durch die Kombination von pH-responsiver Glutaminsdure
(E) und Redox-sensitivem Methionin (M) den autonomen dual-stimuli-responsiven Auf- und Abbau
transienter anisotroper Nanostédbchen in Anwesenheit von Glucose und Glucoseoxidase, wie mittels

Kryo-TEM, CD-Spektroskopie und Rontgenstreuung bestétigt werden konnte (Abbildung 1.21).202
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Abbildung 1.21: A: Chemische Struktur des FEMEM-basierten Cs-symmetrischen Monomers vor (Cs-3) und
nach Oxidation (C3-3(0)); B: Schematische Darstellung der pH-schaltbaren supramolekularen Polymerisation
und oxidations-induzierten Disassemblierung.?*?Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [202]
(Copyright © 2017 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim).

Dabei konnte die Lebensdauer des Polymerzustands durch Variation der Glucose- und
Enzymkonzentration angepasst werden. Die solubilisierenden Endgruppen induzierten dariiber
hinaus bei einer Massenkonzentration von mindestens 7 mg mL-! die thermische Gelierung ab einer
Temperatur von 30°C, was innerhalb temperaturabhidngiger rheologischer Messungen verfolgt

werden konnte und auf die Desolvatation der solubilisierenden Ketten zuriick ging, was bereits im
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1.4 Selbstassemblierung amphiphiler Systeme in Wasser

Kontext Entropie-getriebener Selbstassemblierung OEG-substituierter PBIs der Gruppe um

WURTHNER diskutiert wurde.

KEMPER et. al. zeigten die temperatur-induzierte Assemblierung Cs-symmetrischer Gold(I)-
Amphiphile zu dimeren Nanobiindeln (Abbildung 1.22).1¢! Die peptidische Untereinheit basierte auf
einem Diphenylalanin-Motiv, welches tiber einen Thiolatodiphenylphosphan-Au(I)-Komplex mit
terminalen =~ wasserloslichen  Tetraethylenglycol-Dendronen  verkniipft ~ wurde.  Das
Assemblierungsverhalten wurde iiber zeitabhdngige CD-spektroskopische Messungen verfolgt,
welche bei Temperaturerhhung bis 25°C die Signalintensivierung eines diskreten Zustands
anzeigten und via TEM die Ausbildung eindimensionaler Nanostdbchen beobachten liefS. Die
bemerkenswert geringer Polydispersitdt deutete auf einen schnellen Nukleations- und langsamen
Elongationsprozess hin, der typisch fiir lebende supramolekulare Polymerisationen ist. Der
metastabile Zustand unterlag oberhalb 20°C einer langsamen Transformation zu dimeren
Faserbiindeln, entsprechend eines konsekutiven Assemblierungspfades unter kinetischer Kontrolle.
In Kooperation mit der Gruppe um SPECK wurde auf Grundlage der experimentellen
Assemblierungsdaten von Cs-(Au) ein coarse-grained-Modell erstellt, welches die spontane
eindimensionale defektfreie Aggregation bestdtigte und ebenfalls einen Verlauf nach einem

Nukleations-Elongations-Mechanismus nahelegte.2%l
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Abbildung 1.22: A: Chemische Struktur des Au(l)-Metalloamphiphils C3-(Au); B: Schematische Darstellung der
schrittweisen eindimensionalen Selbstassemblierung in Nanofasern und -bindel mit entsprechenden TEM-
Aufnahmen bei 6°C nach O0min (i), 25 min (ii) und nach Erwdrmen auf 60°C (iii).®® Nachdruck mit
Genehmigung frei nach Referenz [69] (Copyright © 2018, American Chemical Society).

Die Gruppe konnte zudem innerhalb von Mehrkomponenten-Assemblierungen Cs-symmetrischer
Peptidamphiphile die Kombination gegensatzlich geladener Seitenketten fiir den Aufbau
supramolekularer Copolymere nutzen. Die erste Generation der hierfiir verwendeten Oligopeptide
basierte auf der alternierenden Abfolgen hydrophoben Alanins (A) und hydrophiler Glutaminsaure
(E) oder Lysin (K), welche im neutralen pH-Bereich komplementédre Ladungen aufweisen konnten
und bei stochiometrischen Mischungsverhidltnissen auf Grundlage attraktiver COULOMB-
Interaktionen, m-Stapelung und Wasserstoffbriickenbindungen alternierend gestapelte
eindimensionale Nanofasern ausbildeten, was iiber CD-Spektroskopie, cross polarization magic angle
spinning (CPMAS)-13C-NMR-Spektroskopie sowie TEM nachgewiesen werden konnte.l24l Die
Anderung des pH-Werts fiihrte zur reversiblen Depolymerisation bestehender Nanostdbchen
aufgrund der Ladungsneutralisation durch Protonierung der Carboxylate bei pH=3,6
beziehungsweise Deprotonierung der Ammonium-Gruppen bei pH=8,9. Der Austausch von

Alanin (A) durch hydrophoberes Leucin (L) bewirkte die gesteigerte Assemblierungstendenz und
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damit, gemafs der Wechselbeziehung von Hydrophobizitidt und effektivem pKs, eine Verschiebung
der effektiven pKs-Werte von Glutaminsdure und Lysin, wodurch der pH-Bereich fiir die

Beobachtung der alternierenden Copolymere auf pH =2,0 — 12,0 erweitert werden konnte.
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Abbildung 1.23: A: Chemische Struktur der C3-symmetrischen Comonomere C3-K und Gs-E; B: Schematische
Darstellung der ladungsregulierten Assemblierung von C:-K und GCs-E in eindimensionale alternierende
supramolekulare Copolymere.?° Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz [204] (Copyright © 2013
WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim).

FRISCH ef. al. war der kontrollierte pH-abhingige Ubergang alternierender Copolymere zu
Homopolymeren Cs-symmetrischer Peptidamphiphile mdoglich.?%! Hierfiir kam eine hydrophobe
Phenylalanin-basierte Peptidsequenz mit endstdndigen dendritischen Tetraethylenglycol-Ketten
zum FEinsatz. Die gesteigerte Hydrophobizitit veranlasste im Verlauf der pH-Anderung die
Exklusion geladener Monomere aus dem Stapelverbund, wodurch anstelle der zuvor beobachteten
Depolymerisation eine Umstrukturierung zu ungeladenen Homopolymeren erzielt werden konnte.
Fiir ein analoges Monomer-Set C3-4 und C3-5 mit einem eingebetteten minimalistischen Forster-
Resonanzenergietransfer (FRET)-Paar, konnte die Transformation mittel Fluoreszenz-Spektroskopie
bestitigt werden. Ferner konnte der pH-Bereich fiir stattfindende Copolymerisation zusatzlich
durch Kreuzung rein Phenylalanin-basierten Monomere mit jenen des FRET-Paares modifiziert
werden, was auf die Fehlpaarung (engl.: mismatch) der sonst komplementaren [-Faltblatt-
ausbildenden Peptidsequenzen und damit einhergehender Destabilisierung der Aggregate
zuriickzufiihren war (Abbildung 1.24).[206]

Eine von AHLERS et. al. durchgefiihrte detaillierte Kinetik-Studie lieferte {iberraschende Erkenntnisse
zum Verlauf der ladungskontrollierten supramolekularen Copolymerisation. Die Bestandigkeit der
innerhalb TEM-Aufnahmen beobachteten Dispersitdt, trotz unterschiedlicher Verhiltnisse der
positiv- und negativ-geladenen Monomere, legte eine weitestgehende Unabhidngigkeit der
Morphologie im thermodynamischen Gleichgewicht von den jeweiligen Monomer-Konzentrationen
innerhalb der Mischungsverhaltnisse von 2:1 bis 1:2 nahe. Untersuchungen mittels DLS liefSen die
Annahme eines iiber aktive Dimere ablaufenden Nukleationsprozesses zu, auf den ein langsamer
Elongationsprozess hin zu supramolekularen Polymeren mit hohem Polymerisationsgrad
folgt.[207.208]
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Cs-4-co-C3-5
Homopolymere Copolymere Homopolymere

— O —

Abbildung 1.24: A: Chemische Struktur mitsamt schematischer Darstellung der Cs-symmetrischen FRET-

Comonomere GC3-4 und GC3-5; B: Schematische Darstellung der pH-abhdngigen supramolekularen
Polymerisation in alternierende Copolymere bei neutralem pH-Wert und in ungeladene Homopolymere von
Cs-4 unter basischen und Cs-5 unter sauren Bedingungen.; C: TEM-Aufnahme gebildeter Comopolymere
mitsamt Darstellung der gewundenen Morphologie.[?®! Nachdruck mit Genehmigung frei nach Referenz
[205] (Copyright © 2015 WILEY-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim).

Neben der statistischen alternierenden Copolymerisation in Losung konnten durch
Substratanbindung Cs-symmetrischer Peptide, analog zu Festphasen-basierten Syntheseansitzen,
langenkontrollierte alternierende Copolymer-Biirsten dargestellt werden. Nach Funktionalisierung
einer Gold-Oberfldache mit einer Monolage eines kationischen, terminal Thioether-funktionalisierten
Monomers konnte der Aufbau der supramolekularen Polymere durch die sequenzielle Behandlung
der Oberflaiche mit abwechselnd kationischen Lysin-basierten und anionischen Glutaminsaure-
basierten Monomeren iiber Oberflachenplasmonenresonanz (engl. surface plasmon resonance, SPR)-
Spektroskopie verfolgt werden. Dabei erwies sich das geladene Kettenende als passivierend
gegeniiber spontaner Depolymerisation und lief via AFM in Wasser die Hohenregulation
orthogonaler Nanostdbchen in einem Bereich zwischen 5 und 19 nm beobachten.?®21%1 Durch
Einfithren terminaler Triethylenglycol-Dendrone konnte zudem die Temperatur-vermittelte
Gelierung aufgrund von Desolvatations-Effekten induziert werden, welche die Oberflachen-

gebundene Herstellung viskoelastischer Hydrogel-Filme einstellbarer Dicke zulief3.[2!0]
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Kapitel 2 - Motivation und Ziele

Supramolekulare (1D)-Polymerisation organischer Molekiile stellt einen aussichtsreichen Ansatz fiir
die Entwicklung weicher Materie im Nanometermafistab dar. Von natiirlich vorkommenden
supramolekularen Systemen inspiriert bedient man sich bei der Konzeptionierung solcher in Losung
selbstassemblierender Materialien hdufig Strukturmotiven biologischen Ursprungs wie etwa
Peptiden. Peptide zeichnen sich als Teil amphiphiler Systeme durch ihre ausgesprochene Diversitat
hinsichtlich des sich ergebenden Assemblierungsverhaltens aus und stellen zudem biologische
Anwendungen in Aussicht. Dabei konnen durch die Wahl der jeweiligen Aminosauren auf Basis
ihrer Funktionalitidt die Eigenschaften und Architektur resultierender Nanostrukturen vorgegeben

werden.

Die Vielseitigkeit selbstassemblierender Peptidamphiphile liegt oftmals in der Sensitivitat des
Assemblierungsverhaltens gegeniiber kinetischer Parameter begriindet. Trotz der Fortschritte bei
der Aufklarung komplexer Dynamiken eindimensionaler supramolekularer Polymerisation limitiert
jedoch das bis Weilen noch immer sehr rudimentédre Detailverstindnis zur Kontrolle von
Assemblierungspfaden die unmittelbare Imitation der Komplexitdt natiirlicher Systeme. Fiir das
rationale Design funktionaler supramolekularer Materialien ergibt sich somit die Notwendigkeit
expliziter Studien zum Zusammenhang zwischen molekularer Struktur, chemischer Umgebung und

dem Ausgang entsprechender Selbstassemblierungspfade.

Diese Arbeit befasst sich mit der kinetisch kontrollierten supramolekularen Polymerisation
wasserloslicher  Porphyrin-Peptidamphiphile fiir den Aufbau geordneter anisotroper
Nanostrukturen mit Stimuli-responsiven Eigenschaften. Die Ubertragung des bisher in der
Arbeitsgruppe angewandten Konzepts der Selbstassemblierung BTA-basierter Peptidamphiphile
(siehe Kapitel 1.4) auf ein Porphyrin-Kerngeriist ermdglicht aufgrund dessen optischer
Eigenschaften = die  tiefgehende  spektroskopische = Charakterisierung  stattfindender
Assemblierungsvorgénge. Dariiber hinaus zdhlen neben (Oligo-)Peptiden vor allem Porphyrine
aufgrund ihrer einfachen Funktionalisierbarkeit zu den vielseitigsten Bausteinen molekularer
Selbstassemblierung und sind daher préadestinierte Motive fiir die Untersuchung des

Zusammenhangs von Struktur und Eigenschaften im Kontext supramolekularer Polymerisation.

Zundchst soll die Darstellung wasserloslicher Porphyrin-Peptidamphiphile diskutiert werden,
welche in Lésung eindimensionale Nanofilamente ausbilden. Durch ein modulares Vorgehen unter
Anwendung verschiedener Kupplungsstrategien soll die konvergente Synthese einer Bibliothek
unterschiedlicher Ci-symmetrischer Monomere aus vorgefertigten molekularen Bausteinen unter

geringem synthetischen Aufwand angestrebt werden.

In Kapitel 3 gilt es zundchst das grundlegende Assemblierungsverhalten von Porphyrin-
Peptidamphiphilen fiir die Evaluation des molekularen Designs, bestehend aus Zn(Il)-Porphyrin, -
Faltblatt-induzierender Triphenylalanin (Fs)-Peptidsequenz und terminalen solubilisierenden
Methoxy-Polyethylenglycol (mPEG)-Gruppen, beziiglich der Ausbildung anisotroper Strukturen
und derer Stabilitdt zu untersuchen. Temperatur- und konzentrationsabhidngige Messungen der
Assemblierungskinetik sollen Aufschluss iiber Aspekte komplexen Selbstassemblierungs-verhaltens
liefern, vor allem in Bezug auf strukturelle Anpassungen von Peptidsequenz und mPEG. Coarse-
grained-Simulationen Cs-symmetrischer Monomer-Modelle sollen zudem bei der Aufklarung

beobachteter Phdnomene im Zusammenhang kinetischer Zustiande helfen.
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Mit dem Vorsatz der Entwicklung eines pH-responsiven Porphyrin-Peptidamphiphils soll in
Kapitel 4 die Triphenylalanin-Sequenz mit Glutaminsdure modifiziert und anschliefend die
Selbstassemblierung zu Nanofilamenten in Abhéngigkeit von Temperatur und pH-Wert untersucht
werden. Dabei wird sich dem Ziel angenommen, pH-Responsivitat als moglichen Zugang zu

reversibler Schaltbarkeit zwischen Monomer- und Polymerzustand zu nutzen.

In Kapitel 5 soll das zentrale Porphyrin-Motiv {iberarbeitet werden, um auf Basis der in Kapitel 3
vorgestellten Peptidsequenzen den Einfluss von Pd(Il) gegeniiber Zn(Il) als Zentralatom auf die
Selbstassemblierung untersuchen zu konnen. Die Betrachtung von Morphologie und Stabilitéat
entstehender Nanostrukturen soll dem Zweck dienen, kritische Aspekte und zugrunde liegende
Phanomene des supramolekularen Polymerisationsprozesses von Monomeren auf Basis von Pd(II)

zu beleuchten.

Abschlielend widmet sich Kapitel 6 dem Vorhaben supramolekularer Copolymerisation
gegensatzlich geladener Porphyrin-Peptidamphiphile. Hierbei gilt es zunéchst den pH-vermittelten
Aufbau von Nanostrukturen einzelner Monomere in Abhéngigkeit struktureller Anderungen der
Peptidsequenz zu charakterisieren. Die ladungskontrollierte Mehrkomponenten-Selbstassem-
blierung {iber die stochiometrische Kombination der komplementéren Bausteine soll im Hinblick

auf die Kontrolle von Eigenschaften supramolekularer (Co-)Polymere untersucht werden.
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Kapitel 3 - Synthese und Selbstassemblierung wasserldslicher Porphyrin-Peptidamphiphile

3.1 Motivation und Konzept

Selbstassemblierende Porphyrin-basierter Materialien sind nicht nur im Hinblick auf mogliche
Anwendungen in Bereichen wie Sensorik, Katalyse oder Photovoltaik attraktive Bausteine.[?11-213]
Porphyrine stellen aufgrund ihrer optischen Eigenschaften und vor allem durch ihre einfache
Funktionalisierbarkeit vielversprechende supramolekulare Ausgangsstoffe dar, die haufig bei der
Entwicklung molekularer Systeme fiir den kooperativen Aufbau von Nanomaterialien zum Einsatz
kommen. Eingangs konnte gezeigt werde, inwiefern Kooperativitit in komplexem
Assemblierungsverhalten resultieren kann, bei welchem neben thermodynamischen
Polymerisationsprodukten auch kinetisch gebildete Spezies involviert sind.[1254%] Wahrend die Rolle
kinetischer Faktoren in diesem Kontext in den letzten Jahren evident geworden ist und die
Steuerung eindimensionaler Selbstassemblierung iiber externe Stimuli umfassend untersucht
werden konnte, gilt zuletzt ein wachsendes Interesse der Beziehung aus molekularer Struktur und
Eigenschaften beziehungsweise dem Auftreten von pathway complexity. Die Aufklarung solcher
Sachverhalte setzt systematische Studien voraus und stellt auch in Anbetracht des mitunter hohen
synthetischen Aufwands eine Herausforderung dar. Unter anderem ldsst sich auf Beispiele wie aus
den Gruppen um MEIJER oder TAKEUCHI blicken, in welchen sich der Thematik angenommen wurde
und gezeigt werden konnte, dass marginale strukturelle Anpassungen des molekularen Designs
weitreichende Folgen fiir den supramolekularen Polymerisationsmechanismus und die

resultierenden Nanostrukturen haben konnen (siehe Kapitel 1.3).[222592136]

In Anlehnung an Arbeiten zu Cs-symmetrischen BTA-basierten Peptidamphiphilen, die sich unter
anderem der kinetischen Betrachtung komplexer Selbstassemblierungsvorgénge widmen, soll nun
die supramolekulare Polymerisation strukturell verwandter Zink(II)-Porphyrin-Peptidamphiphile

in Wasser prasentiert werden.
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Abbildung 3.1: A: Chemische Struktur der darzustellenden Porphyrin-Monomere mit unterschiedlichen

peripheren Seitenarmen (lI-2/11I-4: GF3; 11-3/1I-5: GzF3). B: Schematische Darstellung der in Wasser
stattfindenden eindimensionalen Selbstassemblierung von Porphyrin-Peptidamphiphilen.
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Im Hinblick auf die Darstellung anisotroper Nanostrukturen wird die symmetrische Konjugation
amphiphiler (-Faltblatt-induzierender Triphenylalanin (Fs)-basierter Peptidamphiphile via
Kupfer(I)-katalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) an Zink(Il)-meso-Tetra(4-ethinyl-
phenyl)porphyrin (ZnTEPP) angestrebt.

Anstelle dendritischer solubilisierender Einheiten wird dabei auf lineare Methoxy-
Polyethylenglycol (mPEG)-Ketten zuriickgegriffen, deren Einfluss auf Wasserloslichkeit und
Assemblierungsverhalten evaluiert werden soll. Ausgehend von einem punktuellen Unterschied der
Peptidsequenz sollen anhand der optischen Eigenschaften der zentralen Chromophor-Einheit die
Monomere III-2 bis III-5 eingehend hinsichtlich der Strukturformation iiber temperatur- und
konzentrationsabhangige spektroskopische Untersuchungen charakterisiert werden. Mit der
Entwicklung eines coarse-grained-Modells der Cs-symmetrischen Porphyrin-Peptidamphiphile
nimmt man sich dem Ziel an, das Verstandnis von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen fiir den

kinetisch kontrollierten Aufbau eindimensionaler Nanomaterialien zu vertiefen.
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3.2 Ergebnisse und Diskussion

Kapitel 3 beschreibt zunédchst die konvergente Synthese einer Bibliothek wasserloslicher Porphyrin-
Peptidamphiphile. AnschlieSend wird die Fahigkeit der Ci-symmetrischen Monomere zur
Selbstassemblierung mit besonderem Augenmerk auf kinetische Aspekte anhand

spektroskopischer, mikroskopischer wie auch Simulations-basierter Daten diskutiert.

3.2.1 Synthese der Porphyrin-Peptidamphiphile llI-1 bis IlI-5

Um die {iiberwiegend hydrophoben Porphyrin- und Peptid-Bindungsmotive fiir wéssrige
Anwendungen zuganglich zu machen, wurde die endstindige Konjugation mit wasserldslichem
Polyethylenglycol  unterschiedlichen = Molekulargewichts = (Mn=550 g mol?, 1000 g mol“,
2000 g mol?) fiir die Evaluation ausreichender Wasserloslichkeit in Betracht gezogen. In
Zusammenarbeit mit | N Sl - f0lten die entsprechenden Syntheseschritte, begonnen
bei der Darstellung der terminalen Einheiten III-8a-c gemaf3 literaturbekannter Syntheseprotokolle
nach HARRIS, SVEDHEM sowie PARK ef. al., ausgehend von kommerziell erhaltlichem Methoxy-
Polyethylenglycol (mPEG-OH) (Abbildung 3.2).1214-217]

i o, .0 ii iii
~eo’\*);‘o\/\ou — ‘eo’\);o\/\o’s —_— fo/\‘);o\/\ng — fo’\}f\/\nuz
mPEG550-OH n =11 I-6a 58% n=11 I-7a 68% n=11 111-8a 96% n=11
mPEG1k-OH n =22 1-6b 34% n=22 M-7b 69% n=22 111-8b quant. n=22
mPEG2k-OH n =44 I-6c 69% n=44 -7c 81% n=44 111-8¢c  93% n=44

Abbildung 3.2: Syntheseroute zur Darstellung von Methoxy-Polyethylenglycolamin (lll-8a-c). i: mPEG-OH
(1,0 Ag.), NEts (3,0 Ag.), TsCl (3,0 Ag.), DCM, 0°C — 25°C, 16 h; ii: 111-6 (1,0 Aq.), NaNs (5,0 Aq.), DMF, 70°C,
18 h; iii: 1-7 (1,0 Aq.), Pd/C (10 w/w%), NHz (7 M in MeOH), Hz, MeOH, 25°C, 24 h.

Initial wurde die endstandige Hydroxygruppe der mPEG-Derivate unter basischen Bedingungen in
das entsprechende Tosylat (III-6a-c) umgesetzt, welches aufgrund der elektronenziehenden
Eigenschaft eine gute Abgangsgruppe darstellt und den Zugang zu der darauffolgenden Umsetzung
mit Natriumazid erstellt. Dabei verhielt sich III-6b bei der Aufarbeitung als Amphiphil, wodurch
die mehrmalige Extraktion notwendig war und zu einer geringeren Ausbeute von 34%, verglichen
mit jenen fiir III-6a (58%) und III-6¢ (69%) fiihrte. Vergleichbares Verhalten der entsprechenden
Azid-Spezies (III-7a-c) konnte nicht beobachtet werden, was sich auch in den durchweg akzeptablen
Ausbeuten jenseits 68% widerspiegelt. Nach erfolgreicher Umsetzung in die entsprechenden Azid-
Homologe und deren Aufarbeitung erfolgte die Hydrierung hin zu den primédren Amin-Derivaten
(ITI-8a-c) iiber eine modifizierten Synthesevorschrift nach SAJIKI et. al. als Alternative zur géngigeren
Reduktion unter STAUDINGER-Bedingungen. Letztere erfolgt {iblicherweise unter Verwendung von
Triphenylphosphin unter Ausbildung eines intermedidren Phosphazens in wassriger Losung, wobei
fiir die Darstellung primarer Amine Dimerisierungen als Nebenreaktionen auftreten kénnen. [218219]
Entsprechend fand die alternative Umsetzung heterogen unter Pd/C-Katalyse und Wasserstoff-
Atmosphare in Methanol statt. Der Zusatz an katalytischen Mengen methanolischer Ammoniak-
Losung dient dabei dem praventiven Gegenwirken potenzieller Hydrogenolyse, welche ebenfalls
durch Pd/C katalysiert wird. Die Aufarbeitung der einzelnen Stufen umfasste das Extrahieren der
Zielkomponente aus dem Reaktionsgemisch sowie das mehrmalige Waschen mit wassrigen

Losungen. Je nach Molekulargewicht der mPEG-Spezies kam die zuséatzliche Gegenextraktionen der
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wassrigen Phasen infrage. Insgesamt eignet sich das Syntheseprotokoll mitunter fiir Ansédtze im
mehrstelligen Gramm-Mafistab. Lediglich die heterogen katalysierte Reduktion sieht zum
Abtrennen des Katalysators eine Filtration {iber Kieselgur vor, was jedoch auch mit entsprechenden

Ansatzgrofien kompatibel ist.

Die Oligopeptide wurden mittels Festphasen-unterstiitzter Peptidsynthese (engl.: solid phase peptide
synthesis, SPPS) nach MERRIFIELD unter Verwendung eines 2-Chlortritylchlorid (2CTC)-Harzes in
Kombination mit N-terminal Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc)-blockierten Aminosauren (AS)
hergestellt.'75220-22] Das allgemeine SPPS-Protokoll unter Verwendung von Fmoc-Aminosduren
sieht zundchst die Beladung des Harzes unter basischen Bedingungen mit der C-terminalen
Aminosdure, in diesem Fall Fmoc-L-Phenylalanin (Phe; F), vor, welche den Ankerpunkt der
darauffolgenden Elongation hin zu den angestrebten Peptidsequenzen darstellt. Als Base hat sich
hierfiir N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) etabliert, welche entsprechend zum Einsatz kam.
DIPEA zeichnet sich zum einen durch die hervorragende Loslichkeit in organischen Losungsmitteln,
vor allem aber durch eine hohe Basizitat mit gleichzeitig nicht-nukleophilem Charakter aus. Diese
Eigenschaft ist auf die sterische Abschirmung des Stickstoff-Zentrums durch zwei Isopropyl-Reste
zuriickzufiihren, wodurch DIPEA nicht als konkurrierendes Nukleophil agieren kann.?%!

Auf die Beladung des Harzes folgte die Inaktivierung nicht-funktionalisierter Trityl-Gruppen durch
Methanol, um der Entstehung von Nebenprodukten aufgrund sekundérer Initiation neuer
Peptidketten vorzubeugen. Die Elongation des Peptid-Vorldufers folgt allgemein einem Zyklus aus
aufeinanderfolgender Deblockierung der N-terminalen Funktion mit darauffolgender Anbindung
der nédchsten Fmoc-geschiitzen Aminosdure iiber Amidierung, bis hin zum gewdiinschten (Oligo-)
Peptid. Das Entfernen von Fmoc findet hierbei standardmaéfsiig Basen-katalysiert unter Verwendung
von Piperidin in DMF (20 v/v%) statt. Piperidin abstrahiert das CH-azide Proton in 9-Position der
Fluorenyl-Einheit, was die Entstehung eines intermedidren Dibenzocyclopentadienyl-Anions
zufolge hat. Dieses Carbamat zerfallt unter Decarboxylierung in das freie Amin der Peptidsequenz
sowie Dibenzofulven und die regenerierte Base.[??¢-22¢] Die darauffolgende Amidierung wird durch
das Kupplungsreagenz O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N’-tetramethyl-uroniumhexafluorophosphat
(HBTU) unter Zusatz von 1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) und DIPEA als Base vermittelt. HBTU
zdhlt aufgrund der geringen Racemisierungsrate und der Effizienz unter milden
Reaktionsbedingungen zum Standardrepertoire der bei Festphasen-unterstiitzen Peptidsynthese
verwendeten Reagenzien.2l HOBt minimiert weiter das durch den Uberschuss an Base vorhandene
Risiko moglicher Racemisierung. Den letzten Baustein zur Fertigstellung der Oligopeptide III-10
und III-11 stellte 2-Azidoessigsaure (III-9) dar, einem nicht-kanonischen Derivat des Glycins (Gly,
G), welches durch Umsetzen von 2-Bromessigsédure mit Natriumazid erhalten wurde (Abbildung 3.3
A). III-9 ermoglicht die Anbringung der Seitenarme an das Porphyin-Templat mittels Kupfer(I)-
katalysierter Azid-Alkin Cycloaddition (CuAAC) im spéteren Verlauf der Monomersynthese.
Zusétzlich wird durch eine N-terminale Azid-Funktionalitat die Deblockierung einer ansonsten
vorhandenen Fmoc-Schutzgruppe umgangen und der Baustein kann unmittelbar nach
Aufarbeitung verwendet werden. Nach erfolgreicher Erweiterung durch den Azid-
funktionalisierten Baustein wurden die Oligopeptide unter sauren Bedingungen mittels
Trifluoressigsaure (TFA) in Dichlormethan (50 v/v%) vom Tragermaterial abgespaltet. Nach Fallen
aus einer Ether-Pentan-Mischung konnten beide Peptidsequenzen in sehr guten Ausbeuten (III-10:
82%, III-11: 93%) erhalten werden. Abbildung 3.3 B fasst die essenziellen Schritte der beschriebenen
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Peptidsynthese nach dem Fmoc-Protokoll zusammen, die zur Darstellung der Peptidsequenzen
II1-10 und III-11 (Abbildung 3.3. C) durchlaufen wurden.
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Abbildung 3.3: A: Synthese von 2-Azidoessigsdure (l11-9). i: 2-Bromessigsaure (1,0 Aq.), NaNs (2,0 Aq.), H20,
25°C, 18 h; B: Chemische Struktur der Oligopeptide 111-10 (N3GF3sOH) und IlI-11 (N3G2F3OH); C: Reaktionsfolge
bei der Festphasen-unterstiitzten Peptidsynthese nach dem Fmoc-Protokoll. i: 2-CTC Harz (1,0 Aq.), Fmoc-
AS1 (2,0 Aq.), DIPEA (5,0 Aqg.), DCM, DMF, 25°C, 1 h; ii: Piperidin (20 v/v%), DMF, 25°C, 2 x 20 min; iii: Fmoc-
AS2 (4,0 Aq.), HBTU (4,0 Aq.), HOBt (4,0 Aq.), DIPEA (6,0 Aq.), DMF, 25°C, 1 h; iv: TFA (50 v/v%), DCM, 25°C,
3x1h.

Nach erfolgreicher Herstellung der molekularen Einzelteile folgte die Zusammenfiihrung der
Komponenten hin zu den amphiphilen Seitenketten. Dabei wurde sich einem konventionellen
Amidierungs-Protokoll bedient, welches standardméfliig innerhalb der Arbeitsgruppe zum Einsatz
kommt. Anstelle von HBTU wie im vorausgegangenen Beispiel zur SPPS. wurde jedoch
Benzotriazol-1-yloxytripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP) in Kombination mit
HOBt und DIPEA in DMF eingesetzt. PyBOP zeigt schneller Reaktionszeiten verglichen mit HBTU,
was auf die Bildung eines Phosphorséduretriamids als Triebkraft zuriickgefiihrt werden kann. Weiter
zeigt PyBOP eine bessere Loslichkeit, wodurch in hdheren Konzentrationen zur Steigerung der
Effizienz gearbeitet werden kann. 28]

Die Kupplung stellt einen der Schliisselschritte des Syntheseprozesses dar, bei dem die Effizienz der
Reaktion durch Arbeiten in hoch konzentrierter Losung an der Grenze der Loslichkeit der
Reaktanden stattfindet. Hierbei besteht jedoch trotz additiver Zugabe von HOBt ein hohes Risiko
basenvermittelter C-terminaler Epimerisierung des aktivierten endstindigen Phenylalanins.
Entsprechende Nebenprodukte wiirden sich durch zusatzliche Amid-Signale im Tieffeld-NMR
identifizieren lassen, sind jedoch iiber herkdmmliche Sdulenchromatographie, geschweige denn

Umkehrphasen Hochleistungsfliissigchromatographie (engl.: reversed-phase high-performance-liquid
chromatography, RP-HPLC) nicht effektiv abzutrennen, wie bereites von _
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ausfiihrlich aufgezeigt werden konnte.???! Des Weiteren ist der Einfluss einer Kontamination mit
epimerisierten Monomeren auf das Assemblierungsverhalten der spateren Zielmolekiile nicht
einzuschidtzen und sollte aufgrund moglicher konformationsbedingter Wechselbeziehungen
grundsatzlich als nicht férderlich bewertet werden. Entsprechend Gegenmafinahmen zielen auf die
regulierte Basenzugabe ab. Zundchst wird ein ausreichend grofles Zeitfenster fiir die Pra-
Aktivierung unter Bildung des OBt-Aktivesters von etwa 15 Minuten gewahlt. Weiter findet die
Zugabe der Base unter Eiskiihlung tropfenweise in Form einer verdiinnten Losung von DIPEA in
DMF statt.

Die Aufarbeitung der Produkte erfolgte zundchst durch Grofienausschlusschromatographie (engl.:
size exclusion chromatography, SEC), was sich unter dem konvergenten Aspekt der Synthesestrategie
anbietet. Das signifikante Ansteigen der Molekulargewichte der gekuppelten Spezies erlaubt so eine
effektive Abtrennung der gewiinschten Produkte vom Ausgangsmaterial. Zusitzlich wurden die
Peptidamphiphile iiber préaparative RP-HPLC aufgereinigt, um eine hochstmogliche Reinheit fiir die
anschliefenden Anbindung an das zentrale Porphyrin-Motiv zu gewahrleisten. Insgesamt konnten
die Seitenarme III-12a-c sowie III-13a-b mit Ausbeuten von bis zu 91% in hoher Reinheit erhalten
werden (Abbildung 3.4).

SPPS

|

FETY < NIRRT o RO
ARG 0O

1-10 82% m=1 M-8a n=11 M-12a 62% m=1,n=11
M-11 93% m=2 -8b n=22 m-12b  77% m=1,n=22
11-8c n=44 M-12¢ 91% m=1,n=44

M-13a 62% m=2,n=22

M-13b 88% m=2,n=44

Abbildung 3.4: Syntheseroute zur Darstellung der Peptidamphiphile 1ll-12a-c und llI-13a-b. i: 11I-8 (1,0 Aq.),
111-10/111-11 (1,3 Aq.), PyBOP (1,5 Aq.), HOBt (1,5 Aqg.), DIPEA (1,5 Aq.), DMF, 0°C — 25°C, 18 h.

Vor der Funktionalisierung mit den amphiphilen Seitenarmen wurde meso-Tetra(4-
ethinylphenyl)porphyrin (H2TEPP) nach einer angepassten Vorschrift von ALY et. al., welche einer
Variation der ADLER-Methode zur Darstellung von Zn(IlI)-Porphyrin-Derivaten unter milden
Reaktionsbedingungen entspricht, metalliert.2%02311 Das kommerziell erhiltliche H-TEPP wurde
hierfiir in einer Mischung aus MeOH, DCM und Triethylamin mit Zn(OAc)2 x 2 H2O umgesetzt.
Diese spezifische Losungsmittelmischung 16st effektiv alle beteiligten Komponenten und besitzt
einen niedrigeren Siedepunkt als das klassischerweise verwendete DMF nach Anweisung des
ADLER-Protokolls. Terminale Alkin-Gruppen tolerieren die Reaktionsbedingungen, ohne eine
Zersetzung oder die Entstehung von Nebenprodukten zu riskieren. Die Reaktionsmischung wurde
entsprechend fiir mehrere Stunden unter Riickfluss auf etwa 70°C erhitzt, wobei der Umsatz des
Ausgangsmaterials mittels UV/Vis-Spektroskopie durch Verschiebung des markanten
Absorptionsmaximums nachvollzogen werden konnte. Typischerweise verschiebt sich das Signal
der sogenannten SORET-Bande durch den Ubergang von freier Base zum Zink(II)-Komplex von
urspriinglich Amax =421 nm bathochrom hin zu Amax =430 nm, wie in Abbildung 3.5 B fiir die

Reaktionskontrolle nach etwa 24 Stunden zu sehen ist.
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Abbildung 3.5: A: Synthese von Zn(ll)-meso-Tetra(4-ethinylphenyl)porphyrin (lll-14); i: H.TEPP (1,0 Aq.),
Zn(OAc)2 x 2 H20 (2,0 Aq.), NEts (30,0 Ag.), MeOH, DCM, 60°C, 24 h; B: UV/Vis Spektrum von H2TEPP (grau)
und 1lI-14 (violett) (DCM, T = 25°C).

Die Insertion von Zink(Il) bietet sich aus vielerlei Hinsicht an. Zink(II)-Porphyrin-Komplexe lassen
sich mit geringem synthetischen Auswand herstellen, was unter anderem in der resultierenden out-
of-plane-Konfiguration des Zentralatoms begriindet liegt. Dabei ragt Zink(II) leicht aus der m-Ebene
des Liganden hervor, was zwar einen nur kinetisch stabilen Zustand darstellt, den Komplex jedoch
weitestgehend resistent gegeniiber pH-Anderungen werden lasst und die innenliegenden Pyrrol-
Stickstoffe ~maskiert.[2l  Alternative Metallkationen, die nach &hnlichen optimierten
Syntheseprotokollen insertiert werden konnten, waren beispielsweise Kupfer(Il) oder Mangan(III).
Diese bringen jedoch den Nachteil mit sich, dass eine Charakterisierung der Einzelkomponente
sowie der spateren Monomere mittels "H-NMR-Spektroskopie aufgrund ihrer paramagnetischen
Eigenschaften nicht stattfinden kann. Zuletzt ist die Metallierung ungeachtet der Natur des
Metallkations vor der Kupfer(I)-katalysierten Kupplung durchzufithren, um die ungewollte
Insertion der eingesetzten Kupfer(II)-Spezies zu vermeiden. Nach der vollstdndigen Insertion wurde
der Uberschuss an Zn(OAc): durch zweifache Siulenchromatographie an SiOz abgetrennt, wodurch

III-14 in einer guten Ausbeute von 62% erhalten werden konnte.

Den letzten Schritt der Monomer-Synthese stellt die Kupfer(I)-katalysierte Alkin-Azid 1,3-Dipolare
Cycloaddition (engl.: copper(I)-catalyzed alkine-azide cycloaddition, CuAAC) dar, welche auf SHARPLESS
zuriickgeht. Die CuAAC zdhlt zu einem Archetyp an Reaktionen, welche unter dem Begriff der
Klick-Chemie (engl.: click chemistry) zusammengefasst werden. Die Bezeichnung entspringt der
herausragenden Effizienz, Selektivitit und Vielseitigkeit der entsprechenden Ansdtze, unter
welchen sich die CuAAC als einer der Goldstandards fiir den Aufbau modularer
Konjugationsansétze etablieren hat.[3-231 Explizit mehrfach-Funktionalisierungen, welche mittels
anderer, weniger universeller Methoden nur bedingt zuginglich sind und oft mit unter-
funktionalisierten Nebenprodukten einhergehen, stellen eine besondere Anwendung fiir CuAAC
dar. Die Konjugation der Peptidamphiphile fand unter Einsatz von stdchiometrischen Mengen an
CuSOs x 5 H20 und einem Unterschuss an Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin (TBTA)
sowie einem leichten Uberschuss an Natriumascorbat (engl.: sodium ascorbate, SA) in DMSO statt
(Abbildung 3.6). CuSOs x 5 H20 liefert eine Quelle fiir die in situ Generierte Kupfer(I)-Spezies durch
Natriumascorbat unter milden Konditionen. Die Kombination aus TBTA und SA stellt zudem eine
Strategie dar, dem Zerfall von Kupfer(I) in Losung entgegenzuwirken. Natriumascorbat selbst dient

als Puffer um die unweigerlichen Oxidation von Cu(I) in Cu(Il) abzufangen und gewahrleistet das
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Vorhandensein aktiver Cu(l)-Spezies im Laufe der Reaktion. Des Weiteren stabilisiert TBTA als
Ligand Cu(l) in Losung. Einen entscheidenden Schritt stellt jedoch das Entgasen des verwendeten
DMSO unmittelbar vor Stark der Reaktion dar.[24

Nach Losen aller Komponenten wurden die jeweiligen Ansatze bei 40°C geriihrt, was, wie innerhalb

der Arbeitsgruppe von ||| | | | I ccz<igt werden konnte, die Reaktionsgeschwindigkeit
stark erhoht, ohne die Dekomposition oder das Auftreten von Nebenreaktionen zu riskieren.?*!

Z

4

O O m-1 20% n=11

-2 62% n=22
-4 42% n=44

1-14

-3 53% n=22
-5 48% n=44

Abbildung 3.6: Synthese der meso-substituierten Porphyrin-Peptidamphiphile I11-1 bis lI-5. i: 111-14 (1,0 Aq.),
I-12 (5,5 Aq.), CuSO4 x 5 H20 (1,0 Aq.), TBTA (0,8 Aq.), Natriumascorbat (2,3 Aqg.), DMSO, 40°C, 24 h; ii: 11-14
(1,0 Ag.), M-13 (5,5 Aq.), CuSO4x 5 H20 (1,0 Aq.), TBTA (0,8 Aq.), Natriumascorbat (2,3 Ag.), DMSO, 40°C,
24 h.

Aufgrund der starken Zunahme der Molekulargewichte, bedingt durch die vierfache Anbringung
der amphiphilen Seitenarme, eignete sich eine massenspektrometrische Einschédtzung des
Reaktionsverlaufs mittels MALDI-ToF-MS (engl.: matrix-assisted laser desorption/ionization time off
light mass spectrometry) (Abbildung 3.7). Bei der Betrachtung aller aufgenommenen Spektren von
entnommenen Proben der Reaktionsmischungen nach 24 Stunden lassen sich weder Signale hoherer,
noch niedrigerer Massen-zu-Ladungs-Verhaltnisse relativ derer der Zielverbindungen III-1 bis
ITII-5 (III-1: m/z = 5145,7 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 5145,4); III-2: m/z = 7083,2 (Berechnung fiir
[M+K]*: m/z = 7082,6); I11-3: m/z = 7311,1 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 7310,7); I11-4: m/z = 10957,2
(Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 10956,9); III-5: m/z = 11185,3 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 11185,0))
beobachten.
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Abbildung 3.7: MALDI-MS Spektren der Reaktionskontrollen zur Darstellung von llI-1 bis 1lI-5, aufgenommen
im Bereich zwischen 3000 — 15000 m/z (Matrix: DCTB+KTFA, linear-positiver Modus).

Vor allem das nicht-Vorhandensein untersubstituierter Spezies ldsst die Schlussfolgerung einer
weitestgehend vollstandigen Funktionalisierung innerhalb der verstrichenen Reaktionszeit zu.
Bekraftigt wird diese Annahme durch das Phanomen, dass die Ionisierbarkeit von Makromolekiilen
in der Regel mit zunehmendem Molekulargewicht abnimmt und niedermolekulare Nebenprodukte
somit markant in einem nicht-proportionalen Verhaltnis sichtbar wéren.

Es folgte die Aufarbeitung aller Monomere nach dem gleichen Ablauf. Uberschiissige
Peptidamphiphile sowie die niedermolekularen Reaktanden wurden mittels Grofienausschluss-
chromatographie (BioBeads™, S-X1, DMF) abgetrennt, gefolgt von der Aufreinigung {iber
préaparative RP-HPLC. Dabei wurde mit einem Gradienten aus einem zwei-Komponenten Gemisch
aus Reinstwasser und Acetonitril gearbeitet. Acetonitril agiert als Wasserstoffbriickenakzeptor und
unterbindet intermolekulare Wechselwirkungen der Peptidsequenzen untereinander. Die
chromatographische Aufarbeitung in wassrigem Medium wird erst so ermdglicht, da durch den
Zusatz an Acetonitril einer Assemblierung der Monomere entgegengewirkt und kolumnare
Aggregate ab einem Volumenanteil von etwa 30 v/v% Acetonitril aufgelost werden (siehe
Abbildung 3.23). Abbildung 3.8 zeigt die RP-HPLC-Elugramme der Monomere III-1 bis III-5 nach

semi-préaparativer Aufreinigung und bestatigt die Reinheit der Verbindungen.
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Abbildung 3.8: Analytische RP-HPLC Chromatogramme der Monomere IlI-1 bis 11I-5 nach Aufreinigung Uber
priparative RP-HPLC (siehe 8.1.4, Methode A: Flussrate: 1,0 ml min%; T=25°C, A =430 nm).

Die finale Charakterisierung der Zielverbindungen erfolgte iiber 'H-NMR Spektroskopie, wie
Abbildung 3.9 am Beispiel der Monomer III-2 und III-3 mit den unterschiedlichen Peptidsequenzen
GFs (III-2) und GoFs (III-3) veranschaulicht. Dabei wurden die jeweiligen Signale mittels
zweidimensionaler homonuklearer Korrelationsspektroskopie (engl.: correlation spectroscopy, COSY)
zugeordnet (nicht gezeigt). Besonders unter Zuhilfenahme des charakteristischen Signals der im
Rahmen der 1,3-dipolaren Cycloadditon entstandenen Triazole bei d = 8,62 ppm fiir III-2 (Abbildung
3.9 oben) bzw. d = 8,78 ppm fiir III-3 (Abbildung 3.9 unten) kann die vollstandige Funktionalisierung

nachvollzogen werden.
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Abbildung 3.9: 'H-NMR Spektren der Monomere IlI-2 (oben) und IlI-3 (unten) (DMSO-ds, T = 23°C).
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3.2 Ergebnisse und Diskussion

3.2.2 Optische Eigenschaften von IlI-1 bis IlI-5 in verdiinnter Losung

III-1 bis III-5 sind im beobachteten Konzentrationsbereich zwischen c=6 x 106 M und c=2 x 105 M
gut loslich in DMF und liegen dabei nicht-aggregiert als freie Monomere vor. Letzteres liegt
begriindet in der starken Polaritdt und hohen Dielektrizitdtskonstante vom DMF und der damit
einhergehenden Eigenschaft, eine breite Vielfalt funktioneller Gruppen solvatisieren zu kénnen.
Neben der Assoziation an das Zink(I[)-Metallzentrum erfolgt eine Sattigung der
Wasserstoffbriickenbindungsstellen, welche DMF als Wasserstoffbriickenakzeptor wie auch -donor
blockiert kann und somit intermolekularen, nicht-kovalenten Wechselwirkungen zum Aufbau
eindimensionaler Uberstrukturen auf Basis von Wasserstoffbriicken unterbindet. Die UV/Vis-
Absorptionsspektren sind durch das fiir Porphyrine charakteristische Signalmuster mit dem stark

vibronisch gekoppelten So— Si-Ubergang, reprisentiert durch die intensive SORET-Bande

(Amax =430 nm) sowie den weniger intensiven Q-Banden (Aq « =560 nm, Aq ¢=601 nm) gepragt
(Abbildung 3.10 A).
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Abbildung 3.10: UV/Vis (A)- und CD (B)-Spektren der Monomere llI-1 bis lll-5 in DMF (c®®=2x 10> ™,
cWWNis =5 x 10 m, T = 25°C).

Beim Vergleich mit der spektroskopischen Signatur von III-14 (Abbildung 3.5 B) lassen sich keine
offensichtlichen Veranderungen der Absorptionsmaxima beobachten. Der vernachldssigbar geringe
Einfluss der Peptidamphiphil-Funktionalisierung auf die optischen Eigenschaften liegt in der
Torsion der meso-Substituenten begriindet und wurde bereits in der Literatur zu strukturahnlichen
substituierten Porphyrinen erwéhnt.?!l Eine Auflistung der Absorptionseigenschaften der
einzelnen Monomere anhand ihrer individuellen Extinktionswerte ist im Anhang dieser Arbeit zu
finden (siehe Anhang A: Tabelle A3.1).

Der intensive SORET-Ubergang ist indikativ fiir den molekular gelésten Zustand und wird durch
scharfe Signale im '"H-NMR Spektrum in DMF-d7 sowie CD-inaktive Spektren in nahen UV-Bereich
bestatigt (Abbildung 3.10 B).

3.2.3 Loslichkeitsverhalten von IlI-1 bis I11-5 in Wasser

Der Untersuchungen des Assemblierungsverhaltens der Porphyrin-basierten Peptidamphiphile

vorangestellt was die Erprobung der Monomere beziiglich derer Wasserloslichkeit in Abhéangigkeit
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PEG-Lange. Wahrend III-2 & III-3 (Mw(mPEG) = 1000 g mol') sowie III-4 & III-5 (Mw(mPEG) =
2000 g mol') unmittelbar solvatisiert wurden, zeigte sich III-1 (Mw(mPEG) = 550 g mol) trotz der
Behandlung mit Warme und Ultraschall nahezu unloslich. Bei den durchgefiihrten Tests liefSen sich
homogene Losungen von III-1 erst ab einem Zusatz von 30 v/v% Acetonitril beobachten (siehe
Anhang A: Abbildung A3.6). Entsprechend beschridnken sich die Studie zum Assemblierungs-
verhalten der Porphyrin-Peptidamphiphile in Wasser auf die Monomere III-2 bis III-5.

Zuvor wurde der Frage nach dem Zusammenhang zwischen der Solvatation der neutralen
Porphyrin-Peptidamphiphile in Wasser und moglicher Temperatureinfliisse nachgegangen, da
Polyethylenglycol-Derivate zur Klasse wasserldslicher Polymere zéhlen, fiir welche das sogenannte
LCST-Verhalten (engl.: lowest critical solution temperature) dokumentiert und weitestgehend gut
verstanden ist. Die LCST beschreibt die Temperatur, bei welcher ein reversibler Phaseniibergang
loslicher Polymere stattfindet. Zuriickzufiihren ist der Phaseniibergang auf den bei hohen
Temperaturen dominierenden Entropiebetrag der freien GIBBS Energie fiir den Mischvorgang
zwischen Polymerketten und Losungsmittelmolekiilen. Als Konsequenz erfolgt oberhalb der LCST
das Aufbrechen von Wechselwirkungen zwischen den Losungsmittelmolekiilen und der einzelnen
PEG-Wiederholungseinheiten. Mit zunehmendem Freisetzen von Losungsmittelmolekiilen
kollabieren die Polymerketten und erleben eine Separation zwischen fliissiger und Polymerphase.
Dieser Ubergang geht in der Regel mit einer sichtbaren Triibung der Losung einher, weswegen in
diesem Kontext die LSCT oftmals {iber den sogenannten , cloud point” charakterisiert wird. Die
experimentelle Bestimmung erfolgt entsprechend iiber temperaturabhingige Messungen der
Transmission einer zu untersuchenden Losung.[241-250]

Das LCST-Verhalten von PEG-Konjugaten in Wasser ist abhangig vom Verhiltnis hydrophiler zu
hydrophober Anteile innerhalb des Molekiils. Am konkreten Beispiel der Monomer III-2 bis III-5 ist
somit fiir die Monomere mit PEG hoheren Molekulargewichts (III-4 & III-5) auch eine hohere LCST
zu erwarten. Entsprechend sind Bestimmungen des LCST-Verhaltens der Monomere im Vorfeld
essenziell, um einen sinnvollen Temperaturbereich fiir wéssrige Anwendungen zu definieren. Dabei
ist das LCST-Verhalten freier unsubstituierter niedermolekularer PEG-Ketten bis zu einem
durchschnittlichen Molekulargewicht von etwa Mw(PEG) = 1000 g mol! in Wasser literaturbekannt.
Beispielsweise ist fiir Mw(PEG) = 1000 g mol" eine LCST von etwa 97°C zu erwarten, was aufgrund
des Siedepunkts von Wasser zundchst irrelevant fiir temperaturabhédngige Aggregationsstudien
mPEG-dekorierter Supramolekiile scheint.? Uber entsprechende Vergleichswerte Methoxy-
substituierter Analoga ist in der Literatur jedoch bislang wenig bekannt. Anzunehmen ist ein, wenn
auch nur marginaler, erniedrigenden Einfluss auf das LCST-Verhalten durch die endstdndige
Methyoxy-Gruppe. Da zusitzlich aufgrund der Konjugation mit hydrophoben Porphyrin-Peptid-
Segmenten eine Erniedrigung etwaiger thermoresponsiver Losungseigenschaften zu erwarten ist,
wurden LCST-Messungen iiber die Analyse der temperaturabhiangigen Transmission durchgefiihrt
(A = 700 nm, Heizrate: 0,1°C min'). Abbildung 3.11 zeigt die Transmission-Verldufe der

entsprechenden Messungen im Temperaturintervall von T = 20 — 90°C.
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Abbildung 3.11: Temperaturabhdngige Transmissionsmessungen zur Bestimmung der LCST von A: 1lI-2, B:
I-3, C: 1I-4 und D: II-5 in H20 (A =700 nm, ¢ = 2 x 10° ™, Heizrate: 0,1°C min™).

Hierbei lasst sich fiir die Monomere III-3 bis III-5 trotz der Konjugation an das hydrophobe
Porphyrin-Peptid-Bindungsmotiv kein LCST-Verhalten bis T = 90°C detektieren. Im Hinblick auf
den hydrophoben Molekiilteil scheint die Fahigkeit der Peptidsegmente, Wasserstoffbriicken mit
den Wassermolekiilen ausbilden zu konnen, dem erniedrigenden Effekt auf die LCST

entgegenzuwirken. Lediglich III-2 (GFs mPEG) lasst ab einer Temperatur von T=65°C einen

leichten Einbruch der optischen Durchlédssigkeit beobachten, welcher sich {iber ein

Temperaturintervall von 10°C erstreckt (Abbildung 3.11 A).

3.2.4 Selbstassemblierung von llI-2 bis IlI-5 in Wasser

Die Selbstassemblierung der Porphyrin-Peptidamphiphile III-2 bis III-5 in Wasser wurde zunéchst

mithilfe spektroskopischer Methoden untersucht. Eindimensionale Aggregationsprozesse

konjugierter Farbstoffe lassen sich typischerweise iiber UV/Vis- sowie Circular Dichroismus (CD)-
Spektroskopie anhand der Verschiebung des SORET-Signals infolge der Ausbildung von H- und J-

Aggregaten verfolgen. Zusitzlich geht die eindimensionale Aggregation symmetrischer

Peptidamphiphile mit der intermolekularen Anordnung der Peptidsegmente einher, wobei die
Ausbildung  typischer Sekundérstruktur-Muster zur

Echtzeit-Untersuchung anisotroper

Assemblierungsvorgange via CD genutzt werden kann (siehe Kapitel 1.3). Abbildung 3.12 C.i & C.ii
zeigen eine vereinfachte Darstellung der zu untersuchenden Anordnungsvorgéinge innerhalb der

Porphyrin-Peptidamphiphile.
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III-2 (GFs) zeigt bei Raumtemperatur (T = 25°C) ein breites hypsochrom verschobenes SORET-Signal
(Amax =410 nm) gegeniiber dem Absorptionsmaximum der molekular gelosten Spezies in DMF
(Amax=430nm) (Abbildung 3.12 D). Korrespondierend zum Absorptionssignal zeigt das CD-
Spektrum einen bisignaten COTTON-Effekt ((+) = (-)) an ((A(+) =417 nm, Ae =428 L mol! cm' —
A(-) =407 nm, Ae=-516 L mol! cm™) (Abbildung 3.12 B, grau), und weist auf die Ausbildung
bevorzugt rechtshandiger helikaler H-Aggregate hin.[24251 Das CD-Spektrum im fernen UV-Bereich
zwischen A = 190 nm und A = 275 nm bekraftigt die Annahme aufgrund des ausgeprégten negativen
Signals (A=205nm, Ae=-172 L mol? cm?) fiir die Ausbildung einer {-Faltblatt-artigen
Orientierung der Peptidsegmente als Konsequenz eindimensionaler Stapelung (Abbildung 3.12 A,
grau).

Fiir ITI-3 (GzFs) lasst sich nach 16sen in Wasser die Verbreiterung des SORET-Signals mit verminderter
Intensitdt beobachten (Abbildung 3.12 D, blau), was auf Aggregationsereignisse schlieffen lasst,
jedoch nicht die Zuordnung von Assemblierungsmustern zulésst. Das entsprechende CD-Spektrum
zeigt nach 10-facher Intensitdtsmultiplikation ein rauschintensives, schwach-negatives Exziton-
Signal (Abbildung 3.12 B, blau: A(-) =435 nm, Ae =—40 L mol! cm) sowie weitestgehende CD-
inaktivitdt im fernen UV-Bereich (Abbildung 3.12 A, blau). Die Beobachtungen sprechen fiir die
anteilige Assemblierung der Monomere in wenig geordnete Dimer-Spezies ausgehend von einer

erkennbaren Schulter des Absorptionsmaximums (A = 420 nm).
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Abbildung 3.12: CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von -2 (GFsmPEG) und II-3 (G2FsmPEG™) in H20
(durchgezogene Linie) und DMF (nicht-durchgezogene Linie) bei Raumtemperatur (c®=2x10°m,
cWNis =5 x 10 M, T=25°C); C: Schematische Darstellung der detektierten Peptid (C.i)- und Chromophor
(C.ii)-Wechselwirkungen.
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Offen bleibt die Frage mdglicher intramolekularer Wechselwirkungen, welche die im Vergleich zu
I1I-2 vorhandene Elongationsbarriere fiir I1I-3 rechtfertigen konnten. Mittels von | R N
durchgefithrter H2O-unterdriickter "H-NMR Experimente von 1 w/w%-iger Losungen von III-3 in
unterschiedlichen molaren Verhéltnissen von DMF-d7 und H20/D20 (9:1) wurde versucht, die
Organisation von III-3 in Wasser bei Raumtemperatur nachzuvollziehen (Abbildung 3.13). Dabei
lassen sich fiir das Spektrum der reinen Wassermischung keine Signale neben der PEG-
Wiederholungseinheiten erkennen. FEinerseits haben hohe Molekulargewichte Einfluss auf
Relaxationszeiten und kdnnen zu einer verminderten Signalintensitit fithren. Die vollstindige
Abwesenheit von Signalen legt jedoch vielmehr die Fixierung von Molekiilsegmente in
supramolekularen Uberstrukturen nahe und bestitigt die Annahme von Pri-Organisation auf
Grundlage der verbreiterten SORET-Bande (Abbildung 3.13 D).[252-25 Wie bereits erlautert stabilisiert
DMF-d7 den freien Monomerzustand. Durch die sukzessive Zugabe kann die Aufldsung von

Uberstrukturen mittels 'H-NMR-Spektroskopie verfolgt werden.
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Abbildung 3.13: 'H-NMR-Spektren 1 w/w%-iger Lésungen von 1I-3 in unterschiedlichen molaren
Verhiltnissen von DMF-d7 und H.0/D20 (9:1) (T = 25°C).
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Ab einem Anteil von 3 mol% beginnen die Signale der Aryl-Protonen der Phenylalaninreste sichtbar
zu werden (Abbildung 3.13, grau), wiahrend weitere Struktursegmente bis zu einem Anteil von
14,9 mol% verborgen bleiben. Die erscheinenden Signale ab 14,9 mol% DMF konnen sowohl den [3-
pyrrolischen Protonen, den Triazol-Protonen als auch den Amid-Protonen des Peptidriickgrats
zugeordnet werden (Abbildung 3.13, dunkelblau) und deuten damit die Aufldsung der Dimere an.
Zuletzt erscheint das Triplett der mittleren Amid-Protonen des Diglycin-Linkers (Abbildung 3.13,
hellblau) ab einem molaren Anteil von 49,7 mol% DMF-d7. ALY et. al. konnten fiir Konformations-
Simulationen strukturverwandter Porphyrin-Peptid-Konjugate mit analoger Phenyl-Triazol-
Diglycin-Sequenz eine scherenartige Anordnung der Seitenarme als energieadarmste Konformation
identifizieren.!?®!l Diese weist intramolekularer Wasserstoffbriickenbindungen der Peptidsegmente
auf und scheint mafigeblich auf die Flexibilitit des Diglycins zuriickzufithren zu sein. Ahnliches

scheint fiir III-3 der Fall zu sein.

Die Untersuchung der Selbstassemblierung unter kinetischer Kontrolle ermdglicht die Identifikation
kinetisch gefangenen beziehungsweise metastabiler Zustdnde. Anders als unter isothermen
Bedingungen wird moglicher Nicht-Gleichgewichtszustinde innerhalb ziigiger Heizraten
(1°C min-1) die Relaxation durch Uberwinden von Energiebarrieren im Bereich von ksT und grofier
ermoglicht (siehe Kapitel 1.2).52] Demnach wurde die Responsivitit der gebildeten
Uberstrukturen von III-2 und III-3 in Abhéngigkeit von Temperaturdnderungen untersucht
(Abbildung 3.14 & 3.15).
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Abbildung 3.14: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von 1lI-2 (GFsmPEG*) in H,0; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c° = 2 x 10> M, c?V/Vis = 5 x 10°¢ m).
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Fir III-2 intensivieren sich durch die Temperaturerh6hung, die bei Raumtemperatur beobachteten
Effekte. Das SORET-Signal unterliegt einer leichten Blauverschiebung (Amax=404nm) und die
Schulter auf Hohe des Monomersignals (A = 430nm) verschwindet. Die Asymmetrie des Signals
bleibt erhalten, wobei die Aufspaltung der SORET-Bande die Uberlagerung zweier Signale andeutet
(Abbildung 3.14 D).

Parallel dazu ist die hypsochrome Verschiebung des COTTON-Effekts und die im kompletten Verlauf
der Temperierung steigenden Signalintensitat erkennbar (Abbildung 3.14 B: (A(+) =412 nm,
Ae =756 Lmol' cm™ — A(-) =403 nm, Ae=-423 L mol! cm™). Die Exziton-Signale zeigen eine
Intensitdtsverschiebung zugunsten des positiven Maximums an, was die Aufspaltung des
Absorptionssignals reprasentiert. Das Voranschreiten der Aggregation wird zudem durch das
Signals des p-Faltblatt-artigen Strukturmotivs bestétigt (Abbildung 3.14 A, A=210nm). Die
Auftragung der Signalintensitét bei A = 210 nm gegen die Temperatur verdeutlicht einen fiir T >20°C
annahernd linearen Intensitdtsanstieg iiber den kompletten Temperaturbereich (Abbildung 3.14 A
& C). LCST-bedingte Entmischungseffekte sind wider Erwarten nicht zu beobachten. Dies kénnte
am relativen geringen Transmissionsabfall von 7% im Rahmen der durchgefiihrten LCST-
Messungen liegen, welcher keinen effektiven Einfluss auf die spektroskopischen Messungen zu
nehmen scheint (vgl. Abbildung 3.11 A). Kinetische Aspekte aufgrund der ziigigen Heizrate konnten
jedoch auch dazu fithren, dass der betrachtete Zeitrahmen zu gering ausfill, um

Entmischungseffekte detektieren zu konnen.
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Abbildung 3.15: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von IlI-3 (GFsmPEG) in H,0; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c® = 2 x 10° M, VWV = 5 x 10°¢ m).
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Die spektroskopische Betrachtung fiir III-3 zeigt das Einsetzen von Aggregationsvorgédngen fiir
T>40°C. Am markantesten ist die plotzliche Blauverschiebung des SORET-Signals, welches bis
T=60°C ein Maximum bei Amax =408 nm aufweist und bis dahin mit der simultanen Ausbildung
eines bisignaten COTTON-Effekts einhergeht (A(+) =413 nm, Ae =517 L mol! cm? — A(-) =403 nm,
Ae =-872 L mol! cm) (Abbildung 3.15 B & D). Dies geht mit der Ausbildung einer ebenfalls [3-
Faltblatt-artigen Struktur einher (Abbildung 3.15 A). Die Auftragung des Maximums dieses
charakteristischen Signals bei Amax =210 nm gegen die Temperatur verdeutlicht den sprunghaften
Ubergang fiir T<40°C. Der Fit der Datenpunkte entspricht einer sigmoidalen Kurve und gibt
anhand des Wendepunkts die Temperatur zum Erreichen eines 50%-igen Polymerisationsgrades an
(Ts0=151,2°C). Der Effekt der Sekundarstrukturformation stimmt mit dem Verlauf der Signale
stattfindender Chromophor-Interaktionen {iberein. Fiir das Temperaturintervall T <60°C ist eine
weitere Blauverschiebung des Absorptionssignals mit weiter Aufspaltung der SORET-Bande zu
erkennen, wobei ein unscharfer isosbestische Punkt (Aio =414 nm) das Gleichgewicht zweier
Zustdnde anzeigt. Zudem verandert sich die Auspragung der jeweiligen positiven und negativen
Anteile des COTTON-Effekts mit der Ausbildung eines weiteren positiven Maximums
(AM(+)=410nm, Ae=304 L mol! cm? — A(-) =400 nm, Ae =-705 L mol' cm? - A(+) =392 nm,
Ae =233 L mol! cm). Das Faltungssignal im fernen UV-Bereich zeigt keine weitere {iberméfige
Intensivierung an und bildet den zweistufigen Ubergang der Chromophor-Wechselwirkungen nicht
ab. Die ausgebildeten Sekundéarstrukturen scheinen demnach von der Neuordnung der Porphyrin-

Arrangements entkoppelt zu sein.

Die erkennbaren Ubergénge scheinen mit der Ausbildung iiberaus stabiler Uberstrukturen in
Verbindung zu stehen. Sowohl schrittweises als auch abruptes Abkiihlen der Proben zeigt dabei
keinen Einfluss auf das Absorptionsprofil CD-spektroskopischer Messungen (siehe Anhang A:
Abbildung A3.8). Durch diese Eigenschaft eignen sich die entstehenden Suprastrukturen bestens fiir
morphologische Untersuchungen mittels Transmission Elektronen Mikroskopie. Uber TEM wurden
die einzelnen Aggregationsstufen visualisieren, um die Veranderungen des Absorptionsverhaltens
auf etwaige strukturelle Uberginge der Nanoarchitekturen zuriickzufithren. Hierfiir wurden die
gebildeten Uberstrukturen in Lésung nach individueller Temperaturbehandlung auf einem
kohlenstoffbeschichteten Kupfertrager fixiert und zur Verstairkung der negativen Kontrastierung
mit Uranylacetat (2 w/w%) inkubiert. In Abbildung 3.16 und Abbildung 3.17 sind jeweils die
verschiedenen Zustande von III-2 (Abbildung 3.16) und III-3 (Abbildung 3.17) vor (A) und nach (C)

Temperaturbehandlung fiir einen direkten Vergleich gegeniibergestellt.
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Abbildung 3.16: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von 1lI-2; A: lll-2 nach Equilibrieren bei 25°C fir
12 Stunden; B: Histogramm auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Ldngenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: 1lI-2 nach Temperieren bei 65°C fur 3 Stunden; D: Histogramm auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (c = 2 x 10° m, H20).

Fir III-2 lassen sich nach Inkubation bei T =25°C (=12 h) diffuse, recht flexibel erscheinende
Strukturen erkennen, welche aufgrund der unscharfen lateralen Abgrenzung als zylindrische
Mizellen beschrieben werden koénnen. Durch Temperierung bei T =65°C (t=3h) ldsst sich ein
ausgepragter struktureller Ubergang hin zu klar abgegrenzten, rigiden, formanisotropen
Nanostibchen beobachten. Uber Auszdhlung der eindimensionalen Aggregate lassen sich
statistische Verteilungsparameter beziiglich Lange (L., Lw), Breite (&) und Dispersitat (D)
bestimmen, die sich fiir einen eingehenden Vergleich der unterschiedlichen Zustande heranziehen
lassen (Abbildung 3.16 B & D). Wie durch die Verdnderungen der spektroskopischen Signale
erwartet, lasst sich ein Langenzuwachs durch Probenprédparation unter kinetischer Kontrolle
feststellen. Die Dispersitat erhoht sich leicht von D=1,1 auf D =1,3, wobei in beiden Féllen von
ungewohnlich engen Verteilungen gesprochen werden kann. Die Werte der durchschnittlichen
Breite liegen mit @=6+1nm vor und J=9+1nm nach Temperierung, im Bereich der iiber
elektronische Kugel-Stab-Modelle bestimmten doppelten Radien fiir strukturanaloge Cs-

symmetrische Peptidamphiphile (7 = 4,1 nm).?®! Der erhohte Durchmesser kann mit der thermisch
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induzierten Desolvatation der terminalen PEG-Ketten und einer damit verbundenen
Phasenseparation begriindet werden.

Die Untersuchungen von III-3 lassen einen zweistufigen Phaseniibergang auf Grundlage der
spektroskopischen Daten annehmen. Um die zeitliche Konstanz der Signale zu gewéhrleisten,
wurden isothermische Intervallmessungen bei T=40°C (t=12h) und T=90°C (t=3h)
durchgefiihrt. Dabei konnten die Zustdnde I (Amax®=408 nm) und II (Amax™ =398 nm) unter den
Messparametern als zeitlich stabil identifiziert werden (siehe Anhang A: Abbildung A3.9 bis
Abbildung A.3.12). Dem entsprechend wurden die Proben zur mikroskopischen Analyse unter

denselben Parametern prapariert.

B.1 % L, = 93nm D=1,2
] L,=111nm n =100
© o = 40nm
c
]

o
o
£
o
£
=]
]
0
250 500
Lange [nm]

B.2 G
=
c
©
c
7]

o
o
S
o
<
=]
]
0
0 10
Durchmesser [nm]

D.1 E L, =131nm b=14
£ L, =184nm n =100
] o = 84nm
c
S10
o
S
a
<
=]

]
0
250 500
Ldnge [nm]

D.2 § @ =14nm n =100
= o = 4nm
c
©
c 15
]
g1
<]

S
Y
<
=]
B
04
0 10 20

Durchmesser [nm]

Abbildung 3.17: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von llI-3; A: lll-3 nach Equilibrieren bei 40°C fir
12 Stunden; B: Histogramm auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Ldngenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: 1lI-3 nach Temperieren bei 90°C fur 3 Stunden; D: Histogramm auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (c = 2 x 10° m, H20).

Zustand I erscheint in Form deutlich isolierter, eindimensionaler Fasern (Abbildung 3.17 A:
Ln=93 + 40 nm) und unterscheiden sich in Form und Lange von den dargestellten Nanostrukturen
von III-2. Mit einem Verteilungsindex von D=1,2 und einem mittleren Durchmesser von
@ =10 + 1 nm korrelieren die Ergebnisse von I1I-3 mit den ermittelten Werten fiir III-2 und erscheint

somit plausibel. Nach Erwarmen auf 90°C lasst sich neben der erhShten Dispersitdt von D = 1,4 eine

56



3.2 Ergebnisse und Diskussion

signifikante Zunahme der durchschnittlichen Lange (Ln= 131+ 84 nm) und Breite (& = 14 + 4 nm)
feststellen. Zustand II beschreibt die helikale Fibrillierung der unter Zustand I charakterisierten 1D-
Filamente zu doppelstrangigen Biindeln (Abbildung 3.17 C, inset).

Die beachtlichen Unterschiede im Aggregationsverhalten von III-2 und III-3 scheinen in erster Linie
auf den strukturellen Unterschied der Peptidsequenz zuriickzufiihren zu sein. Dennoch ist im
Kontext temperaturbedingter Anderungen in Spektroskopie und Mikroskopie der Einfluss der
potenziell thermoresponsiven Polyethylenglycol-Einheiten zu evaluieren. Um die Befunde zum
komplexen Polymerisationsverhalten der analysierten Peptidamphiphile zu verifizieren, wurden
folglich die strukturanalogen Monomere III-4 (GFsmPEG?%*) und III-5 (G2FsmPEGZ?), welche mit
terminalen mPEG-Ketten hoheren Molekulargewichts (Mw(mPEG)=2000 g mol') versehen sind,

nach dem gleichen Muster auf deren Selbstassemblierung iiberpriift.

Bei Raumtemperatur decken sich die Beobachtungen zu III-4 und III-5 mit denen von III-2 und
III-3 und scheinen spezifisch fiir die jeweiligen Peptidsequenzen zu sein (Abbildung 3.18). III-4 zeigt
ausgepragte Anzeichen stattfindender Strukturformation anhand des hypsochrom verschobenen
SORET-Signals (Amax=410nm), des ausgeprdgten bisignate COTTON-Effekt (A(+)=417 nm,
Ae =681 L mol! cm™ - A(-) =407 nm, Ae=-868 Lmol'cm?) sowie der Ausbildung eines
intensiven p-Faltblatt-artigen CD-Signals (Amax =209 nm, Ae=-143 L mol! cm). III-5 hingegen
lasst dahnlich zu III-3 lediglich die Ausbildung von Dimeren und Prd-Aggregaten aufgrund der
verbreiterten SORET-Bande zu.
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Abbildung 3.18: CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von Ill-4 (GFsmPEG?) und lI-5 (G2FsmPEG?) in H.0

(durchgezogene Linie) und DMF (nicht-durchgezogene Linie) bei Raumtemperatur (c®= 2x10°m,
WM =5x10° M, T=25°C).

Unter kinetischer Kontrolle zeigen III-4 und III-5 ein zu deren Strukturhomologen vergleichbares
Assemblierungsverhalten. Fiir III-4 unterliegen die Chromophor-Signale einer Blauverschiebung
unter Verstarkung des COTTON-Effekts mit zunehmender Temperatur (Abbildung 3.19 B:
A(+) =413 nm, Ae =1142 L mol! cm? - A(-) =404 nm, Ae =-812 L mol' cm). Im Gegensatz zu
III-2 setzen die Temperatur-Effekte verzogert im Bereich T>60°C ein und erscheinen zuvor
weitestgehend konstant (Abbildung 3.19 A & C).
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Abbildung 3.19: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von IlI-4 (GFsmPEG?) in H,0O; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c° = 2 x 10 M, c®V/Vis = 5 x 10°¢ m).

II-5 durchlauft den fiir III-3 beobachteten zweistufigen isosbestischen Ubergang (Aiso = 414 nm)
0 (AMono= 430 nm) — I (Amax'=412 nm)— II (Amax'= 396 nm) (Abbildung 3.20 D), mit einem zunéachst
diffusen und im spédteren Temperaturverlauf ausgepragten COTTON-Effekt (Abbildung 3.20 B:
A(+) =407 nm, Ae=1222 L. mol! cm? - A(-) =397 nm, Ae =-1696 L mol! cm?! — A(+) =391 nm,
Ae =357 L mol* cm1). Die Selbstorganisation setzt oberhalb T = 40°C ein und erstreckt sich iiber ein
Temperaturintervall bis T =80°C. Der Fit der CD-Datenpunkte bei A =210 nnm verdeutlicht den
Prozess iiber den sigmoidalen Kurvenverlauf und bestétigt den Unterschied im thermoresponsiven
Verhalten anhand des Wendepunkts bei Ts = 63,1°C (Abbildung 3.20 A & C). Der Ubergang zu
Zustand II (I (Amad=412 nm)— II (Amad'=396 nm) erfolgt in einem verglichen zu III-3 hoheren
Temperaturbereich (T > 80°C).

Die Lange der mPEG-Einheiten stellt sich als wenig ausschlaggebend fiir das grundlegende
Assemblierungsverhalten der Porphyrin-Peptidamphiphile heraus. Das Durchlaufen kinetisch
gefangener Zustdnde ist vielmehr auf den strukturellen Unterschied der Peptidsequenz
zurilickzufiihren. Glycin (Gly) ist unter den proteinogenen Aminoséduren insofern aulergewohnlich,
als dass das nicht-Vorhandensein einer Seitenkette dessen erhohte Beweglichkeit bedingt.
Entsprechend sind Glycin-reiche Segmente an strukturellen Vorgdngen aktiver Zentren
beteiligt.2582%1 Ahnlich lsst sich die Erweiterung der Peptidsequenz von III-3 und III-5 betrachten.
Der Einbau einer zusitzlichen Glycin-Einheit verleiht den entsprechenden G:Fs-Seitenarmen

Flexibilitat und ermoglicht komplexe Assemblierungsprozesse.
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Abbildung 3.20: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von 111-5 (G2FsmPEG?) in H.0; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c® = 2 x 10° M, cVV/Vis = 5 x 10°¢ m).

Dennoch konnen die mPEG-Einheiten nicht als unbeteiligt an der Strukturformation von III-2 bis
III-5 angesehen werden. Neben verzogerter Temperatureffekte mit zunehmender Hydrophilie der
Polymersegmente féllt vor allem fiir III-5 die insgesamt hohere Intensitdt der Exziton-Signale auf.
Mittels TEM wurde auch hier versucht, die Erkenntnisse der spektroskopischen Messungen mit der
dazugehorigen Morphologie zu evaluieren. Die Aggregationsprodukte von III-4 zeigen keine
signifikanten Unterschiede zu den fiir ITI-2 beobachteten Strukturen und befinden sich im selben
Grofienbereich weniger Nanometer. Der temperaturbedingte Effekt beschrankt sich auf einen
marginalen Langenzuwachs von Ln=18+9nm zu L.=30+16nm unter weitestgehend
unverdnderter mittlerer Breite der Strukturen von & =9 +1nm nach Temperierung (Abbildung
3.21).

Fiir III-5 lassen sich hingegen unter anderem beachtliche Langenunterschiede zu III-3 erkennen.
Bereits Zustand I (Abbildung 3.22 A) geht mit Filamenten von mehreren hundert Nanometern
(Ln =320+ 181 nm) einher und ldsst somit die ausgeprégtesten Strukturen der vier Monomere
beobachten, was sich mit den Intensitdtsunterschieden der CD-Messungen deckt. Die geringe
Stichprobenzahl wird durch die Hydrophilie der Monomere bedingt, wodurch die Adsorption am
Trégermaterial tendenziell weniger begiinstigt wird. Der Ubergang zu Zustand II geht nicht
zwangsldufig mit einer erhdhten mittleren Polymerléange einher (L = 285 + 311 nm). Tatsachlich lasst
sich eine wesentlich hohere Langenverteilung erkennen (D=1,3—>D=2,2) was durch die

vereinzelte Bildung von Fasern im Bereich von pM bedingt ist. Zudem folgt die Auszédhlung des

59



Kapitel 3 - Synthese und Selbstassemblierung wasserloslicher Porphyrin-Peptidamphiphile

Durchmessers einer bimodalen Verteilung und impliziert die partielle Verdrillung zu

doppelstrangigen Biindeln (Abbildung 3.22 C, inset).

B.1 % L, = 18nm b=13
£ L,= 23nm n =100
g g = 9nm
o 20
2
]

S
o
£
%]
=
0 e |
0 60 120
Lange [nm]

B.2 % @ =8nm n=100
£ o =1nm
]
$20
2
]

S
a
£
o
=
04
0 10 20
Durchmesser [nm]

D.1 3 L, =30nm b=13
€ L,=38nm n =100
© o =16nm
c
]

2
]
S
<%
£
[*]
2
[
60
Lange [nm]

D.2 3 @ =9nm n=100
€ o =1nm
e
S 20
K]

]
S
a
<
[*]
2
04
0 10 2

0

Durchmesser [nm]

Abbildung 3.21: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von llI-4; A: lll-4 nach Equilibrieren bei 25°C fir
12 Stunden; B: Histogramm auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Ldngenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: lll-4 nach Temperieren bei 65°C fir 3 Stunden; D: Histogramm auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (¢ = 2 x 10° m, H20).
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Abbildung 3.22: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von llI-5; A: llI-5 nach Equilibrieren bei 40°C fur
12 Stunden; B: Histogramm auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Lingenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: 1lI-5 nach Temperieren bei 90°C fur 3 Stunden; D: Histogramm auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (c = 2 x 10° m, H20).

3.2.5 Stabilitdt formanisotroper Nanostrukturen von IlI-2 und IlI-3

Die unter Temperaturkontrolle zugédnglichen Strukturen sind beachtlicherweise zeitlich stabil, wie
fiir die Betrachtung der CD- und UV/Vis-Signale wahrend des Abkiihlens gezeigt werden konnte.
Das unterstreicht gemdfS den Ausfithrungen nach DE GREEF und HERMANS zu komplexen
Assemblierungsprozessen den nicht-dissipativen, thermodynamischen Gleichgewichtszustand der
formanisotropen Aggregationsprodukte von III-2 bis III-5.15%

Der Aufbau und die Stabilitdt supramolekularer Strukturen hiangen aufgrund von Variationen der
Starke und Stabilitdt der gerichteten Wechselwirkungen von der Natur und Zusammensetzung des
Losungsmittel ab. AIDA et. al. konnten anhand eines Kupfer(ll)-Porphyrin-Derivats zeigten, dass
Wasserstoffverbriickten ~Uberstrukturen und deren Aufbauprozess einem ausgeprigten
Losungsmitteleffekt unterliegen, der zur gezielten Strukturformation genutzt werden kann.[?l

Kompetitive H-Briicken-Akzeptoren in Form verschiedener Alkohole nehmen dabei mafigeblich
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Einfluss auf den Polymerisationsprozess. In Abhéangigkeit der Zusatzmenge des Additivs konnte
der Temperaturbereich fiir den systematischen Aufbau, die Depolymerisation und intermediéres
clustering infolge der Losungsmittel-Monomer Wechselwirkungen variiert werden.[23260261]

Trotz des grofien Potentials bleiben Studien auf diesem Gebiet derweil selten, da die Interpretation
der beobachteten Effekte aufgrund der dynamischen Natur supramolekularer Polymere oftmals
uneindeutig und herausfordernd ist. Nichtsdestotrotz lassen sich vereinzelt Literaturbeispiele zu
16sungsmittelabhangigen Untersuchungen supramolekularer Polymerisationskinetik[282¢2, pathway
selection!®], resultierender Morphologiel?63-2651 und tiberstruktureller Chiralitdt finden.[266-268]

Fiir die Porphyrin-Peptidamphiphile wurden Messungen bei unterschiedlichen Anteilen
organischen Losungsmittels fiir ungefdhre Einschdtzungen der Stabilitit der Aggregate zurate
gezogen werden. In Wasser kann Acetonitril als Wasserstoffbriickenakzeptor agieren und dadurch,
zusitzlich durch Anderungen der Polaritit des Mediums, der Assemblierung entgegenwirken,
wobei die Zuginglichkeit der entsprechenden Strukturmotive von der Nahordnung inter- und
intramolekularer Wechselwirkungen der Monomere abhidngen kann und somit Unterschiede
zwischen III-2 und III-3 erwarten lasst. Abbildung 3.23 zeigt die CD- und UV/Vis-Spektren der
Monomere III-2 und III-3 in unterschiedlichen H:O/ACN-Zusammensetzungen nach Equilibrieren
(ITI-2: T = 65°C; III-3: T =90°C).

Ein steigender Volumenanteil ACN fiihrt in beiden Fallen zur Beobachtung freier Monomerspezies
(AMono(III-2) = AMono(ITI-3) = 430 nm) (Abbildung 3.23, A.i, B.i). Dies bestitigt das Agieren von ACN
als Wasserstoffbriickenakzeptor jenseits eines kritischen Volumenanteils, welcher jedoch fiir beide
Monomere unterschiedlich ausfallt. Aggregate von III-2 zeigen sich bis zu einem Volumenanteil von
30 v/v% ACN stabil und scheinen durch den Zusatz zunichst einem aggregationsférdernden Effekt
zu unterliegen, wovon anhand der hypsochromen Verschiebung der SORET-Bande sowie
Intensivierung des COTTON-Effekts ausgegangen werden kann (Abbildung 3.23, A.ii). Ab einem
Volumenanteil von 50 v/v% ACN liegt III-2 hingegen bereits als freies Monomer vor. Diese
Beobachtungen decken sich mit Losungsmittel-Effekten, welche bereits von DANIEL SPITZER
innerhalb der Arbeitsgruppe zu strukturell dhnlichen Cs-symmetrische Peptidamphiphilen gezeigt
werden konnten: Hierbei zeigte ACN einen stabilisierenden Effekt bis zu einem kritischen Volumen-
anteil von 25 - 35 v/v%, gefolgt von der Aufldsung der Uberstrukturen bei Uberschreiten dieses
ACN/H20-Verhailtnisses. 24

Die Uberstrukturen von III-3 zeigen keine vergleichbare Stabilisierung und bereits ab einem ACN-
Gehalt von 10v/v% wird der vollstindige Ubergang zu freien Monomeren bis zu einem
Volumenanteil von 30 v/v% ACN beobachtet, wobei die SORET-Bande dabei einem isosbestischen
Ubergang (Aiss =416 nm) folgt. Das Diglycin-Segment beeinflusst somit neben dem
Aggregationsprozess auch die Stabilitét der gebildeten Uberstrukturen. Die aus der Diglycin-Einheit
resultierende Flexibilitit der Seitenarme steht demnach mit der Zuganglichkeit der
Wasserstoffbriickenbindungsstellen gegeniiber Additiven in Verbindung. Abbildung 3.23 C stellt
den Unterschied der Stabilitit von aggregiertem III-2 und III-3 gegeniiber ACN iiber die
Auftragung des relativen Aggregationsgrades gegen den Volumenanteil organischen
Losungsmittels dar. Der relative Aggregationsgrad wird durch das Invertieren und anschlieffenden
Normieren der Absorptionswerte des Monomer-Signals (Amono = 430 nm) (Abbildung 3.23 C.i) und
der Ae-Werte des negativen COTTON-Effekts (A(—) = 400 nm) (Abbildung 3.23 C.ii) erhalten.
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Abbildung 3.23: UV/Vis (i)- und CD (ii)-Spektren als Funktion des prozentualen Volumenanteils (v/v%)
Acetonitril in H20 nach thermischem Equilibrieren (lI-2: T=65°C, t=3 h; IlI-3: T=90°C, t =3 h); A: lll-2
(GFsmPEG™); B: -3 (G2FsmPEGYX) (T = 25°C, ¢ = 2 x 10°° M, cUY/Vis = 5 x 10°® M); C: Auftragung des relativen
Aggregationsgrades von 1lI-2 (grau) und IlI-3 (blau) der UV/Vis (i)- und CD (ii)-Messungen gegen den
Volumenanteil Acetonitril.

Die Einflussnahme der Flexibilitdit auf die unmittelbare intermolekulare Monomer-Monomer-
Interaktion wurde weiter in Zweikomponenten-Systemen erprobt. MEIJER ef. al. haben bereits
vermehrt das Polymerisationsverhalten unterschiedlicher mono- und ditopischer Porphyrin-
Derivate in Anwesenheit axialer Liganden untersucht.[129135] Unter anderem konnte fiir ein
ditopisches Zn(II)-Porphyrin-Derivat der bimodale Abbau eindimensionaler H-Aggregate in
Methylcyclohexan gezeigt werden. Die Depolymerisation wird durch die Assoziation von Pyridin

an das supramolekulare Kettenende initiiert und verlauft iiber zunachst
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wasserstoffbriickengebundene Dipyridin-Dimere hin zu Dipyridin-Monomer-Komplexen.[2]
Innerhalb dieses kooperativ verlaufenden Depolymerisationsmechanismus spielt die Konkurrenz
zwischen der Ausbildung von Wasserstoffbriicken und Metall-Ligand-Assoziation eine
entscheidende Rolle. Dieses Prinzip der Depolymerisation im Zwei-Komponenten-System wurde
auf die Monomere III-2 und III-3 {ibertragen, um tiiber den Verlauf der Pyridin-vermittelten
Depolymerisation Riickschliisse auf die Organisation der Supramolekiile ziehen zu konnen. Erneut
wurden beide Monomere vor der Titration thermisch equilibriert (III-2: T = 65°C; III-3: T = 90°C).

1,0
A I” ......... ° ov/v% B 800 - ov/v% 1v/v%
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Abbildung 3.24: UV/Vis (A)- und CD (B)-Spektren von llI-2 (GFsmPEG¥) als Funktion des prozentualen
Volumenanteils (v/v%) Pyridin nach Equilibrieren (T=65°C, t=3h) (T=25°C, ¢®®=2x105Mm, cW\s=
5x10°%Mm); C: Schematische Darstellung der im Laufe der Pyridin-Titration gebildeten Zustinde:
Supramolekulares Polymer (1), Dipyridin-Dimer-Komplex (l1), Dipyridin-Monomer-Komplex (ll1).

Mit der Zugabe von Pyridin beginnt ein isosbestischer, bathochromer Ubergang (Aisos = 414 nm) mit
einem vorldaufigen Maximum der SORET-Bande bei Amax'=422 nm fiir einen Volumenanteil von
12 v/v% Pyridin (Abbildung 3.24 A). Der entsprechende negative COTTON-Effekt (Abbildung 3.24 B)
unterliegt einer bathochromen Verschiebung unter starker Intensititsabnahme (A(-) =404 nm,
Ae=-861 L mol! cm? — A(-) =430 nm, Ae =-184 L mol! cm?), deutet aber weiterhin cofaciales
Arrangement der Monomere an. Die Beobachtungen lassen sich Wasserstoffbriicken-gebundenen
Dipyridin-Dimeren zuordnen, fiir welche ein schwaches CD-Signal zu erwarten ist (Abbildung 3.24
C, II). Im weiteren Verlauf der Titration erfolgt ein weiterer isosbestischer Ubergang (Aisos =427 nm)
hin zu einer rotverschobenen SORET-Bande bei Amad=434nm (29 v/v% Pyridin). Der hohe
Volumenanteil bedingt ein CD-inaktives Spektrum im Bereich der SORET-Absorption und deutet auf
freie Dipyridin-Monomer-Spezies hin (Abbildung 3.24 C, III). Die Notwendigkeit des grofien
Uberschusses fiir die Ausbildung von Zustand III lasst sich aus zweierlei Hinsicht erklaren: Zum
einen ist der durch Wasserstoffbriicken stabilisierte Dimer-Komplex vergleichsweise robust und

wird erst durch die signifikante Anderung der Polaritdt des Mediums bei hohen Volumenanteilen
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von Pyridin aufgebrochen, wodurch Pyridin selbst als Wasserstoffbriickenakzeptor agieren kann.
Zum anderen binden sekundaére axiale Liganden bedeutend schlechter und erst bei einem bedeutend

hoheren molaren Uberschuss an Pyridin.[232269-271]

Analog zur Messreihe in Acetonitril zeigt III-3 auch gegeniiber Pyridin ein abweichendes
Depolymerisationsverhalten. Der Ubergang der SORET-Bande folgt einem nicht-isosbestischem
Verlauf mit vorldufigem Maximum bei einen Pyridinanteil von 3 v/v% (Zustand II: Amax = 429 nm)
und ldsst neben dem Dipyridin-Monomer-Signals (Amax!' =434 nm) keine Zuordnung weiterer
spektroskopisch diskreter Zustinde zu (Abbildung 3.25 A). Das Aggregationsgleichgewicht
zwischen Polymer und Monomer verhalt sich deutlich empfindlicher gegeniiber Pyridin und weist
auf eine weniger bestindige intermolekulare Nahordnung unabhdngig von der Polaritit des
umgebenden Mediums hin. Das SORET-Signal fiir Zustand II zeigt sich verbreitert und geht mit
einem schwachen CD-Signal einher und entspricht dem Grundzustand (0) von III-3 bei
Raumtemperatur (vgl. Abbildung 3.12 D, blau), der lediglich mit marginaler Dimerisierung
einhergeht. Der Ubergang von aggregiertem zu frei geldstem III-3 scheint demnach weitestgehend
iiber verschiedene Monomer-Komplexe abzulaufen (Abbildung 3.25 C). Das Ubergehen der
Dipyridin-Dimer-Anordnung fiir III-3 wirft Fragen zur Zuganglichkeit der Metallzentrums auf und
bekréftigt die Hypothese intramolekularer Wechselwirkungen der Seitenarme auf Grundlage

erhohter Flexibilitdt, die eine cofaciale Anordnung der Monomere erschwert (vgl. 3.3.1).
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Abbildung 3.25: UV/Vis (A)- und CD (B)-Spektren von HI-3 (G2FsmPEG) als Funktion des prozentualen
Volumenanteils (v/v%) Pyridin nach Equilibrieren (T=90°C, t=3h) (T=25°C, ¢®®=2x10°M™m, cW\s=
5x10°6Mm); C: Schematische Darstellung der im Laufe der Pyridin-Titration gebildeten Zustinde:
Supramolekulares Polymer (1), Pyridin-Monomer-Komplex (I1), Dipyridin-Monomer-Komplex (ll1).

Abbildung 3.26 stellt zusammenfassend die Bildung der einzelnen Monomer-Pyridin-Komplexe im

Titrationsverlauf iiber die Auftragung der Signalintensitdt der Absorptionsmaxima der diskreten
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Zustande (III-2: Amax" = 422 nm, Amax'"" = 434 nm; I1I-3: Amax" = 434 nm) gegen den Zusatz an Pyridin

in v/v% dar.
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Abbildung 3.26: Auftragung der optischen Dichte (O.D.) der spektroskopischen Zustinde Amax" =422 nm
(M-2), Amax"=434nm (I-2) und Amax""=434nm (lI-3) gegen den Volumenanteil (v/v%) Pyridin
(c=5x10%m).

3.2.6 Kinetische Untersuchung der Selbstassemblierung von lli-3 und IlI-5

In den durchgefiihrten Untersuchungen zu Aufbau und Stabilitit der Monomere wurde deutlich,
dass die Erweiterung der Peptidsequenz um eine zusitzliche Glycin-Einheit mit komplexem
Assemblierungsverhalten einhergeht. Die Aggregation der GzFs-Derivate III-3 und III-5 kann dabei
iiber deren thermoresponsives Verhalten unter kinetischer Kontrolle initiiert werden. Die dabei
bestimmten Ts-Werte sind eine Konsequenz der Lange der solubilisierenden Einheit. Um den
Zusammenhang zwischen Thermoresponsivitdt und Assemblierungskinetik weiter zu beleuchten,
wurden kinetische Messungen der Monomer III-3 und III-5 durchgefiihrt. Da die Zustdande I und II
keine diskreten Einzelabsorptionssignale liefern, wurde auf das CD-Signal der {3-Faltblatt-artigen
Sekundarstruktur (Amax=210nm) zuriickgegriffen. Bei einer konstanten Konzentration
(c=2x10°M) wurden fiir jede untersuchte Temperatur jeweils drei konsekutive Messungen
durchgefithrt. Die Messdaten wurden normiert und der relative Aggregationsgrad gegen die
Temperatur aufgetragen. Zusétzlich wurden die Daten einem Fit unterzogen.

Mit Zunahme der Temperatur ldsst sich eine Beschleunigung der Selbstassemblierung beobachten
(Abbildung 3.27 A.i, A.i). Bei T=45°C belduft sich die Zeit zum Erreichen eines
Polymerisationsgrades von 50% fiir III-3 auf t12(45°C) = 34,0 min und verringert sich bis T = 70°C auf
t12(70°C) = 1,8 min. Die ti2-Werte verringern sich mit steigender Temperatur und deuten auf eine
ausgesprochene Sensitivitdt des Polymerisationsprozesses gegeniiber Temperaturanderungen hin.
III-5 verhidlt sich in einem hoheren Temperaturbereich analog und ti2 verkiirzen sich von
t112(60°C) = 32,0 min auf t12(80°C) = 2,0 min (Abbildung 3.27 B.i, A.ii). Der Zusammenhang zwischen
Temperatur und der Geschwindigkeit des Aggregationsprozesses ldsst sich iiber einen Arrhenius-
Fit darstellen.

Die Arrhenius-Gleichung beschreibt in erster Linie den Zusammenhang zwischen der

Geschwindigkeitskonstante k einer Reaktion und der Temperatur (T).[?2?%1 Unter Annahme eines
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positiven Vorzeichens des Exponenten kann die ARRHENIUS-Gleichung naherungsweise auch zur
Beschreibung der Abhéngigkeit von Halbwertszeit t12 und Temperatur genutzt werden (Gleichung
3.1).

Ep

ty=A'-eRrT (3.1)
Der pra-exponentielle Faktor A besitzt dabei die Dimension Zeit (f) und geht fiir T — 0 gegen
unendlich. Die logarithmische Auftragung experimentell ermittelter ti2-Werte gegen die inverse
Temperatur in Kelvin (K1) ldsst bei Vorhandensein einer ARRHENIUS-artiger Prozesse einen linearen
Fit zu. Abbildung 3.27 zeigt die Datenauftragung mit entsprechendem ARRHENIUS-Fit fiir die
Aggregation von III-3 (A.iii) und III-5 (B.iii). Dabei signalisiert der lineare Fit der Daten fiir beide
Monomere eine Temperaturabhédngigkeit entsprechend der ARRHENIUS-Gleichung.
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Abbildung 3.27: i: Zeitlich aufgeloste Messungen des CD-Signals bei A =210 nm bei unterschiedlichen
Temperaturen (c=2x10°m); ii: Normierte Fit-Kurven der aufgenommenen CD-Daten aus (i); iii:
Logarithmische Auftragung von ti2 gegen die inverse Temperatur in K (A: HI-3 (G2FsmPEG™), B: IlI-5
(G2FsmPEG%)).

Dabei zeigt sich, dass eine kritische Temperatur vorliegt, unterhalb derer die entsprechenden ti2-
Werte keinen linearen Fit zulassen (Tkrit(I11-3) = 45°C; Tiit(III-5) = 60°C). Der Validierungsparameter
R? liegt jeweils bei R¥(I11-3) = 0,98 und R%(III-5) = 0,88 und bekriftigen in beiden Fallen die Giiltigkeit
des ARRHENIUS-Fits.[?”4) Anhand der Fit-Parameter kann ein Wert fiir die Aktivierungsenergie Ea
ermittelt werden, der die Gesamtheit des betrachteten Aggregationsprozesses beschreibt. Fiir beide
Monomere liegt diese bei Ea(III-3) = 45,6 k] mol! und Ea(III-5) = 56,6 k] mol" und bestatigt damit die

hohere Energiebarriere fiir die supramolekulare Polymerisation von III-5.

Neben der Temperatur ist die Konzentrationsabhéngigkeit der Polymerisationskinetik ein wichtiger
Faktor zur Charakterisierung des Aggregationsverhaltens. Die Gruppe um KNOWLES konnte
aufzeigen, dass sich tiiber die Steigung (Skalierungsfaktor v) des linearen Fits einer

doppellogarithmischen Auftragung von ti2 gegen die Konzentration c¢ Riickschliisse auf den
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Polymerisationsmechanismus ziehen lassen.”””! In Anlehnung daran wurden Messungen im
Konzentrationsbereich zwischen 2,5 uM und 40 uM oberhalb Tiwit durchgefithrt (III-3: T > 50°C;
III-5: T >60°C). Die erhaltenen Messdaten wurden normiert (i) und die aus den Fitkurven (ii)
erhaltenen fi2-Werte in einem doppellogarithmischen Plot (iii) gegen die Konzentration aufgetragen.
Abbildung 3.26 stellt die beschriebenen Messergebnisse (i) mitsamt Fitkurven (ii) und Auftragung
der ti2-Werte (iii) fiir die Monomere III-3 (T = 60°C) (A) und III-5 (T =70°C) (B) dar. Entgegen den
Erwartungen fiihrt die Anderung der Konzentration zu keiner wesentlichen Verdnderung der
Assemblierungsgeschwindigkeit und die Halbwertszeiten liegen innerhalb der jeweiligen
Messreihen allesamt um einen Mittelwert von f12(III-3) = 2,8 min und #12(III-5) = 3,9 min. Insgesamt
liefern beide Messreihen Skalierungsfaktoren nahe Null (y(I1I-3) = 0,10; y(III-5) = - 0,09).
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Abbildung 3.28: i: Zeitlich aufgeloste Messungen des CD-Signals bei A =210 nm bei unterschiedlichen
Konzentrationen in H20 (A: T = 60°C, B: T = 70°C); ii: Normierte Fit-Kurven der aufgenommenen CD-Daten aus
(i); iii: Doppel-Logarithmische Auftragung von ti> gegen die Konzentration (A: IlI-3 (G2FsmPEG), B: Ill-5
(G2FsmPEG%)).

Zur Uberpriifung der Befunde wurden zusitzliche Messungen bei unterschiedlichen Temperaturen
durchgefiihrt (siehe Anhang A: Abbildung A3.13 und A3.14), welche jedoch keine Abweichenden
Ergebnisse lieferten. Kooperatives Assemblierungsverhalten gemaf$ eines klassischen Nukleations-
Elongations-Mechanismus wiirde einen negativen Skalierungsfaktor erwarten lassen, der den
Anstieg der Polymerisationsgeschwindigkeit mit steigender Konzentration umschreibt. Eine
entgegengesetzte Korrelationen zwischen #i2 und ¢ kann indikativ fiir komplexes, kompetitives
Assemblierungsverhalten mit moglichen on- und off-pathway Produkten sein, wie etwa von OGI et. al.
Zink(Il) Porphyrin-Derivaten mit symmetrischem Substitutionsmuster gezeigt werden konnte.[24
Demnach ist fiir III-3 und III-5 eine dhnliche Annahme zuldssig. Jedoch bedarf es gegebenenfalls
zusatzlicher Methoden, um die Konzentrationsabhingigkeit weiter zu untersuchen, da rein
spektroskopische Messungen beziiglich des Konzentrationsbereichs limitiert sind und niedrigere
wie auch hohere Konzentrationen zu ungiinstigen Signal-zu-Rausch-Verhéltnissen fiithren, welche

nicht weiter durch Variation der Kiivettengrofse ausgeglichen werden kénnen.
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3.2.7 Simulations-basierte Untersuchung des strukturabhangigen
Assemblierungsverhaltens

Die bisher verfiigbaren experimentellen Daten bieten eine nur begrenzte Erkldrung fiir das in
Abhéngigkeit der Peptidsequenzen zu beobachtende Phidnomen spontaner Elongation gegeniiber
kinetisch gehemmter Selbstassemblierung bei Raumtemperatur. Theoretische Computer-
simulationen gewinnen in den letzten Jahren vermehrt an Bedeutung fiir die Vorhersage von
Eigenschaften und Strukturen supramolekularer Systeme und ermoglichen so ein tieferes
Verstandnis von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen, welches das rationale Design selbst-
assemblierender Materialien erleichtert. Sogenannte coarse-grained Simulationen lassen sich zur
Berechnung von Organisationsvorgangen auf Grundlage starker Vereinfachung molekularer und
funktioneller Details nutzen. Coarse-grained-Modelle sehen anstelle der Beriicksichtigung einzelner
Atome die Zusammenfassung funktioneller Atomgruppen zu Kugeln vor. Entsprechende
Simulationen liefern somit abstrahierte Darstellungen molekularer Organisationsprozesse deren
Charakterisierung oftmals experimentell nur bedingt mdglich ist, und erlaubt die Betrachtung
groflerer Zeitskalen unter Beanspruchung geringer Rechenressourcen und gelten somit als

effizientere Methode verglichen mit detaillierteren Simulationsansatzen.276-27¢]

Zuvor konnte bereits in Kooperation mit der Gruppe um SPECK anhand eines coarse-grained-Modells
fiir Cs-symmetrische Gold(I)-Amphiphile die Bildung defektfreier, eindimensionaler Filamente bei
niedrigen Konzentrationen demonstriert werden. Dieses Modell basierte auf -effektiven
hydrophoben Kern-Kern-Wechselwirkungen und erméglichte die Untersuchung von Dynamiken
auf relevanten Raum- und Zeitskalen, die mit experimentellen Bedingungen vergleichbar waren.[20!
In Folge konnte das Modell durch die Integration elektrostatischer Interaktionen erweitert werden,
um die Bildung eindimensionaler Filamente durch alternierende Stapelung komplementar

geladener Monomere nachzustellen. 2!

Aufbauend darauf sollte ein theoretisches coarse-grained-Modell fiir die Untersuchung des
Polymerisationsverhaltens der Ci-symmetrischen Porphyrin-basierten Peptidamphiphile auf
Grundlage der experimentellen Daten zum Einsatz kommen. Ziel war es, weitere Einblicke in die
Selbstassemblierung von III-2 und III-3 in Abhédngigkeit derer struktureller Unterschiede zu
gewinnen. Abbildung 3.29 zeigt die chemische Struktur des Porphyrin-Peptidamphiphils ITI-2 (A)
sowie den Aufbau des zu diesem Zweck von _ entwickelten korrespondierenden
Kugel-Modells (B).
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hydrophil

S hydrophob 9

Abbildung 3.29: A: Chemische Struktur eines ungeladenen Porphyrin-Peptidamphiphils gemaR I1l1I-2; B:
Coarse-grained-Simulations-Modell bestehend aus 9 hydrophoben (rot) und 4 hydrophilen Kugeln (blau) in
einer planaren Cs-symmetrischen Anordnung (R+S: Porpyhrin+Phenyl+Triazol, T: Tri-Phenylalanin, U: mPEG).

Das Kugel-Modell umfasst insgesamt 13 Kugeln (Abbildung 3.29), dessen zentrale Kugeln einen
Verbund bilden, welcher das hydrophobe Strukturmotiv aus Porphyrin und Peptidsequenz
zusammenfasst (rot) und {iiber eine Form des LENNARD-JONES-Potenzials (Gleichung 3.2) in

Wechselwirkung treten kann.

r

Uy (r) = 4ekgT [(%)12 — (5)6] (3.2)1278279)

Neben der Parametern o, welcher den Abstand fiir ein Potential gleich null beschreibt und r, welcher
den tatsdchlichen Teilchenabstand widerspiegelt, reprédsentiert ¢ die Stiarke anziehender
Wechselwirkungen und kann als Parameter der potenziellen Energie des Systems (engl.: potential
energy well) in Kombination mit der thermischen Energie kBT (ksz=BOLZMANN-Konstante,
T = Temperatur) aufgefasst werden.[?””! Die Kerngeometrie des Modells wurde planare und rigide
gehalten, da die ermittelten Durchmesser der iiber TEM beobachteten Nanostrukturen eine
gestreckte Konformation nahelegen. Die terminalen Kugeln repréasentieren die endstiandigen PEG-
Gruppen und interagieren lediglich {iber ein repulsives gemafs des einer Variante des LENNARD-
JONES-Potenzials.l23208] Den Beginn aller Simulationen bildet der Zustand ungeordneter freier
Monomere unter experimentellen Konzentrations-Bedingungen. Weitere Details beziiglich Modell-

und Simulations-Parameter sind in Kapitel 8.1.13 zu finden.

Fiir die initiale Evaluation des Modells wurde zundchst der Parameter der potenziellen Energie ¢
untersucht, um festzustellen, ob die Ausbildung eindimensionaler Filamente anhand des erstellten
Modells stattfinden kann. ¢ beschreibt mitunter die attraktive Kugel-Interaktion und quantifiziert
den Zugewinn an freier Energie durch den Ausschluss von Wassermolekiilen zwischen den
hydrophoben Einheiten.[205] _ konnte fiir durchgefithrten Simulationen bei
unterschiedlichen e-Werte und konstanter Monomeranzahl von Nuono = 2000 zeigen, dass fiir Werte
von €214 der vollstindige Umsatz von Monomeren stattfindet. Dabei erfolgt nach der
Dimerisierung die Ausbildung eindimensionaler Filamente statt, analog zu den experimentellen

Beobachtungen. Die auf experimenteller Seite festgestellte Verdnderung des Assemblierungs-
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3.2 Ergebnisse und Diskussion

verhaltens durch Erweiterung der Peptidsequenz um eine Glycin-Einheit (III-2 (GFs) — III-3 (GzFs))
wurde zuvor auf den Anstieg konformationeller Freiheit der peripheren Seitenarme zuriickgefiihrt.
Um diesen Einfluss der Flexibilitat durch Glycin nachzuahmen, wurde die Verbindung von T und
U (Abbbildung 3.29 B) iiber ein harmonisches Winkelpotenzial mit der Kraftkonstanten k (engl.:
harmonic spring constant) erweitert, was dem Modell fiir niedrige Werte von k Beweglichkeit verleiht.
Anhand der Anpassung der entsprechenden Konstanten k konnen somit sowohl flexible als auch
starre Monomere-Eigenschaften simuliert und der jeweilige Einfluss auf die Selbstorganisation des
Monomer-Modells untersucht werden. Die zugehorigen Simulationen wurden fiir Werte von k = 10,
20, 30 und 60 bei einem konstanten Wert der potenziellen Energie von ¢ = 5 fiir eine Monomeranzahl
von Numono = 1000 durchgefiihrt, um das Modell mit zunehmender Rigiditat zu betrachten. Die finalen
Momentaufnahmen der jeweiligen Simulationstrajektorien fiir unterschiedliche Kraftkonstanten
sind in Abbildung 3.30 dargestellt.
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Abbildung 3.30: Momentaufnahmen zu spaten Zeitpunkten der coarse-grained-Simulationen Cs-
symmetrischer Kugel-Modelle in Abhangigkeit verschiedener Werte der Kraftkonstanten k (k= 10,60; € = 5;
Nwmono = 1000)

Dabei ist erkennbar, dass mit zunehmender Rigiditdt des Monomer-Modells (k > 10) die Ausbildung
kurzer filamentartiger Strukturen beobachtet werden kann. Simulationen niedrigerer
Kraftkonstanten von k = 10, représentativ fiir ein hohes Maf§ an Flexibilitdt, zeigen trotz des hohen
Wertes fiir ¢ = 5,0 eine préferierte Organisation zu Dimeren auf, welche erst verzogert zugunsten
einer zunehmenden Massefraktion im Simulations-Zeitrahmen umgesetzt werden (Abbildung 3.31
B).

>
o)

C

51,00f 10 o 2000/ 15
X 12 12 1,2
400 [

© | - 12 —— 14 2 1500F < 14
“60,75 — 16 e — 16 £ —— 16
» o 18 g —— 18 s —— 18
©0,50F . a . 2, S 1000F -
g 2,0 ; 2500k 2,0 p 20
= 0,25 = 500
>
& 0,00 1 1 I 1 0 1 I 0] = I 1 1

10t 10! 103 10° 10t 10t 103 10° 10t 10! 103 10°

Simulations-Zeitskala Simulations-Zeitskala Simulations-Zeitskala

Abbildung 3.31: Auftragung der A: Polymer Massefraktion, B: Anzahl an Dimeren (Npimere) und C: Anzahl freier
Monomere (NFreie Monomere) gegen die betrachtete Simulations-Zeitskala in Abhadngigkeit verschiedener Werte
der Kraftkonstanten k (k = 10, 20, 30, 60; € = 5; Nmono = 1000).

Tatsdchlich bildet diese Beobachtung entfernt Aspekte des Assemblierungsverhaltens von III-3

(GzFs) gegentiber I1I-2 (GFs) ab, welches bei Raumtemperatur vorzugsweise Dimere ausbildet und
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dessen Elongation verglichen mit III-2 kinetisch gehemmt ist. Damit stiitzt das coarse-grained-Modell
die Annahme der Relevanz von Flexibilitdt peripherer Substituenten bei der Selbstassemblierung
von Porphyrin-Peptidamphiphilen und bietet einen guten Ausgangspunkt, um beispielsweise den

mechanistischen Verlauf des supramolekularen Polymerisationsprozesses néher zu beleuchten
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3.3 Fazit

Kapitel 3 befasst sich mit der Entwicklung, der Synthese und der Charakterisierung einer Reihe
Porphyrin-basierter Peptidamphiphile, deren supramolekulare Polymerisation in eindimensionale
Nanostrukturen hinsichtlich Kinetik und Stabilitdit auf Grundlage struktureller Unterschiede

untersucht wurde.

Uber eine konvergente Synthesestrategie konnte dafiir eine molekulare Bibliothek an Porphyrin-
Monomeren (III-1 bis ITI-5) synthetisiert werden, welche sich allesamt das strukturgebende
Triphenylalanin (Fs)-Peptidmotiv teilen, sich jedoch hinsichtlich der Glycin-Briicke zwischen
Chromophor und Peripherie sowie der Lange endstindiger Methoxy-Polyethylenglycol-Ketten
unterscheiden. Hierfiir wurden die iiber SPPS synthetisierten Oligopeptide zundchst um mPEG-
Segmente erweitert und die entsprechenden Azid-funktionalisierten linearen Peptidamphiphile
iiber Kupfer(I)-katalysierter Azid-Alkin-Cycloaddition an das im Vorfeld metallierten Porphyrin-
Templat I1I-14 (ZnTEPP) konjugiert. Die Analyse mittels MALDI-Tof-MS, RP-HPLC wie auch 'H-
NMR-Spektroskopie bestédtigte in allen der durchgefiihrten Ansédtze die Effizienz der Umsetzung.
Gemeinsam mit der stets gleichen Aufarbeitung mittels Grofienausschlusschromatographie konnte
ein zuverlassiges und universell anwendbares Syntheseprotokoll zur Darstellung Cs-symmetrischer

Porphyrin-Peptidamphiphile entwickelt werden.

Erste Betrachtungen der Assemblierung in Wasser zeigten fiir die wasserldslichen Monomere I1I-2
(GFsmPEG'¥) und III-4 (GFsmPEG?) bei Raumtemperatur die Ausbildung eindimensionaler H-
Aggregate mit einer intermolekularen (-Faltblatt-artigen Nahordnung des Peptidriickgrats an.
Demgegentiber standen III-3 (G2FsmPEG'¥) und III-5 (G2FsmPEG?), fiir welche das strukturgebende
Fs-Motiv iiber eine flexiblere Diglycin-Sequenz mit der zentralen Porphyrin-Einheit verbunden
wurde und unter denselben Bedienungen zundchst keine signifikanten Anzeichen stattfindender
Strukturformation beobachten liefen. Erst unter kinetischer Kontrolle in Form von
Temperaturerhdhung konnte fiir letztere die eindimensionale Aggregation induziert werden,
wodurch in  Abhédngigkeit der Peptidsequenz  bemerkenswerte Unterschiede im
Assemblierungsverhalten und der resultierenden Morphologie mittels CD-, UV/Vis und TEM
beobachtet werden konnten. So zeigte sich fiir die Gz2Fs-Derivate III-3 und III-5 der schrittweise,
temperaturabhédngige Aufbau supramolekularer Polymere hohen Molekulargewichts und geringer
Dispersitaten, welche letztlich eine Transformation zu doppelstrangigen Nanobiindeln durchlaufen.
Die Elongationstemperatur konnte dabei anhand temperaturabhdngiger CD-Messungen bestimmt
werden und lag fiir ITI-3 bei T = 51,2°C und fiir III-5 bei T = 63,1°C. In diesem Zusammenhang zeigte
sich, dass der Einfluss der terminalen mPEG-Ketten auf den Assemblierungsvorgang eine
untergeordnete Rolle zu spielt scheint, jedoch in Bezug auf die spezifische Temperaturabhédngigkeit
die Einstellung der Thermoresponsivitit durch Anpassung der Kettenldnge zuldsst. Neben
entropischer Effekte aufgrund der sequenziellen Desolvatation von Molekiilsegmenten, was bereits
vermehrt im Zusammenhang mit Ethylenglycol-basierten Systemen diskutiert wurde, liefsen
vergleichende Messreihen, die sich mit der Stabilitdt der wasserstoffverbriickten Nanostrukturen
gegeniiber organischer Zusitze befassten, die Hypothese aufkommen, dass vielmehr die

Beweglichkeit der Seitenarme hauptverantwortlich fiir den Verlauf des Aggregationsprozesses sei.
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Es ist gelungen ein coarse-grained-Modell der Ci-symmetrischen Grundstruktur zu entwickeln, das
in der Lage ist, die experimentell beobachtete Ausbildung eindimensionaler supramolekularer
Polymere nachzuahmen. Im Hinblick auf die Evaluation des Diglycin-Segments und des damit
verbundenen Einflusses von Flexibilitdit auf den Assemblierungsprozess konnte durch die
Einfiihrung und die systematische Variation eines harmonischen Winkelpotentials k der
Zusammenhang zwischen zunehmender Beweglichkeit des Systems und der Ausbildung linearer
Filamente {iiberpriift werden. Die Simulationen legten die préferierte Ausbildung dimerer Nuklei
mit verzogerter Elongation fiir hohe Flexibilitdts-Parameter (k = 10) nahe, wodurch sich durch das
Modell Aspekte des fiir III-3 (GoFs) beobachteten Phanomens kinetisch gehemmter

Selbstassemblierung mit bevorzugter Dimerisierung bei Raumtemperatur abbilden liefs.

Anhand der Investigation des komplexen Assemblierungsverhaltens der Monomere III-2 bis III-5
mit Unterstiitzung des Simulations-basierten Ansatzes konnte ein vielversprechender
Ausgangspunkt fiir weitere Untersuchung von Struktur-Eigenschafts-Beziehungen Porphyrin-
basierter Peptidamphiphile geschaffen werden, der auf lange Sicht von Bedeutung fiir die weitere

Entwicklung programmierbarer funktioneller Systeme sein konnte.
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Kapitel 4 - Selbstassemblierung Stimuli-responsiver Porphyrin-Peptidamphiphile

4.1 Motivation und Konzept

Zuvor konnte die supramolekulare Polymerisation der wasserloslichen Porphyrin-
Peptidamphiphile III-2 bis III-5 in formanisotrope Nanostrukturen unter kinetischer Kontrolle
nachgewiesen werden, wobei sich Assemblierungsverhalten und Morphologie unmittelbar durch
marginale strukturelle Anpassungen der Peptidsequenz steuern lielen. Eine der geldufigsten
Strategien zur kontrollierten Darstellung Peptid-basierter Nanomaterialien zielt neben der
Anpassung struktureller Information auf das Ausnutzen responsiver Eigenschaften funktioneller
Gruppen bestimmter Aminosaureseitenketten gegeniiber der chemischen Umgebung ab. Die
Ausstattung von Peptidsequenzen mit geladenen Aminosduren ermdglicht beispielsweise die pH-
abhéngige Modulation attraktiver und repulsiver Krdfte zur prazisen Steuerung der
Strukturformation, was mitunter die zielgerichtete Einstellung von Materialeigenschaften in
Aussicht stellt. Solche Strategien bieten den Vorteil, responsive Systeme hervorbringen zu kénnen,
welche nicht zwangslaufig spontan, sondern auf kontrollierte Weise durch externe Stimuli fernab
des thermodynamischen Gleichgewichts gesteuert werden konnten. Die Gruppe um STUPP leistete
Pionierarbeit auf diesem Gebiet und zeigte fiir eine Vielzahl strukturell verwandter wasserldslicher
Peptidamphiphile den kontrollierten Aufbau zylindrischer Nanostdbe auf Basis [3-Faltblatt-
induzierender Peptidsequenzen, wobei sich die entstehenden Architekturen mitunter von der
Auspragung pH-abhangiger, repulsiver Wechselwirkungen der terminalen geladenen Kopfgruppen
ableiteten (siehe Kapitel 1.4). Innerhalb der eigenen Gruppe konnten SPITZER et. al. das Prinzip pH-
kontrollierter Strukturformation auf Cs-symmetrische BTA-Template {ibertragen, was iiber die
Diffusion von Protonen an einer Fest-Fliissig-Grenzfliche die pH-abhidngige Aggregation in

eindimensionale Nanostdbchen entlang eines pH-Gradienten ermoglichte.[280]

Abbildung 4.1: A: Chemische Struktur des darzustellenden Porphyrin-Monomers IV-1 im ungeladenen (oben)
und geladenen (unten) Zustand. B: Schematische Darstellung der ladungskontrollierten supramolekularen
Polymerisation.
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Das folgende Kapitel soll sich einer strukturellen Variante des in Kapitel 3 vorgestellten Monomers
III-2 (GFsmPEG'¥) widmen. Mit dem Vorsatz der Entwicklung eines pH-responsiven Porphyrin-
Peptidamphiphils soll anstelle der mittlerer Phenylalanin-Einheit Glutaminsdure als pH-Schalter in
das Peptidriickgrat (GFEFmPEG) integriert werden.

Hierfiir soll zundchst mit der Synthese eines ladungstragenden Monomers das
Praparationsprotokoll aus Kapitel 3 auf seine universelle Anwendbarkeit iiberpriift werden.
Folgend gilt es, das Assemblierungsverhalten von IV-1 beziiglich der Ansprechbarkeit auf
Veranderungen der unmittelbaren Umgebung zu untersuchen. Um der Frage moglicher dualer
Stimuli-Responsivitat nachzugehen, soll der Fokus neben der Validierung der pH-abhéngigen
Strukturformation auch auf dem zuvor beobachteten Temperatureffekt als steuernden Parameter

zum Aufbau eindimensionaler Nanostrukturen liegen.
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4.2 Ergebnisse und Diskussion

Nach den Ausfithrungen zu ungeladenen Porphyrin-Peptidamphiphilen beschreibt Kapitel 4 die
Synthese und Charakterisierung eines ladungstragenden Derivats des zuvor vorgestellten
Monomers III-2 sowie dessen Stimuli-responsive Selbstassemblierung im Kontext schaltbarer

supramolekularer Materialien.
4.2.1 Synthese des pH-responsiven Monomers IV-1

Die Synthesestrategie folgte dem in Kapitel 3 diskutierten Protokoll zum Aufbau wasserldslicher
Porphyrin-Peptidamphiphile und erfolgte innerhalb drei Stufen ausgehend vom Tetrapeptid
NsFE('‘Bu)FOH (IV-2). Dieses wurde, wie fiir die zuvor beschriebenen Oligopeptide, via SPPS unter
Standardbedingungen nach einem Fmoc-Protokoll mit einer N-terminalen Azid-funktionalisierten
endstandigen Glycin-Einheit hergestellt (vergleiche Kapitel 3.2.1). Nach dem sukzessiven Aufbau an
der festen Phase wurde die Peptidsequenz unter mild-aziden Bedingungen mit einer Mischung aus
Trifluorethanol (TFE) in DMF (50 v/v%) vom Trédgerharz gelost. Die Verwendung von TFE ist dabei
essenziell, da die relativ geringe Aziditdt die Abspaltung vom Harz unter Erhalt der tert-Butyl (tBu)-
Schutzgruppe der Glutaminsaure-Seitenkette erlaubt. So war es nach Fallen des Rohproduktes aus
Ether und anschliefendem Lyophilisieren aus Wasser und Acetonitril (1:1) moglich, IV-2 in 87%-

iger Ausbeute zu erhalten.
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Abbildung 4.2: Syntheseroute zur Darstellung des meso-substituierten Porphyrin-Peptidamphiphils IV-1. i:
IV-2 (1,0 Aq.), lI-8b (1,3 Aq.), PyBOP (1,5 Aq.), HOBt (1,5 Aq.), DIPEA (1,5 Aqg.), DMF, 0°C — 25°C, 18 h; ii:
IV-3 (1,0 Ag.), TFA, DCM, 25°C, 2 x 1 h; iii: 1I-14 (1,0 Aq.), IV-4 (5,5 Aqg.), CuSO4x 5 H20 (1,0 Ag.), TBTA
(0,8 Aqg.), Natriumascorbat (2,3 Aqg.), DMSO, 40°C, 24 h.
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Fir die terminale mPEG-Einheit hat sich ein mittleres Molekulargewicht von
Muw(mPEG) =1000 g mol! als ideal fiir eine ausreichende Wasserloslichkeit der ungeladenen
Monomere III-2 und III-3 erwiesen. Ausgehend davon wurde derselbe Baustein an das Tetrapeptid
in einer PyBOP-vermittelten Amidierung angebracht. Nach Grofienausschlusschromatographie
(Sephadex™ LH-20, MeOH) gefolgt von weiterer Aufreinigung via praparativer RP-HPLC konnte
das Peptidamphiphil IV-3 mit einer Ausbeute von 61% isoliert werde. Es folgte die Deblockierung
der Glutaminsdure-Seitenkette. Dieser Schritt wurde vor der Anbindung der Seitenarme an den
Porphyrin-Kern durchgefiihrt, da die saure Aufarbeitung eines ‘Bu-geschiitzten Monomers
aufgrund der Labilitdt von Zink(II)Porphyrin-Derivaten gegeniiber Sauren mit der Demetallierung
des heterozyklischen Templats einhergehen wiirde. Entsprechend wurde IV-3 in einer Mischung
aus Trifluoresseigsaure (TFA) in DCM (50 v/v%) umgesetzt, woraufthin IV-4 nach zweimaligem
Fallen aus Ether in 93%-iger Ausbeute erhalten werden konnte. Der letzte Schritt umfasste die
Konjugation von IV-4 an III-14 (ZnTEPP) via CuAAC unter Anwendung des zuvor beschriebenen
Sytheseprotokolls (vergleiche Kapitel 3.2.1). Die Uberpriifung des Reaktionsfortschritts erfolgte nach
24 Stunden mittels MALDI-ToF MS-Spektrometrie. Die Reaktionskontrolle zeigt dabei
weitestgehend vollstindigen Umsatz anhand der Massenverteilung mit dem Peak-Zentrum fiir das
positiv-geladene Natrium-Addukt bei m/z=6994,5 (Berechnet fiir [M+Na]*: m/z=6994,5), ohne
signifikant ausgepragte Signale fiir untersubstituierte Konjugationsprodukte (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: MALDI-MS Spektrum der Reaktionskontrolle zu Darstellung von IV-1, aufgenommen im
Bereich zwischen 2500 — 9000 m/z (Matrix: DHB+KTFA, linearer Modus).

Die Aufarbeitung sah die Isolation der Zielverbindung iiber Groflenausschlusschromatographie
(BioBeads™, S-X1, DMF) vor. Dadurch konnte nicht-umgesetztes Peptidamphiphil sowie
Nebenprodukte der CuAAC erfolgreich abgetrennt und IV-1 mit einer Ausbeute von 43% erhalten
werden. Uber analytische RP-HPLC wurde die Reinheit des Produkts bestitigt (Abbildung 4.4).
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Abbildung 4.4: Analytisches RP-HPLC Chromatogramm des Monomers IV-1 nach GroRenausschluss-
chromatographie (siehe 8.1.4, Methode A: Flussrate: 1,0 mL min™, T=25°C, A =430 nm).
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Die finale Charakterisierung des Monomers erfolgte tiber '"H-NMR-Spektroskopie. Neben der
Ubereinstimmung der Integrale mit der erwarteten Protonenanzahl attestieren einzelne
charakteristische Signale die vollstindige Funktionalisierung des Monomers. Zu diesen zdhlen unter
anderem das Protonen-Signal der neu entstandenen Triazol-Gruppen (Abbildung 4.5 ¢, Singulett:
0=28,63 ppm, 4 x 1H) wie auch das Signal der Methylen-Gruppen in unmittelbarer Nachbarschaft
zum Triazol, welches verglichen mit dem korrespondierenden Signal des Azid-funktionalisierten
Seitenarms IV-3 (siehe 8.4.3) tieffeldverschoben erscheint (Abbildung 4.5 i, Multiplett:
0=5,35-5,13 ppm, 4 x 2H).
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Abbildung 4.5: *H-NMR-Spektrum des Monomers IV-1 (DMSO-ds, T = 23°C).

4.2.2 Selbstassemblierung von IV-1 in Abhangigkeit von Temperatur und
pH

In Anlehnung an die Untersuchungen zu den ungeladenen Vorlaufern III-2 & III-3 galt es, das
Assemblierungsverhalten und die Responsivitat von IV-1 auf externe Stimuli zu untersuchen.
Neben der Temperaturabhingigkeit riickt dabei nach Einfithren von Glutaminsdure ins

Peptidriickgrat die Aggregationskontrolle {iber pH-Anderungen in den Fokus.

Nach Uberpriifen der temperaturabhingigen Loslichkeit, was keine Anzeichen auftretenden LCST-
Verhaltens ergab (siehe Anhang A: Abbildung A4.2), wurde zunédchst das Prinzip der kinetischen
Kontrolle fiir erste Untersuchungen der Selbstassemblierung angewandt. Um die nahezu
vollstandige Protonierung der Carbonsdure-Gruppen zu gewdahrleiste und die supramolekulare
Polymerisation im ungeladenen Zustand zu ermoglichen, wurde der pH-Wert auf pH=27

eingestellt. Es wurde in wassrigem Phosphatpuffer (engl. phosphate buffer, PB, 10 mM) gearbeitet, um
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den pH-Wert im Laufe der Messung konstant zu halten. Abbildung 4.6 fasst die Spektren der

temperaturabhédngigen CD- und UV/Vis-Messungen zusammen.

Zum Start der Messungen lassen sich anhand der spektroskopischen Signale erste Anzeichen
stattfindender Aggregation beobachten (Abbildung 4.6, B & D, blau). Das Absorptionsmaximum
liegt im Vergleich zum freien Monomer (AmaMoro=430nm) hypsochrom verschoben bei
Amax =416 nm und zeigt mit einer dazu rotverschobenen Schulter (A = 430 nm) verbliebenes freies
Monomer an. Begleitet wird dies von einem schwachen, bisignaten COTTON-Effekt mit einem
Verlauf von positiven zu negativen Intensitdaten (A(+) =417 nm, Ae =134 L mol! cm? — A(-) =
409 nm, Ae =-93 L mol! cm?).
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Abbildung 4.6: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von IV-1 (pH=2,7) in PB
(PB 10 mMm); C: Auftragung des CD-Effekts bei A=210nm gegen die Temperatur (c°=2x10°m,
VNV =5 %10 ).

Die schwache Auspragung der Signale wirft im Vergleich zur bei Raumtemperatur zu erkennenden
Selbstassemblierung von III-2 Fragen auf. Die verminderte Aggregationsbereitschaft von IV-1 im
neutralen Monomerzustand ist als direkte Konsequenz des Austauschs von Phenylalanin durch
Glutaminsdure zu verstehen, was die relative Hydrophobizitit und damit die Tendenz zur
Selbstassemblierung verringert. Diese Beobachtung unterstreicht die Sensitivitat und unmittelbare
Korrelation der Balance hydrophober und hydrophiler molekularer Eigenschaften und der
allgemeinen Fahigkeit zur Selbstassemblierung.

Die genaue Betrachtung des fernen UV-Bereichs ldsst ein positives CD-Maximum bei A =219 nm

(Ae=62 L mol! cm™) erkennen, welches dem sogenannten Pu-Zustand zugeordnet werden kann
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(Abbildung 4.6, A, blau).12821 Die Pu-Konformation geht auf die Beschreibung ungefaltete
Polypeptide zuriick, welche zur Ausbildung {3-Faltblatt-artiger Motive fahig sind. Dabei ist die Pu-
Konformation klar vom sogenannten random coil Zustand abzugrenzen, da es sich dabei um eine
linear-geordnete Ausrichtung der Peptidsegmente handelt. Tatsdchliche Faltungsmuster lassen sich
hingegen erst bei hoheren Temperaturen infolge von Monomerstapelung erkennen. So erfolgt im
Bereich T >25°C die allmédhliche Organisation der Seitenarme in [3-Faltblatt-artige Muster. Die
Auftragung von A¢ bei Amax = 210 nm gegen die Temperatur liefert auch fiir IV-1 eine sigmoidale Fit-
Kurve, deren Wendepunkt bei T =46,1°C liegt (Abbildung 4.6, A & C). Die SORET-Bande unterliegt
im Laufe der Temperierung einer hypsochromen Verschiebung gemaf} der fiir III-2 erlduterten
Relaxation in eindimensionale H-Aggregate (Amax = 404 nm) und erscheint als aufgespaltenes Signal.
Der korrespondierende COTTON-Effekt erscheint ebenfalls verzerrt (A(-)=420; Ae=
—271 L mol! cm?! — A(+) =410 nm, Ae = 1380 L mol! cm? — A(-) =403 nm, Ae =-1074 L mol! cm?)
und legt die Formation chiral-uneinheitlicher, préferiert rechtshdandiger eindimensionaler Aggregate
nahe. Analog zu III-2 zeigen die spektroskopischen Signale keine Verdanderung durch Abkiihlen der
Proben auf, was die Stabilitat der gebildeten Nanostrukturen unterstreicht (siehe Anhang A:
Abbildung A4.3).

Die spektroskopischen Ergebnisse fiir die Aggregation von IV-1 wurden mittels TEM zur
Betrachtung der ausgebildeten Morphologie validiert. Die Proben wurden nach L&sen der
Monomere in saurem Puffer (pH =2,6) equilibriert, um den Ubergang von Pra-Aggregaten zum
vermeintlich thermodynamischen Endzustand abzubilden (Abbildung 4.7, A: T=25°C, t=12 h; B:
T =75°C, t =3 h). Bei Raumtemperatur bildet IV-1 im ungeladenen Zustand rigide, eindimensionale
Strukturen mit einer durchschnittlichen Lange von Ln=39+19nm aus. Fiir den mittleren
Durchmesser konnte ein Wert von @ =8 + 1 nm ermittelt werden, der im Bereich der fiir III-2
beobachteten Werte liegt (vergleiche Abbildung 3.21). Zudem wird auch hier mit D =1,2 eine sehr
enge Langenverteilung erhalten. Erwartungsgemaf lasst sich nach Erwdrmen ein Langenzuwachs
der Nanostrukturen auf Ln=118+84 nm beobachten. Der mittlere Durchmesser kann mit
@ =7 +1nm nach Temperieren als konstant und unabhéangig von Temperatureffekten angesehen
werden. Die Nanostdbchen verbleiben zudem im einzelstrangigen Zustand und weisen keine
Anzeichen von Verdrillung auf. Die Dispersitdt ist mit D =1,5 ebenfalls breiter, kann aber noch

immer als aufiergewdhnlich eng angesehen werden.
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Abbildung 4.7: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von IV-1; A: IV-1 nach Equilibrieren bei 25°C fir
12 Stunden; B: Histogramm auf Grundlage graphischer Bildevaluation; (B.1: Langenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: IV-4 nach Temperieren fir 3 Stunden (T=75°C); D: Histogramm auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (c = 2 x 10> m, TRIS (10 mwm),
pH =2,6).

Die pH-Abhéngigkeit der Selbstassemblierung von IV-1 wurde iiber pH-Titrationen ausgehend vom
molekular geldsten, geladenen Zustand hin zu Homopolymeren der ungeladenen Monomer-Spezies
untersucht. Die Messungen fanden bei 60°C statt, was innerhalb des Temperaturoptimums der
Aggregation von IV-1 bei niedrigem pH liegt. Festgelegt wurde die Temperatur anhand des
Wendepunkts der in Abbildung 4.6 C dargestellten Fit-Kurve des temperaturabhingigen CD-Signals
(Amax =210 nm, Ts0 = 46,4°C). Unter schwach alkalischen Bedingungen (pH = 8,3) zeigen die CD- und
UV/Vis-Daten das vorwiegende Vorliegen von IV-1 als freies Monomer vor (Abbildung 4.8 D, grau:
Avono =430 nm). Dies liegt in der COULOMB-Repulsion der deprotoniert und damit geladen
vorliegenden Glutaminsédure-Reste des Peptidriickgrats begriindet, welche der eindimensionalen
Monomer-Stapelung entgegenwirkt. Die schrittweise Titration mit wassriger Salzsdure bedingt die

Protonierung der Glutaminsdure-Gruppen und fithrt zur Zunahme der Hydrophobizitat.
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Abbildung 4.8: pH-abhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von IV-1; C: Auftragung des normierten
CD-Effekts bei A = 210 nm gegen den pH-Wert (¢® = 2 x 10° M, ¢V = 5 x 10 m, T = 60°C, PB (10 mm)).

Entsprechend lésst sich spektroskopisch die graduell voranschreitende Selbstassemblierung unter
Ausbildung von H-Aggregaten mit {-Faltblatt-artig arrangierten Peptidsegmenten beobachten
(Abbildung 4.8 A, griin). Der Intensitatsanstieg erfolgt dabei ab pH < 6,5 sprunghaft. Die kolumnare
Stapelung der Monomere wird anhand der Absorption der geteilten SORET-Bande
(AmaxPH 276 = 403 nm) und des auftretenden COTTON-Effekts (A(+) =412; Ae =577 L mol! cm? > A(-)
=404 nm, Ae =-764 L mol! cm! — A(+) =395 nm, Ae =87 L mol! cm™) bestatigt. Der beobachtete
Ubergang erfolgt jedoch nicht vollig graduell. Das Exziton-Signal erreicht das Intensititsmaximum
unmittelbar nach dem scharfen Intensitatswechsel durch Ladungsneutralisation (pH =4,6). Im
weiteren Verlauf verringert sich die Intensitat und das Signal stabilisiert sich. Zudem scheint die
Ausbildung der Aggregate einem zweistufigen Prozess zu folgen, was durch das Vorhandensein
zweier isosbestischer Punkte (Aiso! =422 nm, Aiso!! =410 nm) ersichtlich wird. So durchlauft IV-1
zundchst den CD-inaktiven Dimer- bzw. Oligomerzustand, bevor die finale Relaxation hin zu
supramolekularen formanisotropen Polymeren (pH < 5,1) stattfindet. Sowohl das Absorptionssignal
bei Amax =404 nm wie auch das CD-Signal bei Amax =210 nm wurden normiert und gegen den pH-
Wert aufgetragen. Anschlieffend wurden beide Datensitze einem Fit unterzogen, um anhand der
Fit-Kurve den pH-abhéngigen Polymerisationsgrad darzustellen (Abbildung 4.8, C). Die Fit-Kurven
der UV/Vis- und CD-Messungen erscheinen nahezu identisch und zeigen dabei in beiden Fallen
einen 50%-igen Polymerisatonsgrad bei pHso = 6,0 an. Diese Beobachtung ist insofern ungewdhnlich,

als dass der erwartete pH-Wert fiir einen 50%-igen (De)Protonierungsgrad auf Grundlage des pKs-
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Wertes der Glutaminsdure-Seitenkette niedriger liegt (pKs(Glu) = 4,3).2% Ein dhnliches Verhalten
wurde bereits fiir geladene Cs-symmetrische Peptidamphiphile beschrieben.l?® Die Verschiebung
des apparenten pKs steht demnach mit der Stabilisierung hydrophober Molekiilsegmente als
thermodynamische Triebkraft der Selbstassemblierung in Verbindung und ist ein typisches

Phanomen in wassrigen Systemen.

Um die Selbstassemblierung von IV-1 als Resultat zweier externer Stimuli abbilden zu kénnen, bietet
sich die Darstellung des Einflusses beider Parameter iiber ein zweidimensionales
Zustandsdiagramm an, wie in Abbildung 4.9 A gezeigt. Die prasentierten Datenpunkte stammen
aus der CD-spektroskopischen Verfolgung der Ausbildung des Signals [-Faltblatt-artiger
Sekundarstrukturmotive (A =210 nm) unter kinetischer Kontrolle (1 °C min™) bei konstanten pH-
Werten zwischen pH = 2,0 und pH = 7,5 und wurden vor der Auftragung normiert, um den relativen

Polymerisationsgrad abzubilden.

1,0B i

esesesesee

AQO

Abbildung 4.9: A: Zweidimensionales Zustandsdiagramm von IV-1 in Phosphatpuffer (10 mm) als Funktion
von pH und Temperatur durch die Auftragung des normierten CD-Signals bei A =210 nm (c =2 x 10° m). B:
Schematische Darstellung der beiden Endzustédnde; i: Supramolekulares Polymer (Polymerisationsgrad 1); ii:
Freies Monomer (Polymerisationsgrad 0).

Die Auftragung fasst die zuvor diskutierten Einfliisse von pH-Wert und Temperatur auf die
Selbstassemblierung von IV-1 zusammen und verdeutlicht neben dem Stellenwert des pH-Werts als
Parameter fiir die elektrostatische Schaltbarkeit des Systems die Elongationsbarriere, welche trotz
des sauren Milieus unterhalb pH 6 besteht. Bei pH-Wert und Temperatur handelt es sich nicht um
voneinander unabhidngige Parameter. Trotz der Protonierung von Glutaminsdure bleibt der
Assemblierungsprozess kinetisch gehemmt und auf der experimentellen Zeitskala lésst sich die
Polymerisation nur fiir niedrige pH-Werte in Kombination mit hohen Temperaturen erreichen. Es
sei anzumerken, dass das Zustandsdiagramm nur den aufbauenden Selbstassemblierungsprozess
darstellt, da keine Temperatur-responsive Depolymerisation zu realisieren ist. Zudem beschrankt

sich die Giiltigkeit der Auftragung auf die angewandte Heizrate

Abschliefend wurde die Schaltbarkeit des Assemblierungsprozesses durch alternierende pH-
Anderungen iiberpriift. Der pH-Wert einer Monomer-Lésung wurde bei T =60°C abwechselnd
durch die Zugabe wassriger HCl und NaOH zwischen pH = 2,5 und pH = 7,5 justiert. Abbildung
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4.10 stellt neben den Spektren der jeweiligen UV/Vis-Messungen (A) auch die Auftragung der
Intensitédt der SORET-Bande (Amax = 404 nm) gegen die Anzahl der durchgefiihrten Zyklen dar (B).
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Abbildung 4.10: A: UV/Vis-Spektren von IV-1 nach alternierender Einstellung eines saurern und neutralen

pH-Werts (T = 60°C, c = 5 x 10°® m); B: Korresponidierende Anderungen der Absorption bei A = 403 nm.

Nach dem initialen pH-Ubergang (pH = 8,3 — pH = 2,3) mit Ausbildung von eindimensionalen H-
Aggregaten fiihrt der Wechsel in den neutralen pH Bereich zur Regeneration des Monomer-Signals
(Amax =430 nm), was zuvor durch blofles Abkiihlen nicht moglich war. Innerhalb der insgesamt 7
durchgefiihrten Zyklen konnte der stetige Zustandswechsel beobachtet werden, was die

Reversibilitat des pH-abhidngigen Aggregationsvorgangs bestatigt. IV-1 zédhlt damit zur Klasse der
dual-responsiven, schaltbaren supramolekularen Materialien
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4.3 Fazit

In Kapitel 4 wurde das Prinzip der supramolekularen Polymerisation von Porphyrin-
Peptidamphiphilen unter kinetischer Kontrolle um die Ansprechbarkeit auf Anderungen des pH-
Werts erweitert. Ankniipfend an die Ergebnisse in Kapitel 3 galt der Fokus einem Derivat von III-2,
welches durch strukturelle Anpassungen die pH-Schaltbarkeit des Assemblierungsverhaltens

zulassen sollte.

Die Synthese verlief nach dem in Kapitel 3 vorgestellten etablierten Protokoll zur Darstellung von
Porphyrin-Peptidamphiphilen, welches nach Funktionalisierung des iiber SPPS erhaltenen
Oligopeptids mit mPEG (Mw(mPEG)=1000 g mol') die Konjugation der resultierenden
Peptidamphiphile iiber CuAAC an III-14 vorsieht, wodurch sich die Vielseitigkeit der

Synthesestrategie auch im Hinblick auf die Toleranz gegentiber funktionellen Gruppen zeigte.

Die Untersuchung des Assemblierungsverhaltens unter gepufferten Bedingungen zeigte die
Kombination aus pH-Abhéngigkeit und der zuvor diskutierten Thermoresponsivitat, wobei letztere
zundchst insofern verwunderlich erschien, als dass dieser Effekt beziiglich der Unterschiede
zwischen III-2 (GFs) und III-3 (Gz2Fs) urspriinglich auf das flexible Diglycin-Segmente zuriickgefiihrt
wurde. Im Fall von ungeladenem IV-1 (GFEF, pH =2,7) bedingt der Austausch von Phenylalanin
durch Glutaminsdure eine Verschiebung der Molekiil-internen Balance hydrophiler und
hydrophober molekularer Eigenschaften, was sich im verminderten Aggregationsbestreben bei
Raumtemperatur &duflert und die Elongation, aller Wahrscheinlichkeit nach aufgrund von

Desolvatations-Effekten, erst bei hoheren Temperaturen ermdoglicht.

Ausgehend von negativ geladenem IV-1 (pH=11,0) war die Initiation der anisotropen
Strukturformation bei erhohter Temperatur (T =60°C) durch die sukzessive Anpassung des pH-
Wertes von basisch auf sauer und die damit einhergehende Neutralisation der peripheren Ladungen
moglich. Die insgesamt weiterhin stark ausgepragte Aggregationstendenz wurde dabei anhand der
Verschiebung des apparenten, Assemblierungs-assoziierten pKs-Werts zu hoheren pH-Werten
(pHs0=6,0) aufgrund thermodynamischer Triebkrdfte zur Selbstassemblierung belegt. Dieser
Befund stellt insofern einen vielversprechenden Ausgangspunkt zur gezielten Modifikation des pH-
responsiven Assemblierungsverhaltens dar, als das die Aggregationstendenz direkt mit dem
Verhéltnis hydrophober zu hydrophiler Strukturelemente zusammenhangt, was die Verschiebung
des apparenten pKs-Werts durch Anpassung des molekularen Designs ermdoglicht. Dariiber hinaus
bedingt die saure Natur der Monomerseitenketten, das sich auch die ausgebildeten Nanostrukturen
pH-responsiv zeigen und die erneute Anderung des pH-Werts einen destabilisierenden Effekt hat.
Dabei stellte sich die Depolymerisation infolge der Deprotonierung von Glutaminsaure als
reversibler Prozess heraus, der die mehrmalige Schaltung zwischen Monomer und Polymer {iber

mehrere Zyklen auf dual-Stimuli-responsive Art erlaubt.
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Kapitel 5 - Selbstassemblierung von Porphyrin-Peptidamphiphilen in Abhangigkeit des Metallzentrums

5.1 Motivation und Konzept

In Anbetracht der Erkenntnisse aus Kapitel 3 ergibt sich als Konsequenz der empfindlichen
Wechselbeziehung beteiligter nicht-kovalenter Kréfte, dass subtile strukturelle Merkmale direkt auf
den Verlauf und die Produkte supramolekularer Organisationsprozesse Einfluss nehmen koénnen.
Diese Annahme ldsst sich auf die Rolle des Zentralatoms bei der Selbstassemblierung
wasserloslichen Porphyrin-Peptidamphiphile {ibertragen.

Ein relevanter Aspekte befasst sich mit der Frage des Beitrags des Metallzentrums und moglicher
metallophiler Wechselwirkungen beim Aufbau von Nanostrukturen. Metallophilie beschreibt ein
attraktives Bindungsphanomen zwischen Metallen mit d'* (Au(l))- oder 4¢ (Pt(Il), Pd(Il), Ni(Il))-
Elektronen-Konfiguration und kann unter anderem auf die Hybridisierung von d- und s-Orbitalen
zuriickgefiihrt werden.1?8+2% Die energetische Signifikanz dieser allgemein als eher schwach
angesehenen Krafte wird kontrovers diskutiert und deren Quantifizierung gestaltet sich aus dem
Grund schwierig, als dass es nur bedingt moglich ist, sie isoliert zu betrachten. Letzteres spiegelt
sich auch in der sehr limitierten Anzahl an Literaturbeispielen wider, die sich dieser Problematik
annehmen.

Die Gruppe um COCKCROFT konnten beispielsweise anhand einer systematischen Studie zur
Selbstassoziation minimalistischer Au(l)-, Pt(Il)- und Pd(II)-Komplexe unter Zuhilfenahme
computergestiitzter energy decomposition analysis (EDA)-Methoden den Beitrag aurophiler,
platinophilie und palladophiler Wechselwirkungen quantifizieren.[?s”] Der Stellenwert metallophiler
Interaktionen sei jedoch anderen energetischen Faktoren stark unterzuordnen, weswegen die
Autoren klar Vorbehalte gegeniiber der Uber-Interpretation des Einflusses bei der
Strukturformation &duflerten. Trotz der Tatsache, dass metallophile Wechselwirkungen
vergleichsweise schwach sind, ist der von ihnen ausgehende aggregationsférdernde Effekte als
solcher nicht pauschal von der Hand zu weisen. Vielmehr gilt die Pramisse einer differenzierten
Betrachtung, vor allem im Hinblick auf die Gesamtstruktur sowie sterische und

Koordinationsgeometrie-betreffende Faktoren der jeweiligen Systeme.

Nachdem die Steuerung des Polymerisationsverhaltens durch externe Stimuli und in Abhangigkeit
der chemischen Struktur der amphiphilen Peptidsegmente bereits gelungen ist, widmet sich das
folgende Kapitel somit der Rolle des Zentralatoms bei der Selbstassemblierung von Porphyrin-
Peptidamphiphilen. Ausgehend von strukturellen Varianten der in Kapitel 3 vorgestellten
Monomere III-2 (GFs) und III-3 (G2Fs) soll ein qualitativer Vergleich des Selbstassemblierungs-
verhaltes und der Stabilitdt gebildeter Nanostrukturen erfolgen, der tiefere Einblicke in die
Zusammenhéange zwischen Strukturformation und der Natur des Zentralatoms geben soll. Vor dem
Hintergrund der Empfindlichkeit von Zn(II)-Porphyrinen gegeniiber der Assoziation LEWIS-
basischer axialer Liganden steht dabei zudem die Darstellung eines koordinativ-inerten Porphyrin-
Komplexes mit quadratisch-planarer Koordinationsgeometrie als Grundbaustein einer neuen
Generation an Porphyrin-Peptidamphiphilen im Vordergrund, welcher die Mehrkomponenten-
Assemblierung auf Basis der Toleranz des koordinativen Zentrums gegeniiber funktioneller

Gruppen in Aussicht stellt.
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Abbildung 5.1: A: Chemische Struktur der darzustellenden Porphyrin-Monomere mit unterschiedlichen
Metallzentren (Zink(ll): V-1/V-2; Palladium(ll): V-3/V-4) und peripheren Seitenarmen. B: Schema der
Ausbildung von Uberstrukturen von V-1/V-2 (violett) und V-3/V-4 (orange).

Den Ausgangspunkt dafiir stellt die Entwicklung einer alternativen Synthesestrategie dar, welche
neben Zn(Il)-Porphyrinen auch den Zugang zu entsprechenden Alkin-funktionalisierten Pd(II)-
Porphyrin-Derivaten ermdoglichen soll. Die neu synthetisierten Zn(Il)- und Pd(II)-Porphyrine sollen
anschliefend {iber CUAAC um die in Kapitel 3 vorgestellten Peptidamphiphilen NsGFsmPEG?
(I11-12b) und NsG2FsmPEG!k (I1I-13a) erweitert werden. Die resultierenden Monomere stellen zwei
Sets supramolekularer Bausteine dar, die, analog zu III-2 und III-3 mit Blick auf ihre strukturellen
Unterschiede, vor allem aber hinsichtlich des Einflusses der Insertion von Pd(II) in den Porphyrin-
Kern auf die Selbstassemblierung und Stabilitat der gebildeten Strukturen, untersucht werden

sollen.
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5.2 Ergebnisse und Diskussion

Kapitel 5 widmet sich zunéchst der synthetischen Darstellung einer neuen Generation ungeladener
Porphyrin-Peptidamphiphile auf struktureller Basis der zuvor vorgestellten Monomere III-2 und
III-3. Anschliefend wird das Assemblierungsverhalten analog zum Vorgehen in Kapitel 3
hinsichtlich struktureller Unterschiede und der Rolle des Zentralatoms beim Aufbau und der

Stabilitat eindimensionaler Nanostrukturen diskutiert.

5.2.1 Synthese der Monomere V-1 bis V-4

Im Hinblick auf die Darstellung inerter Porphyrin-Komplexe stellte die Synthese eines d3-Metall-
Derivat des zuvor verwendeten Zink(Il)-Tetra(4-ethinylphenyl)porphyrins (III-14) den
Ausgangspunkt dar, fiir welches Pd(II) als Zentralatom infrage kam. Da die Insertion von Pd(II) im
Vorfeld jedoch unter den notigen Reaktionsbedingungen ausgehend von H2-TEPP nicht moglich war,
war es notig, eine neuen Synthesestrategie zur Darstellung eines Pd(II)-Porphyrins zu verfolgen,
welches fiir CuAAC eingesetzt werden kann. Die entsprechende Syntheseroute sieht die Umsetzung
metallierter Tetra(4-carboxyphenyl)-funktionalisierter Porphyrine (M(II) TCPP) mit Propargylamin
vor, um diese mit terminalen Alkin-Gruppen auszustatten. Dem folgend wurden die Template V-6
und V-9 {iber jeweils leicht angepasste Reaktionswege synthetisiert (Abbildung 5.2 & 5.4). Die im
Folgenden diskutierten Syntheseschritte wurden in Zusammenarbeit mit |G
durchgefiihrt.[2s8]

(o] o [o] [o] o o
HO OH HO OH HN NH
QL A D QL A (S = QA =
_ ' . .
= —
() 2 () 2 = () (2 =
HO OH HO OH HN NH
o o [o] [o] (o] o
V-5 90% V-6  53%
Abbildung 5.2: Syntheseroute zur Darstellung des Zink(ll)-Porphyrin-Derivats V-6. i: H.TCPP (1,0 Aq.),

Zn(OAc), x 2 H.0 (5,5Aq.), DMF, 155°C, 12 h; ii: V-5 (1,0 Aq.), PyAOP (8,0 Aq.), DIPEA (15,0 Aq.),
Propargylamin (15,0 Aq.), DMF, 25°C, 24 h.

Ausgehend von der freien Tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin-Base (H:TCPP) erfolgte die
Umsetzung in Anlehnung an die ADLER-Methode iiber eine angepasste Synthesevorschrift nach
SUN et. al. mit Zn(OAc)2 in siedendem DMF bei T =155°C, was zu einer vollstindigen Insertion
innerhalb weniger Stunden fiihrte.?! Das Produkt wurde durch Losen in verdiinnter NaOH, Fillen
durch Ansduern und anschliefendem Lyophilisieren aus H20 in 90%-iger Ausbeute erhalten. Die
Umsetzung mit Propargylamin erfolgte unter Eiskiihlung iiber PyAOP-vermittelte Amidierung in
DMF. Da sich die Reaktionsprodukte aus der Umsetzung von V-5 mit Propargylamin lediglich in
DMF und DMSO 16sen liefsen, wurde der Verlauf der Reaktion {iber MALDI-ToF-MS {iiberpriift, was
nach 12 Stunden einzig das vierfach-funktionalisierte Zielmolekiil zeigte (V-6: m/z = 1001,6
(Berechnung fiir [M+H]* m/z = 1001,3)), neben Verunreinigungen die weder Addukten anderer

Gegenionen noch bekannten Nebenprodukten zugeordnet werden konnten (Abbildung 5.3).
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Abbildung 5.3: MALDI-MS Spektrum der Reaktionskontrollen zur Darstellung von V-6, aufgenommen im
Bereich zwischen 700 — 1300 m/z (Matrix: DCTB+KTFA, positiver Reflektormodus).

Nach Beendigung der Reaktion wurde versucht, das unldsliche Produkt durch exzessives Waschen
(MeOH, DCM, CHCls, ACN, H20) von Verunreinigungen zu befreien, wodurch V-6 letztlich nach
Trocknen als violetter Feststoff in 53%-iger Ausbeute erhalten werden konnte.

Eingangs wurde die Schwierigkeit bei der Insertion von Palladium(ll) thematisiert. Durch die
unterschiedliche elektronische Konfiguration und den hoheren sterischen Anspruch verlangt die
Insertion von Palladium(II) typischerweise spezifische, weitaus harschere Reaktionsbedingungen
als dies fiir andere Ubergangsmetallionen wie beispielsweise Zink(I[) der Fall ist. Die
Standardmethode zur Darstellung von Pd(II)-Porphyrinen sieht die Umsetzung freier Porphyrin
Base mit Palladium(Il)-Salzen in siedendem Benzonitril bei 195°C vor.[?0) Benzonitril ist als
Losungsmittel essenziell, da es nahe seinem Siedepunkt durch seine geringe Basizitdt einen Pra-
Komplex mit Pd(Il) eingeht, der als solcher die anschlieflende Insertion erst ermoglicht.(?) Der
hohere Siedepunkt von Benzonitril wirkt jedoch limitierend auf die Anwendung dieser Methode
beziiglich thermisch labiler organischer Liganden und funktioneller Gruppen. Aus diesem Grund
erfolgte die Darstellung von V-9 ausgehend von meso-Tetra(4-methoxycarbonylphenyl)porphyrin
(Abbildung 5.4).

(o}

o—

V-9 93%

Abbildung 5.4: Syntheseschema zur Darstellung des Palladium(ll)-Porphyrin-Derivats V-9. i: H.TMCPP
(1,0 Ag.), Pd(OAc)2 (2,0 Aq.), PhCN, 195°C, 1 h; ii: H20, THF, MeOH, KOH, 85°C, 18 h; iii: V-8 (1,0 Aq.), PyAOP
(8,0 Aq.), DIPEA (15,0 Aq.), Propargylamin (15,0 Aq.), DMF, 25°C, 24 h.
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Der Methylester minimiert die Wahrscheinlichkeit einer partiellen Decarboxylierung. In Anlehnung
an ein Syntheseprotokoll von HEINZE et. al. wurde die freie Methylester-geschiitzte Porphyrin Base
(H:TMCPP) mit einem Uberschuss an Palladium(IT)acetat in frisch destilliertem Benzonitril fiir eine
Stunde refluxiert und anschlielend chromatographisch an Silica als Pd(II)-Komplex V-7 isoliert
(54%).12921 Zum Erhalt der Carbonsdure wurde V-7 einer Hydrolyse-Reaktion in methanolischer
KOH-Lo6sung unter Zusatz von THF unterzogen, durch Zugabe verdiinnter HCI ausgeféllt und in
81%-iger Ausbeute erhalten. Analog zur Darstellung von V-6 erfolgte die Umsetzung mit
Propargylamin tiiber PyAOP-vermittelte Amidierung. Das MALDI-Tof-MS-Spektrum zur
Uberpriifung des Reaktionsfortschritts zeigte nach 12 Stunden bereits einen vollstindigen Umsatz
ohne das Auftreten von Nebenprodukten wie etwa im Fall von V-6 (Abbildung 5.5: V-9: m/z =1043,2
(Berechnung fiir [M+H]" m/z = 1043,2)), was in der erhohten meso-Elektrophilie von Pd(II)-
Porphyrin-Komplexen begriindet liegen kann.?@ Dies spiegelt sich auch in der exzellenten

Ausbeute von 93% nach exzessivem Waschen wider.
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Abbildung 5.5: MALDI-MS Spektrum der Reaktionskontrollen zur Darstellung von V-9, aufgenommen im
Bereich zwischen 900 — 1300 m/z (Matrix: DCTB+KTFA, positiver Reflektormodus).

Die Charakterisierung erfolgte mittels 'H-NMR-Spektroskopie. Abbildung 5.6 zeigt die Spektren
mitsamt Signalzuordnung beider Templat-Molekiile V-6 und V-9. Das Zentralatom zeigt dabei
keinen wesentlichen Einfluss auf die Lage der NMR-Signale. Die Funktionalisierung mit
Propargylamin kann am Triplett-Signal der terminalen Alkin-Protonen (Abbildung 5.6, e:
0 =3,23 ppm) und dem tieffeldverschobenen Dublett von Dubletts der Protonen der verbriickenden
Methylen-Gruppen (Abbildung 5.6, d: 6 = 4,24 ppm) nachvollzogen werden. Ein Indikator fiir die
Vollstandigkeit der Umsetzung stellen die Protonen-Signale der neugekniipften Amidbindung dar
(Abbildung 5.6, a: 0 =9,32 ppm).

Die Porphyrin-Template V-6 und V-9 wurden nach dem mehrfach erprobten Konjugations-
Protokoll {iber CuAAC um die in Kapitel 3 vorgestellten Azid-funktionalisierten Peptidamphiphile
III-12b und III-13a erweitert (Abbildung 5.7).
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Abbildung 5.6: *H-NMR-Spektren der Porphyrin-Derivate V-6 (oben) und V-9 (unten) (DMSO-ds, T = 23°C).

V-1 20% M =Zn?*
V-3 76% M = Pd?*

4
V-2 17% M = Zn?*
V-4 43% M = Pd2*

Abbildung 5.7: Synthese der meso-substituierten Porphyrin-Peptidamphiphile V-1 bis V-4. i: V-6 (1,0 Aq.),
lI-12b (5,5 Ag.), CuSO4 x 5 H20 (1,0 Aq.), TBTA (0,8 Aq.), Natriumascorbat (2,3 Ag.), DMSO, 40°C, 24 h; ii: V-9
(1,0 Ag.), I-13a (5,5 Aq.), CuSO4 x 5 H,0 (1,0 Aq.), TBTA (0,8 Aq.), Natriumascorbat (2,3 Aqg.), DMSO, 40°C,
24 h.
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Auch hier stellte sich MALDI-ToF-MS als ausgezeichnete Methode zur Uberpriifung des
Reaktionsfortschritts heraus. Abbildung 5.8 zeigt die aufgenommenen Spektren der
Reaktionskontrollen nach 18 Stunden. Erneut liefSen sich hauptsachlich die Zielmolekiile detektieren
(V-1: m/z = 7315,3 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z =7313,7); V-2: m/z = 7544,9 (Berechnung fiir [M+K]*:
m/z =7541,8); V-3: m/z =7357,4 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 7355,6); V-4: m/z = 7584,4 (Berechnung
fur [M+K]*: m/z = 7583,7)), was flr die universelle Anwendbarkeit des Click-Ansatzes zur

Darstellung unterschiedlicher Porphyrin-Peptidamphiphile spricht.
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Abbildung 5.8: MALDI-MS Spektren der Reaktionskontrollen zur Darstellung von V-1 bis V-4, aufgenommen
im Bereich zwischen 2000 — 12000 m/z (Matrix: DCTB+KTFA, linear-positiver Modus).

Die Aufarbeitung sah die Abtrennung von Nebenprodukten {iiber Groflenausschluss-
chromatographie (BioBeads™, S-X1, DMF) mit anschlieffender Reinigung iiber semi-praparative RP-
HPLC bei erhohten ACN-Anteilen vor. Fiir die Zn(ll)-Derivate V-1 und V-2 trat dabei die
Uberlagerung der Produkt Peaks mit kleineren Verunreinigungen auf, weswegen letztlich nur
einzelne Fraktionen isoliert wurden was sich in den niedrigen Ausbeuten wiederspiegelt (V-1: 20%;
V-2:17%). Die Kontaminationen konnten aus dem fiir V-6 isolierten Feststoff stammen, fiir welchen
bereits die NMR-Analyse (Abbildung 5.6) Verunreinigungen angezeigt hatte. Entsprechend liefs sich
ahnliches fiir V-3 (76%) und V-4 (43%) nicht beobachten. Abbildung 5.9 bestdtigt anhand von
analytischen RP-HPLC Elugrammen die Reinheit der Monomere nach chromatographischer

Reinigung.

Die abschlielende Charakterisierung erfolgte tiber 'TH-NMR-Spektroskopie und ist in Abbildung
5.10 beispielhaft anhand der Spektren von V-1 und V-2 dargestellt. Wie bereits fiir III-2 und III-3
und V-6 und V-9 diskutiert, kann die Vollstindigkeit der Funktionalisierung anhand markanter

Signale und tibereinstimmender Integrale bestétigt werden (Abbildung 5.10).
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Abbildung 5.9: Analytische RP-HPLC Chromatogramme der Monomere V-1 & V-2 (A = 430 nm) sowie V-3 &
V-4 (A=420nm) nach Aufreinigung Uber praparative RP-HPLC (siehe 8.1.4, Methode A: Flussrate:
1,0 ml min', T=25°C).

Zu diesem zdhlen neben dem Signal der verbriickenden Amidprotonen aus der Funktionalisierung
mit Propargylamin (Abbildung 5.10: a, Triplett: d = 9,41 ppm, 4 x 1H) das Signal der Protonen der
neu entstandenen Triazol-Einheit (Abbildung 5.10: g, Singulett: o =7,89 ppm (V-1, V-3), 4 x 1H;
0=8,06 ppm (V-2, V-4); 4x 1H) sowie die Signale der Methylen-Gruppe in Nachbarschaft des
Triazols (Abbildung 5.10: i, Multiplett: 6=5,15-4,95ppm (V-1, V-3), 4x2H; j, Singulett:
0=5,17 ppm (V-2, V-4); 4 x 2H).
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Abbildung 5.10: 'H-NMR-Spektren der Monomere V-1 (ZnGFs) (oben) und V-2 (ZnG2Fs) (unten) (DMSO-ds,
T=23°C).

5.2.2 Selbstassemblierung der Monomere V-1 und V-2 in Wasser

Fiir die Monomere V-1 bis V-4 wurde zunachst die spektroskopische Signatur im molekular gelosten
Zustand bestimmt. Gemessen an den scharfen Signalen der '"H-NMR-Spektren und den inaktiven
CD-Spektren (Abbildung 5.11 B) unterbindet DMF die Monomer-Stapelung, wodurch der molekular
geloste Zustand beobachtet werden kann. Die charakteristischen Absorptionssignale der Zink(II)-
Derivate V-1 und V-2 zeigen sich nicht beeinflusst durch die strukturelle Variation des Porphyrin-
Kerns und entsprechen der fiir III-1 bis III-5 bereits erlduterten Spektren.

V-3 und V-4 weisen unabhédngig von den in meso-Position angebrachten Peptidamphiphilen
Absorptionsmaxima bei Amax =418 nm sowie zwei Q-Banden bei Aq « =523 nm und Aq g =556 nm
auf. Die weitaus intensivere Q,a-Bande im Vergleich zur Q,3-Bande, zusammen mit der
verbreiterten SORET-Bande sind Indikatoren fiir die quadratisch-planare Bindungsgeometrie des
Pd(II)-Ions und begriindet die ausordentliche Stabilitat von Pd(II)-Porphyrinen.?*4 Eine detaillierte
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Auflistung der individuellen Extinktionswerte ldsst sich im Anhang dieser Arbeit finden (siehe
Anhang A: Tabelle A5.1).

A 1.2 —=vi B - V-1
-2 —\/-2

1,0 —\/-3 20 4 -3
-4 -4

0,8-
a 0,6
o

A [L mol™ cm™)
o

0,44 510 540 570 600
0,24
2204
0,04
350 400 450 500 550 600 650 700 350 375 400 425 450 475 500
A[nm] A[nm]

Abbildung 5.11: UV/Vis (A)- und CD (B)-Spektren der Monomere V-1 bis V-4 in DMF (c®®=2x 10> ™,
cWNis =5 x 10 M, T = 25°C).

Weiter wurde das Auftreten von LCST-Verhalten erprobt, um den Temperaturrahmen fiir die
anschliefenden Messungen festzusetzen. Dabei zeigten die Monomer V-1 bis V-3 Anzeichen
abnehmender Transmission oberhalb 80°C, weswegen samtliche temperaturabhdngige Messungen
zwischen 5°C und 80°C stattfanden (siehe Anhang A: Abbildung A5.6).

Die Untersuchungen des Aggregationsverhaltens in Wasser fanden beginnend mit den Zink(II)-
Monomeren V-1 und V-2 statt. Die spektroskopischen Daten fiir V-1 und V-2 bei Raumtemperatur
(T =25°C) decken sich mit den in Kapitel 3 beobachteten Unterschieden einsetzender Assemblierung
in Abhéngigkeit der Peptidsequenz. V-1 (GFs) unterliegt spontaner Selbstassemblierung in chiral-
uneinheitliche H-Aggregate (Abbildung 5.12 B, grau: A(+) =408 nm, Ae =162 L mol' cm? — A(-) =
396 nm, Ae¢=-304 L mol! cm™ — A(+) =386 nm, Ae =73 L mol'! cm?; Abbildung 5.12 C, grau:
At-Aggr = 404 nm) mit der Organisation der Oligopeptide in das bereits bekannten (3-Faltblatt-artige
Muster (Abbildung 5.12 A, grau), welche sich ausgehend von dem verbleibenden Signal bei

AMono = 430 nm in einem Gleichgewicht mit verbleibender Monomer-Spezies zu befinden scheinen.
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Abbildung 5.12: CD (A & B)- und UV/Vis (C)-Spektren von V-1 (ZnGFs) und V-2 (ZnGzF3) in H20 (durchgezogene
Linie) und DMF (nicht-durchgezogene Linie) bei Raumtemperatur (c°=2x10°m, cW/Vs=5x10°m,
T=25°C).

V-2 (G2Fs) lasst eine leicht verbreiterte SORET-Bande beobachten (Amono =430 nm), anhand derer
mitsamt der CD-inaktiven Spektren von weitestgehend molekular gelosten Monomeren

ausgegangen werden kann (Abbildung 5.12, violett).
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Fiir V-1 (GFs) intensivieren sich im Laufe ziigiger Temperaturerhohung (1 °C min') die
aggregationsbedingten spektroskopischen Signale unter hypsochromer Verschiebung der geteilten
SORET-Bande (Abbildung 5.13 D: An-aggr = 394, 398 nm) wie auch des COTTON-Effekts (Abbildung 5.13
B: A(+) =398 nm, Ae =502 L mol! ecm?! — A(-) =392 nm, Ae =—1088 L mol! cm? — A(+) = 386 nm,
Ae=232 L mol! cm) {iber das komplette Temperaturintervall. Das lineare Voranschreiten der
Aggregation wird anhand der Fit-Geraden der Intensitdtsauftragung des Sekundarstruktur-Signals
bei A =210 nm gegen die Temperatur ersichtlich (Abbildung 5.13 C).
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Abbildung 5.13: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von V-1 (ZnGFs) in H20; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (¢® = 2 x 10° M, cVV/Vis = 5 x 10°¢ m).

V-2 (GeFs) lasst, analog zu III-3 (G2Fs, vgl. Abbildung 3.15), mit steigender Temperatur die
thermisch-induzierte Ausbildung supramolekularer Uberstrukturen beobachten. Die Ausbildung
von H-Aggregaten setzt im Temperaturintervall T>55°C ein (Abbildung 5.14 D, An-age =389,
396 nm), was von der Ausbildung eines verzerrten COTTON-Effekt begleitet wird (Abbildung 5.14 B:
A(+) =396 nm, Ae =198 L mol! cm? — A(-) =390 nm, Ae =—414 L mol! cm? — A(+) =384 nm, Ae =
37 L mol! cm™). Fiir das 3-Faltblatt-artige Signal im fernen UV-Bereich (Abbildung 5.15 A) ist ein
scharfer Ubergang erkennbar. Der Wendepunkt dieser Fit-Kurve liegt mit Tso = 65,0°C weitaus hoher
als fiir das homologe III-3 (T50(III-3) = 51,2°C) und ldsst sich geméafS der in Kapitel 3 diskutierten
Hypothese zur Korrelation zwischen Flexibilitdit und Aktivierungsenergie der Elongation als
Konsequenz des Vorhandseins zweier flexibler Segmente in Form von Diglycin-Linker und

verbriickender Methylen-Gruppe des neuen Porphyrin-Templats interpretieren.
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Abbildung 5.14: Temperaturabhéngige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von V-2 (ZnG:F3) in H.0; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c® = 2 x 10° M, cVV/Vis = 5 x 10°¢ m).

Die korrespondierenden TEM-Aufnahmen bestdtigen die Interpretation der spektroskopischen
Daten und lassen fiir V-1 in allen betrachteten Temperaturbereichen eindimensionale
Uberstrukturen erkennen, welche bei konstant niedriger Dispersitdt (D=1,1 - D =1,2) durch den
Temperaturanstieg an Linge gewinnen (Abbildung 5.15: Ln =24 + 8 nm — Ln = 41 + 18 nm). Fiir V-2
liefSen sich fiir Proben die unterhalb 55°C equilibriert wurden keine Nanostrukturen erkennen, was
durch die zuvor diskutierte Elongationsbarriere begriindet werden kann. Entsprechend stellt
Abbildung 5.16 den Zustand nach mehrstiindigem Equilibrieren bei T =75°C dar und bildet dabei
flexibel erscheinenden Nanostrukturen stark variierender Lange ab (Ln= 150 + 203 nm). So kénnen
neben Nanostdbchen von wenigen hundert Nanometern auch faserartige Gebilde von bis zu 1,5 um
beobachtet werden, was die fiir bisher diskutierte Porphyrin-Peptidamphiphile ungewd&hnlich hohe
Dispersitat von D =2,8 bedingt. Das Phdnomen der Dimerisierung einzelner Nanostidbchen zu
Biindeln ist hierbei nicht zu beobachten. Entsprechend lassen sich fiir die Nanostrukturen

durchschnittlicher Durchmesser von & =7 + 1 nm bis & = 8 + 1 nm feststellen.
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Abbildung 5.15: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von V-1 (GFs); A: V-1 nach Equilibrieren bei 25°C fir
12 Stunden; B: Histogramme auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Langenhistogramm, B.2:

Breitenhistogramm); C: V-1 nach Temperieren bei 75°C fir 3 Stunden; D: Histogramme auf Grundlage

graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (¢ = 2 x 10° m, H20).
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Abbildung 5.16: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahme von V-2 (ZnGzF3); A: V-2 nach Equilibrieren bei 75°C
fur 3 Stunden; B: Histogramme auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Léngenhistogramm, B.2:

Breitenhistogramm) (¢ = 2 x 10° m, H20).
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5.2 Ergebnisse und Diskussion

5.2.3 Selbstassemblierung der Monomere V-3 und V-4 in Wasser

V-3 und V-4 wurden ebenfalls nach Lésen in Wasser unmittelbar via CD- und UV/Vis-Spektroskopie
bei Raumtemperatur (T=25°C) untersucht und. Beide Monomere weisen Anzeichen einer
Ausbildung chiraler H-Aggregaten in Form hypsochrom verschobener SORET-Signale (Abbildung
5.17 C: V-3: At-aggr = 401 nm, V-4: AH-aggr = 404 nm) und bisignater COTTON-Effekte identischer Lage
auf (Abbildung 5.17 B: V-3: A(+)=407nm, Ae=68 L mol! cm! — A(-)=394nm, Ae=
—180 L mol* ecm?; V-4: A(+) =407 nm, Ae =37 L mol! cm? - A(-) =394 nm, Ae =-71 L mol! cm?).
Die Intensitdtsunterschiede innerhalb der CD-Messungen wie auch die zu beobachtende Schulter
des SORET-Signals von V-4 (G2Fs) bei A =418 nm deuten auf einen weniger fortgeschrittenen
Assemblierungsprozess gegeniiber V-3 (GFs) hin.
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Abbildung 5.17: CD (A &B)- und UV/Vis (C)-Spektren von V-3 (PdGFs) und V-4 (PdG:F3) in H.0
(durchgezogene Linie) und DMF (nicht-durchgezogene Linie) bei Raumtemperatur (c®=2x10°m,
WV =5 x 10 m, T = 25°C).

Fiir V-3 als auch V-4 lassen sich durch Erwédrmen die Verdnderung und Intensivierung der
spektroskopischen Signale verfolgen, was das Voranschreiten der Selbstassemblierung
widerspiegelt. Bei nur geringfiigiger hypsochromer Verschiebung von SORET- und Exziton-Signal,
unterliegt der COTTON-Effekt von V-3 einer temperaturbedingten Intensivierung (Abbildung 5.18 B:
A(+) =402 nm, Ae =99 L mol! cm™ — A(-) =392 nm, A¢ = - 206 L mol! cm™), was von der zeitgleichen
Verstarkung des CD-Signals im fernen UV-Bereich oberhalb 35°C begleitet wird (Abbildung 5.18 A).

Ahnliches gilt fiir V-4, wobei das Assemblierungsverhalten stirker von Temperatureffekten
betroffen zu sein scheint, was sich durch die ausgepragtere Veranderung der spektroskopischen
Signatur im Zuge der Temperaturerhohung &ufiert. Die SORET-Bande durchlduft oberhalb 20°C
einen erkennbaren hypsochromen Ubergang (Amax=404nm — Amax=398 nm), dem auch das
Exziton-Signal folgt (A(+) =402 nm, Ae =48 L mol! cm? — A(-) =392 nm, Ae = —154 L mol! cm)
(Abbildung 5.19 B & D). Dabei ldsst sich das thermoresponsive Verhalten bereits oberhalb 20°C
beobachten mit einer kontinuierlichen Zunahme der Signalintensititen beobachten, was eine
energetische Elongationsbarriere fiir T <20°C andeutet (Abbildung 5.19 A & C). Interessanterweise
zeigen V-3& V-4 im Vergleich zu V-1& V-2 nach Temperaturerhdhung untereinander
einheitlichere spektroskopische Signaturen auf, was trotz der Peptidsequenz-abhédngigen
Unterschiede der Temperaturabhéngigkeit auf einen starkeren Einflusses des Zentralatoms auf den

Assemblierungsverlauf hindeutet. Als Begriindung kommen zwei mégliche Sachverhalte infrage.
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Abbildung 5.18: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von V-3 (Pd GzF3) in H20; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c® = 2 x 10° M, cVV/Vis = 5 x 10°¢ m).

Zum einen unterscheiden sich Zn(II)- und Pd(Il)-Porphyrine in ihrer Koordinationsgeometrie und
damit in der Ausrichtung des Zentralatoms relativ zur n-Ebene. Zn(Il) ragt aus der m-Ebene des
Makrozyklus hervor und weist eine sogenannte out-of-plane-Konformation auf, wohingegen Pd(II)-
Porphyrine weitestgehend planar sind, was aus sterischen Gesichtspunkten forderlich fiir eine
eindimensionale  Monomerpackung ist und eine geringeren Energiebarriere des
Elongationsvorganges bedingen konnte.l22294 Daneben sind Beitrage attraktiver palladophiler

Wechselwirkungen trotz ihrer in der Regel gering anzusehenden Signifikanz nicht auszuschliefSen.

Untersuchungen wvia TEM helfen erneut zuséatzlich, die Assemblierungseigenschaften in
Abhéngigkeit des Zentralatoms anhand der Morphologie zu bewerten (Abbildung 5.20 und
Abbildung 5.21). Wie aufgrund der spektroskopischen Daten zu erwarten war, lassen sich fiir V-3
im Zuge der Temperaturbehandlung keine starken Verdanderungen der Morphologie beobachten.
Die zuvor nur schwach konturierten Nanostrukturen nach Equilibrieren bei Raumtemperatur zeigen
einen leichten Léngenzuwachs infolge der temperaturabhingigen Probenpraparation von
La=15+4nm zu Ln=42+23nm an, was mit leichter Erhohung der dennoch sehr engen
Langenverteilung von D = 1,1 auf D = 1,3 einhergeht (Abbildung 5.20). Ahnlich verhilt es sich mit
den statistischen Parametern nach Langenauswertung von V-4 (Abbildung 5.21), welche ebenfalls
anhand eines etwas deutlicheren Langenzuwachses (Ln=57+4nm — La.=153+23nm) das

temperaturabhingige Voranschreiten des Aggregationsprozess bestatigen.
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Abbildung 5.19: Temperaturabhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von V-4 (Pd:F3) in H20; C:
Auftragung des CD-Effekts bei A = 210 nm gegen die Temperatur (c® = 2 x 10° M, cVV/Vis = 5 x 10°¢ m).

Interessante erscheint die Gegentiberstellung der TEM-Auswertungen von V-4 und V-2. Die
vergleichsweise geringe Dispersitat und das niedrige mittlere Molekulargewicht der durch V-4
gebildeten Nanostrukturen gegeniiber V-2 lassen Riickschliisse auf den mechanistischen Verlauf der
Assemblierung zu. Die statistischen Auszdhlungsparameter von V-4 weisen auf eine schnelle
Ausbildung von Nuklei mit unmittelbar darauffolgender Elongation hin, was allgemein von
geringen Dispersitaten und niedrigem Molekulargewicht begleitet wird. Dem gegeniiber stehen die
Auszédhlungsparameter von V-2, dessen ausgedehnter Nukleationsprozess mit hoher energetischer
Barriere fiir die Elongation durch einen hohen Polymerisationsgrad und breiterer Dispersitét

représentiert wird.

Insgesamt ldsst ein Vergleich der Monomer-Paare V-1 & V-2 und V-3 & V-4 Unterschiede im
Assemblierungsverhalten erkennen, die auf eine gesteigerte Aggregationstendenz der Pd(II)-
Derivate hindeuten. V-3 (PdGFs) und V-4 (PdG:Fs) zeigen bei Raumtemperatur (T =25°C)
unabhéngig von strukturellen Eigenheiten bereits Anzeichen stattfindender Selbstassemblierung.
Beide weisen Unterschiede in ihrer Thermoresponsivitit auf, welche jedoch weitaus schwécher
ausgeprigt sind als es fiir V-1 & V-2 zu beobachten ist. Die Ahnlichkeit des Endzustands von
V-3 & V-4, gemessen an Daten aus Spektroskopie wie auch Mikroskopie, lassen die Annahme zu,
dass weniger die Peptidsequenz als vielmehr der Porphyrin-Kern selbst nach Austausch von Zn(II)

durch Pd(II) den Verlauf des Assemblierungsprozesses vorgibt.
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Abbildung 5.20: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von V-3 (PdGFs); A: V-3 nach Equilibrieren bei 25°C
flr 12 Stunden; B: Histogramme auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Langenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: V-3 nach Temperieren bei 75°C fir 3 Stunden; D: Histogramme auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (¢ = 2 x 10° m, H20).
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Abbildung 5.21: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von V-4 (PdGzFs3); A: V-4 nach Equilibrieren bei 25°C
fur 12 Stunden; B: Histogramme auf Grundlage graphischer Bildevaluation (B.1: Ldngenhistogramm, B.2:
Breitenhistogramm); C: V-4 nach Temperieren bei 75°C fir 3 Stunden; D: Histogramme auf Grundlage
graphischer Bildevaluation (D.1: Lingenhistogramm, D.2: Breitenhistogramm) (c = 2 x 10° m, H20).

5.2.4 Effekt des Zentralatoms auf die Stabilitat formanisotroper
Nanostrukturen

Nachdem die Untersuchung des temperaturabhdngigen Assemblierungsverhaltens einen
forderlichen Einfluss der Insertion von Pd(II) in das Porphyrin-Templat mitsamt der Einwirkung auf
den Verlauf des Polymerisationsmechanismus ergab, sollten anschliefend die gebildeten
Uberstrukturen beziiglich ihrer Stabilitit gegeniiber organischer Additive analysiert werden.
Analog zum Vorgehen in Kapitel 3 wurden V-1 bis V-4 in unterschiedlichen Verhiltnissen von
Wasser zu Acetonitril nach thermischem Equilibrieren (T =75°C, t =3 h) miteinander verglichen.
Durch Anderungen der Polaritit des Medium kann Acetonitril als Wasserstoffbriickenakzeptor

agieren und die Ausbildung von Uberstrukturen hemmen. 2401

Geringe Volumenanteile an ACN scheinen zundchst wenig Einfluss auf die Strukturformation von

V-1 zu nehmen. Erst ab einem Volumenanteil von etwa 30 v/v% ACN lasst sich die Transformation
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des SORET-Signals beobachten, welches ab 40 v/v% ACN bereits das vollstandige Vorliegen in Form
freier Monomere anzeigt (Abbildung 5.22 A.i, A.ii: An-aggr(V-1) = AH-Aggr(V-2) = 398 nm — AMono(V-1) =
AMono(V-2) =430 nm). Ein Fit der Auftragung der Datenpunkte bei An.ager=398 nm gegen den
Volumenanteil an Acetonitril (Abbildung 5.24 A) ldsst die Bestimmung der bendétigten
Volumenfraktion zum Erhalt eines 50%-igen Polymerisationsgrades (DPs, engl.: degree of
polymerization) zu und liegt fiir V-1 bei DPso(V-1) = 32 v/v%. V-2 ldsst hingegen bereits unmittelbar
oberhalb 10 v/v% ACN die Anwesenheit freier Monomere beobachten und liegt ab einem
Volumenanteil von 30 v/v% ACN weitestgehend molekular gelost vor. Der entsprechende DPso-
Wert liegt bei DPso(V-2) = 20 v/v% (Abbildung 5.24 A). Wie bereits fiir den Vergleich von III-2 (GFs)
und III-3 (G:2Fs) beziiglich der Stabilitdt von Uberstrukturen gegeniiber Acetonitril deutlich wurde
(vergleiche Abbildung 3.23), bedingen strukturelle Eigenheiten der Peptidsequenz die Sensitivitét
der Aggregate gegeniiber Polaritdtswechsel und Wasserstoffbriickenakzeptoren was ebenfalls auf
Einfliisse der Flexibilitdit der peripheren Seitenarme zuriickzufithren ist und damit durch

Unterschieden der Nahordnung begriindet werden kann.
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Abbildung 5.22: UV/Vis-Spektren als Funktion des prozentualen Volumenanteils (v/v%) Acetonitril nach
Equilibrieren (T=75°C, t=3h). A.i: V-1 (ZnGF3); A.ii: V-2 (ZnGzFs3); B.i: V-3 (PdGFs); B.ii: V-4 (PdGzFs)
(c=5x10%M™m, T=25°C, H20).

Beide Palladium(Il)-Monomere V-3 (PdGFs) und V-4 (PdG:Fs) zeigen sich weitaus resistenter
gegeniiber hohen Volumenanteilen Acetonitrils und lassen einen stark verzogerten bathochromen
Ubergang des SORET-Signals mit zunehmendem Acetonitril-Gehalt beobachten, der weitestgehend
unabhingig von der vorliegenden Peptidsequenz ist (Abbildung 5.22 B.i, B.i: Anage(V-3)=
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An-aggr(V-4) = 398 nm — Amono(V-3) = AMono(V-4) = 418 nm). Erstaunlicherweise ladsst sich fiir beide
Monomere zu keinem Zeitpunkt der Zustand vollstandig molekular geloster Monomere beobachten
und die Signals regenerieren sich oberhalb 70 v/v% ACN wieder (sieche Anhang A: Abbildung A5.8),

weswegen die Bestimmung eines DPso-Wertes hierbei nicht sinnvoll erscheint.

Die Titration thermisch equilibrierter Probenlosungen mit Pyridin ldsst fiir die Depolymerisation
aufgrund axialer Koordination von Pyridin an Zn(II) Ahnliches beobachten. Durch die Zugabe von
Pyridin durchlduft das SORET-Signal von V-1 (Zn GFs) und V-2 (Zn GzFs) jeweils einen nicht-
isosbestischen Ubergang von H-Aggregaten zu freien Monomer-Pyridin-Komplexen (Abbildung
5.23 A, Aii: Arager(V-1) = An-aggr(V-2) = 398 nm — AnMono(V-1) = AMono(V-2) = 433 nm).
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Abbildung 5.23: UV/Vis-Spektren der Pyridin-Titration nach Equilibrieren (T = 75°C, t = 3 h) mit Angabe des
prozentualen Volumenanteils (v/v%) Pyridin. A.i: V-1 (ZnGFs); A.ii: V-2 (ZnGzF3); B.i: V-3 (PdGFs); B.ii: V-4
(PAGaF3) (c =5 x 10 ™, T=25°C, H20).

Die Depolymerisation beider Zn(Il)-Derivate verlduft erwartungsgemafs rasch und scheint in beiden
Féillen ab einem Volumenanteil von 17 v/v% Pyridin abgeschlossen zu sein, wobei erneut ein
Stabilitdtsunterschied in Abhdngigkeit der Peptidsequenz zu erkennen ist. Demnach scheint die
Destabilisierung von V-2 analog zu III-2 mitunter auf Polaritatsanderungen des wassrigen Mediums
zuriickzufiihren zu sein. Entsprechend liegen die ermittelten DPsi-Werte der Pyridin-bedingte
Depolymerisationsversuche bei DPso(V-1) =9 v/v% und DPso(V-2) =3 v/v% (Abbildung 5.24 B). Im
Vergleich zu III-2 (vergleiche Abbildung 3.24) fillt zudem auf, dass der beobachteten Prozess fiir
V-1 und V-2 keine intermedidre Dimer-Bildung erkennen ldsst, obwohl der nicht-isosbestische

Ubergang einen mehrschrittigen Verlauf nicht ausschliefit.
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Pd(Il) kann aufgrund der quadratisch-planaren Koodinationsgeometrie und der Eigenschaft
weitestgehend inert gegeniiber zusatzlicher Liganden zu sein keinen axialen Komplex mit Pyridin
ausbilden.?2 Somit verlduft die Titration von V-3 und V-4 mit Pyridin parallel zu den
vorausgegangenen Messungen in Acetonitril-Wasser-Mischungen verzogert und lasst
Veranderungen der spektroskopischen Signatur erst bei hoheren Volumenanteilen Pyridin
erkennen. Dabei weisen beide Pd(II)-Derivate nahezu identische Signalverldufe auf, in welchen die
SORET-Bande jeweils einem isobestischen Ubergang (Aisos(V-3)= Aisos(V-4) =407 nm) zu freien
Monomeren unterliegt (Abbildung 5.23 B.i, B.ii: An-age:(V-3) = A-age:(V-4) = 398 nm — AMono(V-3) =
AMono(V-4) =418 nm), wodurch anzunehmen ist, dass Polymer und Monomer in einem
Gleichgewicht zueinander zu stehen scheinen. Im Gegensatz zu Messreihe mit Acetonitril ergeben
beide Titrationsreihen mit Pyridin eine vollstaindige Depolymerisation von V-3 und V-4, wie CD-
inaktive Spektren ab einem Volumenanteil von 25 v/v% Pyridin bestdtigen, was auf die erhohte
Tendenz als Wasserstoffbriickenakzeptor zu wirken zuriickzufiihren sein kann.* Die Stabilitat der
Uberstrukturen gegeniiber Pyridin zeigt sich auch hier als unabhingig von strukturellen
Unterschieden der Peptidsequenz, was sich anhand der fiir beide Monomere identischen DPso-Werte
von DPso(V-3) = DPso(V-4) = 17 v/v% duflert (Abbildung 5.24 B).
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Abbildung 5.24: A: Auftragung des relativen Aggregationsgrades, entnommen aus dem Absorptions-
maximums der UV/Vis-Daten der Messungen bei unterschiedlichen Mischungen H.O/Acetonitril, gegen den
prozentualen Volumenanteil (v/v%) Acetonitril (A =398 nm, ¢ =5 x 10 M, T=25°C, H,0). B: Auftragung des
relativen Aggregationsgrades, entnommen aus dem Absorptionsmaximums der UV/Vis-Daten der Titrationen
mit Pyridin, gegen den prozentualen Volumenanteil (v/v%) Pyridin (A =398 nm, ¢ =5 x 10® M, T = 25°C, H,0).

Die Ergebnisse stellt Indizien fiir die starker favorisierten intermolekularen Wechselwirkungen der
Pd(II)-Monomere gegeniiber ihrer Zn(Il)-Analoga dar und zeigt erneut den dominierenden Einfluss
des Palladium(ll)-Kerns auf die Selbstassemblierung, welcher im Vergleich zum zuvor
dominierenden Einfluss der Peptidsequenz iiberwiegt. Dabei bleibt die Frage offen, ob dies auf
Grundlage der Planaritat des Pd(I)-Porphyrins zuriick geht, palladophile Wechselwirkungen einen
ausreichenden energetischen Betrag leisten oder beides in Kombination die beobachteten Effekte
bedingt. Tatsachlich konnten von der Gruppe um FERNANDEZ gezeigen werden, dass die Integration
von Pd(Il) in die chemische Grundstruktur Oligophenylenethinyl (OPE)-basierter Monomere zu
einer hoheren Nahordnung rigider Nanostrukturen fiihrt, was auf synergistische Effekte zwischen
der mt-Ebenen und Pd(II)-Pd(II)-Orbitalwechselwirkungen zuriickgefiihrt werden konnte. Ahnliches
ware fiir den vorliegenden Fall Pd(II)-basierter Porphyrin-Peptidamphiphile denkbar, bedarf jedoch
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5.2 Ergebnisse und Diskussion

weiterer Untersuchungen, die sich etwa der Bestimmung von Monomerabstdnden oder mittels

hochauflésender Mikroskopie der Charakterisierung der Morphologie widmen.
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Kapitel 5 - Selbstassemblierung von Porphyrin-Peptidamphiphilen in Abhangigkeit des Metallzentrums

5.3 Fazit

Nachdem es bereits in Kapitel 3 gelungen war, das Assemblierungsverhalten Porphyrin-basierter
Peptidamphiphile hinsichtlich des Stellenwerts von Peptidsequenz und solubilisierender Einheit zu
analysieren, widmete sich Kapitel 5 der Rolle des Zentralatoms bei der Ausbildung und Stabilitat

eindimensionaler Aggregate.

Ausgangspunkt dieses Vorhabens stellte die Entwicklung einer Syntheseroute zur Darstellung eines
Palladium(II)-Porphyrin-Derivats dar, welches gemafS dem nunmehr erprobten Protokoll zur
Darstellung von Porphyrin-Peptidamphiphilen eine CuAAC-vermittelte meso-Konjugation
ermoglichen sollte. Ausgehend von metalliertem meso-Tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin erwies sich
die Funktionalisierung mit Propargylamin als simple und zugleich effektive Methode, die den
Zugang zu den terminal Alkin-funktionalisierten Zn(II)- und Pd(II)-Porphyrinen V-6 und V-9
eroffnete und somit die Synthese der Monomere V-1 (ZnGFs) & V-2 (ZnG:Fs) sowie V-3
(PdGFs) & V-4 (PdG2Fs) mittels CuAAC ermoglichte.

Die Betrachtung des Assemblierungsverhaltens entsprach einer vergleichenden Studie zwischen
Zn(Il)- und Pd(II)-Monomeren und zielte auf die Differenzierung des Assemblierungsverlaufs in
Abhéngigkeit des Zentralatoms ab. Innerhalb temperaturabhangiger spektroskopischer Messungen
konnten die bereits in Kapitel 3 diskutierten Peptid-spezifischen Charakteristika einer erhdhten
energetischen Elongationsbarrieren mit zunehmender Beweglichkeit der Seitenarme reproduziert
werden. Dies liefs sich vor allem anhand beider Zink(Il)-basierten Monomere aufzeigen, die ein mit
zunehmender Temperatur lineares Voranschreiten der Selbstassemblierung fiir V-1, und eine bei
niedrigen Temperaturen kinetisch gehemmte Elongation von V-2 mit einer Elongationstemperatur
von T = 65,0°C beobachten liefen. Die Pd(Il)-Analoga V-3 und V-4 zeigten erstaunlicherweise das
Stattfinden supramolekularer Polymerisation zu H-Aggregaten in allen betrachteten
Temperaturbereichen an, wenn auch Unterschiede der Thermoresponsivitat in Abhangigkeit der
Peptidsequenz zu erkennen waren. Die Kompensation der fiir die Zn(II)-Monomere beobachteten
Elongationsbarriere wurde als Konsequenz des Austauschs von Zn(II) durch Pd(Il), und damit
einhergehenden in erster Linie auf die Planaritat von Pd(Il)-Porphyrinen, zuriickgefiihrt, was sich
forderlich auf die Ausbildung eindimensionaler Strukturen auszuwirken schien. Die anhand
morphologischer Untersuchungen ermittelten statistischen Parameter fiir Dispersitat und mittlere
Polymerlange liefsen universelle Riickschliisse auf die stattfindenden Assemblierungsverlaufe zu

und deuteten vor allem fiir V-3 und V-4 eine energetisch giinstige Nukleationsphase an.

Im Rahmen der Messreihen, die sich mit der Ausbildung und Stabilitdt von Nanostrukturen in
Anwesenheit organischer Zusdtze befassten, lieff sich eine mit der Aggregationstendenz der
Monomere korrelierende Stabilitit der Aggregate demonstrieren. Weitestgehend in Einklang mit
den Ergebnissen der zuvor diskutierten Monomere III-2 (GFs) und III-3 (GzFs), liefs sich fiir V-1 und
V-2 mit zunehmenden Volumenanteilen an Acetonitril die Ausbildung von Uberstrukturen
unterbinden, wobei V-1 verglichen zu V-2 eine erh6hte Toleranz gegeniiber Acetonitril zeigte, was
sich in den entsprechenden DPs-Werten widerspiegelte (DPso(V-1) = 32 v/v%; DPso(V-2) = 20 v/v%).
Ahnliche Ergebnisse lieferten auch die Titrationen mit Pyridin, bei welchen die Depolymerisation
auf Grundlage der axialen Koordination an Zn(Il) bereits ab weitaus geringeren Volumenanteilen
eingeleitet wurde (DPso(V-1) = 9 v/v%; DPso(V-2) = 3 v/v%).
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5.3 Fazit

Beide Palladium(II)-Monomere V-3 und V-4 zeigten sich hingegen sowohl gegeniiber Acetonitril als
auch Pyridin weitaus stabiler und liefSen keine signifikanten Unterschiede auf Basis der jeweiligen
Peptidsequenzen erkennen was die Annahme des dominierenden Einflusses des Palladium(II)-

Kerns auf die Selbstassemblierung bekraftigte.

Abschlieflend stellt sich die Anpassung des Porphyrin-Templats {iiber die Variation des
Zentralatoms somit als durchaus effektiver Ansatz zur gezielten Programmierung bestimmter
Assemblierungseigenschaften iiber das molekulare Design heraus. Die Grundlage dieses Effekts lief3
sich jedoch nicht kldren und beteiligte palladophile Wechselwirkungen sind neben der
aggregationsfordernden  Koordinationsgeometrie des  Pd(Il)-Porphyrins letztlich nicht

auszuschliefSen.
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Kapitel 6 - Ladungskontrollierte (Co-)Assemblierung von Porphyrin-Peptidamphiphilen

6.1 Motivation und Konzept

In Kapitel 4 konnte die Vielseitigkeit von Porphyrin-Peptidamphiphilen anhand der Darstellung
anisotroper Nanostrukturen in dualer Abhéangigkeit von Temperatur und pH demonstriert werden.
Neben der Schaltung einzelner supramolekularer Bausteine konnen pH-responsive Materialien die
Basis weitaus anspruchsvollerer synthetischer Peptid-basierter Systeme bilden. Der Schliissel hierzu
liegt in der Balance attraktiver und repulsiver elektrostatischer Wechselwirkungen. So kann der
gezielte Einsatz potenziell komplementar geladener Aminosduren wie Glutaminsdure und Lysin
zum kontrollierten Aufbau supramolekularer (Co-)Polymere unter physiologischen Bedingungen
genutzt werden. Innerhalb der Gruppe um BESENIUS konnte in diesem Kontext bereits die
ladungskontrollierte Selbstassemblierung Cs-symmetrischer Peptidamphiphile zZu
eindimensionalen alternierenden Copolymeren gezeigt werden, welche u.a. die Grundlage zur
Synthese biokompatibler Hydrogele bildet und auch den Aufbau langenkontrollierter

supramolekularer (Co-)Polymerbiirsten an Oberflichen ermoglicht. 2092101

Ausgehend von den bereits vorgestellten Beispielen supramolekularer Polymerisation
wasserloslicher Porphyrin-Peptidamphiphile soll sich innerhalb von Mehrkomponenten-Systemen
mit der ladungsgesteuerten Darstellung alternierender Copolymere befasst werden. Das Zentrum
der darzustellenden Monomere soll dabei das in Kapitel 5 vorgestellte Palladium(II)-Porphyrin V-9
bilden, welches aufgrund der quadratisch-planaren Koordinationsgeometrie keine axiale
Koordination durch funktionelle Gruppen zuldsst sowie eine ausgesprochene Stabilitdt gegeniiber

pH-Schwankungen aufweist.[232]
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Abbildung 6.1: A: Chemische Struktur der darzustellenden Porphyrin-Monomere mit positiv-geladenen
(oben: VI-1=PdGFKFAhxG, VI-3 =PdGFKAAhxG) und negativ-geladenen (unten: VI-2 =PdGFEFAhXG,
VI-4 = PdAGFEAAhxXG) Seitenketten. B: Schematische Darstellung der ladungskontrollierten supramolekularen
Polymerisation in alternierende Copolymere.
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6.1 Motivation und Konzept

Weiterhin gilt es, das bisherige molekulare Design zu modifizieren, um den Assemblierungsprozess
hinsichtlich elektrostatischer Wechselwirkungen zu optimiert. Neben dem Austausch der
terminalen Aminosaure Phenylalanin soll die Erweiterung um ein hydrophobes Aminohexansaure
(Ahx)-Segment der Abgrenzung des Monomer-Zentrums gegeniiber der wassrigen Umgebung
dienen, um elektrostatische Wechselwirkungen iiber hydrophobe Abschirmung zu unterstiitzen
und zu stabilisieren. Neben der Copolymerisation durch Paarung der direkt komplementdren
Monomere VI-1 & VI-2 und VI-3 & VI-4 soll die Kreuzung beider Monomer-Sets im Hinblick auf

die Regulierbarkeit resultierender Copolymer-Eigenschaften erprobt werden.
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Kapitel 6 - Ladungskontrollierte (Co-)Assemblierung von Porphyrin-Peptidamphiphilen

6.2 Ergebnisse und Diskussion

Aufbauend auf der erfolgreichen Darstellung der Palladium(II)-Monomere V-3 und V-4 in Kapitel 5
und der Untersuchung pH-responsiver Homopolymerisation von IV-1 in Kapitel 4 widmet sich
Kapitel 6 der Kombination beider Ansdtze im Hinblick auf die Synthese und Charakterisierung
komplementérer selbstassemblierender Comonomere. Neben den Einzelheiten der synthetischen
Ausfithrungen wird im Folgenden die supramolekulare alternierende Copolymerisation auf

Grundlage unterschiedlich geladener Aminosaure-Sequenzen diskutiert.

6.2.1 Synthese Stimuli-responsiver (Co-)Monomere

Den Anfang der Syntheseroute bildet die Darstellung einer neuen Generation potenziell geladener
Oligopeptide auf Basis eines FKFAhxG/FEFAhxG- beziehungsweise FKAAhxG/FEA AhxG-Motivs.
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VI-6 84% VI-12 71%
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R? = (CH,C¢Hs), Phe R? = (CH,), Ala

Y

W © R! w © w ©
N3/\[rN\é)LH)\[rN\:)LH/\/\/\[rN\)LH/\/O\(/\OZZ
o o R? o

VI-7 42% VI-13 53%
R! = ((CH,),NHBoc), Lys(Boc) R! = ((CH,),NHBoc), Lys(Boc)
R? = (CH,CgHs), Phe R? = (CH,), Ala

VI-8 67% VI-14 62%
R! = ((CH,),CO(OBu)), Glu('Bu) R! = ((CH,),CO(OBu)), Glu(*Bu)
R? = (CH,CgHs), Phe R? = (CH,), Ala
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R! = ((CH,),NHBoc), Lys(Boc)  R!=((CH,),NHBoc), Lys(Boc) Ri = ((CHy)4NH; " TFAY), Lys R; = ((CH,)4NH; " TFAY), Lys
R? = (CH,C¢Hs), Phe R? = (CH,), Ala R? = (CH,CgHs), Phe R? = (CH,), Ala
ii: iii:
VI-10 85% VI-16 81% VI-2 26% VI-4 20%
R® = ((CH,),CO(OBu)), Glu('Bu) R = ((CH,),CO(OBu)), Glu(‘Bu) R; = ((CH,),COO0H), Glu('Bu) R; = ((CH,),COO0H), Glu('Bu)
R? = (CH,CgHs), Phe R? = (CH,), Ala R? = (CH,CgHs), Phe R? = (CH,;), Ala

Abbildung 6.2: Syntheseroute zur Darstellung der meso-substituierten Porphyrin-Peptidamphiphile VI-1 bis
VI-4. i: 11-8b (1,0 Aq.), VI-5/VI-6/VI-11/VI-12 (1,5 Aq.), PyBOP (1,5 Aq.), HOBt (1,5 Aq.), DIPEA (1,5 Aq.), DMF,
0°C — 25°C, 18 h; ii: V-9 (1,0 Aq.), VI-7/VI-8/VI-13/VI-14 (5,5 Aqg.), CuSO4 x 5 H20 (1,0 Aq.), TBTA (0,8 Aq.),
Natriumascorbat (2,3 Aq.), DMSO, 40°C, 24 h; iii: TFA/DCM/TIS/H.0 (4:4:1:1), 2 x 1 h, 25°C.
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6.2 Ergebnisse und Diskussion

Die nétigen Sytheseschritte wurden in Zusammenarbeit mit|jlldurchgefiihrt.26 Dem bisher
angewendeten Fmoc-Syntheseprotokoll zum Aufbau N-terminal Azid-funktionalisierter
Oligopeptide iiber SPPS entsprechend wurden die Peptidsequenzen NsGFK(Boc)FAhxGOH (VI-5),
NsGFE('‘Bu)FAhxGOH (VI-6), NsGFK(Boc)A AhxGOH (VI-11) und NsGFE(‘Bu)FAhxGOH (VI-12) an
einer festen 2-CTC-Matrix synthetisiert. Anschlieflend erfolgte die PyBOP-vermittelte Amidierung
von mPEG-NH2 (Mw=1000 g mol?) (III-8b) an die Oligopeptide, worauthin die resultierenden
Peptidamphiphile nach Groflenausschlusschromatographie (Sephadex™, LH-20, MeOH) und
Reinigung tiber semi-praparative RP-HPLC in zufriedenstellenden Ausbeuten von 42% (VI-7), 67%
(VI-8), 53% (VI-13) und 62% (VI-14) isoliert werden konnten.

Die erhaltenen Azid-funktionalisierten Peptidamphiphile VI-7 & VI-8 und VI-13 & VI-14 wurden
jeweils an das Pd(II)-Porphyrin V-9 iiber CuAAC konjugiert (vergleiche Kapitel 3.2.1) und die
Vollstandigkeit der Reaktion mittels MALDI-Tof-MS (Abbildung 6.3: VI-9: m/z =8361,4 (Berechnung
fiir [M+K]*: m/z = 8361,4); VI-10: m/z = 8189,0 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 8189,2); VI-15: m/z =
8059,9 (Berechnung fiir [M+K]*: m/z = 8056,3); VI-16: m/z = 7889,0 (Berechnung fiir [M+K]* m/z =
7884,1)) bestatigt. Anschliefende Reinigung mittels Grofienausschluss-chromatographie
(BioBeads™, S-X1, DMF) lieferte die an den Seitenketten-geschiitzten Monomere in sehr guten
Ausbeuten von 88% (VI-9), 85% (VI-10), 80% (VI-15) und 81% (VI-16).
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Abbildung 6.3: MALDI-MS Spektren der Reaktionskontrollen zur Darstellung von VI-9 & VI-10 und VI-15 &
VI-16, aufgenommen im Bereich zwischen 4000 — 11000 m/z (Matrix: DCTB+KTFA, linear-positiver Modus).

Die Abspaltung der Boc- und ‘Bu-Schutzgruppen der Glutaminsédure- und Lysin-Seitenketten fand
unter sauren Bedingungen durch Verwendung von TFA und Triisopropylsilan (TIS) in DCM und
H:O statt. Der Verlauf der Reaktion wurde mittels analytischer RP-HPLC verfolgt und zeigte fiir alle
Monomere die vollstindige Entschiitzung nach zwei Stunden (Abbildung 6.4). Um die
hochstmogliche Reinheit zu gewéhrleisten, wurden samtliche Monomere iiber semi-préaparative RP-
HPLC in gepufferten Losungsmittel-Systemen gereinigt (vergleiche Kapitel 8.1.4), wodurch die
finalen wasserloslichen Monomere VI-1 (59%), VI-2 (26%), VI-3 (69%) und VI-4 (20%) erhalten

wurden. Die geringen Ausbeuten der Glutaminsédure-Derivate VI-2 und VI-4 lassen sich auf die
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Kapitel 6 - Ladungskontrollierte (Co-)Assemblierung von Porphyrin-Peptidamphiphilen

Peak-Verbreiterung infolge von pH-Wert-Schwankungen wéahrend der Aufreinigung iiber RP-
HPLC zuriickfiithren.
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Abbildung 6.4: Analytische RP-HPLC Chromatogramme der Monomere VI-1 bis VI-4 (durchgezogene Linien)

nach Aufreinigung Uber prdparative RP-HPLC sowie deren geschitzte Varianten VI-9 & VI-10 und VI-15 &
VI-16 (nicht-durchgezogene Linien) (siehe 8.1.4, Methode A: Flussrate: 1,0 ml min, T=25°C, A = 420 nm).

Die abschlieiende Charakterisierung erfolgt iiber 'H-NMR-Spektroskopie. Die erfolgreiche
Konjugation konnte anhand passender Integrale der charakteristischen Signale vierfach-
substituierter Monomere bestatigt werden. Neben der Signale der Amidprotonen welche aus der
Funktionalisierung mit Propargylamin zur Darstellung des Porphyrin-Kerns V-9 hervorgehen
(Abbildung 6.5 a, Triplett: 0= 9,43 ppm, 4 x 1H) zdhlen hierzu die Signale der Triazol-Protonen
(Abbildung 6.5 b, Singulett: 0 =7,92 ppm, 4 x 1H), die Signale der Protonen der Methylen-Gruppen
in Nachbarschaft des Triazols (Abbildung 6.5 ¢, Multiplett: o =5,20 - 5,00 ppm, 4 x 2H) sowie die
Signale der endstiandigen Methyl-Gruppen der solubilisierenden mPEG-Einheiten (Abbildung 6.5 c,
Multiplett: d =5,20 - 5,00 ppm, 4 x 3H).
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Abbildung 6.5: *H-NMR-Spektren der Monomere VI-1 bis VI-4 (DMSO-ds, T = 23°C).

6.2.2 Supramolekulare Homopolymerisation der Monomere VI-1 und VI-2

Hinsichtlich der ladungskontrollierten supramolekularen Copolymerisation musste zunachst die
Ausbildung supramolekularer Homopolymere ausgehend von ungeladenen Monomeren validiert
werden. Aufbauend auf den Ergebnissen zum Assemblierungsverhalten von I'V-1 (ZnGFEF), welche
eine wechselseitige Abhdngigkeit der Aggregation von Temperatur und pH-Wert aufzeigten, wird
im Folgenden die Thermo- und pH-Responsivitit der Monomer-Sets VI-1 & VI-2 sowie VI-3 &
VI-4 untersucht. Die dafiir durchgefiihrten Messungen fanden in Phosphatpuffer (10 mMm) statt, um
einen konstanten pH-Wert zu gewahrleisten.

Ahnlich dem temperaturabhingigen Losungsverhaltens von V-1 bis V-4 zeigten VI-1 bis VI-4 im
jeweils ladungsneutralen Zustand in vorangegangenen LCST-Test eine verringerte kolloidale
Stabilitdt oberhalb 80°C, weswegen T=80°C als Maximaltemperatur temperaturabhangiger
Messungen gewahlt wurde (siehe Anhang A: Abbildung A6.5).
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Zunichst wurde VI-1 und VI-2 beziiglich der Ausbildung von Uberstrukturen unter kinetischer
Kontrolle verfolgt. Hierfiir wurden beide Monomere im jeweils ladungsneutralen Zustand (VI-1:
pH=11,0; VI-2: pH =2,7) betrachtet. Dabei zeigten sowohl die CD-Spektren im fernen und nahen
UV-Bereich wie auch die UV/Vis-Spektren im Temperaturverlauf eine auflergewohnliche

Bestandigkeit der spektroskopischen Signale (Abbildung 6.6).
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Abbildung 6.6: Temperaturabhéngige CD (i & ii)- und UV/Vis (iii)-Spektren von A: VI-1 (pH =11,0) und B:
VI-2 (pH = 2,7) in PB (10 mM) (c® = 2 x 105 M, cVY/Vis = 5 x 10 m).

Den Unterschied zu den bisherigen Porphyrin-Peptidamphiphilen stellt Aminohexansaure (Ahx)
dar. Ahx schirmt die Peptidsequenz gegeniiber Wassermolekiile ab, welche dadurch nicht um
Wasserstoffbriickenbindungsstellen konkurrieren kénnen. So wird die intermolekulare Peptid-
durch die

Molekiilsegmente bei hohen Temperaturen erreicht wird. Die Strukturformation duflert sich in fiir

Peptid-Wechselwirkung gefordert, was sonst erst Desolvatation einzelner
beide Monomere nahezu identischen Spektren mit einem fiir H-Aggregate indikativen hypsochrom
verschobenen SORET-Signal verglichen mit dem Signal freier Monomere (vergleiche Abbildung 5.11,
AMono =418 nm ) (A.iii & B.iii: Amax(VI-1) = Amax(VI-2) =400 nm) und einem hauptsédchlich negativen
COTTON-Effekt (A.ii & B.ii: VI-1: A(-)=395nm, Ae=-251 L mol!cm?’— A(-)=393 nm, Ac=
—327 L molt cm? ; VI-2: A(-) =393 nm, Ae =-237 L mol?cm? — A(-) = 392 nm, Ae =-292 L mol
! ecm?). Die Monomer-Stapelung wird zudem durch das auftretende Signal fiir 3-Faltblatt-artige

Sekundarstrukturen ersichtlich (A.i & B.i: Amax = 207 nm).

die der

spektroskopischen Signale widhrend Titrationen mit wassrigen Losungen von NaOH und HCI

Fiir Untersuchung der pH-Responsivitat Homopolymerisation wurden die
verfolgt. Um den Einfluss kinetischer Effekte zu minimieren, wurden die Titrationen ausgehend
VI-1 (GFKFAhxG) wurde

Phosphatpuffer gelost (pHYV/Vis =2,8; pH = 2,3), um die Protonierung der Lysin-Seitenketten zu

vom geladenen Monomerzustand durchgefiihrt. in saurem

gewdhrleisten. Im UV/Vis-Spektrum wird ersichtlich, dass VI-1 trotz der geladenen Seitenketten

nicht im molekular gelosten Zustand vorliegt (AmaxPH28=409nm). Die ausgesprochene
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Aggregationstendenz aufgrund der hydrophoben Peptidsequenz in Kombination mit hydrophober
Abschirmung durch Ahx wurde auch innerhalb der Temperaturmessungen ersichtlich und scheint
gegeniiber der repulsiven elektrostatischen Abstoffung zu dominieren. Uber CD-Spektroskopie
lassen sich entsprechend ebenfalls Anzeichen cofacialer Chromophor-Stapelung anhand eines
breiten positven COTTON-Effekts beobachten (A(+) =424 nm, Ae =103 L mol! cm™). Die Tatsache,
dass etwaige Sekundarstrukturen nicht erkennbar sind signalisiert jedoch den Zusammenschluss zu
ungeordneten Pra-Aggregaten. Die COULOMB-Repulsion der geladenen Seitenketten unterbindet die
Aggregation nicht vollstindig, wirkt jedoch hemmend beziiglich des Aufbaus geordneter
eindimensionaler Strukturen. Im Laufe der pH-Anderung ist die Ausbildung diskreter Signale,
reprasentativ fiir eindimensionale H-Aggregate, erkennbar (Amax*H108 =401 nm), die sich sowohl im
Ubergang zu einem negativen COTTON-Effekt (A(-) =397 nm, Ae =205 L mol"! cm™) wie auch im
Signal fiir B-Faltblatt-Motive (Amax = 204 nm) duflern. Der Ubergang verlauft dabei nahezu graduell.
Ein Fit der normierten Datenpunkte bei A =235nm offenbart fiir das Erreichen eines 50%-igen
Polymerisationsgrades in Abhangigkeit der pH-Werts einen Wert von pHso = 6,3, was weit unterhalb
des pKs der e-standigen Amino-Gruppe des Lysins liegt (pKs(Lys) = 10,5)12%3 und bezeichnend fiir

die starke thermodynamische Triebkraft zur Selbstassemblierung ist.
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Abbildung 6.7: pH-abhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von VI-1; C: Auftragung des normierten
CD-Effekts bei A = 235 nm gegen den pH-Wert (¢® = 2 x 10° m, c?V/Vis =5 x 10 m, T = 25°C, PB (10 mM)).

Zum Nachweis der spektroskopischen Betrachtungen wurden negativ kontrastierte TEM-
Aufnahmen sowohl im Sauren (pH = 3,4) wie auch Basischen (pH =10,9) erstellt (Abbildung 6.8).

Fiir den geladenen Monomerzustand (A) sind kleine, fragmentartige Strukturen von wenigen
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Nanometern zu erkennen, was die Schlussfolgerung zur Ausbildung unstrukturierter Aggregate
bekréftigt. Der Anstieg des pH-Werts bedingt die Beobachtung anisotroper, wenn auch recht kurzer
Nanostabchen (L. =30 + 12 nm), welche einen durchschnittlichen Durchmesser von =8 +2 nm
aufweisen. Das entsprechende Breitenhistogramm (C.2) legt eine Verteilung zweier Populationen
offen. Demnach zeigt VI-1 die Ausbildung eindimensionaler Nanostrukturen mit teilweise

stattfindender Biindelung einzelner Filamente.
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Abbildung 6.8: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-1 nach Equilibrieren bei 25°C fir 3 h; A: VI-1
bei pH = 3,4; B: VI-1 bei pH = 10,9; C: Langen (C.1)- und Breitenhistogramm (C.2) auf Grundlage graphischer
Bildevaluation der TEM-Aufnahmen bei pH = 10,9 (c =2 x 10 m, TRIS (10 mm)).

Auf identische Weise wurde VI-2 beziiglich der Homopolymerisation ausgehend vom negativ
geladenen (pHYVVis =10,6; pH® =11,0) hin zum ungeladenen Zustand (pHYV/Vis=2,9; pH® =2,8)
untersucht und zeigt dabei nahezu identische, wenn auch intensivere Signale in CD- und UV/Vis-
Spektroskopie im entgegengesetzten pH-Verlauf (Abbildung 6.9). Der Ubergang der SORET-Bande
(APH1L0=471 nm — APH29 =396 nm) und die Verdnderungen des COTTON-Effekts (A(-)=392 nm,
Ae =-477 L mol' cm™) werden von der Ausbildung des Signals fiir 3-Faltblatt-Strukturen begleitet,
welches einen scharfen Monomer-zu-Polymer-Ubergang mit pHso(VI-2) = 6,7 aufweist. Dieser Wert
weicht ebenfalls vom theoretischen pKs der freien Carbonsdure der Glutaminsdure-Seitenkette
(pKs(Glu) = 4,3)128] und bestiétigt die thermodynamische Triebkraft der Selbstassemblierung. Die
negativ kontrastierten TEM-Aufnahmen zeigen deutliche Unterschiede der geladenen wie
ungeladenen Zustinde mit nur vereinzelten, wenig konturierten Strukturen bei pH =10,7
(Abbildung 6.10, A). Die pH-induzierte Homopolymerisation bedingt die Ausbildung klar
erkennbarer anisotroper Nanofasern (B), die in ihrer Lange jene durch VI-1 gebildete
Nanostrukturen iibersteigen (Ln =98 + 73 nm, D = 1,6), und insgesamt eine Variation der Lange und

Breite mit partieller Dimerisierung einzelner Strange beobachten lasst (C.2).
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Abbildung 6.9: pH-abhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spektren von VI-2; C: Auftragung des normierten
CD-Effekts bei A = 226 nm gegen den pH-Wert (c® = 2 x 10° M, ¢VY/Vis = 5 x 10 m, T = 25°C, PB (10 mM)).

Die Untersuchungen demonstrieren das pH-responsive Verhalten des Monomer-Sets VI-1 & VI-2,
welches die ladungsabhingige Homopolymerisation zu eindimensionalen supramolekularen
Polymeren ermoglicht. Durch die Verschiebung des effektiven pKs von Lysin und Glutaminsédure
erfolgt der Zustandsiibergang fiir beide Monomere nahe dem neutralen pH-Bereich (pHso(VI-1) =
6,3; pHso(VI-2) = 6,7), womit jedoch kein pH-Bereich gegeben ist, in welchem beide Monomere
zeitgleich im rein geladenen Zustand auftreten. Am Schnittpunkt ihrer Titrationskurven (pH = 6,7)
betragt der Homopolymerisationsgrad von VI-1 und VI-2 bereits 55%, was keinen

vielversprechenden Ausgangspunkt komplementér ladungsgetriebener Copolymerisation darstellt.
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Abbildung 6.10: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-2 nach Equilibrieren bei 25°C fiir t =3 h; A:
VI-2 bei pH=10,7; B: VI-1 bei pH=2,8; C: Ldngen (C.1)- und Breitenhistogramm (C.2) auf Grundlage
graphischer Bildevaluation der TEM-Aufnahmen bei pH = 10,9 (c = 2 x 10> ™M, TRIS (10 mm)).
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6.2.3 Supramolekulare Homopolymerisation der Monomere VI-3 und VI-4

Die Verschiebung des effektiven pKs von Glutaminsdure und Lysin innerhalb der Supramolekiile
limitiert die Anwendbarkeit von VI-1 und VI-2 beziiglich der ladungskontrollierten
Copolymerisation. Da die pH-Responsivitit eine Konsequenz der allgemeinen Aggregationstendenz
darstellt, wurde anhand VI-3 und VI-4 versucht, das molekulare Design hinsichtlich
aggregationsfordernder Strukturmotive anzupassen. Hierbei konnte die Vielseitigkeit des SPPS-
Ansatzes ausgenutzt und die Oligopeptidsequenz variiert werden, indem eine Phenylalanin-Einheit
durch weniger hydrophobes Alanin ersetzt wurde. Damit galt es, die attraktive Triebkraft
supramolekularer Polymerisation abzuschwachen und den pH-induzierten Zustandsiibergang
naher in Richtung der jeweiligen pKs-Werte zu verschieben. 19719200204

Die Untersuchung startete mit der Betrachtung kinetisch kontrollierter Strukturformation der
Monomere VI-3 und VI-4 im neutralen Zustand (VI-3: pH =10,8; VI-4: pH =2,7). Beide Monomere
zeigen ein vermindertes Aggregationsbestreben fiir T < 15°C mit der Formation ungeordneter Pra-
Aggregate unter leicht hypsochromer Verschiebung des SORET-Signals (Amax(VI-3)=407 nm;
Amax(VI-4) = 406 nm), Ausbildung eines breiten positiven COTTON-Effekts (VI-3: A(+) =416 nm,
Ae =100 L mol! cm?; VI-4: A(+) =416 nm, Ae=139 L mol' cm") und inaktiver CD-Spektren im
fernen UV-Bereich (Abbildung 6.11, blau). Durch die Zunahme der Temperatur lasst sich vor allem
anhand der Ausbildung der spektroskopischen Signale von Sekundarstrukturmustern (VI-3:
Amax =204 nm, Ae =503 L mol! cm?; VI-4: Amax =204 nm, Ae =565 L mol! cm?) das Voranschreiten
der Selbstassemblierung beobachten (sieche Anhang A: Abbildung A6.6: Tso(VI-3)=21,4°C;
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Ts0(VI-4) = 20,4°C). Beide Monomere weisen dabei eine signifikante Blauverschiebung der SORET-
Bande auf (Amax(VI-3) =407 — 396 nm; Amax(VI-4) =406 — 395 nm), welche von der Ausbildung
eines neuen positiven Exziton-Signals begleitet wird (VI-3: A(+) =395 nm, Ae =156 L mol! cm;
VI-4: A(+) =395 nm, Ae = 158 L mol! cm). Es zeigt sich, dass der Austausch von Phenylalanin durch
weniger hydrophobes Alanin einen direkten Einfluss auf die Selbstassemblierungstendenz hat und
die Variation des Peptidriickgrats beziiglich hydrophiler und hydrophober Anteile ebenfalls ein

effektives Mittel zur Modulation der Thermoresponsivitat darstellt.
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Abbildung 6.11: Temperaturabhangige CD (i & ii)- und UV/Vis (iii)-Spektren von A: VI-3 (pH = 10,8) und B:
VI-4 (pH = 2,7) in PB (10 mM) (c® = 2 x 105 M, cVY/Vis = 5 x 10 m).

Nachfolgend sollte die pH-Abhéngigkeit der Strukturformation iiberpriift werden. Aufgrund der
Thermoresponsivitdt des Assemblierungsvorgangs und um kinetische Effekte bestmoglich zu
minimieren, wurden die nachfolgenden pH-Titrationen in einem Temperaturbereich vorgenommen,
in welchem innerhalb der Temperatur-Messreihen zeitlich konstante Messwerte erhalten werden
konnten (T = 40°C).

VI-3 wurde in saurem Phosphatpuffer gelost (pH =2,6; pHUV/Vis=2,7) und die spektroskopische
Signatur nach thermischer Equlibrierung (T=45°C, t=3h) im Laufe der pH-Anderung bei
konstanter Temperatur (T =45°C) analysiert. Wie auf Grundlage der Temperaturexperimente zu
erwarten war, lasst sich auf Basis nahezu CD-inaktiver Spektren und der nur leicht
blauverschobenen SORET-Bande (AmaxPH27= 413 nm) fiir VI-3 von weitestgehend molekular gelosten
Monomeren ausgehen (Abbildung 6.12). Der pH-Wechsel fiihrt zu einem scharfen Monomer-zu-
Polymer-Ubergang hinsichtlich peptidischer Faltungsmotive (Amax =204 nm, Ae =538 L mol cm;
pHs0(VI-3) =10,2), der sich durch die hypsochrome Verschiebung des Absorptionsmaximums
(AmaxPH114=406 nm) und die Ausbildung eines stark diffusen COTTON-Effekts &duflert. Den
Ausfithrungen zum Zusammenhang zwischen Aggregationsbestreben und Verschiebung des
apparenten pKs entsprechend zeigt sich, dass die strukturelle Modifikation beziiglich
aggregationsfordernder Monomer-Segmente ein effektives Mittel zur Einstellung pH-responsiver

Eigenschaften darstellt. So konnte der Zustandsiibergang durch Verminderung der Molekiil-

129



Kapitel 6 - Ladungskontrollierte (Co-)Assemblierung von P

orphyrin-Peptidamphiphilen

internen Hydrophobizitét fiir VI-3 in Richtung des theoretischen pKs von Lysin (pKs(Lys) = 10,5)283]

angepasst werden.
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Abbildung 6.12: pH-abhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)-Spe
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Abbildung 6.13: A: Zweidimensionales Zustandsdiagramm von VI-3 in Phosphatpuffer (10 mm) als Funktion
von pH und Temperatur durch die Auftragung des normierten CD-Signals bei A =222 nm (c =2 x 10° m). B:

Schematische Darstellung der beiden Endzustdande i: Supramo
Freies Monomer (Polymerisationsgrad 0).

Die Auswirkung der beiden Parameter Temperatur und pH auf den relativen Polymerisationsgrad

von VI-3 wurden analog zu IV-1 (vergleiche Abbildung 4.9) durch Auftragung der Datenpunkte
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6.2 Ergebnisse und Diskussion

mehrerer temperaturabhidngiger Messungen bei unterschiedlichen pH-Werten {iber einen
zweidimensionalen Kontur-Plot dargestellt (Abbildung 6.13). Dieser gestattet einen Uberblick zur

dual-Stimuli-responsiven Strukturformation unter basischen Bedingungen.

Durch die morphologische Betrachtung der gebildeten Uberstrukturen in Abhidngigkeit von
Temperatur und pH-Wert konnten die spektroskopischen Befunde durch die sichtbare
Umwandlung einzelner anisotroper Uberstrukturen (Abbildung 6.14 A) in definierte Nanostibchen
mit einer durchschnittlichen Lénge von Ln = 146 + 81 nm (Abbildung 6.14 B, C.1) verifiziert werden.
Neben eindimensionalen Gebilden, welche sich auch hier partiell zu dimeren Biindeln
zusammenlagern, lassen sich sphédrische Nanopartikel beobachten, die in Zusammenhang mit dem
diffusen COTTON-Effekt stehen konnten. Auf Grundlage der durchgefiihrten Messungen ist jedoch

keine weitere Charakterisierung dieses Phanomens moglich.
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Abbildung 6.14: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-3 nach thermischem Equilibrieren bei 45°C fir
3 h; A: VI-3 bei pH = 2,6; B: VI-3 bei pH = 11,1; C: Langen (C.1)- und Breitenhistogramm (C.2) auf Grundlage
graphischer Bildevaluation der TEM Aufnahmen bei pH = 11,1 (¢ = 2 x 10> M, TRIS (10 mm)).

Aquivalente Messungen betreffend pH-abhingiger Selbstassemblierung von VI-4 ergaben éhnliche
Ergebnisse fiir den Aufbau supramolekularer Uberstrukturen ausgehend von geladenen
Monomeren (pH® =10,8; pHUVis=11,3). VI-4 lasst bei pH=10,7 CD-inaktive Spektren und
gemessen am Absorptionsmaximum ein nahezu vollstindiges Vorliegen als freie Monomere
beobachten (AmaxPH107=417 nm). Im Laufe der Titration wird ebenfalls ein scharfer Monomer-zu-
Polymer-Ubergang beobachtet (Abbildung 6.15 A & C, pHso(VI-4) =4,8). Dieser liegt nah am
erwarteten pKs fiir Glutaminsaure-Seitenketten, was sich mit den Ergebnissen fiir VI-3 zum Einfluss
der molekularen Designanderung auf die pH-Responsivitat deckt. Der finale Zustand ungeladener

Homopolymere wird reprasentiert durch ein breites hypsochrom verschobenes SORET-Signal
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(AmaxPH23=393 nm), das von einem bisignaten COTTON-Effekt begleitet wird (A(+)=397;
Ae =214 L mol! cm™ - A(-) = 388 nm, Ae =— 287 L mol! cm?).
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Abbildung 6.15: pH-abhingige CD (A & B)- und UV/Vis (D)- Spektren von VI-4; C: Auftragung des normierten
CD-Effekts bei A = 222 nm gegen den pH-Wert (c® = 2 x 10° M, ¢"V/Vis = 5 x 10 m, T = 45°C, PB (10 mM)).

Die dual-Stimuli-responsive Natur der Selbstassemblierung von VI-4 wurde ebenfalls anhand eines
zweidimensionalen Kontur-Plots dargestellt (Abbildung 6.16) und fasst den relativen

Polymerisationsgrad in saurem bis neutralem Milieu in Abhangigkeit der Temperatur zusammen.

Auf den entsprechenden TEM-Aufnahmen (Abbildung 6.17) lassen sich bei pH=10,1 einzelne
Strukturen erkennen, die schwach kontrastiert oder sphérisch sind. Der ungeladene Zustand
(pH =2,9) geht hingegen mit rigiden, eindimensionalen faserartigen Gebilden beachtlicher Lange
einher (Ln =281 + 203 nm), die im Vergleich zu VI-3 weitaus geordneter erscheinen. Auch hier ldsst

sich die Ausbildung von Biindeln beobachten.

Somit konnte neben der Ansprechbarkeit durch Temperaturerhohung auch die pH-abhéngige Natur
der Selbstassemblierung von VI-3 und VI-4 nachgewiesen werden. Tatsachlich ist es gelungen durch
strukturelle Modifikationen die intrinsische Tendenz zur Aggregation anzupassen um einen
besseren Ausgangspunkt fiir die im Folgenden diskutierte supramolekulare Polymerisation zu

alternierenden Copolymeren zu schaffen.
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Abbildung 6.16: A: Zweidimensionales Zustandsdiagramm von VI-4 in Phosphatpuffer (10 mm) als Funktion
von pH und Temperatur durch die Auftragung des normierten CD-Signals bei A =222 nm (c =2 x 10° m). B:
Schematische Darstellung der beiden Endzustande i: Supramolekulares Polymer (Polymerisationsgrad 1); ii:
Freies Monomer (Polymerisationsgrad 0).
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Abbildung 6.17: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-4 nach thermischem Equilibrieren 45°C fiir
3 h; A: VI-4 bei pH = 10,1; B: VI-4 bei pH = 2,9; C: Ldngen (C.1)- und Breitenhistogramm (C.2) auf Grundlage
graphischer Bildevaluation der TEM Aufnahmen bei pH = 2,9 (¢ = 2 x 10° ™, TRIS (10 mm)).
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6.2.4 Ladungskontrollierte supramolekulare Copolymerisation

Bisher konnte fiir beide Monomer-Paare gezeigt werden, das eine pH-abhédngiger Ausbildung
eindimensionaler Aggregate erreicht werden kann. Damit sind die Grundvoraussetzungen fiir eine
ladungsgetriebene supramolekulare Copolymerisation gegeben, wobei sich beide Monomer-Paare
nicht zwangslaufig gleich gut dazu eignen. Die Copolymerisation setzt einen pH-Bereich voraus, in
welchem beide Monomere zeitgleich den geladenen Zustand vorweisen. Auf diese Weise wird die
Homopolymerisation aufgrund der COULOMB Repulsion unterbunden und die alternierende
Monomer-Stapelung begiinstigt.

VI-3 und VI-4 zeigen anhand ihrer Titrationskurven die Chance erfolgreicher Copolymerisation im
Bereich zwischen pH = 6 und pH =10 an. Fiir VI-1 und VI-2 sind die Ausgangsbedingungen wenig
vielversprechend. Die zusédtzliche Phenylalanin-Einheit bedingt aufgrund der erhohten
Hydrophobizitit ein starkeres Aggregationsbestreben, was sich in der Abweichung der effektiven
pKs-Werte fiir Glutaminsdure (pKs(Glu) = 4,3)2% und Lysin (pKs(Lys) =10,5)2%1 auflert. Die pH-
abhéngige Selbstassemblierung des Lysin-Derivats VI-1ist dabei zu niedrigen (pHso(VI-1) = 6,3) und
die des Glutaminsaure-Derivats VI-2 zu hheren pH-Werten verschoben (pHso(VI-1) = 6,7), was sich
aus der Stabilisation und Triebkraft zur Ausbildung der supramolekularen Uberstrukturen ergibt.
Ahnliches wurde innerhalb der Gruppe bereits mehrfach fiir Lysin- und Glutaminsdure-tragende

Cs-symmetrische Peptidamphiphile berichtet.[205206.240]
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Abbildung 6.18: Normalisierte CD-Daten der pH-abhangigen Selbstassemblierung der Monomere VI-1 (blau,

durchgezogene Linie), VI-2 (griin, durchgezogene Linie), VI-3 (blau, nicht-durchgezogene Linie) und VI-4 (grin,
nicht-durchgezogene Linie) (¢ =2 x 10° m, T (VI-1, VI-2) = 25°C, T(VI-3, VI-4) = 45°C, PB (10 mM)).

Abbildung 6.18 fasst die Ergebnisse der Untersuchungen pH-abhangiger Homopolymerisation der
Monomer VI-1 bis VI-4 zusammen. Auch im Hinblick auf eine gemischte Copolymerisation zeigt
sich, dass VI-1 kein idealer Partner fiir die Zwei-Komponenten-Assemblierung mit VI-2 und VI-4
zu sein scheint, da die Titrationskurven jeweils ein pH-Optimum fiir den Kurvenschnittpunkt
anzeigen (VI-1-co-VI-2=6,7; VI-1-co-VI-4=5,0), der stets mit anteiligem Vorliegen als
Homopolymere einhergeht (VI-1-co-VI-2=55%; VI-1-co-VI-4 =28%). Vielversprechender zeigen
sich aufgrund der pH-Bereiche simultan geladener Zustande die Monomere VI-2, VI-3 und VI-4.

Im Folgenden sollen entsprechend dieser Ergebnisse die Copolymerisationsansatze diskutiert
werden. Hierfiir wurden fiir jeden Ansatz die komplementdr geladenen Monomere in

stochiometrischen Verhaltnissen kombiniert und der pH-Wert anschliefend justiert
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(pH(VI-1-co-VI1-2) = 6,7; pH(VI-3-c0-VI-4) = 7,0; pH(VI-1-co-VI-4) = 5,0; pH(VI-2-c0-VI-3) = §,2). Da
VI-3 und VI-4 thermoresponsives Assemblierungsverhalten aufweisen, wurden im Vorfeld alle
Monomer-Kombinationen {iber CD-Spektroskopie unter kinetischer Kontrolle innerhalb
Temperaturrampen analysiert, um kinetische Effekte bei der Betrachtung mit einzubeziehen (nicht
gezeigt). Entsprechend wurde als Temperaturoptimum T =50°C gewahlt. Die so erhaltenen
Spektren wurden mit den Linearkombination der isolierten Monomere unter den gleichen
Bedingungen gegeniibergestellt, um verldssliche Aussagen zu stattfindender Copolymerisation
treffen zu konnen.

Fiir den Ansatz VI-1-co-VI-2 lassen sich die erhaltenen spektroskopischen Signale nicht von der
Linearkombination der einzelnen Monomere unterscheiden, wodurch anhand der rein
spektroskopischen Betrachtung keine hinreichenden Hinweise auf stattfindende Copolymerisation

erhalten werden konnen.
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Abbildung 6.19: A/B: CD-Spektren der Monomere VI-1 (blau), VI-2 (griin), der Linearkombination beider
Signale (grau) sowie der 1:1-Mischung beider Monomere (VI-1-co-VI-2, schwarz) (c=2x 10> ™, pH =6,7;
T=50°C, PB (10 mm)). C: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-1-co-VI-2 nach thermischem
Equilibrieren (T =75°C, t =3 h); D: Langen (D.1)- und Breitenhistogramm (D.2) auf Grundlage graphischer
Bildevaluation der TEM-Aufnahme (¢ =2 x 10° M, pH = 6,7; TRIS (10 mm)).

Jedoch unterscheidet sich die via TEM zu erkennende Morphologie (Ln = 62 + 29 nm) sehr deutlich
von den fiir die einzelnen Monomere erhaltenen Nanostrukturen (Abbildung 6.8, Abbildung 6.10).
Vor allem fiir den mittleren Durchmesser lasst sich ein deutlicher Zuwachs fiir VI-1-co-VI-2

erkennen (J=14+1nm) und das entsprechende Breitenhistogramm (Abbildung 6.19 D.2) lasst
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eindeutig die vollstandige Bildung dimerer Doppelstrdnge erkennen. Diese klare Abgrenzung

spricht fiir eine Ausbildung alternierender supramolekularer Copolymere.

Fiir den Ansatz VI-3-co-VI-4 lasst sich sowohl auf Grundlage der CD-Spektren als auch durch die
mikroskopische Betrachtung klar von ladungskontrollierten Copolymerisation zu alternierenden
Copolymeren ausgehen. Erstaunlich ist dabei die Zunahme der mittleren Strukturlange
(Ln =339 + 195 nm) mit einer engeren Langenverteilung (P = 1,3) zu einer Mischung einzelstrangiger
und doppelstrangiger Nanostdbchen, was die elektrostatische Triebkraft zur Ausbildung von

Copolymeren unterstreicht.
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Abbildung 6.20: A/B: CD-Spektren der Monomere VI-3 (blau), VI-4 (grin), der Linearkombination beider
Signale (grau) sowie der 1:1-Mischung beider Monomere (VI-3-co-VI-4, schwarz) (c=2 x 10° M, pH =7,0;
T=50°C, PB (10 mm)). C: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-3-co-VI-4 nach thermischem
Equilibrieren (T =75°C, t =3 h); D: Langen (D.1)- und Breitenhistogramm (D.2) auf Grundlage graphischer
Bildevaluation der TEM-Aufnahme (¢ =2 x 10 M, pH = 7,0; TRIS (10 mm)).

Abschlieflend wurden Mischungen zwischen beiden Monomer-Sets betrachtet, die eine Fehlpaarung
(engl. mismatch) der Peptidsequenzen vorsehen. Bei der Betrachtung der spektroskopischen
Ergebnisse der Ansatze VI-1-co-VI-4 (Abbildung 6.21) und VI-2-co-VI-3 (Abbildung 6.22) ist jeweils
der Unterschied zu den entsprechenden Linearkombinationen zu erkennen. Dabei fiihrt in beiden
Fallen das mismatch dazu, dass keine ausgepréagte Sekundédrstruktur ausgebildet wird. Die
Assemblierung findet dennoch in Form von Chromophor-Stapelung statt, wie am negativen

COTTON-Effekt ersichtlich wird. Interessant ist dabei das Auftreten ausschlieflich einzelstrangiger
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Nanostrukturen mit einem fiir beiden Ansatze konstanten mittleren Durchmesser von & =7 + 1 nm.
Die Tendenz zur Dimerisierung einzelner Polymerstrange scheint somit weitestgehend von der
Interaktion der Peptidsequenzen abzuhéngen. So zeigt sich, dass Stapel von Porphyrin-Konjugaten
hoher Nahordnung, fiir welche ein ausgeprédgtes Sekundéarstruktur-Signal zu beobachten ist,
Superhelices ausbilden. Fiir Monomer-Stapel mit geringer molekularer Ordnung, welche keine
vergleichbaren Anzeichen von Faltungsmustern aufweisen, findet keine Ausbildung von Biindeln
statt (Abbildung 6.21A & C, Abbildung 6.22 A & C). Das strukturelle mismatch als Element der

Regulation von Nahordnung ldsst sich somit fiir den kontrollierten Aufbau von Uberstrukturen

ausnutzen.
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Abbildung 6.21: A/B: CD-Spektren der Monomere VI-1 (blau), VI-4 (griin), der Linearkombination beider
Signale (grau) sowie der 1:1-Mischung beider Monomere (VI-1-co-VI-4, schwarz) (c =2 x 10> ™, pH =5,0;
T=50°C, PB (10 mMm)). C: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-1-co-VI-4 nach thermischem
Equilibrieren (T =75°C, t =3 h); D: Langen (D.1)- und Breitenhistogramm (D.2) auf Grundlage graphischer
Bildevaluation der TEM-Aufnahme (¢ =2 x 10° M, pH = 5,0; TRIS (10 mm))
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Abbildung 6.22: A/B: CD-Spektren der Monomere VI-2 (grin), VI-3 (blau), der Linearkombination beider
Signale (grau) sowie der 1:1-Mischung beider Monomere (VI-2-co-VI-3, schwarz) (c=2x 10> ™, pH =8,2;
T=50°C, PB (10 mm)). C: Negativ kontrastierte TEM-Aufnahmen von VI-2-co-VI-3 nach thermischem
Equilibrieren (T =75°C, t =3 h); D: Langen (D.1)- und Breitenhistogramm (D.2) auf Grundlage graphischer
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Bildevaluation der TEM-Aufnahme (¢ =2 x 10° M, pH = 8,2; TRIS (10 mm)).
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6.3 Fazit

In Kapitel 6 konnte auf Grundlage der vorangegangenen Ergebnisse die erfolgreiche Synthese
zweier strukturell angepasster Sets komplementédrer Porphyrin-Peptidamphiphile (VI-1 & VI-2,
VI-3 & VI-4) fiir die ladungsgesteuerte Formation alternierender supramolekularer Copolymere

vorgestellt werden.

Das molekulare Design wurde im Vergleich zum Glutaminsdure-tragenden Monomer IV-1
strukturell angepasst. Das Kernmotiv bildete das in Kapitel 5 vorgestellten Pd(II)-Porphyrin V-9,
welches auf Grundlage der Stabilitdt des metallischen Zentrums gegeniiber pH-Schwankungen und
zusétzlicher Liganden-Interaktionen zum Einsatz kam. Des Weiteren wurden die tiber SPPS
synthetisierten Oligopeptide C-terminal um ein Aminohexansdure (Ahx)-Segment erweitert. Der
hydrophobe spacer, welcher das Peptidriickgrat mitsamt potenzieller Ladungen gegeniiber
Wassermolekiilen abschirmt, bedingte das gesteigerte Aggregationsvermogen der Monomere VI-1
und VI-2 in eindimensionale H-Aggregate, unabhangig von temperaturabhiangigen Effekten. Die
Verschiebung des effektiven pKs-Werts von Glu und Lys auf pH = 6,3 fiir VI-1 (GFKFAhxG) und
pH = 6,7 fiir VI-2 (GFEFAhxG) bekriftigte die Einflussnahme der strukturellen Anpassung auf das
Assemblierungsverhalten. Zeitgleich wirkte sich dieser Effekt limitierend auf die Fahigkeit

supramolekularer Copolymerisation im Ansatz VI-1-co-VI-2 aus (pH = 6,7: La = 62 + 29 nm).

Darauf aufbauend war es moglich, durch Modifikation der B-Faltblatt-induzierenden Oligopeptide,
die Balance zwischen molekularer Hydrophobizitit und Hydrophilie der amphiphilen Monomere
VI-3 und VI-4 weiter zu verandern, um so die Tendenz zur supramolekularen Homopolymerisation
wie auch die Affinitdt fiir die ladungsgesteuerte alternierenden Copolymerisation zu kontrollieren.
Der Austausch von Phenylalanin durch Alanin fithrte demnach zum Auftreten eines
Temperatureffekts und zur Verschiebung des pH-abhingigen Ubergangs zu Homopolymeren. So
lag die Elongationstemperatur, welche in diesem Fall als Temperatur zum Erreichen eines 50%-igen
Polymerisationsgrades unter kinetischer Kontrolle definiert wurde, bei Tso=21,4°C fiir VI-3
(GFKAAhXG) und Ts0 = 20,4°C fiir VI-4 (GFEAAhXG). Die pH-bedingte Homopolymerisation setzte
hingegen bei pH = 10,2 fiir VI-3 (GFKAAhxG) und pH = 4,8 fiir VI-4 (GFEAAhXG) ein, was nahezu
den erwarteten pKs-Werten fiir Glutaminsdure und Lysin entsprach und die Giiltigkeit der
diskutierten Struktur-Eigenschafts-Beziehung bestatigte. Die Untersuchung von VI-3-co-VI-4
lieferte demnach verléssliche spektroskopische Hinweise auf die stattfindende Ausbildung
supramolekularer alternierender Copolymere unter nahezu physiologischen Bedingungen
(pH=7,0, T=50°C) und lief hoch definierte formanisotrope Nanofasern und -biindel von

bemerkenswerter Lange beobachten (Ln =339 + 195 nm).

Abschlieflend konnte auch fiir die Kreuzungen beider Monomer-Sets anhand VI-1-co-VI-4 und
VI-2-co-VI-3 die alternierende Copolymerisation bestitigt werden. Die Untersuchungen via CD
legten zundchst eine verminderte Nahordnung anhand sehr schwacher Signale fiir das Auftreten
peptidischer Faltungsmuster nahe, was mit dem mismatch der sich unterscheidenden Oligopeptide
begriindet wurde. Gemafs der zu beobachtenden COTTON-Effekte zeigten TEM-Aufnahmen beider
Ansidtze die Ausbildung strikt einzelstrangiger Nanostibchen mit beinahe einheitlichen
Langenverteilungen innerhalb des jeweiligen pH-Optimums an (VI-1-co-VI-4 (pH=5,0):
Ln =124 + 88 nm; VI-2-co-VI-3 (pH = 8,2): Ln =109 + 47 nm), was Grund zur Annahme gibt, dass die
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Manipulation der molekularen Nahordnung im Mehrkomponenten-System einen Zugang zur

kontrollierten Ausbildung von Uberstrukturen darstellt.

Das Prinzip der ladungsgesteuerten Coassemblierung konnte somit erfolgreich zum Aufbau von
Nanostrukturen auf Basis von Porphyrin-Peptidamphiphilen angewandt werden. Dabei zeigte sich
vor allem, dass sich auch Mehrkomponenten-Ansitze als vielversprechende Strategie zur
zielgerichteten Einstellung von Materialeigenschaften beziiglich Morphologie und Nahordnung

nutzen lassen.
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Kapitel 7 - Zusammenfassung und Ausblick

Die Kombination supramolekularer Selbstassemblierungsmotive und kurzer Peptidsequenzen lasst
sich  zum  Aufbau  responsiver = Nanomaterialien nutzen, indem  intrinsisches
Assemblierungsbestreben, Direktionalitdt und chemische Ansprechbarkeit in molekularem Design
vereint werden. Responsivitét bezieht sich dabei auf die Fahigkeit eines Systems, auf duflere Stimuli
oder Verdnderungen der chemischen Umgebung reagieren zu koénnen; Ein Verhalten, dem
komplexe Assemblierungsprozesse zugrunde liegen. Die Vielzahl an Beispielen komplexer
Organisation supramolekularer biologischer Systeme verdeutlicht die Notwendigkeit eines
fundamentalen = Verstandnisses  kinetischer = und  mechanistischer =~ Aspekte  von
Selbstassemblierungsprozessen als Voraussetzung fiir die Entwicklung innovativer und

biomimetischer Materialien.

In dieser Arbeit wird sich mit der Untersuchung der Assemblierungseigenschaften verschiedener
Cs-symmetrischer Porphyrin-Peptidamphiphile in Wasser befasst. Der Fokus liegt dabei auf der
Aufklarung des Zusammenhangs zwischen chemischer Struktur und resultierender Eigenschaften
iber die Anwendung verschiedener Strategien kinetisch kontrollierter supramolekularer
Polymerisation zum Aufbau anisotroper responsiver Nanostrukturen, sowohl in Einzel- als auch

Multikomponenten-Systemen.

Zu diesem Zweck wird in Kapitel 3 die Darstellung und Charakterisierung einer Reihe Zn(II)-
Porphyrin-Derivate durch die modulare Verkniipfung von Kernmotiv, Triphenylalanin (Fs)-
basierter Peptidsequenzen und Methxy-Polyethylenglycol (mPEG)-Gruppen iiber ein eigens hierfiir
optimiertes Syntheseprotokoll diskutiert. Der Wasserstoffbriicken-unterstiitzte kooperative
Selbstassemblierungsprozess resultiert in der cofacialen Stapelung der Monomere in helikale
eindimensionale H-Aggregate in Wasser mit p-Faltblatt-artiger Nahordnung, wobei der Ubergang
von Nukleations- zu Elongationsphase von der Konnektivitit zwischen Chromophor und
peripheren Seitengruppen diktiert wird. Entsprechend bilden Diglycin-verbriickte Monomere III-3
(G2FsmPEG') und III-5 (G2FsmPEG?%) im Gegensatz zu ihren einfach-verbriickten Analoga III-2
(GFsmPEG') und III-4 (GFsmPEG?*) bei Raumtemperatur praferiert kinetisch gefangene Dimere
aus, welche als Reaktion auf Temperaturerhohung auf hierarchische Weise zunédchst 1D-Filamente
und schliefilich dimere Faserbiindel ausbilden. Temperaturabhéngige Untersuchungen weisen auf
eine ARRHENIUS-artige Assemblierungskinetik hin, fiir welche die Aktivierungsenergie in
Abhéngigkeit des Molekulargewichts der solubilisierenden mPEG-Einheiten angepasst werden

kann.

Ausgehend von der Evaluation der initialen Dimer-Bildung stellt das Entwickelte coarse-grained-
Modell einen vielversprechenden Ausgangspunkt fiir weitere Nachforschungen beziiglich des
komplexen Assemblierungsverhaltens der Monomere III-3 und III-5 dar. Im unmittelbaren Kontext
liee sich der Frage nachgehen, inwiefern das exklusive Auftreten von Fibrillierung fiir I1II-3 und
III-5 ebenfalls auf die intrinsische Flexibilitit der molekularen Bausteine zuriickzufiihren ist.
Dariiber hinaus eignet sich ein Simulations-basierter Ansatz, um der ungewdhnlichen
Konzentrationsabhingigkeit der Selbstassemblierungskinetik nachzugehen, um Einblicke in den

zugrunde liegenden Mechanismus zu erhalten.

Kapitel 4 kniipft unmittelbar an die Erkenntnisse von Kapitel 3 an und prasentiert die pH-abhangige
Selbstassemblierung des an die chemische Struktur von III-2 (GFs) angelehnten Monomers IV-1

(GFEF). Hierbei wird die Ansprechbarkeit der Strukturformation durch das Implementieren von
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Glutaminsdure in das Peptidriickgrat erreicht, was zusitzlich zu thermoresponsivem Verhalten,
durch die pH-vermittelte reversible (De-)Protonierung ihrer Aminosdureseitenkette die
ladungskontrollierte Aggregation zu eindimensionalen Nanofilamenten ermoglicht. Innerhalb des
Temperaturregimes T > 60°C ist der Assemblierungsprozess reversibel, wodurch sich {iber mehrere
Zyklen pH-kontrolliert zwischen den Zustdnden freier Monomer und cofacialer H-Aggregate

schalten lasst. Unterhalb 60°C bleibt der Polymerisationsprozess hingegen kinetisch gehemmt.

Die elektrostatische Abschirmung ladungstragender Systeme hat sich in der Vergangenheit bereits
als effektive Methode zur Kontrolle von Strukturausbildung und Morphologie erwiesen. In diesem
Zusammenhang erscheint die weitere Untersuchung der Selbstassemblierung von IV-1 in
Abhéngigkeit der Ionenstarke der wassrigen Umgebung sinnvoll, da davon auszugehen ist, dass die
partielle Maskierung geladener Glutaminsdure-Reste einen mafigeblichen Einfluss auf die pH-

Responsivitat hat, was die Modulation des effektiven pKs in Aussicht stellt.[1*]

Nachdem der Effekt der Peptidsequenz und der solubilisierenden Endgruppe auf das
Selbstassemblierungsverhalten von Zn(Il)-Porphyrin-Derivaten in Kapitel 3 tiberpriift wird, befasst
sich Kapitel 5 mit der Frage nach der Auswirkung des Austauschs von Zink(Il) durch Palladium(II)
auf die Selbstassemblierung struktureller Analoga der zuvor diskutierten Monomere III-2 und
III-3. Als Resultat der quadratisch-planaren Koordinationsgeometrie von Pd(II)-Porphyrinen weisen
V-3 (PdGFs) und V-4 (PdG:Fs) gegeniiber ihrer Gegenstiicke V-1 (ZnGFs) und V-2 (ZnGzFs)
Anzeichen eines gesteigerten Selbstassemblierungsbestrebens auf, welches sich in Form spontaner
Selbstassemblierung bei Raumtemperatur und auflerordentlicher Stabilitit gebildeter
Nanostrukturen gegeniiber organischer Additive duflert. Dabei lassen die auf Basis mikroskopischer
Untersuchungen der Morphologie ermittelten statistischen Parameter die Annahme eines giinstigen
Nukleationsprozesses zu, welcher zu niedrigen Dispersititen und vergleichsweise geringen

Polymerisationsgraden fiihrt.

Zwar belegt die vergleichende Studie beider Monomerpaare einen klaren Effekt des Zentralatoms
auf den Assemblierungsprozess. Jedoch wird die genau Ursache fiir die auffallenden Unterschiede
zwischen Zn(II)- und Pd(Il)-Porphyrinen nicht deutlich und es bleibt weiter offen, ob nun die
planare Ausrichtung des Kernmotivs allein oder doch auch Beitrdge metallophiler
Wechselwirkungen fiir das Selbstassemblierungsverhalten verantwortlich sind. Hierfiir kdnnten
ebenfalls Simulations-gestiitzte Ansatze, wie etwa eine Abwandlung des in Kapitel 3 vorgestellten
coarse-grained-Modells aushelfen, die sich mit der Monomer-Geometrie und den Auswirkungen auf
eindimensionale Stapelprozesse beschiftigen. Dariiber hinaus erscheinen hochauflosende
Mikroskopie und Lichtstreuungsversuche als aussichtsreiche Methoden, um mehr iiber die
Verénderungen der Nahordnung gebildeter Uberstrukturen in Abhéngigkeit des Metallzentrums in

Erfahrung zu bringen.

Abschliefend widmet sich Kapitel 6 Selbstassemblierungsprozessen in Mehrkomponenten-
Systemen. Dafiir werden grundlegende Erkenntnisse der vorausgegangenen Kapitel beziiglich
Struktur-Eigenschafts-Beziehungen beriicksichtigt, um auf Basis des angepassten Pd(II)-Porphyrin-
Motivs und optimierter Peptidsequenzen alternierende supramolekulare Copolymere
komplementér geladener Monomere darzustellen. Durch die Integration von Glutaminsaure oder
Lysin in das Peptidriickgrat wird entgegengesetztes pH-responsives Verhalten erreicht, wobei die

Modifikation der Peptidsequenz hinsichtlich hydrophober Aminosdauren zur Modulation des
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thermoresponsiven Verhaltens wie auch der effektiven pKs-Werte der pH-vermittelten
Zustandsiibergange fiihrt. So zeigen sich in Abhédngigkeit der Peptidsequenzen unterschiedliche
pH-Bereiche, in welchen die gegensatzlich geladenen Monomere in stochiometrischen Kombination
eindimensionale supramolekularer Copolymere ausbilden. Dabei ldsst sich durch verschiedene
Kreuzungen der Monomerepaare VI-1& VI-2 und VI-3 & VI-4 Einfluss auf die Morphologie
nehmen, wodurch préferiert einzelstrdngige oder doppelstrangige Nanofilamente variierenden

Molekulargewichts erhalten werden.

In Anbetracht der Beobachtung von Polymorphismen erscheint die Investigation kinetischer und
thermodynamischer Parameter als entscheidend um solche Phdnomene komplexer
Strukturformation kiinftig auf molekulares Design {ibertragen zu kénnen. Zudem konnten
hochauflosende mikroskopische Methoden detailliertere Einblicke in die Nahordnung gebildeter
Copolymere liefern, um so strukturelle Ursachen der lateralen Assoziation zu untersuchen.
Hinsichtlich der spektroskopischen Eigenschaften von Porphyrinen wiirde die Nachstellung der
innerhalb der Gruppe angewandten Konzepte Oberflachen-vermittelter Coassemblierung
komplementér geladener Peptidamphiphile die Chance in Aussicht stellen, ein mechanistisches

Verstandnis fiir den schrittweisen Aufbau langenkontrollierter Polymerbiirsten zu erlangen.[20210]

Die vorgestellten Studien verdeutlichen die Bedeutung grundlegender Struktur-Eigenschafts-
Beziehungen und zeigen das Potenzial auf, welches Porphyrin-Peptidamphiphile fiir die
Entwicklung vielseitiger und responsiver Nanomaterialien auf Basis kinetisch kontrollierter

Selbstassemblierung bergen.
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The combination of supramolecular self-assembly motifs and short peptide sequences can be utilized
to construct smart nanomaterials by uniting intrinsic assembly tendencies, directionality, and
responsiveness in molecular design. Responsiveness refers to a system’s ability to respond to
external stimuli or changes in the chemical environment and is based on complex assembly behavior.
The multitude of examples of complex supramolecular organization in biological systems
underscores the need for a fundamental understanding of kinetic and mechanistic aspects of self-

assembly processes as a prerequisite for the development of innovative and biomimetic materials.

The focus of this thesis is on investigating the assembly properties of various Cs-symmetric
porphyrin peptide amphiphiles in water. The emphasis lies in elucidating the relationship between
structural and functional properties through the application of different strategies for kinetically
controlled supramolecular polymerization to build anisotropic responsive nanostructures, in both

single and multi-component systems.

To achieve this, the synthesis and characterization of a series of Zn(Il)-porphyrin derivatives by
modular linkage of the core motif, triphenylalanine (Fs)-based peptide sequences, and methoxy-
polyethylene glycol (mPEG) groups using an optimized synthesis protocol is discussed in chapter 3.
The hydrogen-bond-assisted cooperative self-assembly process results in the cofacial stacking of
monomers into helical one-dimensional H-aggregates in water, exhibiting $-sheet-like near order.
The transition from nucleation to elongation phase is dictated by the connectivity between the
chromophore and peripheral side groups. Diglycine-bridged monomers III-3 (G2FsmPEG!) and
III-5 (GoFsmPEG?) preferentially form kinetically trapped dimers at room temperature, which
transform into hierarchically organized 1D filaments and eventually dimeric fiber bundles upon
temperature increase. Temperature-dependent supramolecular polymerization kinetics suggest
ARRHENIUS behavior, with an activation energy that depends on the molecular weight of the

solubilizing mPEG units.

Based on the evaluation of initial dimer formation, the developed coarse-grained model provides a
promising starting point for further investigations of the complex assembly behavior of monomers
III-3 and III-5. The exclusive fibrillation observed for III-3 and III-5 should be examined regarding
the role of intrinsic flexibility in this process. Additionally, the simulation-based approach should be
employed to further investigate the concentration-dependent self-assembly kinetics and gain

insights into the underlying mechanism.

In Chapter 4, the findings from chapter 3 are extended and the pH-dependent self-assembly of a
monomer IV-1 (GFEF) is presented, with a chemical structure inspired by III-2 (GFs). In addition to
thermo-responsive behavior, the introduction of glutamic acid into the peptide backbone allows for
charge-controlled aggregation into one-dimensional nanofilaments through pH-mediated reversible
(de)protonation of the amino acid side chain. Within the temperature regime T > 60°C, the assembly
process is reversible, allowing pH-controlled switching between free monomers and cofacial H-

aggregates, while for T < 60°C the polymerization process remains kinetically trapped.

Previously, the electrostatic shielding of charge-carrying systems was shown to be effective in
controlling structural formation and morphology. In this context, further investigation of the self-

assembly of IV-1 in relation to the ionic strength of the aqueous environment could be interesting,
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as the partial masking of charged glutamic acid residues is expected to significantly influence pH

responsiveness, offering the opportunity for modulating the effective pKs.

After examining the effect of peptide sequence and solubilizing end group on the self-assembly
behavior of Zn(Il)-porphyrin derivatives, the impact of replacing zinc(Il) with palladium(II) on the
self-assembly of structural analogs of monomers III-2 and III-3 is investigated in chapter 5. As a
result of the square-planar coordination geometry of Pd(Il)-porphyrins, V-3 (PdGFs) and V-4
(PdG2Fs) exhibit signs of enhanced self-assembly propensity compared to their counterparts V-1
(ZnGFs) and V-2 (ZnGzFs). Spontaneous self-assembly occurs at room temperature, leading to
extraordinarily stable nanostructures in the presence of organic additives. Microscopic examinations
suggest a favourable nucleation process, resulting in low dispersities and relatively low degrees of
polymerization.

While the study of both pairs of monomers demonstrates a clear effect of the central atom on the
assembly process, it is not possible to identify the exact cause of the striking differences between
Zn(Il) and Pd(II) porphyrins. It remains unclear whether the coordination geometry of the core motif
alone or contributions from metallophilic interactions are responsible for the self-assembly behavior.
Simulation-based approaches, such as a modified version of the coarse-grained model presented in
chapter 3, could help address this question by examining monomer geometry and its effects on one-
dimensional stacking processes. Additionally, high-resolution microscopy and light scattering
experiments appear promising for gaining more insight into changes in the local order of formed

superstructures based on the metal center.

Chapter 6 deals with self-assembly processes in multi-component systems. Taking into account the
fundamental insights from previous chapters regarding structure-property-relationships,
alternating supramolecular copolymers of complementarily charged monomers based on the
adapted Pd(II)-porphyrin motif and optimized peptide sequences are presented. By integrating
glutamic acid or lysine into the peptide backbone, opposite pH-responsive behavior is achieved.
Modifications of the peptide sequence with respect to hydrophobic amino acids modulate both
thermo-responsive behavior and the effective pKs values of pH-mediated state transitions. Thus,
different pH ranges are observed depending on the peptide sequences, in which the stoichiometric
combination of oppositely charged monomers leads to the formation of one-dimensional
supramolecular copolymers. The morphology can by influenced by various cross-combinations of
monomer pairs VI-1 & VI-2 and VI-3 & VI-4, resulting in preferred single-stranded or double-
stranded nanofilaments of varying molecular weights.

Given the observation of polymorphisms, the investigation of kinetic and thermodynamic
parameters becomes crucial to translate such phenomena of complex structure formation into
molecular design. Furthermore, high-resolution microscopic methods can provide more detailed
insights into the near order of formed copolymers, allowing for the examination of structural causes
of lateral association. With regard to the spectroscopic properties of porphyrins, replicating the
concepts of surface-mediated co-assembly of oppositely charged peptide amphiphiles, as previously
demonstrated in the group, could help to gain a deeper mechanistic understanding of the stepwise

assembly of length-controlled polymer brushes. 209210]
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The presented studies highlight the importance of fundamental structure-property relationships and
demonstrate the potential of porphyrin-peptide amphiphiles for the development of versatile and

responsive nanomaterials based on kinetically controlled self-assembly.
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8.1 Instrumentation and Materials

8.1.1 General Considerations

Unless otherwise specified, chemicals were purchased from commercial suppliers at the highest
purity available and used without further purification. Solvents for synthesis and general usage were
of analytical reagent (AR) quality. HPLC grade acetonitrile was used as eluent in RP-HPLC. DMF
for peptide synthesis was purchased at peptide grade quality. For NMR analysis, deuterated DMSO
and chloroform were used. Chloroform and DMF for spectroscopic experiments were at
spectroscopic grade. Water was deionized and purified using a PURELAB® flex 4 purification
system by VEOLIA WATER SOLUTIONS & TECHNOLOGIES. Buffer solutions were freshly prepared prior

to use according to literature known instructions.*”]

All reactions were carried out in oven dried glassware and air- and moist-sensitive reagents or
intermediates were handled within inert gas atmosphere using SCHLENK technique. In such case,
solvents and liquid reagents were added trough septa using disposable syringes and cannulas that
had been flushed with inert gas prior to use. Solids were added under an inert gas counterflow. In
case of oxygen-sensitive reagents or intermediates, solvents or reaction mixtures were degassed

following freeze-pump-thaw protocols according to literature. 28I

Samples for spectroscopic and microscopic experiments were prepared using stock solutions.
Therefore, appropriate amounts of pure solid or liquid were weighted into suitable vials and diluted
to a known volume of dimethyl sulfoxide. Depending on the desired concentration of the sample, a
volume fractions of the respective stock solution was injected into DMSO (100 pL) and then freeze
dried. Samples for kinetic experiments were dissolved in tempered solvents and immediately placed
into tempered cell holders. Multi-component samples were prepared by injecting volumes of stock
solutions of all involved components into one vial and subsequent lyophilization. If necessary, pH
values were measured with a METTLER TOLEDO® 5220 SevenCompact™ equipped with a MI-410
pH electrode from Microelectrodes Inc.. Prior to use, the pH electrode was calibrated against certified
buffer solutions. All data were analyzed using OriginPro 2022 9.9.0.225, unless stated otherwise. All
fits were performed by using a logistic fitting function and the LEVENBERG MARQUARDT iteration

algorithm.

8.1.2 Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy

NMR spectra were recorded on an Advance III HD 300, Avance II 400, Avance III HD 400 and
Avance III 600 instrument by BRUKER. All chemical shifts () are reported in parts per million and
are recorded relative to the deuterated solvents signal. The signals multiplicity is listed as singlet (s),
doublet (d), triplet (t), quartet (q), multiplet (m), as well as suitable combinations of these. All
coupling constants (J) are reported in hertz (Hz). Signal assignment was further supported by 2D
NMR techniques (COSY, HSQC, HMBC). Spectra were analyzed using MestReNova (14.2.0-26256).
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8.1.3 Mass Spectrometry
8.1.3.1 Electrospray lonization High Resolution Mass Spectrometry

Mass spectra of low molecular weight compounds (M.W <1500 g mol') were recorded on a
Micromass QTOF Ultima 3 by WATERS, using electrospray ionization (ESI). All samples were

prepared at concentrations of 0.1 mg mL.
8.1.3.2 Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight Mass Spectrometry

For compounds of higher molecular weight (M.W. >1 500 g mol!), matrix-assisted laser desorption
/ionization time of flight (MALDI-ToF) mass spectra were recorded in either linear or reflector mode
on an autoflex® maX MALDI-TOF-MS/MS by BRUKER. All samples were prepared at concentrations
of 1.0 mg mL-. 2,5-Dihydroxibenzoic acid (DHB), a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (CHCA), trans-
2[3-(4-tert-butylphenyl)-2-methyl-2-propenylidene] malononitrile (DCTB), or dithranol (Dit) were

used as matrix with optional addition of potassium trifluoroacetate (KTFA).

8.1.4 Reversed-Phase High-Performance Liquid Chromatography

Reversed-phase high-performance liquid chromatography was performed on a LC-4000 instrument
by JASCO with UV/Vis detection in a range from 600 — 200 nm. For analytical purposes, samples
were injected automatically ontoa NUCLEODUR C18 Pyramid column (50 x 4.6, 110 A, 1.5 ml min‘1)
by MACHEREY-NAGEL. For compound purification, samples were injected manually via a Rheodyne®
valve though a 2000 uL sample loop. A NUCLEODUR C18 Pyramid column (250 x 210, 110 A,
18.9 ml min"') was used as stationary phase. As eluent, acetonitrile and ultra-pure water were used
with additional trifluoroacetic acid (0.1 v/v%) if not stated elsewise. In case of pH sensitive samples,
ultra-pure water was used either with the addition of trifluoroacetic acid or as ammonium
bicarbonate solution (20 mM). The product containing fractions were freeze dried to give the pure
compounds. The following solvent gradient were applied for either analytical or semipreparative

purposes.
Method A Analytical RP-HPLC

Table 8.1: Solvent gradient for analytical RP-HPLC according to Method A.

Time Ultra-pure water Acetonitrile
[min] [v/v%l] [v/v%]

0 95 5

1 95 5

5 5 95

15 5 95
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Method B Semi-preparative RP-HPLC

Table 8.2: Solvent gradient for semi-preparative RP-HPLC according to Method B.

Time Ultra-pure water Acetonitrile
[min] [v/vo%l [v/v%]
0 95 5
3 95 5
28 5 95
45 5 95

Method C Semi-preparative RP-HPLC

Table 8.3: Solvent gradient for semi-preparative RP-HPLC according to Method C.

Time Ultra-pure water Acetonitrile
[min] [v/vo%l [v/v%l]

0 95 5

5 95 5

20 20 80

25 20 80

40 5 95

60 5 95

8.1.5 Reversed-Phase Medium Pressure Liquid Chromatography

Compound purification via reversed-phase medium pressure liquid chromatography (RP-MPLC)
was performed on a Sepacore® Easy Purification System by BUCHI with UV/Vis detection with a C-
640 photometer by BUCHI. As stationary phase, prepacked Chromabond® Flash RS 40 C18 columns
by MACHEREY-NAGEL were used. As eluent, a mixture of acetonitrile and ultra-pure water was used.

The applied gradient is shown below.

Table 8.4: Solvent gradient for compound purification via RP-MPLC.

Time Ultra-pure water Acetonitrile
[min] [v/v%l [v/v9%]
0 95 5
5 95 5
40 5 95
55 5 95
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8.1.6 Flash Chromatography

Purification via flash chromatography was performed using silica gel with an average grain size of
40 - 63 uM and a pore size of 60 A (eluent: chloroform, cyclohexane, dichloromethane, ethyl acetate,
methanol). Solvents mixtures for usage as mobile phase were freshly prepared prior to use. For

fraction analysis, thin layer chromatography or analytical RP-HPLC was used.

8.1.7 Gel Permeation Chromatography

Analytical gel permeation chromatography (GPC) was performed on an Agilent 1100 Series
instrument by AGILENT TECHNOLOGIES with UV and RI detection. A PSS PFG 7 u columns
(100/1000 A) from PSS POLYMER STANDARD SERVICES GmbH was used as stationary phase with either
hexafluoro isopropanol (HFIP) or dimethyl formamide (DMF) with the addition of potassium
trifluoracetic acid (KTFA) (3 g L") as eluent. All samples were prepared at a concentration of

1 mg mL and calibrated against a polyethylene glycol standard.

8.1.8 Thin Layer Chromatography

For qualitative analysis, thin layer chromatography on alumina sheets silica coating (pore size: 60 A)
was performed. Analytes were detected with either UV-light (A =254 nm) or staining reagents
(potassium permanganate: 0.8 g, 200 mL ultra-pure water, 2.5 g NaHCOs; ninhydrin: 0.1 g, 50 mL
abs. ethanol, 1.5 mL acetic acid; bromocresol green: 0.1 g bromocresol green, 100 mL abs. ethanol,
1 mL NaOH (0.1 M); iodine).

8.1.9 Solid Phase Peptide Synthesis

Solid phase peptide synthesis was performed on a CS136XT peptide synthesizer by CS Bio, using a
2-chlorotrityl chloride resin (loading capacity: 1.51 mmol g). Following the Fmoc-strategy, Fmoc-

protected amino acids together with peptide grade solvents were utilized.

8.1.10 Circular Dichroism Spectroscopy

Circular dichroism spectroscopy experiments were performed on a JASCO J-815 instrument
combined with a PTC-4235/15 PELTIER element, using precision macro quartz cells with path lengths
ranging from 1 to 10 mm by STARNA SCIENTIFIC. All spectra represent the average of three
consecutive measurements following manual baseline correction. To minimize noise, all
concentrations were adjusted to keep the photomultipliers high voltage (HV) value below 700V at
the wavelength of interest (A > 190 nm).
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Temperature Interval Measurement

The samples were quickly dissolved in pre-cooled solvent and immediately placed into the
temperature-controlled cell holder. PELTIER control followed a linear temperature ramp at a constant
heating rate of 1°C min! with measuring three consecutive spectra every 5°C, followed by a

backwards ramp under similar cooling conditions.
Time Course Measurement

The samples were quickly dissolved in pre-cooled solvent and immediately placed into the
temperature-controlled cell holder. Time-dependent assembly was monitored at a specific
wavelength at a rate ranging from 6 data point per minute to 2 data points per second. All respective

samples were measured at constant temperature and concentrations.
Interval Scan Measurement

The samples were quickly dissolved in pre-cooled solvent and immediately placed into the
temperature-controlled cell holder. Three consecutive spectra were recorded for each time interval

at a constant temperature.

8.1.11 Ultraviolet Visible Spectroscopy

Ultraviolet-visible spectroscopy experiments were performed on a PERKINELMER Lambda 365+
Double Beam UV-visible spectrophotometer equipped with a 201 multicell holder and PELTIER
temperature controller by PERKINELMER, using macro quartz cells by STARNA scientific with a path
length of 10 mm. All concentrations were adjusted to keep the maximum absorbance below 1.00 at

the wavelength of interest (A = 300 — 750 nm).
Temperature-Dependent Measurements

The samples were quickly dissolved in pre-cooled solvent and immediately placed into the

temperature-controlled cell holder. The temperature was manually adjusted in steps of 5°C.
Transmission Measurements

The samples were quickly dissolved in pre-cooled solvent and immediately placed into the
temperature-controlled cell holder. Transmission was detected at A =700 nm with a heating rate of
0.1°C min-.

8.1.12 Transmission Electron Microscopy

Transmission electron microscopy (TEM) images were recorded on a Tecnai T12 system by FE],
equipped with a BIOTWIN lens and a LaBs cathode, operating at 120 kV. The digital electron
micrographs were recorded with a 4k x 4k Cmos camera by TVIPS. 5 pL of each sample was adsorbed
for 2 min onto a glow-discharged CF300-CU copper grid by ELECTRON MICROSCOPY SCIENCES, coated
with a 3-4 nm carbon layer. Negative staining was performed with 5 uL of a 2 w/w% solution of

uranyl acetate for 1 min. Excess liquid was removed with WHATMAN® filter papers (grade 4) by GE
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HEALTHCARE BIO-SCIENCES. Length characterization of one-dimensional nanostructures was
performed with Image] (v. 1.54f) by WAYNE RASBAND NATIONAL INSTITUTES OF HEALTH. For the

calculation of Ln, Lw, and D, the following equations were used according to RUPAR et. al.:[>]

S nl;

L,= 'ilnn,- (8.1)
Z?: ,‘Ll2

= ‘illziLi (8.2)
- Lw

D= L (8.3)

(Ln=number average of the rod length in nm; Lw=weighted average of the rod length in nm;

n = sample size; D = polydispersity)

8.1.13 Coarse-Grained Molecular Dynamics Simulations

Coarse-Grained MD simulations were performed using LAMMPS software package at experimental
concentrations and implicit solvent.[300.301 The temperature was kept constant during simulations by
using LANGEVIN thermostat.l*2l The generic monomer model consists of 13 beads that were kept in
arigid planar geometry by using the FIX RIGID algorithm in LAMMPS. The Model is rendered using
GIMP raster graphics editor and OVITO scientific data visualization and analysis software. The
beads size was determined based on measured diameters from TEM images and literature-known
values of gyro dynamical radii for individual molecular groups.l3%33%4 Beads interact with each other
through simple pair potentials. Hydrophobic core beads (R, S, T) interact among themselves through
LENNARD-JONES (LJ) potential (equation 3.2, see chapter 3.2.7). Terminal beads (U) represent
excluded volume and interact through purely repulsive WEEKS-CHANDLER-ANDERSEN (WCA)
potential %! derived from equation 3.2 with 1.5 ¢ and pre factor 4 ksT. Simulation snapshots were
rendered using OTIVO scientific data visualization and analysis software and further processed with

INKSCAPE vector graphics editor.

8.1.14 Calculation of Eax Values

The approximately determined values of the activation energy (Ea) arise from a variant of the

Arrhenius equation describing the relationship between the half-life (f12) and temperature (T): [272273]

Epl
RT

tl/z =A,'e

Upon taking the logarithm, the resulting linear equation is given by:

1

ln(tl/z) =In(4") — E’TA -

Letting y =In((¢;,,) and x = % , the linear regression line of the logarithmic plot of experimental values

of t12in seconds against the inverse temperature K' provides the value for m = ?A.
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8.2 Standard Operating Procedures

8.2.1 Loading of the First AA (SOP1)

2-Chlorotrityl chloride resin was transferred into a MERRIFIELD reactor (loading capacity:
1.51 mmol g, 1.0 eq.), The first amino acid (AA) (2.0 eq) was dissolved in DCM (10 mL) with the
addition of a minimum amount of DMF to give a clear solution and was added to the resin. DIPEA
(2.0 eq.) was added in one portion, followed by shaking (180° inversion mixing) for 5 minutes.
Another portion of DIPEA (3.0 eq.) was added and the reactor was shaken for additional 60 minutes.
MeOH (20 mL) was added before further shaking of the mixture for 15 minutes. The reactor was
drained, and the resin was washed with DCM (3 x 20 mL), DMF (3 x 20 mL), DCM (3 x 20 mL) and
MeOH (3 x 20 mL) consecutively.

8.2.2 Fmoc Cleavage (SOP2)

The loaded resin was swollen in DCM for 10 minutes under continuous shaking. After draining the
vessel, piperidine (20v/v% in DMF) was added and the mixture was shaken for 20 minutes. The
liquid was drained again, and the resin was washed with DMF (20 mL) before adding another
portion of piperidine solution. The vessel was shaken for 20 minutes, drained, and the resin was
washed with DMF (3 x 20 mL) and DCM (3 x 20 mL).

8.2.3 Peptide Coupling (SOP3)

Solutions of the respective Fmoc-protected AA (4.0 eq. relative to the resins loading capacity), HBTU
(4.0 eq.), HOBt (4.0 eq.), and DIPEA (6.0 eq.), each dissolved in DMF, were transferred to the resin
containing reaction vessel. After shaking for 60 minutes, the vessel was drained, and the resin was
washed with DMF (5 x 20 mL).

A cycle of Fmoc cleavage and coupling was repeated for each elongation.

8.2.4 Cleavage of the Peptide from the Resin with TFA (SOP4)

The resin was treated with a mixture of TFA (50v/v%) in DCM (16 mL) while slow shaking for
60 minutes. After draining, the resin was washed with DCM (3 x 20 mL) and the cleavage procedure
was repeated twice. The peptide containing solutions were combined, concentrated under reduced
pressure and the remainder was co-distilled with toluene (3 x 10 mL). The crude was taken up in a
minimum amount of MeOH and precipitated from a cold mixture of diethyl ether and n-pentane

(1:1). The precipitate was isolated by centrifugation, taken up in ultra-pure water and freeze dried.
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8.2.5 Cleavage of the Peptide from the Resin with TFE (SOP5)

For Boc- or tert-butyl ester-containing peptides, the resin was treated with a mixture of TFE (20v/v%)
in DCM (16 mL) while slow shaking for 60 minutes. After draining, the resin was washed with DCM
(3 x 20 mL) and the cleavage procedure was repeated twice. The peptide containing solutions were
combined, concentrated under reduced pressure and co-distilled with toluene (3 x 10 mL). The crude
was taken up in a minimum amount of MeOH and precipitated from a cold mixture of diethyl ether
and n-pentane (1:1). The precipitate was isolated by centrifugation, taken up in ultra-pure water and

freeze dried.

8.2.6 Copper-Catalyzed Azide-Alkyne Cycloaddition (CuAAC) of Alkyne-
Functionalized Porphyrin Compounds (SOP6)

The alkyne-functionalized porphyrin compound (1.0 eq.), the azido-functionalized peptide
component (5.5 eq.), TBTA (0.8 eq.) and CuSOs x 5 H20 (1.0 eq.) were placed into a pressure tube and
dissolved in DMSO. The mixture was degassed within at least three freeze-pump-thaw cycles and
sodium ascorbate (SA) (2.3 eq.) was added in an inert gas counterflow. The reaction mixture was
stirred for 24 hours at 40°C under the exclusion of light. The solvent was removed by lyophilization.
The crude was purified via size exclusion chromatography (BioBeads™, S-X1, eluent: DMF).

Lyophilization from ultra-pure water gave the pure product.

8.2.7 TFA-Mediated Cleavage of Boc- and ‘Bu-Protecting Groups (SOP7)

The Boc- or ‘Bu protected compound was dissolved in a mixture of TFA, DCM, H20 and TIS (4:4:1:1,
10 mL) and the resulting solution was stirred for 60 minutes at room temperature. The mixture was
concentrated under reduced pressure and another portion of the cleavage mixture was added. After
another 60 minutes of stirring at room temperature, the solvent was co-distilled with toluene

(8 x 20 mL). The product was taken up in ultra-pure water and lyophilized.
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8.3 Synthetic Procedures of Chapter 3

8.3.1 Compound llI-1
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I11-14 (12.0 mg, 15.5 pmol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
IT1I-12a (92.4 mg, 85.2 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken
up in a minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-
HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 17.6 mg (34.4 pmol, 20%), purple solid.
MEF: CassH352N32064Zn MW: 5111.3040 [5106.4565]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 5145.6709 [M+K]* (calc. 5145.4196).

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.89 (s, 8H, 8 x CHPpyrrolic), 8.68 (d, ] = 8.3 Hz,
4H, 4 x NHPr), 8.62 (s, 4H, 4 x CH™), 8.41 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NH"), 8.30 — 8.22 (m, 16H, CHA"),
8.19 (d, J=8.1 Hz, 4H, 4 x NHP*), 8.02 (t, ] = 5.8 Hz, 4H, 4 x NHmPEG), 7.30 — 7.15 (m, 60H, 4 x 3 x y-/5-
/e-CHPr), 525515 (m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.66—4.62 (m, 4H, 4 x o-CH™<), 4.60 —4.53 (m, 8H,
4 x 2 x a-CHPr), 353 —3.29 (m, 184H, OCH:mPES), 3.25 — 3.12 (m, 8H, 4 x NHCH2wPEG), 321 (s, 12H,
4 x CH3™PEG), 3.03 — 2.73 (m, 24H, 4 x 3 x CH2Me),

UV/Vis (DMF) A [nm] (Iri[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 561 (0.04) Qu, 604 (0.02) Qp.
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8.3.2 Compound llI-2
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I11-14 (15.0 mg, 19.4 umol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
ITI-12b (167.2 mg, 106.6 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken
up in a minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-
HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 83.8 mg (11.9 pmol, 62%), purple solid.
ME: Css6Hs28N320108Z1n MW: 7049.6360 [7043.6099]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7083.1714 [M+K]* (calc. 7082.5731).

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.88 (s, 8H, 8 x CHPpyrolic), 8.64 (d, ] = 8.7 He,
4H, 4 x NHPhe), 8.62 (s, 4H, 4 x CH™™), 8.38 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHF), 8.30 — 8.22 (m, 16H, CHAY),
8.15 (d, J=8.1 Hz, 4H, 4 x NHP*), 7.99 (t, ] = 5.7 Hz, 4H, 4 x NHmPEG), 7.31 — 7.15 (m, 60H, 4 x 3 x y-/5-
/e-CHPr), 529 -511 (m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.69—4.61 (m, 4H, 4 x o-CH™<), 4.61 —4.50 (m, 8H,
4 x 2 x a-CHPe), 3.54 — 3.28 (m, 360H, CH20mPEG/OCH2mPEG), 3.27 — 3.10 (m, 8H, 4 x NHCH2mPES), 3.22
(s, 12H, 4 x CH3™PEG), 3.06 — 2.71 (m, 24H, 4 x 3 x CHzPhe),

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 560 (0.04) Qu, 603 (0.02) Q.
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8.3.3 Compound IlI-3

I11-14 (13.0 mg, 16.8 pmol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
ITI-13a (150.2 mg, 92.4 pmol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken
up in a minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-
HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 70.0 mg (9.6 pmol, 53%), purple solid.
MF: C364sH540N360112Zn MW: 7277.8440 [7271.6958]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7311.1371 [M+K]* (calc. 7310.6589).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) b [ppm]: 8.88 (s, 8H, 8x CHPpyoli), 878 (s, 4H,
4 x CH™2), 8.67 (t, ] = 5.4 Hz, 4H, 4 x NHSY), 8.33 (d, ] = 8.4 Hz, 8H, 2 x 4 x NHr), 8.31 — 8.23 (m, 20H,
16 x CHAr, 4 x NHPe), 8.03 (t, [ =5.7 Hz, 4H, 4 x NHmPEG), 7.29 — 7.13 (m, 60H, 4 x 3 x y-/8-/e-CHPhe),
532 (s, 8H, 4 x TrzCHz), 4.55-4.48 (m, 12H, 4x 3 x o-CHP¢), 3.89 —3.68 (m, 8H, 4 x CHxSY),
354-329 (m, 360H, CH:OmPEG/OCH2mPES), 3.25-3.09 (m, 8H, 4 x NHCH2wPES), 322 (s, 12H,
4 x CH3™PEG), 3.06 — 2.66 (m, 24H, 4 x 3 x CHaMhe),

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 562 (0.04) Qu, 603 (0.02) Q.
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8.3.4 Compound Ill-4

IT1-14 (8.7 mg, 11.2 umol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
III-12¢ (156.8 mg, 61.8 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CUAAC. The crude was taken
up in a minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-
HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 51.7 mg (47.3 pmol, 42%), purple solid.
MF: Cs32HssoN320196Zn MW: 10926.3000 [10917.9168]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 10957.2200 [M+K]* (calc. 10956.8800).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.88 (s, 8H, 8 x CHPpymolic), 8.64 (d, ] = 8.4 He,
4H, 4 x NHPr), 8.61 (s, 4H, 4 x CH™™), 8.38 (d, ] = 8.0 Hz, 4H, 4 x NH"e), 8.32 —8.21 (m, 16H, CHAY),
8.15 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHP), 7.99 (t, ] = 5.6 Hz, 4H, 4 x NHmPEG), 7.33 — 7.11 (m, 60H, 4 x 3 x y-/5-
/e-CHPr), 528 -5.10 (m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.69—4.61 (m, 4H, 4 x o-CH™<), 4.61 —4.49 (m, 8H,
4 x 2 x a-CHP), 3.60 — 3.37 (m, 712H, CH20mPEG/OCH2mPEG), 328 — 3.10 (m, 8H, 4 x NHCH2mPES), 3.23
(s, 12H, 4 x CH3™PEG), 3.09 — 2.70 (m, 24H, 4 x 3 x CH2Phe).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Iri[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 562 (0.04) Qu, 603 (0.02) Q.
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8.3.5 Compound IlI-5

I11-14 (10.0 mg, 12.9 pmol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
I1I-13b (184.3 mg, 71.0 pmol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken
up in a minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-
HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 69.8 mg (6.3 pmol, 48%), purple solid.
MEF: Cs40Hs92N36O200Zn MW: 11154.5080 [11146.0027]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 11185.3016 [M+K]* (calc. 11184.9658).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.88 (s, 8H, 8x CHPpyolic) 878 (s, 4H,
4 x CHT™2), 859 (t, J=4.9 Hz, 4H, 4 x NHSY), 8.31 -8.25 (m, 16H, CHAY), 822 (d, J=8.3 Hz, 8H,
4 x NHMe), 8.17 (d, J=8.1 Hz, 4x NHP), 8.13 (d, J=8.1Hz, 4 x NHM<), 7.98 (t, ]=5.7 Hz, 4H,
4 x NH=PES), 7.30 — 7.13 (m, 60H, 4 x 3 x y-/8-/e-CHPhe), 5.31 (s, 8H, 4 x TrzCHz), 4.60 — 4.46 (m, 12H,
4 x 3 x a-CHPhe), 3.90 — 3.63 (m, 8H, 4 x CH2SY), 3.61 — 3.36 (m, 712H, CH2OmPEG/OCHAmPEG), 3.26 — 3.08
(m, 8H, 4 x NHCH2mPEG), 3.23 (s, 12H, 4 x CHamPEC), 3.04 — 2.64 (m, 24H, 4 x 3 x CH2Me).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 562 (0.03) Qu, 603 (0.01) Q.
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8.3.6 Compound llI-6a, 6b, 6¢

(o]
/0\(/\0):\/007,5"

lll-6a (n=11)

Polyethylene glycol monomethyl ether (M= 550 g mol) (5.00 g, 8.92 mmol, 1.0 eq.) was dissolved
in DCM (30 mL). Triethylamine (3.71 mL, 26.75 mmol, 3.0 eq.) was added in one portion and the
solution was cooled to 0°C. With stirring, a solution of p-toluene sulfonic acid (5.10 g, 26.75 mmol,
3.0eq.) in DCM (15 mL) was added dropwise and the mixture was stirred for 2 h at 0°C and
additional 16 h at room temperature.

The reaction mixture was washed with saturated NaHCO:s (aq) (3 x 50 mL) and brine (3 x 50 mL) and
the aqueous phase was extracted with DCM (4 x 100 mL). The organic phase was dried over MgSOs,

filtered and the solvent was removed under reduced pressure to give a slightly yellow liquid.

Yield: 3.74 g (5.23 mmol, 59%), yellowish liquid.
ME: C32Hs30155 MW: 714.8610 [714.3496]
TOF-MS (MALD], LP) (Dit+KTFA) m/z: 754.4354 [M+K]* (calc. 753.3128).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K) & [ppm]: 7.82 — 7.75 (m, 2H, CHA?), 7.52 — 7.44 (m, 2H, CHAY),
4.15 - 4.08 (m, 2H, OCH2CH20Ts), 3.60 — 3.55 (m, 2H, OCH2CH:20Ts), 3.55 — 3.40 (m, 44H, OCHamPES),
3.23 (s, 3H, CH5mPES), 2.42 (s, 3H, CH5OTs).

I1-6b (n=22)

Polyethylene glycol monomethyl ether (M.=1000gmol?) (5.00g, 4.92mmol, 1.0eq.) was
dissolved in DCM (50 mL). Triethylamine (2.05 mL, 14.76 mmol, 3.0 eq.) was added in one portion
and the solution was cooled to 0°C. With stirring, a solution of p-toluene sulfonic acid (2.81 g,
14.76 mmol, 3.0 eq.) in DCM (25 mL) was added dropwise and the mixture was stirred for 2 h at 0°C
and additional 16 h at room temperature.

The reaction mixture was washed with saturated NaHCOs (aq) (3 x 50 mL) and brine (3 x 50 mL) and
the organic phase was dried over MgSOs. The solution was concentrated under reduced pressure
and precipitated from cold Et2O (500 mL) with excessive stirring. The colorless product was isolated

via centrifugation.

Yield: 1.92 g (1.60 mmol, 33%), colorless powder.
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MF: Cs:Hi02026S MW: 1199.4440 [1198.6380]
TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 1238.6683 [M+K]* (calc. 1237.6012).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K) o [ppm]: 7.81 - 7.76 (m, 2H, CHA"), 7.51 - 7.46 (m, 2H, CHAr),
4.13 - 4.08 (m, 2H, OCH2CH:0OTs), 3.59 — 3.55 (m, 2H, OCH2CH:0Ts), 3.55 — 3.40 (m, 88H, OCH2m"EG),
3.24 (s, 3H, CHs™EG), 2.42 (s, 3H, CH30Ts).

lll-6¢ (n=44)

Polyethylene glycol monomethyl ether (Mn=2000gmol') (5.00g, 2.48 mmol, 1.0eq.) was
dissolved in DCM (50 mL). Triethylamine (1.03 mL, 7.45 mmol, 3.0 eq.) was added in one portion
and the solution was cooled to 0°C. With stirring, a solution of p-toluene sulfonic acid (1.42 g,
7.45 mmol, 3.0 eq.) in DCM (30 mL) was added dropwise and the mixture was stirred for 2 h at 0°C
and additional 16 h at room temperature.

The reaction mixture was washed with saturated NaHCO:s (aq) (3 x 50 mL) and brine (3 x 50 mL) and
the organic phase was dried over MgSOa. The solution was concentrated under reduced pressure
and precipitated from cold Et2O (1 000 mL) with excessive stirring. The colorless product was

isolated via filtration.

Yield: 3.73 g (1.72 mol, 69%), colorless powder.
MF: CosH190048S MW: 2168.6100 [2167.2147
TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 2207.1352 [M+K]* (calc. 2206.1779).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K) d [ppm]: 7.82 —7.75 (m, 2H, CHA), 7.51 - 7.45 (m, 2H, CHAr),
412-4.08 (m, 2H, OCH:CH:OTs), 3.59-355 (m, 2H, OCH.CH:OTs), 3.55-3.40 (m, 176H,
OCH:mPEG), 3.24 (s, 3H, CH3™PEC), 2.42 (s, 3H, CHsOTs).
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8.3.7 Compound lllI-7a, 7b, 7c

O Nop
n

-7a (n=11)

In a pressure tube, III-6a (1.50 g, 2.10 mmol, 1.0 eq.) and NaNs (0.68 g, 10.49 mmol, 5.0 eq.) were
suspended in DMF (30 mL) and stirred at 70°C for 18 h. The liquid was concentrated, and the residue
was dissolved in H20 (100 mL) and extracted with CHCIs (4 x 100 mL). The organic phase was
washed with saturated NaHCOs (aq) (3 x 100 mL) and brine (3 x 100 mL) and dried over MgSO.a.

After filtration, the solvent was evaporated under reduced pressure to give the pure product.

Yield: 0.83 g (1.41 mmol, 67%), colorless oil.

MEF: C2sH51N3012 MW: 585.6920 [585.3473]
Re: 0.27 (SiO2, CHCls: MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 625.3661 [M+K]* (calc. 624.3104).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K) d [ppm]: 3.63 —3.57 (m, 2H, CH:Ns), 3.57-3.48 (m, 42H,
OCHmPEG), 3.45 — 3.37 (m, 4H, CHsOCH:, OCH:CH2N3), 3.24 (s, 3H, CH3).

N-7b (n=22)

In a pressure tube, III-6b (1.5 g, 1.25 mmol, 1.0 eq.) and NaNs (0.41 g, 6.25 mmol, 5.0 eq.) were
suspended in DMF (30 mL) and stirred at 70°C for 18 h. The solvent was evaporated under reduced
pressure, and the residue was taken up in a mixture of DCM and CHCIs (1:1, 100 mL). The solution
filtered and washed with saturated NaHCOs (aq) (3 x 50 mL) and brine (3 x 50 mL) and dried over
MgSOs. With excessive stirring, the product was precipitated from cold Et2O (500 mL) and isolated

via filtration.

Yield: 0.82 g (0.77 mmol, 62%), colorless powder.
MEF: Ca7HosN3O2s MW: 1070.2750 [1069.6356]
TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 1109.5390 [M+K]* (calc. 1108.5988).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K) d [ppm]: 3.63 — 3.36 (m, 92H, OCHmPES), 3.24 (s, 3H, CHs).
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-7¢ (n = 44)

In a pressure tube, III-6¢ (2.87 g, 1.32 mmol, 1.0 eq.) and NaNs (0.43 g, 4.5 mmol, 5.0 eq.) were
suspended in DMF (50 mL) and stirred at 70°C for 18 h. The liquid was concentrated, and the residue
was taken up in a mixture of DCM and CHCIs (1:1, 100 mL). After filtration, the solution was washed
with saturated NaHCOs (aq) (3 x 100 mL) and brine (3 x 100 mL) and concentrated again under
reduced pressure. With excessive stirring, the product was precipitated from cold Et2O (1 000 mL)

and isolated via filtration.

Yield: 2.11 g (1.03 mmol, 81%), colorless solid.
MF: Co1H183N3045 MW: 2039.4410 [2038.2124]
TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 2078.0690 [M+K]* (calc. 2077.1756).

H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K) 6 [ppm]: 3.63 — 3.35 (m, 180H, OCH™rES), 3.24 (s, 3H, CHs).
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8.3.8 Compound IlI-8a, 8b, 8c

SO NH,
n

I1-8a (n=11)

III-7a (0.83 g, 1.41 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in MeOH (150 mL). In an argon counterflow, NHs
(101.2 uL, 7 M in MeOH, 0.5 eq.) and Pd/C (10w/w%, 83 mg) were added. The flask was evacuated
and filled with H2. The suspension was stirred for 24 h under H> atmosphere at atmospheric
pressure. The catalyst was removed viz filtration over Celite® and washed excessively with MeOH

(3 x 150 mL). The solvent was removed under reduced pressure to give the pure product.

Yield: 0.76 g (1.35 mmol, 96%), pale yellow oil.
MF: C25Hs:NO12 MW: 559.6940 [659.3568]
TOF-MS (MALDI, RP) (Dit+KTFA) m/z: 598.4941 [M+K]* (calc. 598.3199).

H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 3.57 = 3.45 (m, 360H, OCH>™¢), 3.45 —3.39
(m, 2H, CHs0OCH>), 3.34 (t, ] =5.8 Hz, 2H, CH2CH:NH>), 3.24 (s, 3H, CHs), 2.63 (t, ] =5.8 Hz, 2H,
CH:CH:NH>).

1I-8b (n=22)

ITI-7b (0.82 g, 0.77 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in MeOH (150 mL). In an argon counterflow, NHs
(54.7 uL, 7 M in MeOH, 0.5 eq.) and Pd/C (10w/w%, 82 mg) were added. The flask was evacuated
and filled with Hz The suspension was stirred for 24 h under H2 atmosphere at atmospheric
pressure. The catalyst was removed via filtration over Celite® and washed excessively with MeOH

(3 x 150 mL). The solvent was removed under reduced pressure to give the pure product.

Yield: 0.80 mg (0.77 mmol, quant.), colorless powder.
MEF: C&7Ho7NO23 MW: 1044.2770 [1043.6451]
TOF-MS (MALD], LP) (Dit+KTFA) m/z: 1083.6561 [M+K]* (calc. 1082.6083).

1H NMR (300 MHz, CDCls-d, 296 K, COSY) d [ppm]: 3.69 =359 (m, 88H, CH2OmFEG/OCHmFEG),
3.56 — 3.51 (m, 2H, H:-NCH2CHz), 3.36 (s, 3H, CH3), 2.88 (t, ] = 5.2 Hz, 2H, H:.NCHb), 2.25 (bs, 2H, NHo).
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1-8c (n=44)

III-7¢ (0.99 g, 0.49 mmol, 1.0 eq.) was dissolved in MeOH (150 mL). In an argon counterflow, NHs
(28.7 uL, 7 M in MeOH, 0.5 eq.) and Pd/C (10w/w%, 99 mg) were added. The flask was evacuated
and filled with Hz The suspension was stirred for 48 h under H2 atmosphere at atmospheric
pressure. The catalyst was removed via filtration over Celite® and washed excessively with MeOH

(3 x 150 mL). The solvent was removed under reduced pressure to give the pure product.

Yield: 0.91 mg (0.45 mmol, 93%), colorless powder.
MEF: Co1Hi18sNOss MW: 2013.4430 [2012.2219]
TOF-MS (MALD], LP) (Dit+KTFA) m/z: 2050.1004 [M+K]* (calc. 2051.1850)

1H NMR (300 MHz, CDCls-d, 296 K, COSY) & [ppm]: 3.71 =357 (m, 176H, CHxOmPEG/QCHamPEG),
3.56 — 3.49 (m, 2H, H-NCH:CH>), 3.37 (s, 3H, CHs), 2.94 (t, ] = 5.1 Hz, 2H, H-NCH>), 2.41 (bs, 2H, NH>).
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8.3.9 Compound IlI-9

N3\)I\OH

Bromacetic acid (14.98 g, 0.108 mol, 1.0 eq.) and sodium azide (14.04 g, 0.216 mol, 2.0 eq.) were
dissolved in H20 and the solution was stirred at room temperature for 18 h HCI (conc., 15 mL) was
added in one portion and the aqueous phase was extracted with Et20 (3 x 150 mL). The organic layer
was dried over MgSQOs, filtered and the solvent was evaporated under reduced pressure to give a

pale orange liquid.

Yield: 10.9 g (0.108 mmol, quant.), pale orange liquid.

MEF: C:HsNsO:2 MW: 101.0650 [101.0225]
Re: 0.5 (5102, ethyl acetate/cyclohexane, 1:1 + 0.1% acetic acid).

TOF-MS (ES], neg.) m/z: 101.0448 [M-H]- (calc. 101.0263)

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K) 6 [ppm]: 13.13 (s, 1H, COOH), 3.99 (s, 2H, CH>).
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8.3.10 Compound I11I-10

0 O

Fmoc-L-Phe (1.17 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA
coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFA according to SOP4 (see 8.2.4).

Yield: 0.68 mg (1.24 mmol, 82%), colorless solid.
MF C29H30N6Os MW 542.5960 [542.2278]
TOEF-MS (ESI, neg.) m/z: 541.2203 [M-H]- (calc. 541.2204).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.80 (s, 1H, COOH), 8.32 (d, ] =7.8 Hz, 1H,
NHPhe), 8.26 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, NHre), 8.20 (d, ] = 8.6 Hz, 1H, NHFh), 7.32 - 7.12 (m, 15H, 3 x y-/3-/e-
CHPhe), 4.61 — 4.43 (m, 3H, 3 x 0-CHPe), 3.77 — 3.63 (m, 2H, N3CHz), 3.14 — 2.61 (m, 6H, 3 x B-CHarhe).
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8.3.11 Compound llI-11

L CE R o

Fmoc-L-Phe (1.17 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA
coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFA according to SOP4 (see 8.2.4).

Yield: 0.84 g (1.40 mmol, 93%), colorless solid.
MEF: Cs1H33N7Oe MW: 599.6480 [599.2492]
TOEF-MS (ESI, neg.) m/z: 598.2420 [M-H]- (calc. 598.2419).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.78 (s, 1H, COOH), 8.27 (d, ] =7.7 Hz, 1H,
NHPhe), 8.22 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHCY), 8.15 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, NH<), 8.08 (d, ] = 8.4 Hz, 1H, NHFhe),
7.30 - 7.11 (m, 15H, 3 x y-/8-/e-CHP"e), 4.58 — 4.42 (m, 3H, 3 x a-CHP"*), 3.84 (s, 2H, NsCH>), 3.73 (dd,
J=16.7,5.8 Hz, 1H, CHA:GY), 3.59 (dd, ] = 16.7, 5.5 Hz, 1H, CHB:CY), 3.11 - 2.61 (m, 6H, 3 x B-CHz'he).
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8.3.12 Compound lllI-12a

N/ﬁr“iué‘)\iu”%”ﬁ
T O

III-8a (170.0 mg, 0.304 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (237.3 mg, 0.456 mmol, 1.5 eq.), HOBt (61.6 mg,
0.456 mmol, 1.5 eq.) and III-10 (214.2 mg, 0.395 mmol, 1.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C and DIPEA (77.6 uL, 0.456 mmol, 1.5 eq.), dissolved in
DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. The reaction mixture was allowed to warm up to
room temperature and was further stirred for 18 h. The solvent was evaporated, and the dry residue

was taken up in a minimum amount of MeOH and subjected to SEC (LH-20, MeOH).

Yield: 205.8 mg (0.190 mmol, 62%), pale orange solid.

ME: CssHs1iN7O1s MW: 1084.2750 [1083.5740]
R¢: 052 (SiO2, CHCls/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALD], LP) (Dit+KTFA) m/z: 1122.9553 [M+K]* (calc. 1122.5372).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]:8.25 (d, J=84Hz, 1H, NH™), 822 (d,
] = 8.8 Hz, 1H, NHPh), 8.13 (d, = 8.1 Hz, 1H, NHP), 7.98 (t, ] = 5.7 Hz, 1H, NH=PG), 7.29 — 7.13 (m,
15H, 3 x y-/8-/e-CHPhe), 4.59 — 4.47 (m, 3H, 3 x a-CHP¢), 3.76 — 3.64 (m, 2H, N3CHz), 3.54 — 3.40 (m,
46H, CH20mPEG/OCH:mPES), 3.26 — 3.10 (m, 2H, NHCH2wPEG), 3.23 (s, 3H, CH3mPES), 3.03 — 2.62 (m, 6H,
3 x B-CHaPhe),
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8.3.13 Compound llI-12b

N/ﬁr“iu@iuwﬂﬁof
T O

ITII-8b (300.0 mg, 0.287 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (224.2 mg, 0.431 mmol, 1.5 eq.) and HOBt (58.2 mg,
0.431 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly degassed DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C
with an ice bath and DIPEA (73.3 pL, 0.431 mmol, 1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added
dropwise with stirring. After 15 minutes, II1I-10 (218.2 mg, 0.402 mmol, 1.4 eq.) was added in one
portion. The ice bath was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room
temperature. The solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount
of MeOH, subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further purified via preparative RP-HPLC (8.1.4,
Method B).

Yield: 349.2 mg (0.223 mmol, 77%), colorless solid.

MF: C7Hi2sN7O27 MW: 1568.8580 [1567.8623]
Re: 0.38 (SiO2, CHCls/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 1605.7086 [M+K]* (calc. 1606.8255)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.24 (d, J=82Hz, 1H, NHe), 822 (d,
] =89 Hz, 1H, NH), 8.12 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NHP), 7.98 (t, ] = 5.7 Hz, 1H, NH=PEG), 7.28 - 7.13 (m,
15H, 3 x y-/8-/e-CHPhe), 4.56 — 4.48 (m, 3H, 3 x a-CHP<), 3.75 - 3.64 (m, 2H, N3CHz), 3.55 - 3.41 (m,
90H, CH20mPEG/QCH2mPES), 3.26 — 3.10 (m, 2H, NHCH2mFEG), 3.24 (s, 3H, CH3mPES), 3.01 — 2.63 (m, 6H,
3 x B-CHaPhe),

177



Kapitel 8 - Experimental Procedures

8.3.14 Compound IlI-12c
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III-8¢ (300.0 mg, 0.149 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (117.1 mg, 0.225 mmol, 1.5eq.) HOBt (30.4 mg,
0.225 mmol, 1.5 eq.) and III-10 (105.3 mg, 0.194 mmol, 1.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (38.3 uL, 0.225 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH and
subjected to SEC (LH-20, MeOH). The product containing fractions were combined, concentrated,

and freeze-dried from ultra-pure water.

Yield: 344.3 mg (0.136 mmol, 91%), colorless solid.

MF: Ci20H213N7Ou9 MW: 2538.0240 [2536.4391]
Re: 0.31 (SiO2, CHCls/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 2574.9775 [M+K]* (calc. 2575.4022)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.24 (d, J=85Hz, 1H, NHr), 821 (d,
] = 8.8 Hz, 1H, NH¢), 8.12 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NHP«), 7.97 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NH=PEG), 7.27 — 7.13 (m,
15H, 3 x y-/8-/e-CHPhe), 4.57 - 4.48 (m, 3H, 3 x a-CHP<), 3.75 - 3.65 (m, 2H, N3CHz), 3.56 — 3.41 (m,
178H, CH20mPEG/OCH2mPEG), 3.26 — 3.10 (m, 2H, NHCH2mPEG), 3.24 (s, 3H, CH3mPEC), 3.01 — 2.63 (m, 6H,
3 x B-CHaPhe),
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8.3.15 Compound llI-13a
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III-8b (300.0 mg, 0.287 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (224.2 mg, 0.431 mmol, 1.5eq.) HOBt (58.2 mg,
0.431 mmol, 1.5 eq.) and III-11 (223.9 mg, 0.373 mmol, 1.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (73.3 uL, 0.431 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH,
subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further purified via preparative RP-HPLC (8.1.4, Method B).

Yield: 288.4 mg (0.177 mmol, 62%), colorless solid.

MEF: C7sH12sNsOzs MW: 1625.9100 [1624.8838]

Re: 0.33 (SiO2, CHCls/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 1646.6150 [M+Nal]* (calc. 1647.8731)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY)  [ppm]: 8.22 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHSY), 8.15 — 8.08 (m,
3H, 3 x NHPhe), 7.97 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NH™PEG), 7.28 — 7.13 (m, 15H, 3 x y-/8-/e-CHPhe), 4.56 — 4.41 (m,
3H, 3 x a-CHP<), 3.84 (s, 2H, NsCH), 3.73 (dd, ] = 16.8, 5.7 Hz, 1H, CHA:SY), 3.60 (dd, ] = 16.8, 5.6 Hz,
1H, CHP:SY), 3.59 — 3.28 (m, 88H, CH20mPEG/OCHmPES), 3.27 — 3.09 (m, 2H, NHCH:mPEG), 3.23 (s, 3H,
CH3mPEG), 3.01 — 2.63 (m), 6H, 3 x B-CHaPhe).
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8.3.16 Compound 1lI-13b
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III-8¢ (300.0 mg, 0.149 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (117.1 mg, 0.225 mmol, 1.5eq.) HOBt (30.4 mg,
0.225 mmol, 1.5 eq.) and III-11 (116.9 mg, 0.195 mmol, 1.3 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (38.3 uL, 0.225 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH and
subjected to SEC (LH-20, MeOH). The product containing fractions were combined, concentrated,

and freeze-dried from ultra-pure water.

Yield: 344.0 mg (0.133 mmol, 88%), colorless solid.

MF: Ci22H216NsOso MW: 2595.0760 [2593.4605]
Re: 0.30 (SiO2, CHCls/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 2633.4747 [M+K]* (calc. 2632.4237)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.22 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHSY), 8.16 — 8.08 (m,
3H, 3 x NHF), 7.96 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHmPES), 7.28 — 7.15 (m, 15H, 3 x y-/5-/e-CHPh), 4.53 — 4.45 (m,
3H, 3 x o-CHPhe), 3.84 (s, 2H, NsCHz), 3.73 (dd, ] = 16.7, 5.8 Hz, 1H, CHA:S%), 3.59 (dd, ] = 16.7, 5.5 Hz,
1H, CHE:SY), 3.59 — 3.38 (m, 178H, CH20mPEG/OCH2mPEG), 3.26 — 3.10 (m, 2H, NHCH2"PES), 3.24 (s, 3H,
CH5mPEG), 3.01 — 2.63 (m, 6H, 3 x B-CH2Mhe).
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8.3.17 Compound IlI-14
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Under inert gas atmosphere, meso-tetra(4-ethynylphenyl) porphyrin (10.0 mg, 14.7 umol, 1.0 eq.)
was dissolved in dry DCM (2 mL). Zn(OAc)2 x 2 H20 (6.18 mg, 28.1 umol, 2.0 eq.) was dissolved in
MeOH (1 mL) and added to the stirring porphyrin solution in one portion. Triethylamine (58.7 uL,
422.0 umol, 30.0 eq.) was added and the resulting mixture was stirred for 24 hours under reflux
conditions. The conversion was monitored via UV/Vis spectroscopy until no further changes could
be observed in the SORET band region. The solvent was removed under reduced pressure and the
crude was subjected two consecutive times to flash chromatography (SiOz2, DCM/n-hexane, 3:2). The

first purple fractions were collected, and the solvent evaporated to give a metallic solid.

Yield: 6.1 mg (7.9 pmol, 56%), purple solid.

ME: Cs2H2sNsZn MW: 774.2040 [772.1605]
R 0.28 (SiO2, DCM/n-hexane, 3:2).

TOF-MS (MALD], RP) (DCTB) m/z: 773.3303 [M+K]* (calc. 773.1678).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.80 (s, 8H, CHPv), 820-8.16 (m, 8H,
CHAwl), 7.92 — 7.87 (m, 8H, CHAY), 4.45 (s, 4H, 4 x C=CH).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 560 (0.04) Qu, 603 (0.02) Q.
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8.4 Synthetic Procedures of Chapter 4

8.4.1 Compound IV-1

I1I-14 (12.0 mg, 15.5 umol, 1.0 eq.) as the alkyne-functionalized compound was coupled to IV-4
(132.1 mg, 85.2 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuUAAC. The crude was taken up in a
minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC
(see 8.1.4, Method C).

Yield: 46.0 mg (6.6 pmol, 43%), purple solid.
MF: C340H520N320116Zn MW: 6977.3880 [6971.5066]
TOF-MS (MALD], LP) (DHB+KTFA) m/z: 6994.5440 [M+Nal* (calc. 6994.4958).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.22 (s, 4H, COOH), 8.88 (s, 8H, 8 x CH
pymmolic) 8,74 (d, J=7.9 Hz, 4H, 4 x NHP), 8.63 (s, 4H, 4 x CH'™), 8.38 (d, ] = 7.6 Hz, 4H, 4 x NHC),
8.32-8.19 (m, 16H, CHAY), 8.07 (t, ] = 5.7 Hz, 4H, 4 x NH™PES), 7.96 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHPhe),
7.35-7.10 (m, 40H, 4 x 2 x y-/8-/e-CHPe), 5.35 - 5.13 (m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.74 — 4.62 (m, 4H, 4 x a-
CHP™<), 456 —4.46 (m, 4H, 4 x o-CHPr), 435-4.22 (m, 4H, 4 x a-CHSl), 3.56-3.29 (m, 360H,
CH2OmPEG/OCHmPES),  325-311 (m, 8H, 4 x NHCH:wPEG), 322 (s, 12H, 4 x CHsmPEG),
3.07 - 2.75 (m, 16H, 4 x 2 x CHzPhe), 2.27 — 2.14 (m, 8H, 4 x y-CH:61), 1.96 — 1.83 (m, 4H, 4 x B-CHAClv),
1.83 - 1.71 (m, 4H, 4 x B-CHp:Cl).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Irei[a.u.]): 430 (1.00) SORET, 599 (0.04) Qs, 603 (0.02) Q.
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8.4.2 Compound IV-2
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Fmoc-L-Phe (1.17 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA
coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFE according to SOP5 (see 8.2.5).

Yield: 0.76 g (1.31 mmol, 87%), colorless solid.
MF: C29H3sN6O7 MW: 580.6420 [580.2645]
TOEF-MS (ESI, neg.) m/z: 579.2557 [M-H]- (calc. 579.2573).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.79 (s, 1H, COOH), 8.31 (d, ] = 8.4 Hz, 1H,
NHPhe), 8.23 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NH6W), 8.15 (d, = 7.7 Hz, 1H, NHPe), 7.31 - 7.11 (m, 10H, 2 x y-/5-/¢-
CHPhe), 4.63 —4.53 (m, 1H, o-CHPM<), 449 —4.39 (m, 1H, a-CHPh), 4.35-4.25 (m, 1H, o-CHG),
3.82 - 3.68 (m, 2H, N3CHz), 3.11 - 2.67 (m, 4H, 2 x p-CHaPbe), 2.25 — 2.12 (m, 2H, y-CH:6l), 1.92 — 1.80
(m, 1H, B-CHA:Clv), 1.80 — 1.65 (m, 1H, B-CHP:Gl), 1.40 (s, 9H, CHstBu).
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8.4.3 Compound IV-3
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III-8b (250.0 mg, 0.239 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (186.9 mg, 0.359 mmol, 1.5eq.), HOBt (48.5 mg,
0.359 mmol, 1.5 eq.) and IV-2 (208.5 mg, 0.359 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C and DIPEA (61.1 uL, 0.359 mmol, 1.5 eq.), dissolved in
DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. The reaction mixture was allowed to warm up to
room temperature and was further stirred for 18 h. The solvent was evaporated, and the dry residue

was taken up in a minimum amount of MeOH and subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further
purified via preparative RP-HPLC (see 8.1.4, Method B).

Yield: 233.1 mg (0.145 mmol, 61%), colorless solid.

MEF: C76H131N7029 MW: 1606.9040 [1605.8991]
Re: 0.61 (SiO2, DCM/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 1644.8690 [M+K]* (calc. 1644.8623).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.31 (d, J=83Hz, 1H, NH™e), 825 (d,
] =7.9 Hz, 1H, NHSk), 8.05 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHmPEG),7.90 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NHP<), 7.26 — 7.13 (m,
10H, 2 x y-/5-/e-CHPhe), 4.61 — 4.53 (m, 1H, o-CHPhe), 4.52 — 4.45 (m, 1H, a-CHPhe), 4.27 —4.19 (m, 1H,
0-CHSl), 3.80 — 3.69 (m, 2H, N3CHz), 3.54 — 3.40 (m, 90H, CH20mPEG/QCH:mPEG), 3.26 — 3.09 (m, 2H,
NHCH2E6), 3.23 (s, 3H, CH3mPES), 3.00 — 2.68 (m, 4H, 2 x B-CHaPhe), 2.19 —2.12 (m, 2H, y-CH:Clu),
1.88 — 1.77 (m, 1H, B-CHA:Cv), 1.75 — 1.64 (m, 1H, B-CHP:C), 1.40 (s, 9H, CHstBu).
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8.4.4 Compound IV-4
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IV-3 (200.0 mg, 0.124 mmol, 1.0 eq.) was treated with a mixture for cleavage of tBu groups as
described in SOP7 (see 8.2.7). Additionally, the crude was taken up in a minimum amount of DCM

and precipitated from cold ether (500 mL) with excessive stirring. The product was isolated via

filtration, washed with cold ether (3 x 50 mL) and freeze dried from ultra-pure water.

Yield: 179.0 mg (0.115 mmol, 93%), colorless solid.
MF: C76H123N7O29 MW: 1550.7960 [1549.8365]
TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 1588.7027 [M+K]* (calc. 1588.7997).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.02 (s, 1H, COOH), 8.31 (d, ] =8.3 Hz, 1H,
NHPhe), 8.26 (d, ] = 7.8 Hz, 1H, NHCW), 8.05 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHm6),7.94 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NHFhe),
7.28-7.12 (m, 10H, 2 x y-/5-/c-CHPhe), 4.61 —4.53 (m, 1H, o-CHPM<), 452 — 4.45 (m, 1H, o-CHPhe),
427 - 4.20 (m, 1H, a-CHSY), 3.81 —3.69 (m, 2H, NsCHz), 3.54 — 3.40 (m, 90H, CH20mPEC/QCH2mPES),
3.27 - 3.09 (m, 2H, NHCH2mPEG), 3.23 (s, 3H, CH3mPES), 3.01 — 2.67 (m, 4H, 2 x B-CHathe), 2.22 — 2.15 (m,
2H, y-CH:Gl), 1.91 - 1.80 (m, 1H, B-CHAGl), 1.78 — 1.67 (m, 1H, B-CHB:Clu).
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8.5 Synthetic Procedures of Chapter 5

8.5.1 Compound V-1
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V-6 (10.0 mg, 10.0 umol, 1.0 eq.) as the alkyne-functionalized compound was coupled to I1I-12b
(86.1 mg, 55.9 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken up in a
minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC
(see 8.1.4, Method C).

Yield: 17.4 mg (0.002 mmol, 20%), purple solid.
MF: C36sH540N360112Zn MW: 7277.8440 [7271.6958]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7315.3174 [M+K]* (calc. 7313.6690).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.39 (t, ] = 5.7 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.77 (s,
8H, 8 x CHP+yrolic), 853 (d, ] = 8.4 Hz, 4H, 4 x NHPe), 8.37 —8.22 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHPhe), 8.14
(d, ] = 8.0 Hz, 4H, 4 x NH™<), 7.98 (t, ] = 5.7 Hz, 4H, 4 x NH=PES), 7.89 (s, 4H, 4 x CH'™2), 7.29 - 7.10 (m,
60H, 4 x 3 x 5-/e-/¢-CHPhe), 5.15 — 4.95 (m, 8H, 4 x NHCH:Trz), 4.67 (bs, 8H, 4 x TrzCHz), 4.63 — 4.46
(m, 12H, 4x3xo-CHMe), 3.55-328 (m, 360H, CH:OmPEG/OCH»PEG), 325-3.10 (m, 8H,
4 x NHCH:mPEG), 3.22 (s, 12H, 4 x CH3™PEG), 3.03 — 2.65 (m, 24H, 4 x 3 x CHaPhe).

UV/Vis (DMF) A [nm] (I[a.u.]): 429 (1.00) SORET, 561 (0.04) Qu, 601 (0.02) Q.
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8.5.2 Compound V-2
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V-6 (10.0 mg, 10.0 umol, 1.0 eq.) as the alkyne-functionalized compound was coupled to III-13a
(89.2 mg, 54.9 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken up in a
minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC
(see 8.1.4, Method C).

Yield: 12.7 mg (1.7 umol, 17%), purple solid.
MF: Cs72H55N400116Zn MW: 7506.0520 [7499.7816]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7544.9254 [M+K]* (calc. 7541.7549).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.41 (t, ] = 5.4 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.78 (s,
8H, 8 x CHP-pyrrolic), 8.49 (t, [ = 5.5 Hz, 4H, 4 x NHCSY), 8.33 —8.22 (m, 16H, 16 x CHAr), 8.19 - 8.14 (m,
8H, 4 x 2 x NHre), 8.11 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHP), 8.06 (s, 4H, 4 x CH'=), 7.97 (t, ] = 5.7 Hz, 4H,
4 x NHmPES), 7.27 -7.10 (m, 60H, 4x 3 x 8-/e-/¢-CHM™e), 5.17 (s, 8H, 4 x TrzCHz), 4.69 (bs, 8H,
4 x NHCH:Trz), 4.57 —4.45 (m, 12H, 4 x 3 x a-CHP"), 3.83 - 3.61 (m, 8H, 4 x CHz6Y), 3.54 —3.30 (m,
360H, CH:0mPES/QCH2mPES), 3.25-3.09 (m, 8H, 4x NHCH:PES), 323 (s, 12H, 4 x CHsmPES),
3.03 - 2.61 (m, 24H, 4 x 3 x CH2™<).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 429 (1.00) SORET, 560 (0.04) Qu, 600 (0.03) Q.
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8.5.3 Compound V-3
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V-9 (12.0 mg, 11.5 umol, 1.0 eq.) as the alkyne-functionalized compound was coupled to III-12b
(108.3 mg, 69.0 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken up in a
minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC
(see 8.1.4, Method C).

-4

Yield: 63.6 mg (8.7 pmol, 76%), bright red solid.
MEF: Cs64H540N360112Pd MW: 7318.8840 [7313.6701]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7357.3675 [M+K]* (calc. 7355.6434).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.42 (t, ] = 5.1 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.80 (s,
8H, 8 x CHP-pyrrolic), 8,52 (d, ] = 8.4 Hz, 4H, 4 x NHFhe), 8.36 — 8.22 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHP*e), 8.14
(d, ] =8.1 Hz, 4H, 4 x NHPhe), 7.97 (t, ] = 5.7 Hz, 4H, 4 x NHmPEC), 7.89 (s, 4H, 4 x CHT™z), 7.28 — 7.10 (m,
60H, 4 x 3 x §-/&-/¢-CHPe), 5.13 — 4.96 (m, 8H, 4 x NHCH:Trz), 4.66 (bs, 8H, 4 x TrzCH2), 4.60 — 4.47
(m, 12H, 4x3x0-CHP), 357-328 (m, 360H, CH:OmPEG/OCH,™PEG), 3.24-3.08 (m, 8H,
4 x NHCH2mPES), 3.22 (s, 12H, 4 x CHmPEG), 3.03 — 2.64 (m, 24H, 4 x 3 x CH2Mhe).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.5.4 Compound V-4
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V-9 (9.0mg, 8.6 umol, 1.0 eq.) as the alkyne-functionalized compound was coupled to III-13a
(77.2 mg, 47.5 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC. The crude was taken up in a
minimum amount of ultra-pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC
(see 8.1.4, Method C).

Yield: 28.1 mg (3.7 pmol, 43%), bright red solid.
MEF: C372H552N40O116Pd MW: 7547.0920 [7541.7560]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7584.3729 [M+K]* (calc. 7583.7292).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.43 (t, ] = 5.3 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.80 (s,
8H, 8 x CHP-pyrrolic), 8.48 (t, [ = 5.5 Hz, 4H, 4 x NHCSY), 8.36 — 8.23 (m, 16H, 16 x CHAr), 8.20 — 8.14 (m,
8H, 4 x 2 x NHP), 8.10 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHPr), 8.05 (s, 4H, 4 x CH™), 7.96 (t, ] = 5.7 Hz, 4H,
4 x NH=PEG), 728 -7.09 (m, 60H, 4 x 3 x7y-/-/e-CHPr), 517 (s, 8H, 4 x TrzCHz), 4.68 (bs, 8H,
4 x NHCH:Trz), 4.57 — 4.44 (m, 12H, 4 x 3 x a-CHP"), 3.83 - 3.60 (m, 8H, 4 x CHz6Y), 3.58 — 3.26 (m,
360H, CH0mPES/QCH2mPES), 3.25-3.07 (m, 8H, 4x NHCH:PES), 322 (s, 12H, 4 x CHsmPES),
3.02 - 2.62 (m, 24H, 4 x 3 x CHzMhe).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.5.5 Compound V-5
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Meso-(4-carbonylphenyl) porphyrin (H2TCPP) (303.7 mg, 0.384 mmol, 1.0 eq.) and Zn(OAc)2 x 2 H2O
(458.9 mg, 2.091 mmol, 5.5eq.) were refluxed in DMF (15mL) for 12 h. The conversion was
monitored via UV/Vis spectroscopy until no further changes could be observed in the SORET band
region The solvent was removed under reduced pressure and the crude was taken up in ultra-pure
water (10 mL) and dissolved by adding NaOH (1 M). The metalloporphyrin was recrystallized by
the dropwise addition of HCI (1 M) and isolated via centrifugation. Lyophilization from ultra-pure

water gave a metallic purple solid.

Yield: 291.8 mg (0.342 mmol, 90%), purple solid.
MEF: C4sH2sN4OsZn MW: 854.1920 [852.1199]
TOF-MS (MALDI, RP) (DCTB) m/z: 853.4775 [M+H]* (calc. 853.1272).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 13.25 (s, 4H, COOH), 8.81 (s, 8H, CHP-pyrrolic),
8.40 — 8.35 (m, 8H, CH4"), 8.34 — 8.29 (m, 8H, CHA").

13C NMR (101 MHz, CDCls, 296 K, HSQC, HMBC) d/ppm: 168.1, 149.5, 147.6, 134.9, 132.3, 130.4,
128.0, 120.1.

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ir[a.u.]): 428 (1.00) SORET, 559 (0.05) Qu, 599 (0.02) Q.
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8.5.6 Compound V-6

HN NH

V-5 (52.2 mg, 0.051 mmol, 1.0 eq.) and PyAOP (212.7 mg, 0.408 mmol, 8.0 eq.) were dissolved in
freshly degassed DMF (1 mL) and cooled to 0°C. DIPEA (130.1 uL, 0.765 mmol, 15.0 eq.) was added
dropwise, resulting in a turbid mixture. Propargylamine (48.6 uL, 0.765 mmol, 15.0 eq.) was added
in one portion, yielding a clear purple solution. The mixture was stirred for 24 h at room
temperature. The solvent was removed under reduced pressure and the crude was subjected to RP-
MPLC (see 8.1.5). Removal of the solvent and subsequent lyophilization from ultra-pure water gave

a purple solid.

Yield: 32.6 mg (0.032 mmol, 53%), purple solid.
MEF: Cso0H10NsO4Zn MW: 1002.4120 [1000.2464]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 1001.6001 [M+H]* (calc. 1001.2537).

1H NMR (300 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY)  [ppm]: 9.31 (, ] = 5.6 Hz, 4H, NH), 8.81 (s, 8H,
CHP-vyreolic), 8.30 (s, 16H, CHAY), 4.24 (dd, ] = 5.7, 2.5 Hz, 8H, CHz), 3.23 (t, ] = 2.5 Hz, 4H, C=CH).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ii[a.u.]): 428 (1.00) SORET, 560 (0.05) Qu, 600 (0.02) Qp.
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8.5.7 Compound V-7

Meso-(4-methoxycarbonylphenyl) porphyrin (H:-TMCPP) (4952 mg, 0.585 mmol, 1.0eq) and
Pd(OAc): (267.9 mg, 1.169 mmol, 2.0 eq) were suspended in freshly distilled PhCN (15 mL) and
refluxed for 1 h under an argon atmosphere. The conversion was monitored via UV/Vis spectroscopy
until no further changes could be observed in the SORET band region. The solvent was evaporated
under reduced pressure and the residue was taken up in DCM/CHClIs (1/1) and filtrated over Celite®.
The liquid was evaporated, and the dark red solid was adsorbed onto silica in DCM and further
purified via flash chromatography (solvent-gradient: DCM — DCM/CHClIs (1/1)). The first dark red

fraction was collected, and the solvent was removed under reduced pressure.

Yield: 265.3 mg (0.279 mmol, 48%), dark red solid.

MEF: C52H3sNsOsPd MW: 951.3000 [950.1568]
Re: 0.71 (CHCL + 3% THF)

TOF-MS (MALDI, RP) (DCTB) m/z: 951.2560 [M+H]* (calc. 951.1641).

1H NMR (400 MHz, CDCl3, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.78 (s, 8H, CHP-pyrrolic), 8 47 — 8.40 (m, 8H, CHAr),
8.29 - 8.21 (m, 8H, CHA"), 4.11 (s, 12H, CHs).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ii[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 525 (0.09) Q..
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8.5.8 Compound V-8

V-7 (171.1 mg, 0.192 mmol, 1.0 eq.) was suspended in a mixture of THF and MeOH (1:1, 10 mL).
Aqueous KOH (2 M, 1 mL) was added, and the suspension was refluxed for 18 hours at 85°C. The
liquid was evaporated, and the residue was taken up in aqueous NaOH (1 M). The product was
recrystallized by the dropwise addition of aqueous HCI (1 M) and isolated via centrifugation.

Washing with water and subsequent lyophilization from ultra-pure water gave a red metallic solid.

Yield: 139.8 mg (0.156 mmol, 81%), bright red solid.
MF: CasH2sN4OsPd MW: 895.1929 [894.0942]
TOF-MS (MALDI, RP) (DCTB) m/z: 895.1623 [M+H]* (calc. 895.1015).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 13.31 (s, 4H, COOH), 8.80 (s, 8H, CHP-pyrrolic),
8.38 — 8.34 (m, 8H, CH4"), 8.31 — 8.25 (m, 8H, CHA").

UV/Vis (DMF) A [nm] (Iei[a.u.]): 419 (1.00) SORET, 526 (0.10) Q..
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8.5.9 Compound V-9

\

V-8 (100.0 mg, 0.112 mmol, 1.0 eq.) and PyAOP (465.9 mg, 0.894 mmol, 8.0 eq.) were dissolved in
freshly degassed DMF (1 mL) and cooled to 0°C. DIPEA (285.0 uL, 1.676 mmol, 15.0 eq.) was added
dropwise, resulting in a turbid mixture. Propargyl amine (106.5 pL, 1.676 mmo], 15.0 eq.) was added
in one portion, yielding a clear red solution. The mixture was stirred for 24 h at room temperature.
The solvent was removed under reduced pressure and the residue was washed excessively with

MeOH (200 mL). Lyophilization from ultra-pure water gave a dark red powder.

Yield: 106.3 mg (0.102 mmol, 91%), dark red solid.
ME: CeoH40NsOsPd MW: 1043.4520 [1042.2207]
TOF-MS (MALDI, RP) (DCTB+KTFA) m/z: 1043.1766 [M+H]* (calc. 1043.2281).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.32 (t, ] = 5.6 Hz, 4H, NH), 8.82 (s, 8H, CH-
pyreolic), 8.29 (s, 16H, CHAT), 4.24 (dd, ] = 5.8, 2.5 Hz, 8H, CHz), 3.23 (t, ] = 2.5 Hz, 4H, C=CH).

13C NMR (101 MHz, DMSO-ds, 296 K, HSQC, HMBC) d/ppm: 166.4, 144.1, 141.1, 134.3, 134.0, 131.9,
126.5, 121.6, 81.9, 73.5, 29.2.

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.6 Synthetic Procedures of Chapter 6

8.6.1 Compound VI-1

VI-9 (90.0 mg, 10.8 umol, 1.0 eq.) was treated with a mixture of reagents for cleavage of Boc-/ tBu
groups, as described in SOP7 (see 8.2.7). The crude was taken up in a minimum amount of ultra-

pure water and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 53.9 mg (6.4 pmol, 59%), bright red solid.
MEF: Css4He0sN4sO120Pd MW: 7923.7240 [7918.1984]

MW: 8379.8168 [8374.1699] (TFA salt)
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7944.4236 [M+Na]* (calc. 7945.2011).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.43 (t, ] = 5.3 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.80 (s,
8H, CHe-pyrwolic) 8,63 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHP*e), 8.36 — 8.23 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHLss), 8.01 — 7.92
(m, 12H, 4 x NHA™, 4 x NHCY, 4 x NHPh), 7.92 (s, 4H, 4 x CH'w2), 7.88 (t, | = 5.6 Hz, 4H, 4 x NHmFEG),
7.67 (bs, 12H, 4 x NHs*), 7.28 — 7.14 (m, 40H, 4 x 2 X 5-/&-/(-CHPt), 5.18 — 5.00 (m, 8H, 4 x TrzCH>), 4.66
(bs, 8H, 4 x NHCH:Trz), 4.65 — 4.56 (m, 4H, 4 x a-CHP"e), 4.52 — 4.44 (m, 4H, 4 x a-CHP<), 4.30 — 4.21
(m, 4H, 4 x a-CHLys), 3.65 (d, ] = 5.8 Hz, 8H, 4 x CH:9), 3.53 — 3.29 (m, 360H, CH0mPEG/QOCHamPEG),
3.25 - 3.17 (m, 8H, 4 x NHCH2""ES), 3.23 (s, 12H, 4 x CHsmPEG), 3.10 — 2.69 (m, 32H, 4 x e-CHaAbx, 4 x -
CHal¥s, 4 x 2 x CH2Pre), 2.09 (t, [=7.5 Hz, 8H, 4 x a-CH2A™), 1.74 - 1.16 (m, 48H, 4 x B-/y-/3-CHaAbx,
4 X B-/y-/5-CHal¥s).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.6.2 Compound VI-2
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VI-10 (90.6 mg, 11.1 pmol, 1.0 eq.) was treated with a mixture for cleavage of Boc-/ {Bu groups as
described in SOP7 (see 8.2.7). The crude was taken up in a minimum amount of ultra-pure water
and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 22.9 mg (2.9 pmol, 26%), bright red solid.
MF: Css0H588N44O128Pd MW: 7927.4840 [7921.9889]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7924.5330 [M+H]* (calc. 7926.0063).

1H NMR (600 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.14 (s, 4H, 4 x COOH), 9.43 (t, ] =5.7 Hg,
4H, 4 x NHCH:™™), 8.80 (s, 8H, CHPpymolic), 8.63 (d, J=8.2 Hz, 4H, 4 x NH), 8.35 (d, ] =7.8 Hz,
4 x NHSw), 8.33 - 8.25 (m, 16H, 16 x CHA"), 8.00 - 7.95 (m, 8H, 4 x NHCY, 4 x NHPh), 7.94 — 7.89 (m,
8H, 4 x NHrhe, 4 x CHT%), 7.87 (t, 4H, 4 x NHA), 7.28 —7.13 (m, 40H, 4 x 2 x 8-/e-/C-CHP"e), 5.20 — 4.98
(m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.75 — 4.57 (m, 12H, 4 x NHCH2"™, 4 x o-CHPh), 451 — 4.41 (m, 4H, 4 x o-CHPhe),
431-422 (m, 4H, 4x0-CHSv), 3.64 (d, J=58Hz, 8H, 4xCHSY), 355-3.39 (m, 360H,
CH20mPEG/QCH2mPES), 3.24 — 3.16 (m, 8H, 4 x NHCH:mPEG), 3.22 (s, 12H, 4 x CH3™PEG), 3.08 — 2.89 (m,
16H, 4 x e-CH2AM, 4 x CHaPhe), 2.82 (dd, ] = 13.7, 8.3 Hz, 4H, 4 x CHA2*h), 2.74 (dd, ] = 13.8, 9.7 Hz, 4H,
4 x CHPaPre), 2.23 —2.14 (m, 8H, 4 x y-CHaClw), 2.08 (t, ] = 7.6 Hz, 8H, 4 x a-CH24h), 1.90 — 1.81 (m, 4H,
4 x B-CHAGIs), 1.77 — 1.69 (m, 4H, 4 x B-CHP2Gl), 1.47 — 1.39 (m, 8H, 4 x p-CH24M), 1.34 — 1.26 (m, 8H,
4 x y-CH2A), 1.19 — 1.10 (m, 8H, 4 x 5-CHaA).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 523 (0.10) Q.
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8.6.3 Compound VI-3
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VI-15 (83.2 mg, 10.4 pmol, 1.0 eq.) was treated with a mixture for cleavage of Boc-/ tBu groups as
described in SOP7 (see 8.2.7). The crude was taken up in a minimum amount of ultra-pure water
and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 57.8 mg ( 7.2pumol, 69%), bright red solid.
ME: Css0H592N4sO120Pd MW: 7619.3320 [7614.0732]

MW: 8075.4248 [8070.0447] (TFA salt)
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7641.7039 [M+Nal]* (calc. 7640.0725).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.43 (t, ] = 5.0 Hz, 4H, NHCH:Trz), 8.80 (s, 8H,
8 x CHP-pyrolic), 8.63 (d, ] = 8.2 Hz, 4H, 4 x NHP<), 8.38 — 8.25 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHLs+), 8.00 — 7.92
(m, 8H, 4 x NHA, 4 x NHSY), 7.92 (s, 4H, 4 x CHT), 7.90 - 7.84 (m, 8H, 4 x NHAx, 4 x NHmPES), 7.65
(s, 12H, 4 x NHs*), 7.31 - 7.16 (m, 20H, 4 x 8-/e-/(-CH™), 5.20 - 5.01 (m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.74 — 4.57
(m, 12H, 4 x NHCH:"", 4 x o-CHP), 4.32 — 4.17 (m, 8H, 4 x a-CHLs, 4 x a-CHARY, 3.64 (d, ] = 5.7 Hz,
8H, 4 x CHaSY), 3.56 — 3.36 (m, 360H, CH20mPEG/OCH2™PEG), 3.24 — 3.17 (m, 8H, 4 x NHCH2mFEG), 3.23
(s, 12H, 4 x CH3™PEG), 3.12 —2.92 (m, 12H, 4 x e-CH2AM, 4 x B-CHA2he), 2.84 — 2.71 (m, 12H, 4 x &-CHalys,
4 x B-CHP2Pre), 2,10 (t, ] = 7.5 Hz, 8H, 4 x a-CH24), 1.74 — 1.16 (m, 48H, 4 x -/y-/8-CHzAh, 4 x B-/y-/5-
CHalv9),1.20 (d, ] = 7.0 Hz, 12H, 4 x CH3Ak).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 523 (0.09) Qu.
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8.6.4 Compound VI-4
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VI-16 (85.8 mg, 10.9 umol, 1.0 eq.) was treated with a mixture for cleavage of Boc-/ {Bu groups as
described in SOP7 (see 8.2.7). The crude was taken up in a minimum amount of ultra-pure water
and acetonitrile (1:1) and subjected to preparative RP-HPLC (see 8.1.4, Method C).

Yield: 16.6 mg (2.2 pmol, 20%), bright red solid.
MEF: Css6H572N44O128Pd MW: 7623.0920 [7617.8637]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7658.7100 [M+K]* (calc. 7659.8370)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.12 (s, 4H, 4 x COOH), 9.41 (t, ] =5.0 Hz,
4H, 4 x NHCH:Trz), 8.81 (s, 8H, 8 x CHP-pymolic), 8.62 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHPr), 8.36 (d, ] = 7.8 Hz,
4H, 4 x NHCS), 8.34 —8.25 (m, 16H, 16 x CHA) 7.98 = 7.90 (m, 8H, 4 x NHCY, 4 x NHAR), 7.92 (s, 4H,
4 x CHT™),7.87 - 7.79 (m, 8H, 4 x CHAR, 4 x NH=PECG), 7.35 — 7.13 (m, 20H, 4 X 8-/&-/C-CHPb), 5.20 — 5.02
(m, 8H, 4 x TrzCH>), 4.73 — 4.59 (m, 12H, 4 x NHCH:Trz, 4 x a-CHPhe), 432 — 4.17 (m, 8H, 4 x a-CHS,
4 x a-CHAR), 3.64 (d, ] =5.8 Hz, 2H, CHaSY), 3.56 — 3.35 (m, 360H, CH2OmPEG/ OCH,mPES), 3.24 — 3.17
(m, 8H, 4 x NHCH2mPEG), 323 (s, 12H, 4 x CHa™PEG), 3.12 — 2.92 (m, 12H, 4 x e-CH2Abx, 4 x B-CHAzPhe),
2.79 (dd, ] =13.8,9.5 Hz, 4H, 4 x p-CH®<), 2.27 (t, ] = 8.0 Hz, 8H, 4 x y-CHaCv), 2.10 (t, = 7.5 Hz, 8H,
4 x a-CH2A), 1.97 — 1.86 (m, 4H, 4 x B-CHA:5), 1.83 = 1.71 (m, 4H, 4 x B-CHP2Gv), 1.52 — 1.42 (m, 8H,
4 x B-CHzAv), 1.42 —1.32 (m, 8H, 4 x y-CH24h), 1.26 — 1.14 (m, 8H, 4 x 5-CHz4m), 1.19 (d, ] =7.0 Hz,
12H, 4 x CHsAk),

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.6.5 Compound VI-5
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Fmoc-L-Gly (0.90 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA
coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFE according to SOP5 (see 8.2.5).

Yield:0.98 g (1.23 mmol, 81%), pale yellow solid.
MEF: C39HssNsO MW: 793.9230 [793.4122]
TOF-MS (ESI, neg.) m/z: 792.4043 [M-H]- (calc. 792.4050).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.48 (s, 1H, COOH), 8.30 (d, ] = 8.4 Hz, 1H,
NHPhe), 8.21 (d, = 7.8 Hz, 1H, NHLs), 8.09 (t, ] = 5.9 Hz, 1H, NH¢Y), 7.91 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NHP*),
7.86 (t, ] =5.6 Hz, 1H, NHA®), 7.28 —7.13 (m, 10H, 2 x 8-/e-/C-CHPe), 6.75 (t, ] = 5.7 Hz, 1H, NHzec),
4.62 - 4.55 (m, 1H, a-CHPhe), 4.49 — 4.42 (m, 1H, a-CHPhe), 422 — 4.15 (m, 1H, o-CH), 3.82 — 3.69 (m,
4H, NsCHa, CH:GY), 3.09 - 2.68 (m, 8H, e-CHaAbx, g-CHalys, 2 x B-CHaPhe), 2.08 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, a-
CH2A™), 1.62 — 1.10 (m, 12H, P-/y-/5-CHzAbx; B-/y-/8-CHalxs), 1.37 (s, 9H, 3 x CH3boc).
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8.6.6 Compound VI-6
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Fmoc-L-Gly (0.90 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA

coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFE according to SOP5 (see 8.2.5).

Yield: 0.95 g (1.27 mmol, 84%), colorless solid.
MF: C37H50NsOo MW: 750.8540 [750.3701]
TOEF-MS (ESI, neg.) m/z: 749.3641 [M-H]- (calc. 749.3628).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.46 (s, 1H, COOH), 8.33 (d, ] =8.3 Hz, 1H,
NHPh), 8.30 (d, ] = 7.9 Hz, 1H, NH6), 8.08 (t, ] = 5.9 Hz, 1H, NHSY), 7.95 (d, ] = 8.1 Hz, 1H, NHF*e),
7.89 (t, ] =5.6 Hz, 1H, NHA), 7.29 —7.11 (m, 10H, 2 x 8-/e-/¢-CHP™), 4.63 — 4.53 (m, 1H, a-CHPhe),
451-440 (m, 1H, o-CH™e), 427 -4.18 (m, 1H, a-CHS), 3.80-3.69 (m, 4H, NsCHz, CH:SY),
3.09 - 2.67 (m, 6H, e-CHzAM, 2 x CHaPe), 2,18 — 2.11 (m, 2H, y-CH:C), 2.09 (t, ] = 7.4 Hz, 2H, a-CH2AM),
1.87 = 1.76 (m, 1H, B-CHA2 6w}, 1.76 — 1.63 (m, 1H, B-CHB:6), 1.50 — 1.41 (m, 2H, B-CH2A™), 1.39 (s, 9H,
3 x CHstu), 1.37 — 1.31 (m, 2H, v-CH2AM), 1.25 — 1.12 (m, 2H, d-CH2AM).
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8.6.7 Compound VI-7
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III-8b (300.0 mg, 0.287 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (224.3 mg, 0.431 mmol, 1.5eq.) HOBt (58.2 mg,
0.431 mmol, 1.5 eq.) and VI-5 (341.8 mg, 0.431 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (73.3 uL, 0.431 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH,
subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further purified via preparative RP-HPLC (see 8.1.4,
Method B).

Yield: 218.4 mg (120.0 mmol, 42%), dark red solid.

MEF: CssH150N10031 MW: 1820.1850 [1819.0468]
Re: 0.44 (SiO2, DCM/MeOH, 9:1).

TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 1842.6840 [M+Na]* (calc. 1842.0361).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.30 (d, J=84Hz, 1H, NHe), 820 (d,
] =7.8 Hz, 1H, NH), 7.97 (t, ] = 5.9 Hz, 1H, NHSY), 7.89 (d, ] = 8.2 Hz, 1H, NHPhe), 7.88 — 7.83 (m, 2H,
NHabx, NHmPEG), 7.27 — 7.14 (m, 10H, 2 x 8-/e-/C-CHP), 6.75 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NH?ex), 4.62 — 4.53 (m,
1H, o-CHPhe), 4.48 — 4.41 (m, 1H, a-CHP), 4.21— 4.14 (m, 1H, a-CHLs), 3.75 (m, 2H, NsCHz), 3.64 (d,
J=5.8 Hz, 2H, CHaSY), 3.56 —3.37 (m, 90H, CH20mPES/OCH2mPEC), 3.09 —2.68 (m, 8H, e-CHaAM, -
CHalys, 2 x B-CHaPre), 2.09 (t, ] =7.5 Hz, 2H, o-CHzAh), 1.62 —1.09 (m, 12H, B-/y-/3-CHaAb%; B-/y-/5-
CHavs), 1.36 (s, 9H, 3 x CH3b).
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8.6.8 Compound VI-8

D

04,0

B gui B

N N N A~
III-8 (300.0 mg, 0.287 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (224.3 mg, 0.431 mmol, 1.5eq.) HOBt (58.2 mg,
0.431 mmol, 1.5 eq.) and VI-6 (323.6 mg, 0.431 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (73.3 uL, 0.431 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH,

subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further purified via preparative RP-HPLC (see 8.1.4,
Method B).

Yield: 340.7 mg (0.192 mmol, 67%), colorless solid.

MF: CssH145N9Os1 MW: 1777.1160 [1776.0046]
Re: 0.51 (DCM/MeOH, 9:1)

TOF-MS (MALDI, LP) (Dit-KTFA) m/z: 1813.2060 [M+K]* (calc. 1814.9679)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.32 (d, J=83Hz, 1H, NH™), 826 (d,
] =7.9 Hz, 1H, NHCW), 7.93 - 7.82 (m, 3H, NHA, NHCY, NHPhe), 7.30 — 7.10 (m, 10H, 2 x 5-/e-/C-CHrhe),
4.62 - 4.53 (m, 1H, a-CHPhe), 4.51 — 4.41 (m, 1H, a-CHPbe), 4.27 — 4.19 (m, 1H, a-CHSv), 3.80 — 3.69 (m,
2H, NsCH>), 3.65 (d, ] = 5.8 Hz, 2H, CH:6Y), 3.57 — 3.37 (m, 90H, CH20mPEG/QCHmPEC), 3.25 — 3.17 (m,
2H, NHCH2""EG), 3.24 (s, 3H, CHa™FEG), 3.09 — 2.68 (m, 6H, e-CHaAbx, 2 x CHaPhe), 2.19 —2.12 (m, 2H, y-
CH26), 2.09 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, a-CH2A), 1.88 — 1.76 (m, 1H, B-CH#2 ), 1.76 — 1.64 (m, 1H, B-CHB:Gly),
1.50 — 1.41 (m, 2H, B-CH2Am), 1.39 (s, 9H, 3 x CHatB), 1.37 — 1.26 (m, 2H, y-CHzAh), 1.21 — 1.11 (m, 2H,
5-CHaAM).
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8.6.9 Compound VI-9
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V-9 (13.0 mg, 12.5 umol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
VI-7 (124.7 mg, 68.5 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC.

Yield: 91.2 mg (11.0 pmol, 88%), bright red solid.
MF: Ca04He40N1sO125Pd MW: 8324.1920 [8318.4081]
TOF-MS (MALDI, LP) (DCTB+KTFA) m/z: 8361.4740 [M+K]* (calc. 8361.3848)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY)  [ppm]: 9.41 (t, ] = 5.2 Hz, 4H, 4 x NHCH:™"), 8.80 (s,
8H, 8 x CHP+yrolic), 8.61 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHPe), 8.39 — 8.22 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHL¥s), 7.96
(t, J=5.9Hz, 4H, 4 x NHSY), 7.91 (s, 4H, 4 x CH™=), 7.90 - 7.82 (m, 12H, 4 x NHAhx, 4 x NHmPEG,
4 x NHPre), 7.28 — 7.13 (m, 40H, 4 x 2 x 8-/e-/C-CHP), 6.73 (t, ] = 5.5 Hz, 4H, 4 x NHPe), 5.17 - 5.02 (m,
8H, 4 x TrzCHz), 4.71 —4.55 (m, 12H, 4 x NHCH:™, 4 x o-CHPhe), 4.50 — 4.43 (m, 4H, 4 x o-CHPhe),
424-415 (m, 4H, 4xo0-CHY), 3.64 (d, J=58Hz, 8H, 4xCHSY), 352-3.36 (m, 360H,
CH20mPE6/QCH2mPES), 3.24 — 3.16 (m, 8H, 4 x NHCH2mES), 3.22 (s, 12H, 4 x CH3™PEG), 3.10 —2.70 (m,
32H, 4 x e-CHaA™, 4 x e-CHabys, 4 x 2 x B-CHaPhe), 2.08 (t, ] = 7.5 Hz, 8H, 4 x a-CH2Am), 1.59 — 1.09 (m,
48H, 4 x P-/y-/5-CH2AM, 4 x B-/y-/3-CHalvs), 1.31 (s, 36H, 4 x 3 x CH3b).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.6.10 Compound VI-10
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V-9 (15.0 mg, 14.4 umol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
VI-8 (140.5 mg, 79.1 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC.

Yield: 99.2 mg (12.2 pmol, 85%), bright red solid.
MEF: Cz96He20N44O128Pd MW: 8151.9160 [8146.2393]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 8189.0013 [M+K]* (calc. 8189.2160)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY)  [ppm]: 9.41 (t, ] = 5.8 Hz, 4H, 4 x NHCH.™%), 8.80 (s,
8H, 8 x CHP#yrolic), 8.61 (d, ] = 8.2 Hz, 4H, 4 x NHPhe), 8.36 — 8.22 (m, 20H, 16 x CHA, 4 x NHCW), 7.97
(t, J=5.8Hz, 4H, 4 x NHSY), 7.94-7.87 (m, 8H, 12H, 4 x NHAM, 4 x NHPre, 4 x CHT), 7.84 (t,
] = 5.6 Hz, 4H, 4 x NHmPES), 7.30 — 7.11 (m, 40H, 4 x 2 x 8-/e-/C-CHPbe), 5.17 — 5.01 (m, 8H, 4 x TrzCHz),
4.72 - 457 (m, 12H, 4 x NHCH:"2, 4 x a-CHPhe), 4,52 —4.42 (m, 4H, 4 x a-CHPhe), 4.31 —4.19 (m, 4H,
4 x a-CHS1), 3.64 (d, ] = 5.8 Hz, 8H, 4 x CH:6Y), 3.56 — 3.35 (m, 360H, CH20mPEG/OCH:mPES), 3.24 — 3.16
(m, 8H, 4 x NHCH:mPEG), 3.22 (s, 12H, 4 x CHamPES), 3.10 — 2.71 (m, 24H, 4 x e-CHzAbx, 4 x 2 x CHaPhe),
2.21-2.13 (m, 8H, 4 x y-CHaGw), 2.09 (t, ] =7.5 Hz, 8H, 4 x a-CH2A™), 1.88—1.77 (m, 4H, 4 x p-
CHAG), 1.77 — 1.65 (m, 4H, 4 x B-CHP:Cl), 150 — 1.40 (m, 8H, 4 x B-CH2Ah), 1.39 — 1.26 (m, 8H, 4 x y-
CH2A), 1.36 (s, 36H, 4 x 3 x CHat®v), 1.21 — 1.11 (m, 8H, 4 x 5-CHzAM).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Ia[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Qu.
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8.6.11Compound VI-11
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Fmoc-L-Gly (0.90 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA
coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFE according to SOP5 (see 8.2.5).

Yield: 0.70 g (0.97 mmol, 64%), pale yellow solid.
MEF: Cs3sH51N9O9 MW: 717.8250 [717.3810]
TOF-MS (ESI, neg.) m/z: 716.3737 [M-H]- (calc. 716.3736)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.43 (s, 1H, COOH), 8.31 (d, ] =8.3 Hz, 1H,
NHPhe), 8.24 (d, J="7.9 Hz, 1H, NH), 8.08 (t, ] =5.9 Hz, 1H, NHSY), 7.90 (d, ] = 7.4 Hz, 1H, NHAl),
7.79 (t, ]=5.6 Hz, 1H, NHA), 7.30-7.13 (m, 5H, 8-/e-/¢-CHP), 6.76 (t, ] =5.7 Hz, 1H, NHeec),
4.64 — 454 (m, TH, a-CHP"), 426 — 4.14 (m, 2H, a-CHUs, a-CHA®), 3.84 — 3.71 (m, 2H, NsCH>), 3.71 (d,
J=5.9Hz, 2H, CHz6), 3.12-2.92 (m, 6H, e-CHaA, g-CHalys, B-CHae), 2.09 (t, ] = 7.4 Hz, 2H, a-
CH2m), 1.70 — 1.14 (m, 12H, B-/y-/3-CHaAbx, B-/y-/3-CH2b<), 1.36 (s, 9H, 3 x CHab>¢), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz,
3H, CHsAl),
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8.6.12 Compound VI-12
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Fmoc-L-Gly (0.90 g, 3.02 mmol, 2.0 eq.) was coupled as the first AA to the 2-chlorotrityle chloride
resin (1.00 g, 1.51 mmol, 1.0 eq.) according to SOP1 (see 8.2.1). Successive Fmoc cleavage and AA
coupling was performed following SOP2 (see 8.2.2) and SOP3 (see 8.2.3). The final peptide sequence
was detached from the resin using TFE according to SOP5 (see 8.2.5).

Yield: 0.73 g (1.08 mmol, 71%), pale yellow solid.
MEF: C31H4sNsOo MW: 674.7560 [674.3388]
TOEF-MS (ESI, neg.) m/z: 673.3316 [M-H]- (calc. 673.3315)

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 12.47 (s, 1H, COOH), 8.33 (d, ] =8.3 Hz, 1H,
NHPhe) 8.29 (d, | = 7.8 Hz, 1H, NHG), 8.09 (t, ] = 5.9 Hz, 1H, NHSY), 7.92 (d, ] = 7.3 Hz, 1H, NHAL&),
7.82 (t, ] =5.6Hz, 1H, NHA), 7.29-7.12 (m, 5H, 8-/e-/¢-CHM<), 4.63 —4.53 (m, 1H, a-CHPre),
431-4.23 (m, 1H, a-CHSW), 423 -4.15 (m, 1H, o-CHAR), 3.81-3.72 (m, 2H, N:CH), 3.71 (d,
J=59 Hz, 2H, CH:CY), 3.12-2.92 (m, 3H, e-CHzAbx, B-CHAP), 2.75 (dd, ] =13.9, 9.9 Hz, 1H, p-
CHe,Phe), 223 (t, [ =82 Hz, 2H, y-CH:G), 2.10 (t, ] =7.5 Hz, 2H, a-CHzA»), 1.96 —1.82 (m, 1H, f-
CHAG), 1.81 — 1.67 (m, 1H, B-CHE:Gls), 1.54 — 1.33 (m, 4H, B-CH2Ak, y-CH24hv), 1.39 (s, 9H, 3 x CHatBu),
1.30 — 1.13 (m, 2H, 5-CH2A), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, CHsAla).
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8.6.13 Compound VI-13

o
HNJL0J<
hw © J\'/i' o W ©
A AR A e R e

III-8b (300.0 mg, 0.287 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (224.3 mg, 0.431 mmol, 1.5eq.) HOBt (58.3 mg,
0.431 mmol, 1.5 eq.) and VI-11 (309.4 mg, 0.431 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (73.3 uL, 0.431 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH,
subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further purified via preparative RP-HPLC (see 8.1.4,
Method B).

Yield: 264.0 mg (0.151 mmol, 53%), colorless solid.
MEF: CsoH146N10031 MW: 1744.0870 [1743.0155]
TOF-MS (MALDI, LP) (Dit+KTFA) m/z: 1780.4388 [M+K]* (calc. 1781.9788).

H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.30 (d, J=83Hz, 1H, NHre), 822 (d,
J=7.9Hz, 1H, NH), 7.96 (t, ] =59 Hz, 1H, NHSY), 7.90 - 7.82 (m, 2H, NHAla, NH®PEG), 7.79 (t,
] =5.6 Hz, 1H, NHA™), 7.30 — 7.14 (m, 5H, 8-/e-/{-CH™¢), 6.75 (t, ] = 5.6 Hz, 1H, NHB), 4.63 — 4.54 (m,
1H, a-CHP™"e), 4.27 — 4.15 (m, 2H, a-CHYs, a-CHA12), 3.83 — 3.69 (m, 2H, NsCHa), 3.64 (d, ] = 5.8 Hz, 2H,
CH:SY), 3.57 -3.37 (m, 90H, CH2OmPEG/QCH2mPEG), 323 —3.17 (m, 2H, NHCH2"PEG), 3.23 (s, 3H,
CH3PEG), 3.11 —2.94 (m, 3H, e-CHaA, B-CHAsPre), 2.92 —2.84 (m, 2H, e-CHaws), 2.75 (dd, J=13.9,
9.8 Hz, 1H, B-CHB2™), 2.10 (t, ] = 7.5 Hz, 2H, a-CH>A™), 1.70 — 1.20 (m, 12H, B-/y-/3-CH2AM, B-/y-/8-
CHa), 1.36 (s, 9H, 3 x CH3bc), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, CHz4k),

207



Kapitel 8 - Experimental Procedures

8.6.14 Compound VI-14
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III-8b (300.0 mg, 0.287 mmol, 1.0 eq.), PyBOP (224.3 mg, 0.431 mmol, 1.5eq.) HOBt (58.3 mg,
0.431 mmol, 1.5 eq.) and VI-12 (290.8 mg, 0.431 mmol, 1.5 eq.) were dissolved in freshly degassed
DMF (2 mL). The solution was cooled to 0°C with an ice bath and DIPEA (73.3 uL, 0.431 mmol,
1.5 eq.), dissolved in DMF (1 mL), was added dropwise with stirring. After 15 minutes, the ice bath
was removed, and the reaction mixture was further stirred for 18 hours at room temperature. The
solvent was evaporated, and the dry residue was taken up in a minimum amount of MeOH,
subjected to SEC (LH-20, MeOH) and further purified via preparative RP-HPLC (see 8.1.4,
Method B).

Yield: 301.3 mg (0.177 mmol, 62%), colorless solid.
MEF: C7sH141N9Os1 MW: 1701.0180 [1699.9733]
TOF-MS (MALD], LP) (Dit+KTFA) m/z: 1737.7384 [M+K]* (calc. 1738.9366).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 8.32 (d, J=83Hz, 1H, NHP=) 828 (d,
] =7.9 Hz, 1H, NHSW), 7.96 (t, ] = 5.8 Hz, 1H, NHS¥), 7.90 (d, ] = 7.3 Hz, 1H, NHA®), 7.87 - 7.79 (m, 2H,
NHAR, NHmPEG), 7.28 — 7.16 (m, 5H, §-/e-/(-CHPbe), 4.61 — 4.55 (m, 1H, a-CHPh), 4.29 — 4.23 (m, 1H, a-
CHGl), 423 -4.16 (m, 1H, a-CHAR), 3.81-3.70 (m, 2H, N3CHz), 3.64 (d, ] =5.8 Hz, 2H, CHaSY),
3.55-3.37 (m, 90H, CHOmPEG/OCH2mPEG), 3.25 —3.17 (m, 2H, NHCH2m'EG), 3.24 (s, 3H, CHamPEG),
3.10 - 2.94 (m, 3H, e-CHzAM, B-CHAsPhe), 2.75 (dd, ] = 13.9, 9.8 Hz, 1H, B-CHP2he), 2.23 (t, ] = 8.1 Hz, 2H,
y-CH:G), 210 (t, ] =7.5 Hz, 2H, a-CH2A™), 1.94-1.84 (m, 1H, B-CHAG), 1.79 - 1.69 (m, 1H, p-
CHB6v), 1,52 — 1.43 (m, 2H, B-CH24b), 1.42 — 1.33 (m, 2H, y-CH24), 1.39 (s, 9H, 3 x CHa®v), 1.28 — 1.17
(m, 2H, 5-CH2A™), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz, 3H, CH3Al).
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8.6.15 Compound VI-15
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V-9 (15.0 mg, 14.4 umol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to

VI-13 (137.9 mg, 79.1 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC.

4

Yield: 91.9 mg (11.5 pmol, 80%), bright red solid
ME: Css0Hs24N4sO12sPd MW: 8019.8000 [8014.2829]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 8059.8814 [M+K]* (calc. 8056.2562).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.41 (t, ] = 5.1 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.80 (s,
8H, 8 x CHP+yrolic), 8.60 (d, ] = 8.3 Hz, 4H, 4 x NHe), 8.35 — 8.23 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHL¥s), 7.96
(t, ] = 5.8 Hz, 4H, 4 x NHSY), 7.92 (s, 4H, 4 x CH™2),7.89 (d, ] = 7.4 Hz, 4H, 4 x NHA=), 7.84 (t, ] = 5.6 Hz,
4H, 4 x NHmPEG), 7.80 (t, J=5.5 Hz, 4H, 4 x NHAY), 7.31 - 7.16 (m, 20H, 4 x 8-/e-/¢-CHP™), 6.74 (t,
J=5.7 Hz, 4H, 4 x NHPe), 522 —4.99 (m, 8H, 4 x TrzCH>), 4.75 - 4.56 (m, 12H, 4 x NHCH:™, 4 x o-
CHPhe), 4.31 — 4.14 (m, 8H, 4 x a-CHLs, 4 x a-CHA®), 3.64 (d, ] = 5.8 Hz, 8H, 4 x CH:SY), 3.55 — 3.35 (m,
360H, CH20mPEG/QCHmPEC), 3.23 — 3.16 (m, 8H, 4 x NHCH:mPES), 3.23 (s, 12H, 4 x CH3PEG), 3.13 — 2.93
(m, 12H, 4 x e-CHaAbx, 4 x B-CHAsPhe), 2.92 — 2.84 (m, 8H, 4 x e-CHa1xs), 2.78 (dd, ] = 13.8, 9.5 Hz, 4H,
4 x B-CHEaPe), 2,10 (t, | = 7.5 Hz, 8H, 4 x a-CH24), 1.71 — 1.16 (m, 48H, 4 x B-/y-/5-CH2A1, 4 x B-/y-/5-
CHalys), 1.32 (s, 36H, 4 x 3 x CHzBoc), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz, 12H, 4 x CHsAl).

UV/Vis (DMF) A [nm] (Lra[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.10) Qu.
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8.6.16 Compound VI-16
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V-9 (15.0 mg, 14.4 umol, 1.0 eq.) was used as the alkyne-functionalized compound and coupled to
VI-14 (134.5 mg, 79.1 umol, 5.5 eq.) according to SOP6 (see 8.2.6) for CuAAC.

Yield: 91.8 mg (11.7 pmol, 81%), bright red solid.
MEF: Cs72H604N44O128Pd MW: 7847.5240 [7842.1141]
TOF-MS (MALD], LP) (DCTB+KTFA) m/z: 7888.9594 [M+K]* (calc. 7884.0874).

1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 296 K, COSY) d [ppm]: 9.41 (t, ] = 5.1 Hz, 4H, 4 x NHCH:Trz), 8.80 (s,
8H, 8 x CHPpyrolic), 8.62 (d, ] = 8.1 Hz, 4H, 4 x NHPhe), 8.39 — 8.24 (m, 20H, 16 x CHAr, 4 x NHCv) 7.95
(t, ] = 5.9 Hz, 4H, 4 x NHSY), 7.93 - 7.90 (m, 12H, 4 x CH™, 4 x NHAR), 7.86 — 7.78 (m, 8H, 4 x NHA,
4 x NHmPES), 7.32 = 7.16 (m, 20H, 4 x 8-/&-/¢-CHPbe), 5.22 —5.02 (m, 8H, 4 x TrzCHz), 4.73 - 4.57 (m,
12H, 4 x NHCH:Trz, 4 x a-CHPhe), 4.32 — 4.16 (m, 8H, 4 x a-CHSl, 4 x a-CHAR), 3.64 (d, ] = 5.7 Hz, 2H,
CH:9Y), 3.53 - 3.36 (m, 360H, CH20mPEG/OCH:mPEG), 323 — 3.16 (m, 8H, 4 x NHCH2mFEG), 3.23 (s, 12H,
4 x CHa™PEG), 3.11 —2.92 (m, 12H, 4 x e-CH:Ahx, 4 x B-CHA2e), 2.79 (dd, | =13.9, 9.5 Hz, 4H, 4 x B-
CHePe), 2.23 (t, ] = 8.1 Hz, 8H, 4 x y-CH2G), 2.10 (t, ] = 7.5 Hz, 8H, 4 x a-CH2A1), 1.95 — 1.83 (m, 4H,
4 x B-CHAGl), 1.82 — 1.69 (m, 4H, 4 x B-CHPGl), 1.53 — 1.42 (m, 8H, 4 x B-CH24M), 1.41 - 1.31 (m, 8H,
4 x y-CH2Am), 1.36 (s, 36H, 4 x 3 x CHs®), 1.28 — 1.16 (m, 8H, 4 x 8-CH2Ah), 1.19 (d, ] = 7.0 Hz, 12H,
4 x CH3A1),

UV/Vis (DMF) A [nm] (Iei[a.u.]): 418 (1.00) SORET, 524 (0.09) Q.

210









Anhang A

Zusatzliche Daten




Zusatzliche Daten

7
A
3
\
60.94 ]
8.00 -]
~
A

184.361

20.85 -/I
12,51 g
12.19 \I

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25
6 [ppm]

Abbildung A3.1: 'H-NMR-Spektrum von IlI-1 (ZnGFsmPEG>°°) (DMSO-ds, T = 23°C).

T T R s T (aay o =T
< o & N® o
N o ™o, = o © o =z 5383
N® 0y QN = S oS by SIS
NN R 3 @ < w @ Nes

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 3.0 25
6 [ppm]

Abbildung A3.2: *H-NMR-Spektrum von llI-2 (ZnGFsmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A3.3: 'H-NMR-Spektrum von Ill-3 (ZnG2FsmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A3.4: *H-NMR-Spektrum von llI-4 (ZnGFsmPEG?) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A3.5: 'H-NMR-Spektrum von llI-5 (ZnG2FsmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).

Abbildung A3.6: 1lI-1 (ZnGFsmPEG°*°) in Mischungen steigenden Volumenanteils Acetonitril in Wasser
(v.l.n.r.) (c=2x10°m, T=25°C).
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Zusatzliche Daten
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Abbildung A3.7: UV/Vis (A)- und CD (B)-Spektren von IlI-3 (ZnG2FsmPEGY¥) als Funktion des prozentualen
Volumenanteils (v/v%) DMF in H20 nach thermischem Equilibrieren (T=90°C, t=3h), (T=25°C,

c®=2x10° M, WV =5x10° m).
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Abbildung A3.8: CD-Spektren temperaturabhangiger Intervallmessungen von A: 1lI-2, B: lll-3, C: lll-4 und D:
-5 in H20 (c = 2 x 10 m; Kiihlrate: 1°C min™).

217



Zusatzliche Daten

500 -
< 2504
£
o
-
© 0-
£
=
w -250
g 250 = O0min — 60min — 120 min
— 180 min — 240 min — 300 min
-500 - — 360 min — 420 min — 480 min
— 540 min — 600 min — 660 min
= 720 min
T T T T T T
390 405 420 435 450 465
A[nm]

Abbildung A3.9: Intervallmessungen von llI-2 (ZnGFsmPEGY) via CD-Spektroskopie in H.0. A: T=25°C,

t=12h; B: T=65°C, t=3h (c =2 x 10-5 m).
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Abbildung A3.10: Intervallmessungen von llI-3 (ZnGzFsmPEG) via CD-Spektroskopie in H.0. A: T =40°C,

t=12 h; B: T=90°C, t = 3h (c = 2 x 10-5 m).

>

750 -
-
£
o
o
© 0 -
€
—
=
(V]
< = Omin — 60min — 120 min
-750 — 180 min — 240 min — 300 min

— 360 min — 420 min — 480 min
— 540 min — 600 min — 660 min
= 720 min

390 405 420 435 450 465
A[nm]

Abbildung A3.11: Intervallmessungen von Ill-4 (ZnGFsmPEG?) via CD-Spektroskopie in H,0. A: T=25°C,

t=12h; B: T=65°C, t =3h (c =2 x 10-5 m).
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Abbildung A3.12: Intervalimessungen von llI-5 (ZnG2FsmPEG?) via CD-Spektroskopie in H.0. A: T=45°C,
t=12h; B: T=90°C, t = 3h (c = 2 x 10-5 M).
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Abbildung A3.13: i: Zeitlich aufgeléste Messungen des CD-Signals von IlI-3 bei A=210nm bei

unterschiedlichen Konzentrationen in H20 (A: T=50°C, B: T=70°C); ii:
aufgenommenen CD-Daten aus (i); iii: Doppel-Logarithmische Auftragung von ti/2 gegen die Konzentration.
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Abbildung A3.14: i:

Zeitlich aufgeloste Messungen des CD-Signals von

unterschiedlichen Konzentrationen in H20 (A: T=60°C, B: T=80°C); ii:
aufgenommenen CD-Daten aus (i); iii: Doppel-Logarithmische Auftragung von ti/2 gegen die Konzentration.

-5 bei A=210nm bei

Normierte Fit-Kurven der

Tabelle A3.1: Optische Eigenschaften der Porphyrin-Peptidamphiphile -1 bis HI-5 in H20 (c=5x 10 ™,

T=25°C).
Monomer Amax1 Emaxl Amaxz Emax2 Amax3 Emax3
[nm] [M-1cm-1] [nm] [M-1cm-1] [nm] [M-1cm-1]
I1I-1 430 211796 560 19096 601 15370
I11-2 430 211720 560 19232 600 15520
I11-3 430 211844 560 19150 600 15400
I11-4 430 211826 560 19156 601 15536
I11-5 430 211970 560 19180 601 15538
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Abbildung A4.1: *H-NMR-Spektrum von IV-1 (ZnGFEFmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A4.2: Temperaturabhdngige Transmissionsmessungen zur Bestimmung der LCST von IV-1 in PB
(10 mm, pH = 2,6) (A = 700 nm, ¢ = 2 x 10> m; Heizrate: 0,1°C min?).
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Abbildung A4.3: CD-Spektren der temperaturabhangigen Intervallmessungen von IV-1 (pH=2,7) in PB
(10 mm) (c = 2 x 10> m; Kiihlrate: 1°C min™).
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Abbildung A5.1: *H-NMR-Spektrum von V-1 (ZnGFsmPEG) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A5.2: 'H-NMR-Spektrum von V-2 (ZnGzFsmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A5.3: *H-NMR-Spektrum von V-3 (PdGFsmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A5.4: 'H-NMR-Spektrum von V-4 (PdG2FsmPEG) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A5.5: UV/Vis-Spektren der Reaktionskontrollen von A: HoTCPP (grau) und V-5 (violett) sowie B:
H2TMCPP (grau) und V-7 (orange) (DMF, T = 25°C).
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Abbildung A5.6: Temperaturabhangige Transmissionsmessungen zur Bestimmung der LCST von V-1 bis V-4
in H20 (A =700 nm, ¢ = 2 x 10 M; Heizrate: 0,1°C min?).
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Abbildung A5.7: CD-Spektren temperaturabhangiger Intervallmessungen von A: V-1, B: V-2, C: V-3 und D:

V-4 in H20 (c = 2 x 10 m; Kiihlrate: 1°C min‘Y).
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Abbildung A5.8: CD-Spektren als Funktion des prozentualen Volumenanteils (v/v%) Acetonitril nach
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Equilibrieren (T = 75°C, t = 3 h). A: V-3 (PdGF3); B: V-4 (PdG2F3) (c =5 x 10® ™, T = 25°C, H0).
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Zusatzliche Daten

Tabelle A5.1: Optische Eigenschaften der Porphyrin-Peptidamphiphile V-1 bis V-4 in H20 (c=5x10% m,
T=25°C).

Monomer Amaxt Emaxt Amax Emax2 Amax3 Emaxs
[nm] [M-1cm1] [nm] [M-1cm1] [nm] [M-1cm1]
V-1 430 231890 560 21198 600 10267
V-2 430 231714 560 20844 600 10084
V-3 418 183834 524 26987 - -
V-4 418 185182 524 28184 - -
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Abbildung A6.1: *H-NMR-Spektrum von VI-1 (PdGFKFAhxGmPEG¥) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A6.2: *H-NMR-Spektrum von VI-2 (PAGFEFAhxGmPEG) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A6.3: *H-NMR-Spektrum von VI-3 (PAGFKAAhXGmPEG¥) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A6.4: *H-NMR-Spektrum von VI-4 (PAGFEAAhxGmPEG*) (DMSO-ds, T = 23°C).
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Abbildung A6.5: Temperaturabhdngige Transmissionsmessungen zur Bestimmung der LCST von VI-1 bis VI-4
im neutralen Zustand (VI-1: pH=10,7; VI-2: pH=2,9; VI-3: pH=10,9; VI-4: pH = 2,8) in PB (10 mm)

(A =700 nm, c =2 x 10" M; Heizrate: 0,1°C min?).
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Abbildung A6.6: Auftragungen des CD-Effekts (Ag) bei A: A =207 nm, B: A =207 nm, C: A =222 nm und D:
A =222 nmvon VI-1 (pH = 11,0), VI-2 (pH = 2,7), VI-3 (pH = 10,8) und VI-4 (pH = 2,7) gegen die Temperatur

(c=2x10%m,PB (10 mm)).
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Abbildung A6.7: CD-Spektren temperaturabhangiger Intervallmessungen von A: VI-1 (pH =11,0), B: VI-2
(pH =2,7), C: VI-3 (pH = 10,8) und D: VI-4 (pH = 2,7) in PB (10 mMm) (c = 2 x 10° m; Kiihlrate: 1°C min?).
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Anhang C

Abkurzungsverzeichnis

ACN
AFM
Ahx
Ala (A)
AR

AS
Au
Aq.
a.u.
BTA
BTE

Boc
bs

CD

CHCA

CHCls

CDCIs

COSY

CPMAS

Cu

CuAAC
CuSOs x 5 H20

d

D-
DCM
DCTB
DDQ
DFT
DHB
DIPEA
Dit
DLS
DMF

Acetonitril

engl.: atomic force microscopy (Rasterkraftmiskroskopie)
Aminohexansaure

Alanin

engl.: analytical reagent (Analysenrein)

Aryl

Aminosaure

lat. aurum (Gold)

Aquivalente

engl.: arbitrary unit (willkiirliche Einheit)

1,3,5-Benzoltricarboxyamid
1,3,5-Benzoltricarboxyester
Butyloxycarbonyl

breites Singulett

Circular Dichroismus
o-Cyano-4-hydroxyzimtsaure

Chloroform

deuteriertes Chloroform

engl.: correlation spectroscopy

engl.: cross polarization magic angle spinning
lat.: cuprum (Kupfer)

Cu(I)-katalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition
Kupfer(Il)sulfat-Pentahydrat

Dublett

lat. dextro (rechts)

Dichlormethan
trans-2-[3-(4-tert-Butylphenyl)-2-methyl-2-propenyliden]malononitrile
2,3-Dichlor-5,6-dicyano-1,4-benzochinon

engl.: density functional theory (Dichte-Funktional-Theorie)
2,5-Dihydroxybenzoesdure

Diisopropylethylamin

Dithranol

engl.: dynamic light scattering (Dynamische Lichtstreuung)
N,N-Dimethylformamid
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Abklrzungsverzeichnis

DMEF-dy
DMSO
DMSO-ds
DPP
DPso

D20

E (Glu)
EDA
ESI

eq.

F (Phe)
FC

Fmoc
FRET

Gly (G)
Glu (E)
GPC

HBTU
HCl
HFIP
HMBC
HOBt
HOMO
HSQC
Hz

H>

H-0
H-TCPP
H.TEPP
H-TMCPP

I
Tle (I)
IR
IRRAS

ITC

]
JGU

K
K (Lys)
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deuteriertes N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid

deuterertes Dimethylsulfoxid
5,15-Diphenylporphyrin
Halbwertspolymerisationsgrad

Deuteriumoxid

Glutaminsdure
engl.: energy decomposition analysis
Elektrospray-lonisation

engl.: equivalents

Phenylalanin
engl.: flash chromatography (Saulenchromatographie)
Fluorenylmethoxycarbonyl

Forster-Resonanzenergietransfer

Glycin
Glutaminsaure

Gelpermationschromatographie

O-Benzotriazol-1-yl-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
Chlorwasserstoff (Salzsaure)

Hexafluorisopropanol

engl.: heteronuclear multiple bond correlation

1-Hydroxybenzotriazol

engl.: highes occupied molecular orbital (hochstes besetztes Molekiilorbital
engl.: heteronuclear single quantum correlation

Hertz

Wasserstoff

Wasser

meso-Tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin
meso-Tetra(4-ethinylphenyl)porphyrin
meso-Tetra(4-methoxycarbonylphenyl)porphyrin

Intensitat

Isoleucin

Infrarot

engl.: infrared reflection-absorption spectroscopy (Infrarot Reflexions
Absorptions Spektroskopie)

engl.: isothermal titration calorimetry (Isothermale Titrationskalorimetrie)

Kopplungskonstante

Johannes Gutenberg-Universitat

Kalium oder Kelvin

Lysin

lat.: levo (links)



AbkUrzungsverzeichnis

LCST
LUMO

Lys (K)

MALDI
MCH
MD
MeOH
Met (M)
mPEG
MS
Mol%

NMono

NaHCO:s
NHs
NaNs
NaOH
NEts

NMR

OEG
OPE
OPrV
O.D.

PA

PBI

Pd
PdTCPP
PATMCPP
Pd/C
Pd(OAc)2
PEG
PhCN
Phe (F)
pHso

pKs

PM

Pt

engl.: lowest critical solution temperature (untere kritische Losungstemperatur)
engl.: lowest unoccupied molecular orbital (niedrigstes unbesetztes
Molekiilorbital)

Lysin

Multiplett

Metall

Matrix-assistierte Laser-Desorption/Ionisation
Methylcyclohexan

engl.: molecular dynamics

Methanol

Methionin

Methoxy-Polyethylenglycol
Massenspektrometrie

Molprozent

Monomeranzahl
Natrium
Natriumbicarbonat
Ammoniak
Natriumazid
Natriumhydroxid
Triethylamin
Nickel

engl.: nuclear magnetic resonance (Kernspinresonanz

Oligoethylenglycol
Oligophenylenethinyl
Oligophenylenvinylen
optische Dichte

Peptidamphiphil

Perylenbisimid

Palladium
Palladium(II)-meso-Tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin
Palladium(II)-meso-Tetra(4-methoxycarbonylphenyl)porphyrin
Palladium auf Kohle

Palladium(Il)acetat

Polyethylenglycol

Benzonitril

Phenylalanin

Halbwerts-pH

negative dekadischer Logarithmus der Sdurekonstante Ks
engl.: polarization modulation (Polarisation Modulation)
Platin
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Abklrzungsverzeichnis

PyAOP

PyBOP
Pu

q
QND

quant.

R

Rs

rel
RP-HPLC

RP-MPLC

s
SA
SAXS
SEC
sor
SPPS
SPR

Ts0
Bu
TBTA
TEG
TEM
TFA
TFE
THF
TIS
TLC
ToF
TPP
TRIS
Trz
TsCl
Tyr (Y)

uv

Val (V)
Vis

v/v%
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(7-Azabenzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoniumhexafluoro-
phosphat
(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrolidinophosphoniumhexafluorophosphat
Polyprolin II

Quartett
engl.: quinuclidine

quantitativ

organischer Rest

Retardationsfaktor

relativ

engl.: reversed-phase high-performance liquid chromatography
(Umkehrphasen Hochleistungsfliissigchromatographie)

engl.: reversed-phase medium pressure liquid chromatography

Singulett

engl.: sodium ascorbate (Natriumascorbat)

engl.: small-angle X-ray scattering (Kleinwinkel-Rontgenstreuung)

engl.: size exclusion chromatography (Grofienausschlusschromatographie)
engl.: standard operating procedure

engl.: solid phase peptide synthesis (Festphasen-Peptidsynthese)

engl.: surface plasmon resonance (Oberflachenplasmonrespnanz)

Triplett

Halbwertstemperatur

tert-Butyl
Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]amin
Tetraethylenglycol
Transmissionselektronenmikroskopie

engl.: trifluoroacetic acid (Trifluoressigsédure)
2,2,2-Trifluorethanol

Tetrahydrofuran

Triisopropylsilan

engl.: thin layer chromatography (Diinnschichtchromatographie)
engl.: time of flight
5,10,15,20-Tetraphenylporphyrin
Tris(hydroxymethyl)aminomethane

Triazol

Tosylchlorid

Tyrosin
ultraviolettes Licht

Valin
engl.: visible light (sichtbares Licht)

Volumenprozent



AbkUrzungsverzeichnis

w/w%
Y (Tyr)

Zn

ZnTCPP

ZnTEPP
Zn(OAc)2 x 2 H0O

1D
2-CTC
%

A

c

cm

Ke
kJ
K~

AmaX
AQ

/\SORET

Massenprozent
Tyrosin

Zink

Zink(II)-meso-Tetra(4-carboxyphenyl)porphyrin
Zink(II)-meso-Tetra(4-ethinylphenyl)porphyrin

Zink(IT)acetat-Dihydrat

ein-, zwei-, dreidimensional
2-Chlorotritylchlorid

Durchmesser

Angstrt')m
Konzentration
Zentimeter

chemische Verschiebung
Dispersitat

engl.: potential energy well

Differenz der molaren, dekadischen Extinktionskoeffizienten

Aktivierungsenergie
Stunde

Kraftkonstante
Gleichgewichtskonstante
Boltzmann-Konstante
Elongationskonstante
Kilojoule
Nukleationskonstante
Wellenldnge
Absorptionsmaximum
Q-Bande

SORET-Signal

Liter

Zahlenmittlere Polymerlange
Gewichtsmittlere Polymerldange
Masse

molare Masse

zahlenmittleres Molekulargewicht
gewichtsmittleres Molekulargewicht
Molaritat

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Millimeter

Milliliter
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Abklrzungsverzeichnis

mM Millimol

min Minute

nm Nanometer

ppm engl.: part per million
s Sekunde

o Standardabweichung
t Zeit

tip Halbwertszeit

T Temperatur

z Ladung

°C Grad Celsius
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