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Zusammenfassung

Zylindrische Polymerbirsten mit pept(o)idischen Seitenketten sind auf Grund ihrer
elongierten Topologie, Biovertraglichkeit und hohen Dichte an funktionellen Gruppen
vielversprechende Kandidaten fir Anwendungen im Bereich des kontrollierten

Wirkstoff- bzw. Gentransportes.

In dieser Arbeit wurden Polylysin und Polysarkosin als Bestandteile der Seitenketten
verwendet. Polylysin dient als positiv geladener Polypeptidblock flir die Komplexierung
von Polynukleotiden. Polysarkosin reduziert mit seinem ,Stealth”“-Effekt die Toxizitat des
Tragersystems und vermindert Wechselwirkungen mit dem Immunsystem. Uber den
»grafting from“-Ansatz und mit Hilfe der ringéffnenden NCA-Polymerisation konnten
erstmals zylindrische Biirsten mit reinen Polysarkosin-Seitenketten sowie mit
amphiphilen Seitenketten aus einem Polylysinkern und einer Polysarkosinschale
hergestellt werden. Die Blrsten wurden mittels Lichtstreuung, GPC, CD-Spektroskopie
und AFM charakterisiert. Die hohe Biokompatibilitdit beider Birsten konnte durch
Toxizitatstests und dynamische Lichtstreuung in humanem Blutserum nachgewiesen

werden.

Die Polysarkosin-Blirsten konnten zusatzlich an den Seitenkettenenden mit Azidgruppen
funktionalisiert werden, welche eine effektive Biokonjugation ermoglichen. Die
zylindrischen Biirsten zeigten nach ihrer Modifikation keine unspezifische Aufnahme in
dendritische Zellen und koénnten somit als Ausgangssubstanzen fiir die Synthese
polymerbasierter Antikorper-Antigen-Konjugate in der Krebsimmuntherapie verwendet

werden.

Die Kern-Schale-Birsten konnten erfolgreich mit siRNA komplexiert werden, ohne dass
dabei eine Aggregation auftrat. In ersten Gen-Knockdown-Experimenten zeigten ihre
Komplexe eine signifikante Verminderung der ApoB100-Proteinexpression in AML-12
Hepatozyten und kdonnten daher zukiinftig als Transfektionsmittel in der Gentherapie

ihren Einsatz finden.



Summary

Cylindrical polymer brushes with polypeptide- and polypeptoid-based side chains serve
as promising nanocarriers for controlled drug and gene delivery due to their elongated

topology, biocompatibility and high density of functional groups.

In this work polylysine and polysarcosine were used as components of the side chains.
Polylysine is a positively charged polypeptide which can form complexes with
polynucleotides. Polysarcosin reduces the toxicity of the carrier systems and minimizes
interactions with the immune system by its stealth effect. Cylindrical polymer brushes
with sheer polysarkosine side chains and with amphiphilic side chains consisting of a
polylysine core and a polysarcosine shell were synthesized for the first time using the
“grafting from” approach as well as the ring-opening polymerization of N-carboxy-
anhydrides. The polymer brushes were characterized by light scattering, SEC, CD-
spectroscopy and AFM. The low cell toxicity and dynamic light scattering studies in

human blood serum revealed the high biocompatibility of both systems.

Polysarcosine brushes were additionally functionalized with azide groups on the ends of
their side chains, which can be utilized for further bioconjugation. After modification the
brush showed vanishingly low unspecific uptake in dendritic cells and could be used as
base material for the synthesis of polymeric antibody-antigen conjugates in cancer

immunotherapy.

The core-shell brushes were successfully loaded with siRNA without aggregation. First
gene knockdown experiments on AML-12 hepatocytes showed a significant reduction of
ApoB100 protein expression. Therefore the amphiphilic polymer brushes seem to be

promising nanocarriers which are suitable for transfection.
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1. Einleitung

Polymere Tragersysteme kdnnen In der Chemo- bzw. Gentherapie eingesetzt werden,
um die Effizienz des Wirkstofftransports zu erh6hen und somit eine gezielte Behandlung
von Krebs oder Erbkrankheiten zu ermdglichen [1,2]. Das grundlegende Konzept der
Polymer-Wirkstoff-Konjugate wurde bereits 1975 von Ringsdorf etabliert [3] und beruht
auf die Anbindung von therapeutischen Molekilen an einen speziellen polymeren
Trager, um die Loslichkeit, Pharmakokinetik, Biodistribution und Zirkulationszeit der
Wirkstoffe zu verbessern [4]. Die verwendeten Polymere kdnnen den Anforderungen
entsprechend in ihrer chemischen Komposition und Struktur angepasst werden und
erlauben zudem die Anbringung von speziellen Zielerkennungssequenzen (z.B.
Antikorper) far den kontrollierten Transport [5]. Hierfiir eignen sich besonders
Polypeptide, weil sie Uber eine grofRe Auswahl an verschiedenen funktionellen Gruppen

verfligen, hierarchische Strukturen ausbilden kénnen und bioabbaubar sind [6].

Des Weiteren hangt der Erfolg der Therapie auch stark von der Biovertraglichkeit des
,Drug Delivery“-Systems ab. Forschungsarbeiten zeigen, dass durch die Inkorporation
von hydrophilen Bestandteilen mit einem ausgepragten ,Stealth”-Effekt, wie
beispielsweise Polyethylenglycol (PEG) oder Polysarkosin (PSar), die Biokompatibilitat
der Tragersysteme deutlich gesteigert werden kann [7,8]. Diese Polymere senken die
Toxizitdt des Systems, unterdriicken Wechselwirkungen mit dem Immunsystem
(Opsonisierung) und verhindern eine friihzeitige Ausscheidung im Korper. Gerade
Polysarkosin erféhrt eine immer groRere Bedeutung, da es potentiell hydrolysierbar ist

und aus der natlirlich vorkommenden Aminosaure Sarkosin besteht [9].

Neben dem chemischen Charakter haben auch die Architektur und die
Oberflachenbeschaffenheit des nanopartikuldaren Tragers einen erheblichen Einfluss auf
seine Effektivitat [10]. Mittlerweile stehen zahlreiche Polymere mit vielfaltigen
Strukturen zur Verfigung [11], wie z.B. Dendrimere, sternférmige Makromolekiile,
Mizellen oder zylindrische Blirstenpolymere, wobei sich letztere durch ihre sehr hohe

Dichte an funktionellen Gruppen und ihre stabchenférmigen Konformation
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auszeichnen [12]. Diese spezielle Topologie verhilft den Biirsten zu einer langeren
Blutzirkulationszeit und zu einer verbesserten Aufnahme in malignes Tumorgewebe
[13, 14]. In Kombination mit den Eigenschaften von Polypeptiden und Polypeptoiden
stellen zylindrische Biirsten mit pept(o)idischen Seitenketten potentielle Kandidaten fir

den Wirkstofftransport in der Krebs- bzw. Gentherapie dar.
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1.1. Zielsetzung

Ziel der vorliegenden Arbeit ist die Synthese und Charakterisierung zylindrischer
Polymerbirsten mit Polypept(o)id-Seitenketten sowie deren Untersuchung als
polymere, nanopartikuldre Tragersysteme fiir die Gen- bzw. Krebsimmuntherapie. Dazu
werden aufbauend auf Vorarbeiten [15,16,17] Polysarkosinblirsten bzw.
Diblockbiirsten aus Polysarkosin und Polylysin mit Hilfe der ,grafting from“-Methode
und der ringoffnenden NCA-Polymerisation ausgehend von zwei verschiedenen
Makroinitiatoren hergestellt. Die Polysarkosinbiirsten sollen polymeranalog mit
Azidgruppen funktionalisiert werden, um die Effizienz einer spateren Biokonjugation zu
steigern. Zur Bestimmung der strukturchemischen Informationen werden die Birsten
mittels Lichtstreuung, AFM, GPC und CD-Spektroskopie charakterisiert. Zudem sollen alle
Systeme durch Toxizitatstests und die Analyse des Aggregationsverhaltens in humanem
Blutserum hinsichtlich ihrer Biokompatibilitdt untersucht werden, um den ,Stealth”-
Effekt von Polysarkosin zu verifizieren [7]. Ziel ist es ebenfalls, Polysarkosinbiirsten
hinsichtlich ihrer unselektiven Zellaufnahme zu evaluieren, um ihre Eignung als
potentielle Tragersysteme in der Krebsimmuntherapie zu klaren. Desweiteren werden
die Komplexierungseigenschaften der Diblockbiirstensysteme durch Zugabe von siRNA
analysiert. Die Fahigkeit der Komplexe als Transfektionsmittel einen Gen-Knockdown zu
induzieren, wird an zwei verschiedenen Zelltypen in Kooperation mit dem Institut der

Translationalen Immunologie der Universitatsklinik Mainz tiberprift.

NCA-Monomer

(Kap.4.2)

- Lys(Z) -bzw. Lys(TFA)-NCA
- Sar-NCA

Makroinitiator
(Kap.4.1)

- PAHMA
- PLL

Zylindrische

- PSar-Blrsten

LW B ITE Il - Psar-b-PLL-Birsten
(Kap.4.3-4.5)

L 2N

Biokompatihilitdt (Kap. 5) »,Drug Delivery” (Kap. 6)
- Toxizitat - Zellaufnahme

- Aggregation im Serum - RNA-Komplexierung

- Gen-Knockdown

Synthese + Charakterisierung

Anwendnung
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2. Theoretische Grundlagen

2.1. Zylindrische Polymerbiirsten

Eine besondere Architekturklasse in der Strukturvielfalt von Makromolekiilen bilden die
sogenannten Biirstenpolymere. Ahnlich wie ihre Namensvorbilder bestehen sie aus
einem zentralen Rickgrat, von welchem kleinere Seitenketten wie Haare in alle
Richtungen des Raumes entspringen. Dabei ist die chemische Konstitution der einzelnen
Komponenten variabel und kann den entsprechenden Anforderungen angepasst
werden. So kdénnen die molekularen Bursten einen flexiblen oder starren Charakter

besitzen, lose oder eher dicht gegraftet sein oder aus Homo- bzw. Copolymerblécken

Hairy rod
Flexible brush ‘ Stiff bristle

Star-shaped Persistence Hyperbranched

% Macrocyclic ——  Architecture

Branching —— Multigraft
Grafting density

bestehen [12] (Abb. 1).

Cylindrical

polymer brushes

Molecular weight

Composition

Stat. copolymer ‘ Blockcopolymer
Homopolymer
stat. mainchain Block type
stat. sidechain % Core shell

Abb. 1: Vereinfachte Darstellung der wichtigsten Merkmale von zylindrischen Polymerbiirsten
(abgeandert von [12])

Ob Birstenpolymere eine eher sphérische oder zylindrische Konformation ausbilden,
hangt in der Regel am starksten von ihrer Pfropfungsdichte und ihrem Langenverhaltnis
von Seitenkette zu Hauptkette ab. Liegen geniigend lange Seitenketten sehr dicht

beieinander, erhdht sich ihre gegenseitige sterische Repulsion, wodurch ihre
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Kettenenden nahe an der Oberflache positioniert werden, wo sie flir eine spatere
Funktionalisierung besser erreichbar sind. Desweiteren bewirkt die massive
SeitenkettenabstofRung auch eine starke Elongation des Riickgrats, welches seine flexible
Gestalt verliert und in eine entropisch unginstigere Koformation mit hoher
Kettensteifheit gezwungen wird [12]. Bei ausreichend grofem Langenunterschied
zwischen Haupt- und Seitenkette erscheinen die Biirsten in AFM- oder TEM-Aufnahmen
als langliche, wurmartige Gebilde [18], weswegen sie auch als zylindrische
Flaschenbirsten bezeichnet werden [19]. Durch externe Stimuli wie z.B. Temperatur,
lonenstarke oder pH-Wert lasst sich die zylindrische Form mancher Birsten auch in

globulare, helikale oder gekrimmte Strukturen umwandeln [20-22].

Die einzigartige Architektur, gekoppelt mit den unzahligen Variationsmoglichkeiten ihrer
chemischen Bausteine und der hohen Dichte an funktionellen Gruppen machen die
Blirstenpolymere fiir viele verschiedene Anwendungsmoglichkeiten interessant. So
werden sie z.B. als Sensoren [23], ,,Drug Delivery“-Systeme in der Nanomedizin [24,25]
oder als Template fiir Fe,03-, TiO,- und CdS-,Nanowires” genutzt [26-28]. Selbst die
Natur macht sich die besonderen Eigenschaften von birstendhnlichen Makromolekdlen
in Form von Proteoglykanen zu Nutze [29] (Abb. 2). Diese setzen sich aus einem
Proteinhauptgeriist und Kohlenhydratseitenketten (Glykosaminoglykane) zusammen
und sind im menschlichen Kérper an verschiedensten Aufgaben beteiligt, z.B. bei der
Zellsignalibertragung, als Stabilisatoren von Zelloberflachen, bei der Reinigung der

Bronchien oder als Schmiermittel der Gelenke [30-32].

Abb. 2: AFM-Aufnahmen von a) molekularen zylindrischen Blrsten mit Poly(n-butylacrylat)-Seitenketten
[33] und b) Proteoglykane mit Glykosaminoglykan-Seitenketten [34]
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2.1.1.Synthesestrategien von zylindrischen Polymerbiirsten

Im Allgemeinen sind makromolekulare Blrsten Uber drei verschiedene Syntheserouten
zuganglich: a) ,grafting through®, b) ,grafting onto” und c) ,grafting from” (Abb. 3).
Dabei hilft jede Methode auf ihre eigene Art und Weise strukturelle und chemische
Parameter wie Pfropfdichte, chemische Komposition oder den Polymerisationsgrad der
Seiten- und Hauptketten zu kontrollieren. Die sich daraus ergebenden Vor- und
Nachteile sind in Tabelle 1 zusammengefasst. Allen Ansdtzen stehen dabei eine Reihe
von verschiedenen Polymerisationstechniken, wie z.B. freie bzw. kontrollierte
radikalische Polymerisationen, ionische oder auch Ringoéffnungspolymerisationen (ROP,
ROMP) zur Verfligung, die in den folgenden Unterkapiteln im Bezug zur jeweiligen

Strategie noch einmal genauer erldutert werden.

Tabelle 1: Vergleich der moglichen Strategien fur die Herstellung von zylindrischen Birsten. Die Symbole
1 (hoch), ¢ (niedrig) und t4 (hoch oder niedrig, abhangig von den verwendeten Polymerisationstechniken)
klassifizieren die einzelnen Parameter

»through“ ,onto ,from*
Polydispersitat Seitenkette 2 2 1
Polydispersitat Hauptkette ) 2 2
Hauptkettenléange X ) 0
Seitenkettenlange 2 2 )
Pfropfdichte T y Al
a)
W/L’\\ + Initiator graftlng through"
Makromonomer
b)
T T 7 T T T j__T % graftlngonto
I IR
multifunktionelles Polymer funktionelles Polymer
c)
'—r'ﬁll o S [ 0.0. _"grafting from" __
Makroinitiator Monomer

Abb. 3: Synthesestrategien zur Darstellung von zylindrischen Polymerbiirsten: a) ,grafting through“-
Polymerisation, b) ,grafting onto“-Verkniipfung und c) ,grafting from“-Polymerisation
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a) ,Grafting through*

Der ,grafting through“-Ansatz geht von einem Oligomer mit bekannter Molmasse und
Polydispersitat aus, welches eine polymerisierbare Gruppe (meist eine Vinylgruppe)
tragt. Mit Hilfe eines Initiators wird dann das sogenannte Makromonomer zu einer
Burste mit 100%iger Pfropfungsdichte polymerisiert. Abhdngig von der Oligomerldange
fihren die geringe Konzentration an polymerisierbaren Gruppen sowie die starke
sterische Behinderung am propagierenden Kettenende allerdings meist nur zu geringen
Umsatzen und kleinen Hauptkettenpolymerisationsgraden [35]. So entstehen bei
anionischen [36], kationischen [37] oder kontrolliert radikalischen
Polymerisationstechniken wie ATPR [38-40] in vielen Fallen eher spharische Strukturen.
Um zylindrische Birsten zu erhalten, bedient man sich daher haufig der freien Radikalik
mit hohen Polymerkonzentrationen [19,41-43]. Zwar ist sie wesentlich schwerer zu
kontrollieren und weist breite Verteilungen auf, doch wird die Lebensdauer der Radikale
durch die hohe Viskositdit um ein Vielfaches verlangert, was wiederum den
Polymerisationsgrad des Rickgrats deutlich vergroBert. Auch mittels ringoffnender
Metathese-Polymerisation (ROMP) lassen sich Makromonomere mit
Norbornenylgruppen zu langen zylindrischen Strukturen polymerisieren [44]. Wegen des
grofleren Abstands der Seitenketten wird die sterische Repulsion vermindert und durch
den zusatzlichen Abbau der Ringspannung die Polymerisation thermodynamisch

begiinstigt [45].
b) ,,Grafting onto“

Die ,grafting onto” Methode beruht auf der Verknipfung zwischen separat
synthetisierten Seiten- und Hauptketten (iber komplementare, funktionelle Gruppen.
Der Vorteil dieser Strategie liegt eindeutig in der vollstandigen Charakterisierung der
einzelnen Biirstenbestandteile. Allerdings werden abhéangig von der Seitenkettenldnge
haufig nur geringe Pfropfungsdichten erzielt [46]. Ein zunehmender Pfropfungsgrad
erschwert zum einen die Ankopplung weiterer endgruppenaktiver Seitenketten durch
die steigenden, sterischen Wechselwirkungen und zwingt das Riickgrat zum anderen zu

einer Konformationsanderung in Richtung einer entropisch ungiinstigeren, elongierten
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Form. Daher eignen sich fir die Synthese dicht gepfropfter Biirsten nur hocheffiziente
Kupplungsreaktionen, wie z.B. manche nukleophile Substitutionen [47,48] oder “Klick-
Reaktionen” zwischen Alkinen und Aziden [49,50] mit einem groRen Uberschuss an
reaktiven Seitenketten, die aber spater meist aufwendig wieder abgetrennt werden
missen. Neben der kovalenten Verknipfung sind auch Biirsten Uber nicht kovalente
Bindungen wie beispielsweise Wasserstoffbriickenbindungen [51,52] oder ionische

Wechselwirkungen [53] moglich.
c) ,Grafting from*“

Die ,grafting from“-Strategie besteht aus insgesamt zwei Schritten: Zuerst wird eine
Hauptkette polymerisiert, die eine bestimmte Anzahl von Initiatorgruppen tragt oder
Gruppen, die anschlieBend zu solchen modifiziert werden koénnen. Als
Polymerisationstechnik dienen meist ATRP, RAFT oder anionische Polymerisationen, die
eine gute Kontrolle Gber Polydispersitat, Molekulargewicht und die damit verbundene
Gesamtzahl der Initiatorgruppen gewahrleisten. Im zweiten Schritt kénnen nun,
ausgehend von dem sogenannten Makroinitiator, Seitenketten sukzessive durch Zugabe
von geeigneten Monomeren aufgebaut werden [54]. Mit der Wahl von langen
Makroinitiatoren sind zylindrische Molekilbirsten zuganglich, die durch einfache,
sequentielle Zugabe unterschiedlicher Monomere auch Kern-Schale-Strukturen
ausbilden konnen [55-57]. Allerdings ist die Kontrolle Uber Pfropfdichte und
Seitenkettenldange sowie deren Charakterisierung verglichen mit der ,grafting through“-
Strategie weitaus eingeschrankter. Eine Moglichkeit diesbeziiglich an exakte
Informationen zu gelangen sind z.B. spaltbare Linker zwischen Rilickgrat und Seitenkette
[55,58]. Abhangig von der Polymerisationstechnik und Effizienz der Initiatorgruppen
konnen sehr dicht gegraftete Blirsten hergestellt werden, eine Pfropfungsdichte von
100% wird im Allgemeinen aber nicht erreicht. Werden anstelle von molekularen
Makroinitiatoren funktionalisierte Oberflichen verwendet, lassen sich mit Hilfe des
,grafting from“-Ansatzes auch leicht dichte, immobiliserte Biirsten herstellen, die z.B. als

Antifoulingbeschichtung genutzt werden kdénnen [59].
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2.2. Polypeptide

Polypeptide bestehen aus mehreren a-Aminosdauren, die in einer bestimmten
Reihenfolge durch Peptidbindungen miteinander verbunden sind (Primarstruktur). Eine
besondere Eigenschaft von Polypeptiden ist ihre intra- und intermolekulare
Selbstorganisation zu verschiedenen Arten von Sekundarstrukturen {ber
Wasserstoffbriickenbindungen [60]. Zu den bekanntesten Elementen gehdren neben der
a-Helix auch das parallele und antiparallele B-Faltblatt sowie B-Schleifen. Polypeptide
aus der natlrlichen ribosomalen Synthese eines Organismus werden als Proteine
bezeichnet. Diese bestehen meist aus mehreren verschiedenen Sekundar-
strukturelementen, die mit Hilfe von hydrophoben oder elektrostatischen
Wechselwirkungen, Disulfidbriicken oder komplexierten Metallkationen komplexe
Tertiar- oder Quartarstrukturen ausbilden kénnen. Die aus der Faltung resultierende
raumliche Gestalt verleiht den Proteinen spezielle Funktionen, die sie zu
lebenswichtigen Aufgaben im Bereich des Transports, Stoffwechsels und der

Signallbertragung in einem Organismus befahigen.
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Abb. 4: Verschiedene Hierarchiestufen von Polypeptiden und Proteinen: a) a-Helix, b) paralleles (oben)
und antiparalleles (unten) B-Faltblatt, c) Tertiarstruktur und d) Quartarstruktur, bestehend aus mehreren
Tertidrstruktur-Untereinheiten [ibernommen aus [60])
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2.2.1.Synthese von Polypeptiden

Fir die kinstliche Herstellung von Polypeptiden gibt es mehrere, verschiedene
Moglichkeiten. Zum einen kann das Erbgut einzelliger Lebewesen, wie z.B. Bakterien
oder Hefen, mittels rekombinanter Methoden gezielt manipuliert werden, sodass
Proteine direkt in vivo exprimiert werden. Allerdings ist die Herstellung bis auf einige
Ausnahmen auf natirliche Aminosauren beschrankt und sehr aufwendig [61,62].
Kleinere Polypeptidsequenzen von bis zu 50 Aminosauren lassen sich auch einfacher mit
Hilfe der in den 1960 Jahren entwickelten Festphasensynthese von Merrifield realisieren
[63]. Hierbei werden, ausgehend von einem festen Substrat, teils geschiitzte
Aminosauren durch wiederholende Kopplungs- und Entschiitzungsschritte sukzessive
aneinander gebunden. Nach gezielter Abspaltung vom Substrat konnen dadurch
hochdefinierte Polypeptidstrukturen erhalten werden. Jedoch ist die Methode durch die
grolRe Anzahl von Einzelschritten aufwendig und in Bezug auf die mogliche Sequenzlange
sowie Ausbeute wegen der Unvollstandigkeit von Entschitzungs- und Kopplungs-

reaktionen stark limitiert [64].

Eine weitaus weniger aufwendige und billigere Moglichkeit als die zwei oben genannten
Verfahren bietet die ringdéffnende Polymerisation von N-Carboxy-Anhydriden (NCA).
Diese Polymerisationsvariante wurde 1906 von Hermann Leuchs zuféllig entdeckt [65]
und in den folgenden Jahrzehnten exzessiv erforscht [66]. Mit ihr sind Polypeptide mit
hohen Molekulargewichten unter Erhaltung ihrer stereochemischen Konfiguration
synthetisierbar. AulRerdem kdnnen auch N-Carboxy-Anhydride von N-substituierten
Aminosauren (NNCA) verwendet werden [67]. Zwar ist die Methode auf die Synthese
einfacherer Homo- oder Blockcopolypeptide limitiert, die weder die spezifische Vielfalt
von natdirlichen Proteinen noch deren Monodispersitat erreichen [68]. Trotzdem reichen
solch reduzierte Architekturen in den meisten Fallen aus, um gewisse Eigenschaften von
Biomaterialien zu imitieren und als biomimetische Polymere in der Forschung eingesetzt

zu werden [6].
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2.2.2.Ringoffnende NCA-Polymerisation

Far die ringdffnende NCA-Polymerisation werden N-Carboxy-Anhydride (,Leuchs
Anhydride“) als Monomere verwendet. Diese sind hochreaktiv und sollten deshalb bei
tiefen Temperaturen gelagert und schnellstmoglich verbraucht werden [69]. Der
5-gliedrige Ring enthdlt zwei elektrophile Zentren an Position 2 und 5 sowie eine
deprotonierbare Gruppe an Position 3, die alle mit entsprechenden Nukleophilen unter
Offnung des Rings angegriffen werden kénnen (Abb. 5b). NCA-Monomere werden
heutzutage weitestgehend Uber die Fuchs-Farthing-Methode hergestellt. Dabei wird die
gewlinschte Aminosaure direkt mit Phosgen oder einem Phosgenderivat, wie Di- [70]
oder Triphosgen [71], zum ringférmigen Anhydrid umgesetzt (Abb. 5a). Bei der Reaktion
entstehen viele Nebenprodukte wie Chlorwasserstoff, Chloroformyl-Aminosaurechloride
oder Isocyanato-Saurechloride, die eine spatere Polymerisation stéren und deswegen
vollstandig vom NCA abgetrennt werden missen. Dies stellt mitunter eine der groRten
Herausforderungen bei der Synthese dar, da die Monomere auf Grund ihrer hohen
Reaktivitat bis auf wenige Ausnahmen nur ber Umkristallisation aufgereinigt werden

kénnen [69].

a) Phosgenierungsagenzien b)
o o 9 . B
H )l\ o) )l\ ,"‘ \\‘
H 0o Cl;CO OCCly )l\ CI;CO Cl N /
1= u 2
RaG c” al Hy, o o1
3 ‘1, \\, s 3 N—H
- HCI R 4
HN OH N o o
\Rz 4 R
R

Abb. 5: a) Herstellung von NCA mit verschiedenen Phosgenierungsagenzien b) Angriffsmoglichkeiten der
Nukleophilen (Nu) und Basen (B) am NCA-Monomer

Fiir die NCA-Polymerisation existieren zwei anerkannte Hauptmechanismen, die
abhangig vom eingesetzten Initiator wirksam werden [69,72]. Der ,normale Amin“-
Mechanismus (NAM) wird durch nukleophile Initiatoren mit geringer Basizitat
(z.B. primare Amine) aktiviert, die den Ring bevorzugt an Position 5 angreifen, da hier im
Vergleich zu Position 2 keine elektronenschiebende Mesomerie mit dem benachbarten

Stickstoff besteht [73]. Dadurch wird die Ringstruktur geoffnet und ein Carbamidsauren-
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Intermediat entsteht, welches sich nach einer anschlieBenden Decarboxylierung zu
einem Dipeptid mit freier Aminendgruppe umwandelt. Dieses kann dann im nachsten
Schritt ein weiteres NCA-Monomer addieren, sodass in einem Kettenwachstumsprozess
ein Polypeptid entsteht, das den Initiator tragt und dessen Molekulargewicht von der
eingesetzten Initiatorkonzentration abhangt [68] (Abb. 6). Allerdings sind hoch-
molekulare Polypeptide wegen diverser konkurrierender Kettenabbruch- oder

Kettentransferreaktionen nur begrenzt synthetisierbar [74].

O
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Abb. 6: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die NCA-Polymerisation initiiert durch nukleophile Amine

Initiatoren mit einer geringeren Nukleophilie (tertidre Amine) oder héheren Basizitat
(z.B. Hydroxide, Alkoholate) tendieren hingegen zur Deprotonierung des Stickstoffs an
Position 3 anstelle eines nukleophilen Angriffs. Infolgedessen entsteht ein NCA-Anion,
das selbst wiederum als Nukleophil agieren kann und unter Ring6ffnung ein weiteres
NCA-Molekiil angreift, weswegen diese Reaktionsvariante als ,aktivierter Monomer*“-
Mechanismus (AMM) bezeichnet wird (Abb. 7). Die deprotonierte Aminendgruppe des
entstandenen Dimers ist basisch genug, um ein weiteres NCA-Molekiil zu deprotonieren.
Dadurch entstehen mit der Zeit mehrere unterschiedlich lange Oligopeptide mit
reaktiven NCA-Endgruppen, die im Laufe der Reaktion zu hochmolekularen Ketten
kondensieren kénnen [68]. Allerdings besitzen solche Kondensationspolymerisationen
entscheidende Nachteile: Sie kdnnen weder kontrolliert werden, noch kann der Initiator
im Polypeptid als Endgruppe inkorporiert werden. AuRerdem weisen die erhaltenen
Polymere sehr breite Verteilungen auf, weswegen dieser Mechanismus fiir die Synthese

definierter Strukturen ungeeignet ist.
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Abb. 7: Vorgeschlagener Mechanismus fiir die NCA-Polymerisation initiiert durch aktivierte Monomere

Da alle nukleophilen Molekiile auch gleichzeitig eine gewisse Basenstdrke besitzen,
stehen NAM und AMM immer in Konkurrenz zueinander und stellen jeweils eine
Nebenreaktion des anderen dar. So kann das System wadhrend der Polymerisation haufig
zwischen beiden Mechanismen hin und her wechseln. Fir die Synthese von definierten
Strukturen wird daher nach Wegen gesucht, den eher unerwiinschten AM-Mechanismus

zu unterdriicken (siehe Kapitel 2.2.3).
2.2.3.Kontrollierte NCA-Polymerisationen

Wie schon in Kapitel 2.2.2 erwahnt, fihrt nur der ,,normale Amin“-Mechanismus zu
definierten und kontrollierbaren Polypeptidstrukturen. Zusatzlich wird die Kontrolle der
Polymerisation durch die hohe Empfindlichkeit der NCA-Monomere erschwert. So
konnen schon geringe Mengen an basischen oder nukleophilen Verunreinigungen selbst
als Initiatoren fungieren oder die laufende Polymerisation abbrechen (Abb. 8). Als
storend gelten z.B. HCl [69], Feuchtigkeit oder Dimethylamin, welches aus dem
photochemischen und thermischen Zerfall des fiir die Reaktion verwendeten
Losungsmittels DMF entstehen kann [75]. Desweiteren kann auch die Bildung von
B-Faltblatt-Strukturen die Loslichkeit und Reaktivitat der wachsenden Polypeptidketten

herabsetzen und somit zu weiteren Problemen fiihren [66,76].
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Abb. 8: Vereinfachte Darstellung vieler stérender Einfliisse in der NCA-Polymerisation mit DMF als
Losungsmittel. Die gewiinschten, definierten Polypeptide sind mit einem griinen Rahmen kenntlich
gemacht. Undefinierte Polypeptide oder Terminierungsreaktionen sind in grau unterlegt.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass die ring6ffnende NCA-Polymerisation auf
Grund der vielen moglichen Nebenreaktionen und der hohen Sensibilitdit schwer zu
kontrollieren ist, auch wenn die Voraussetzungen fiir eine ,pseudo-lebende”
Polymerisation durch den NA-Mechanismus gegeben sind. So verwundert es nicht, dass
erst gut 90 Jahre nach ihrer Entdeckung und einem verbesserten Verstdandnis fiir den
Mechanismus die ersten erfolgreichen Strategien zur Kontrolle der Polymerisation
entwickelt werden konnten. Dabei lassen sich zwei verschiedene Herangehensweisen
differenzieren: Die Erste versucht durch Optimierung der Reaktionsbedingungen, wie
z.B. durch Absenken der Reaktionstemperatur auf 0°C [77,78], intensive Monomer-

aufreinigung oder Hochvakuumtechniken [74,79], unerwiinschte Nebenreaktionen zu



2. Theoretische Grundlagen 15

minimieren. Die Zweite greift hingegen durch Zugabe von Katalysatoren
(Ubergangsmetall-Katalyse) oder durch spezielle Modifizierung des Amininitiators
(Protonierung, N-Trimethylsilylierung) direkt in den mechanistischen Ablauf der
Polymerisation ein, um den AM-Mechanismus zu unterdriicken. Dies soll in den
folgenden Unterkapiteln anhand der drei bekanntesten Beispiele naher erldautert

werden.
a) Ubergangsmetall-Katalyse

Mit der Verwendung von speziellen Nickel-, Cobalt- oder Eisen-Komplexen gelang es
Deming et al. 1997 erstmals Nebenreaktionen vollstdandig zu eliminieren und die NCA-
Addition wahrend der Polymerisation zu steuern [80,81]. Hierfiir wird zuerst das NCA
Uiber oxidative Addition an das Ubergangsmetall gebunden (Abb. 9). Der entstandene
metall-azyklische Komplex baut danach unter Abspaltung von CO, nacheinander ein
zweites und drittes NCA-Molekdl in seine Ringstruktur ein, sodass nach Protonmigration

ein sechsgliedriger Amido-Alkyl-Metallacyclus mit gebundener Peptidkette entsteht.
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Abb. 9: Vermuteter Mechanismus fiir die Ubergangsmetall-katalysierte NCA-Polymerisation mit den drei
Schritten: 1. oxidative Addition, 2. Ringkontraktion und 3. Kettenwachstum

Durch weitere Addition von NCA-Monomeren sind somit monodisperse, hochmolekulare

Homo- und Blockcopolypeptide zuganglich [82,83]. Jedoch eignet sich die
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Ubergangsmetall-Katalyse nicht fiir N-substituierte Aminosauren, da diesen das fiir die
oxidative Addition benoétigte Proton fehlt [84]. AuBerdem ist die Bildung von
komplexeren Strukturen durch die Inkorporation von Endgruppen oder Polymerblécken
synthetisch sehr anspruchsvoll [85,86] und auch die vollstindige Entfernung des

Katalysators am Ende der Polymerisation kann Probleme bereiten.
b) Verwendung von Initiatorsalzen (Schlaad-Mechanismus)

Schlaad et al. entwickelte 2003 basierend auf den Arbeiten von Knobler [87,88] mit der
Initiatorsalz-Initiierung einen weiteren Ansatz fur kontrollierte NCA-Polymerisationen
[89]. Hierbei wird ein temperaturabhangiges Gleichgewicht zwischen einem Aminsalz,
das selbst kaum Basizitdat und Nukleophlie besitzt, und seiner reaktiven Aminform
ausgenutzt (Abb. 10). Dabei liegt das Gleichgewicht verstarkt auf Seiten der
»schlafenden” Spezies [68] und verringert somit die Lebenszeit des freien Amins und
damit auch die Chance auf Nebenreaktionen durch die Bildung von Isocyanaten oder

den AM-Mechanismus.
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Abb. 10: Schlaad-Mechanismus am Beispiel eines primaren Aminchlorids. Die Deprotonierung des NCA-
Monomers und der damit einhergehende AM-Mechanismus werden durch HCl inhibiert
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Das Prinzip ist dabei vergleichbar mit dem ,,Persistent Radical Effect”, der in fast allen
kontrollierten, radikalischen Polymerisationen zum Einsatz kommt [90]. Allerdings ist die
Reaktionsgeschwindigkeit selbst bei Temperaturen von 40-80°C noch relativ langsam
[87], was dann zu Problemen fihrt, wenn die Gegenionen (z.B. Chlorid) oder

vorhandene Verunreinigungen eine Polymerisation initiieren konnen.
c) N-TMS-vermittelte NCA-Polymerisation

Im Jahr 2007 wurden Hexamethyldisilazane (HDMS) und spater auch andere
N-Trimethylsilylamine (N-TMS) als geeignete Initiatoren fir die Herstellung von
definierter und engverteilter Polypeptide entdeckt [91,92]. Dabei &hnelt der
mechanistische Ablauf in gewisser Weise einer Gruppen-Transfer-Polymerisation (GTP)
von Acrylmonomeren [93] und ist nicht mit der regularen NCA-Polymerisation einfacher
sekundarer Amine zu vergleichen [94]. Die TMS-Gruppe des Amins wird zuerst auf das
NCA transferiert, welches gleichzeitig am Stickstoff deprotoniert wird (Abb. 11). Das
zyklische Intermediat wird dann sofort von dem gebildeten Amin unter der Offnung des
Rings an Position 5 nukleophil angegriffen. Nun kann das entstandene TMS-Carbamat
durch TMS-Transfer weitere NCA-Monomere einbinden und eine Polypeptidkette
aufbauen. Jedoch kénnen bei dieser Reaktion keine N-substituierten NCA verwendet

werden, da ihnen das fiir den Mechanismus benétigte Proton am Stickstoff fehlt.
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Abb. 11: Vermuteter Mechanismus der N-TMS-vermittelten NCA-Polymerisation
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2.2.4.Zylindrische Polypeptidbiirsten

Obwohl gerade Polypeptide wegen ihrer hierarchischen Strukturbildung und der
Einsatzmoglichkeit als biovertragliche Systeme in der Nanomedizin sehr interessant sind,
gibt es nur relativ wenige Arbeiten zur Synthese von zylindrischen Blrsten mit
Polypeptidseitenketten. Dies ist hochstwahrscheinlich der Komplexitdat der NCA-
Polymerisation gepaart mit der anspruchsvollen Synthese zylindrischer Strukturen mit
hohen Pfropfungsgraden geschuldet. Die meisten Forschungsarbeiten verwenden
vorwiegend ,grafting from“- und ,grafting through“-Techniken. Die wichtigsten
gewonnenen Ergebnisse sollen in den folgenden zwei Unterkapiteln kurz zusammen-

gefasst werden.

Polypeptide
Riickgrat
Charakter Beispiel
unpolar -CHg Ala
polar -CH,-OH Ser

pos. geladen -(CH2)4-NH3® Lys

neg. geladen -(CH2)2-C006 Glu

ot
|

Abb. 12: Allgemeine Darstellung einer zylindrischen Biirste mit Polypeptidseitenketten

a) Zylindrische Polypeptidbiirsten iiber , grafting from“

Die Anfange der Polypeptidbiirstensynthese gehen auf M. Sela zuriick, der 1955 mittels
Lgrafting-from“ die ersten ,Polypeptid Multiketten” herstellte [95]. Ausgehend von
einem linearen PLL-Makroinitiator versuchte er mit Hilfe der NCA-Polymerisation neben
Alanin- und Sarkosin- auch geschiitzte Lysin-, Glutaminsdure- sowie Ornithin-
Seitenketten auf das PLL-Rlickgrat zu pfropfen. Da sich PLL aber nur sehr schlecht in
organischen Losungsmitteln 16st, benutzte er ein Dioxan/Wasser-Gemisch, das jedoch
selbst NCA initiierte und neben der Bildung von linearen Verunreinigungen auch die

Seitenkettenldnge stark limitierte. Desweiteren war der benutze PLL-Makroinitiator mit
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einem Polymerisationsgrad von 36 sehr klein, sodass hier keine zylindrischen, sondern

eher globuladre Birstenstrukturen zu erwarten waren.

In der Folgezeit gab es weitere Versuche, mit anderen Makroinitiatoren tber die NCA-
Polymerisation in reinen, organischen Losungsmitteln zylindrische Blirsten zu erzeugen
[96-98]. Allerdings gelang erst - aus der Gruppe von _ im
Jahr 2004 der erste eindeutige Beweis, dass solche Strukturen mit dieser Technik
Uberhaupt moglich sind [15]. Hierfir wurde ein  Makroinitiator aus
N-(3-Aminopropyl)methacrylamid-Einheiten mit Lys(Z)-NCA in DMF umgesetzt. Die
erhaltenen Blrsten waren zwar nach der Aufarbeitung nur schwer wieder in Losung zu
bringen und zeigten ein starkes Aggregationsverhalten in allen geldufigen
Losungsmitteln, was ihre nahere Untersuchung mittels Lichtstreuung oder
chromatographische Analysemethoden fast unmoglich machte. Jedoch konnten
zylindrische Birstenkonformationen mit Konturlange von ca. 300 nm mit Hilfe von AFM
sichtbar gemacht werden. Mittels SDS-Komplexierung konnten in den Seitenketten
sogar Faltblattstrukturen induziert werden, was zu einer helikalen Konformation des
Rickgrats fuhrte [99,100]. - gelang es in der nachfolgenden Arbeit zwei gut
I6sliche zylindrische PLL-Biirsten, die liber die Initiatorsalz-initiierte NCA-Polymerisation
eines Poly-N-(6-aminohexyl)methacrylamid Makroinitiators synthetisiert wurden,
tiefergehend zu untersuchen. Dabei konnte er mittels CD Spektroskopie zeigen, dass die
PLL-Seitenketten durch Natriumperchlorat- oder Methanolzugabe von einer
ungeordneten in eine helikale Struktur (ibergehen konnten, ohne die

Hauptkettenkonformation dabei zu beeinflussen [16,17].

2009 wurden kontrollierte Polypeptidbiirsten durch eine Kombination aus ROMP von
Norbornen-Derivaten und TMS-vermittelter NCA-Polymerisation aus vorwiegend
Glutaminsaure-NCA gewonnen [101]. Im Jahre 2012 veroffentlichte Deming zudem die
ersten Polypeptidbirsten, die liber eine Tandem-metallkatalysierte NCA-Polymerisation
hergestellt werden konnten. Daflir wurde in einer ,,One-Pot” Reaktion zuerst ein mit Ne-
(alloc-L-methionyl) geschiitztes Lysin-NCA zum Riickgrat polymerisiert. Die Schutzgruppe
am e-Ende ist dabei gegen den ersten verwendeten Metallkatalysator noch inert. Mit

Hilfe eines weiteren Metallkatalysators konnte diese im nachsten Schritt demaskiert und
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aktiviert werden, sodass nach Zugabe von NCA definierte Glutaminsaure-Seitenketten
angebracht werden konnten [86]. Bei beiden steht jedoch der Beweis aus, ob es sich

wirklich um zylindrische Strukturen handelt.
b) Zylindrische Polypeptidbiirsten iiber , grafting through“

Auch durch ,Grafting through“-Techniken sind in der Vergangenheit Polypeptidbiirsten
realisiert worden. Haufig werden dabei die zuvor hergestellte Oligopeptidsequenzen mit
einer Vinylgruppe versehen, um diese anschlieBend radikalisch polymerisieren zu
kéonnen. Wahrend Bin Zhang mit seinen Z-geschitzten PLL-Makromonomern nur sehr
geringe Polymerisationsgrade erzielen konnte [15], war die Polymerisation eines aus
16 L-Prolineinheiten bestehenden Makromonomers von Afang Zhang wesentlich
erfolgreicher [102]. Ebenfalls gelang Desiree Weller und Francisco Fernandez-Trillo die
Polymerisation  von  zylindrischen  Birsten mit langen  elastindhnlichen
Polypeptidseitenketten [103,104]. Eine etwas andere Art der Polymerisation benutze
Nolte et. al., der Dipeptide mit Isocyanid-Endgruppen mit Hilfe eines Nickel(ll)-

Katalysators zu langlichen, steifen Birstenpolymeren verknipfte [105].
2.3. Polypeptoide

a-Polypeptoide bestehen aus N-substituierten Glycinbausteinen und gehéren wegen
ihrer strukturellen Ahnlichkeit neben Poly(2-Oxazolinen) und N-substituierten
Polyacrylamiden zu der Gruppe der ,Pseudopolypeptide” (Abb. 13). Wahrend sie lange
Zeit nur als Modellsubstanzen zum besseren Verstandnis flir den Mechanismus der NCA-
Polymerisation dienten [69], rlicken sie heutzutage als supramolekulare Bestandteile
von biomimetischen Materialien immer mehr in den Fokus von biotechnologischen

Anwendungen [106].

0) R (0] NHR
|
BN Ntk
R
a-Polypeptoid a-Polypeptid Poly(2-oxazolin) Poly(N-R acrylamid)

Abb. 13: Chemische Struktur von pseudopeptidischen Polymeren



2. Theoretische Grundlagen 21

2.3.1.Eigenschaften von a-Polypeptoiden

Die physikalischen Eigenschaften der Polypeptoide sind stark von dem am Stickstoff
gebundenen Substituenten abhdngig. Wahrend Polypeptoide mit Ilangeren,
aliphatischen oder aromatischen Substituenten in polaren Medien unléslich sind, [6sen
sich Polypeptoide mit kurzkettigen Methyl- oder Ethylgruppen zum Beispiel sehr gut in
Wasser. Die hohe Wasserloslichkeit im Vergleich zu dem chemisch verwandten
Polyglycin ist auf die geringen intra- und intermolekularen Wechselwirkungen zwischen
den Peptoideinheiten zurtickzufihren: Auf Grund des fehlenden Stickstoffprotons
konnen keine intra- bzw. intermolekularen Wasserstoffbriicken ausgebildet werden und
die Wechselwirkungen zwischen den Wasserstoffakzeptoren des Polypeptoids und dem
polaren Losungsmittel dominieren [67]. Obwohl die Struktur von Poly(N-methylglycin)
(auch Polysarkosin genannt) und Poly(N-ethylglycin) starke Ahnlichkeiten zu
Poly(2-oxazolinen) und PNIPAM aufweisen, zeigen sie bei Temperatur von unter 100°C
kein thermoresponsives Verhalten in Wasser. Erst bei Polypeptoiden mit
C3-Substituenten, wie beispielsweise Propyl-, Isopropyl- und Allylgruppen [107] oder bei
Copolymeren mit verschiedenen Verhaltnissen von Ethyl- und Butyl-Substituenten [108]
kann ein solches Verhalten beobachtet werden. Da Polypeptoide in ihrem Riickgrat kein
stereochemisches Zentrum aufweisen, ist auch ihre Konformation in Losung stark von
den sterischen und elektrischen Eigenschaften des Substituenten abhangig. Bei achiralen
und kleinen Gruppen liegen sie meist in einer Kndulkonformation vor [9]. Tragen die
Polypeptoide hingegen sterisch anspruchsvolle oder optisch aktive Substituenten,

kénnen sie auch definierte Sekundarstrukturen, wie z.B. Helices ausbilden [109-111].
2.3.2.Herstellung von a-Polypeptoiden

a) Ringoffnende NNCA-Polymerisation

a-Polypeptoide mit kurzen N-substituierten Gruppen (Me, Et, Pr, Bu, iBu) lassen sich vor
allem leicht Uber die ringdffnende Polymerisation von N-substituierten NCA (NNCA) mit
primdren Aminen synthetisieren [67]. Da die N-Carboxy-Anhydride in dieser Form nicht
am Stickstoff deprotoniert werden konnen, folgen sie grundsatzlich nur dem

NA-Mechanismus (siehe Kapitel 2.2.2). Unter geeigneten Bedingungen erhalt man somit
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eine ,pseudo-lebende”“-Polymerisation, die Homo- und Blockcopolymere mit

kontrolliertem Molekulargewicht und Poisson-Verteilung moglich macht [67].

Weil bei der Verwendung von NNCA immer ein sekunddres Amin als propagierende
Endgruppe entsteht, hat der Substituent am Stickstoff einen entscheidenden Einfluss auf
die Polymerisation. Ist dieser zu sperrig, wird die Polymerisationsgeschwindigkeit stark
herabgesenkt und Nebenreaktionen dominieren, sodass nur Oligomere entstehen
kénnen [112,113]. In diesem Fall ist die NHC-vermittelte Polymerisation zu bevorzugen
[106,114]. Hierbei wird anstelle eines primaren Amins ein stabilisiertes
N-heterozyklisches Carben (NHC) als Initiator verwendet, welcher durch NNCA-Addition
ein wachsendes Polypeptoid mit zwitterionischem Charakter erzeugt (Abb. 14). Die
unterschiedlich geladenen Enden lagern sich in unpolaren Losungsmitteln via attraktiver
Coulomb-Wechselwirkungen zu einer ringahnlichen Struktur aneinander. Dadurch
werden von dem Carbamatende ausgehende Nebenreaktionen verhindert und ein
»pseudo lebender“-Charakter erhalten [106]. Benutzt man dagegen Losungsmittel mit
hoher Dielektrizitdtskonstante wie DMF oder DMSO, liegen beide Enden frei dissoziiert
vor, sodass wegen vermehrter Abbruchreaktionen nur niedermolekulare Polymere
erhalten werden konnen. Durch elektrophile Terminierungsagenzien (beispielsweise
Acetylchlorid, Methyltriflat) kénnen mit der NHC-vermittelten Polymerisation lineare
Polypeptoide hergestellt werden. Verwendet man stattdessen NaN(TMS), sind auch

ringférmige Architekturen moglich [115].
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Abb. 14: Vermuteter Mechanismus der NHC-vermittelten NNCA-Polymerisation (ibernommen aus [106])
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b) Metall-vermittelte Polymerisation

Polypeptoide kénnen auch ausgehend von Iminen und Kohlenmonoxid mit Hilfe von
kobaltbasierenden Katalysatoren hergestellt werden (Abb. 15). Die Polymerisation
besitzt einen lebenden Charakter und toleriert auch sperrige Substituenten [106].
Blockcopolymere konnten aber bislang noch nicht realisiert werden, da das aktive

Kettenende nach vollstandigem Monomerverbrauch zerfallt [116].

Katalysator

NR o

Katalysator )k

L(CO); Co R

R: Me, Bn
L: CO, PPh3 P(o-toly)s

Abb. 15: Reaktionsschema der Metall-vermittelten Polymerisation fiir a-Polypeptoide

c) Submonomer-Synthese

Werden hochdefinierte Polypeptoide mit Sequenzkontrolle benétigt, kann auf die
Submonomer-Technik (,Solid-phase submonomer synthesis”) zuriickgegriffen werden,
die ahnlich wie die Festkorpersynthese von Polypeptiden funktioniert [117]. In
abwechselnden Schritten werden Bromessigsaure und primdre Amine an einen festen
Trager gekoppelt und anschlieBend das fertige Polypeptoid abgetrennt [118] (Abb. 16).
Im Gegensatz zur  Merrifield-Synthese miissen hierbei aber keine
Entschiitzungsreaktionen vorgenommen werden. Trotzdem ist die Methode aufwendig

und auf Polymerisationsgrade < 50 limitiert [9].

Br COOH Wd\ NH2R 4/
n Wiederholungen
W

DIC

Abb. 16: Schematische Darstellung der Submonomer-Synthese fiir a-Polypeptoide an einem festen Trager
[modifiziert Gbernommen aus [9])
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2.3.3.Polysarkosin

Polysarkosin (PSar) ist das einfachste a-Polypeptoid mit einer am Stickstoff gebundenen
Methylgruppe und liegt in Wasser in einer ,Random Coil“-Konformation vor. Das
Rickgrat ist im Gegensatz zu dem eines Polypeptids mit einer statistischen
Segmentlange (Kuhn Linge) von 4,8 A [119] sehr flexibel und kann leicht zwischen cis-
und trans-Konformationen wechseln [120]. Wie schon vorher erwahnt, ist es zudem

trotz elektrischer Neutralitdt auch sehr gut in Wasser 16slich.

o) CHs

N

Abb. 17: Chemische Struktur von Polysarkosin (PSar)

Auf Grund seiner Eigenschaften wird Polysarkosin in den letzten Jahren vermehrt fir
biotechnologische Anwendungen als Bestandteil von polymerbasierten , Drug Delivery“-
Systemen [121-124] oder Antifoulingbeschichtungen [125] verwendet und gilt
mittlerweile als potentielle Alternative fiir Polyethylenglycol [7]. Die ersten Ergebnisse
deuten darauf hin, dass Polysarkosin nicht toxisch wirkt [108] und die ausgepragte
Fahigkeit besitzt, Wechselwirkungen jeglicher Art mit Proteinen und anderen
Blutbestandteilen im Koérper zu unterdriicken (,Stealth“-Effekt) [8]. Die ausgepragte
Hydrophilie des Polysarkosins flihrt zum einen zu einer eng gebundenen Hydrathiille, die
eine Proteinadsorption an der Oberflache erschwert [126,127]. Zum anderen erzeugt die
hochflexible Polymerkette eine ,Konformationswolke” [128], die auf sterischem Wege
die Annaherung von Proteinen unterbindet [8,129,130]. Da die meisten Proteine positiv
oder negativ geladen sind, verhindert die elektrische Neutralitdt des Sarkosins auBerdem
ladungsinduzierte Wechselwirkungen und verhindert damit eine Aggregation [131]. Aus
den geringen Wechselwirkungen des Polymers mit dem Korper resultiert gleichzeitig
eine stark herabgesetzte Immunogenitat und Antigenitdt des Polysarkosins [132-134],
falls es nicht zu einer Epitop-Wirkung kommt. Es ist daher fir das Immunsystem nahezu

Lunsichtbar” und entgeht weitestgehend der Opsonisierung und der damit verbundenen
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Beseitigung durch das retikulohistiozytare System (RES). Dadurch verlangert sich die
Zirkulationszeit polysarkosinhaltiger Therapeutika im Blut um ein Vielfaches [121,122]

und erhoht die Chance auf eine effektive Behandlung.

Gleichzeitig besitzt Polysarkosin auf Grund seiner tertiaren Amidbindungen eine erhéhte
Resistenz gegenliber der enzymatischen Spaltung (Proteolyse) [135,136], sodass der
Schutzeffekt so lange im Korper anhdlt, bis das System am Zielort angekommen ist. Die
Frage nach der langfristigen Abbaubarkeit im Korper ist zum jetzigen Zeitpunkt noch
nicht sicher geklart. Allerdings gilt das Polysarkosinriickgrat als potentiell hydrolisierbar
[9,137] und die dabei freigesetzten Abbauprodukte waren fir den Korper nicht
schadlich, da Sarkosin selbst als natiirliche Aminosdaure im Kérper vorkommt und im
Metabolismus mit Hilfe von Sarkosin-Dehydrogenase weiter zu Glycin umgewandelt
werden kann [138]. AuRerdem deuten Experimente darauf hin, dass Polysarkosin im
Zellmetabolismus mittels ROS (,reactive oxygen species”) [139] auch oxidativ am

Rickgrat gespalten werden kénnte [140].

2.4. Polymere als Transportsysteme fiir Wirkstoffe

2.4.1.Therapeutische Wirkstoffe in der Chemo- und Gentherapie

Fir die Behandlung von erkranktem oder von Krebs befallenem Gewebe existieren
mittlerweile spezielle Therapien, bei denen besondere Wirkstoffe zum Einsatz kommen.
In der Chemotherapie werden mitunter Zytostatika (z.B. Interkalantien, Taxane,
Antimetabolite) verwendet, die das Wachstum der Krebszellen hemmen oder zerstoren
sollen. In der Gentherapie werden therapeutische Poly- und Oligonukleotide wie z.B.
DNA oder siRNA (,,small interfering RNA“) in die befallenen Zellen transfektiert, um dort
in die Proteinexpression einzugreifen und somit Erbkrankheiten oder Krebs zu
bekdampfen. Wahrend die DNA im Zellkern der befallenen Zellen direkt fehlende oder
defekte Gene ersetzen soll [141], unterdriickt die siRNA gezielt die Translation
pathogener Proteine im Cytosol (Gen-Knockdown) [1]. Dazu wird, wie in Abb. 18 gezeigt,
die doppelstriangige siRNA zuerst von einem ,RNA-induced silencing“-Komplex (RISC)

inkorporiert und der ,passenger”-Strang mittels eines Argonaut Proteins (AGO)
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abgespalten. Der nun aktivierte Komplex bindet dann an die komplementare Ziel-mRNA
und zerstort diese mit seinem AGO-Protein, sodass sie nicht mehr abgelesen werden

kann [142,143].
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Abb. 18: Schematische Darstellung der Wirkungsweise von siRNA bei einem Gen-Knockdown: siRNA wird
von dem Proteinkomplex RISC aufgenommen und aktiviert. Komplementdre mRNA kann nun gebunden
und mit Hilfe des AGO-Proteins zerschnitten werden, sodass keine Translation des codierten Proteins
mehr erfolgen kann (modifiziert Gbernommen aus [1])

Die alleinige Verabreichung solcher Wirkstoffmolekiile hat jedoch auf Grund ihrer meist
geringen Molmassen und hydrodynamischen Radien zwei grofle Nachteile: Sie werden
sehr schnell renal ausgeschieden (glomerulare Filtration) und verteilen sich unspezifisch
auf den gesamten Korper [144]. AuRerdem kénnen sie im Blutkreislauf durch Enzyme
(z.B. Nukleasen) und Teile des Immunsystems inaktiviert und abgebaut werden, bevor
sie ihren eigentlichen Bestimmungsort erreichen [145]. In der Gentherapie stellt
zusatzlich die negativ geladene Zellmembran fir die gleichgeladenen Polynukleotide
eine schwer (iberwindbare Barriere dar und erschwert wegen den repulsiven
Wechselwirkungen den Eintritt ins Zellinnere. Insgesamt wird dadurch die
Zirkulationszeit der Wirkstoffe und somit ihre Effizienz um ein Vielfaches verringert,
sodass hohere Dosen notig sind, von denen aber stdrkere Nebenwirkungen und eine

hohere Toxizitat ausgehen.
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Eine Moglichkeit, die effektive Konzentration von therapeutischen Molekilen in den
pathogenen Zellen zu erhdhen, liegt in der Verwendung von Tragersystemen. Im Falle
der Gentransfektion bieten sich z.B. hocheffiziente virale Vektoren an. Allerdings wird
ihre klinische Anwendung durch das erhohte Risiko einer Immunantwort [146] oder
Mutagenese [147], die Kostenintensivitat und die limitierte Ladungskapazitat erschwert
[148]. Polymerbasierte ,Drug Delivery“-Systeme erhalten deshalb immer mehr
Aufmerksamkeit [149]. Zwar besitzen sie im Vergleich zu viralen Vektoren eine geringere
Effizienz, allerdings sind sie durch gezielte Anpassungen besser vertraglich und verfiigen
Uber hohere Ladungskapazitdten [150,151]. Ihre Eigenschaften und Funktionsweisen

sollen im nachsten Kapitel naher erlautert werden.
2.4.2.Polymere Wirkstofftrager

Das Konzept der Polymer-Wirkstoff-Konjugate wurde schon 1975 von Ringsdorf
entwickelt [3]. Die Grundidee besteht darin, den Wirkstoff nicht alleine, sondern an ein
wasserlosliches Polymer gekoppelt, zu verabreichen. Dieses dient als Tragermolekdl,
welches den Wirkstoff sicher und spezifisch zu den pathogenen Zellen bringen soll
(,,Drug Delivery”). Mittlerweile haben sich mehrere verschiedene Arten von polymeren

Therapeutika entwickelt, die man in vier Klassen einteilen kann (Abb. 19):

a) Protein-Polymer-Konjugate: Anbindung eines therapeutischen Proteins an
»Stealth“-Polymere Uber feste oder labile Bindungen

b) Polymer-Wirkstoff-Konjugate: Polymerer Trdger mit gebundenen Wirkstoff-
molekiilen, die am Zielort durch Spaltung der Bindung freigesetzt werden kénnen

c) Polyplexe: Multivalent geladene Polymere, die liber elektrostatische Wechsel-
wirkungen mit ionischen Wirkstoffmolekiilen (z.B. Polynukleotiden) komplexiert
sind und mit Hilfe zusatzlicher hydrophiler Gruppen das gebildete Kolloid in
Losung halten

d) Polymermizellen oder Polymersomen: Selbstorganisierte, amphiphile Block-
copolymere, die im Inneren mit hydrophilem bzw. hydrophobem Cargo beladen

werden kdnnen
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Abb. 19: Schematische Darstellung der vier Klassen von polymeren Therapeutika: a) Protein-Polymer-
Konjugate, b) Polymer-Wirkstoff-Konjugate, c) Polyplexe und d) beladene Polymermizellen (modifiziert
Ubernommen aus [4])

2.4.3.Eigenschaften von polymeren Trigersystemen

,Drug Delivery“-Systeme konnen von der Inkorporation der Polymerkomponente
profitieren, die durch ihre Eigenschaften und Funktionen die Pharmakokinetik des

Wirkstoffes verbessert:
a) Erhohung der Zirkulationszeit

Durch die Anbindung eines Wirkstoffes an ein langeres Polymer wird gleichzeitig dessen
Molmasse und hydrodynamischer Radius deutlich erhoht. Dadurch passt das Konjugat
nicht mehr durch die Glomerulusmembran im Nierenkdrperchen und entgeht somit der
renalen Ausscheidung [152]. Der Wirkstoff verbleibt wesentlich langer im Blutkreislauf,

was die Chancen fur eine Zellaufnahme erhght.
b) EPR-Effekt (,enhanced permeability and retention”)

Wirkstoff-Polymer-Konjugate sind auf Grund ihrer GroRe nicht fahig durch die
Blutkapillarwdnde von gesundem Gewebe zu diffundieren (PorengrofRe 5-10nm) [153].

Da der Tumor wegen seines schnellen Wachstums dagegen eine stark fenestrierte und
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porose Endothelzellenschicht [154,155] und nur eine mangelhafte Lymphdrainage
besitzt, kdnnen selbst groBe Partikel mit einem Durchmesser von 60-80 nm leicht mittels
Diffusion in sein Gewebe eindringen, ohne vom lymphatischen System eliminiert zu
werden [156] (Abb. 20). Infolge der langen Zirkulationszeit der Konjugate, auf Grund
ihres hohen hydrodynamischen Radius, reichern sich immer mehr Wirkstoffmolekile im
malignen Gewebe an (EPR-Effekt) [157,158]. Dabei scheint diese Art des passiven
Targeting nicht nur auf Tumorgewebe limitiert zu sein, sondern kann zu gewissen Teilen

ebenfalls bei infiziertem oder entziindetem Gewebe angewendet werden [159].

lymphatisches System

Normalgewebe
pH =7
“kleine Makromolekiile = ~<mm——
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Abb. 20: Schematische Darstellung der anatomischen und physiologischen Charakteristika von Normal-
und Tumorgewebe in Bezug auf ihre vaskuldre Permeabilitdt und die Retention von kleinen und groRRen
Molekilen (EPR-Effekt) (ibernommen aus [160])

c) Spezifisches Targeting

Abgesehen von dem passiven, groBenabhangigen Targeting (iber den EPR-Effekt, kdnnen
Polymere auch fiir zellspezifisches Targeting verwendet werden, wenn sie mit
erkennungsspezifischen Gruppen wie z.B. Antikérpern oder bestimmten Oligosaccharid-

oder Peptidsequenzen ausgestattet werden [5,161].
d) Maskierung, Schutzwirkung und Erhéhung der Loslichkeit

Polymere, die sich durch einen ,Stealth“-Effekt auszeichnen (z.B. PEG, PSar, POx),
konnen als Bestandteil eines ,,Drug Delivery“-Systems die transportierten Wirkstoffe vor

Opsonisierung oder enzymatischem Abbau schiitzen und gegebenenfalls restliche
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Ladungen maskieren [8]. Dadurch wird nicht nur die Lebenszeit, sondern auch die
Loslichkeit der Wirkstoffe stark erhoht [162]. Im Falle von Polynukleotiden ist die

Maskierung der Ladung ein wichtiger Schliisselschritt flir ihre Transfektion.
e) Gezielte Freisetzung (,,Release”)

Nanopartikel werden haufig Gber Endozytose in die Zelle aufgenommen [163]. Dabei
werden die Partikel von einem doppellipidschichtigen Endosom ins Innere der Zelle
transportiert. Das Vesikel durchldauft nun verschiedene Reifegrade, bei denen sich auch
der pH-Wert im Endosominneren verandert. Mittels ATP-betriebenen Protonenpumpen
wird er von pH= 7,4 auf pH= 5 abgesenkt, um das Cargo von den Membranrezeptoren zu
[6sen. In einem letzten Schritt fusioniert dann das sogenannte spate Endosom mit einem
Lysosom, welches mit Hilfe von Enzymen die aufgenommenen Partikel zersetzen kann
[164]. Dies kann auf der einen Seite fur die Freisetzung von Wirkstoffen ausgenutzt
werden, wenn diese mit pH-labilen oder enzymatisch spaltbaren Peptidketten an das
Polymer gebunden sind [160]. Auf der anderen Seite flihrt dies zu Problemen, wenn das
Polymer mit DNA oder RNA beladen ist, da sie durch Nukleasen gespalten werden, bevor
sie ihren eigentlichen intrazelluldren Zielort erreichen. Eine friihzeitige Flucht (,Escape®)
aus dem Endosom ist daher notwendig und kann durch zweierlei Strategien erfolgen:
Zum einen konnen spezielle Proteine und Peptidsequenzen an das System angebracht
werden, die durch Fusion oder Porenformation die endosomale Membran
destabilisieren [165]. Zum anderen kann der so genannte ,Proton sponge“-Effekt
ausgenutzt werden, fiir den im pH-Bereich von 6-7 stark pufferende Bestandteile
(z.B. Poly-L-Histidin, Polyethylenimin) benétigt werden (Abb. 21). Der Puffer wirkt bei
der Reifung des Endosoms wie ein Protonenschwamm, der durch die Aufnahme der
Protonen einen exzessiven Zufluss von Gegenionen und Wasser induziert und damit
gleichzeitig so lange den Druck im Endosominneren erhoht, bis die Membran platzt und

das Cargo freigesetzt wird (,,Release”) [166].
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Abb. 21: Schematische Darstellung des ,,Protone sponge“-Effekts: a) Polymer mit Pufferbestandteil wird in
Zelle durch Endozytose aufgenommen und ist dadurch im Endosom gefangen. b) Wahrend der Reifung des
Endosoms werden mittels ATP-Protonenpumpen Protonen ins Innere verlagert. Der polymere Puffer wirkt

der Ansduerung entgegen. Immer mehr Protonen werden hineingepumpt, was wiederum den weiteren
Zufluss an Gegenionen und Wasser bewirkt. c) Der osmotische Druck steigt so stark an, dass die
endosomale Membran platzt und das Polymer ins Zytosol freigesetzt wird (modifiziert Gbernommen aus

[167])

f) Anforderungen

Zusammenfassend werden fiir eine schonende und effiziente Therapie folgende

Anforderungen an den Polymertrager gestellt [2,168]. So sollte dieser:

eine ausreichend grofle Zahl an funktionellen Gruppen tragen, um eine hohe
Beladung von Wirkstoffmolekiilen zu ermdglichen (Beladungsdichte)

den zielgerichteten Transport zu den kranken Zellen unterstiitzen und eine
vollstandige Freisetzung des beladenen Wirkstoffes in das Zellinnere
gewadhrleisten (Targeting + Release)

vom Immunsystem unerkannt bleiben, nicht toxisch wirken und nicht mit
Blutbestandteilen aggregieren (Biokompatibilitat)

einen hydrodynamischen Radius besitzen, der eine renale Ausscheidung
verhindert, jedoch nicht zu groR ist, da sonst die Effizienz der Tumoraufnahme

sinkt (GréRe)
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- wahrend des Transports vor enzymatischem Abbau resistent sein, allerdings
langfristig im Korper abgebaut werden kénnen, um eine Akkumulation in den
Zellen zu verhindern. Bei sehr stabilen Polymeren konnen dafir z.B.
bioabbaubare Segmente eingefligt werden, die zumindest eine Spaltung in

kleinere Fragmente erlauben [169-171] (Stabilitat + Bioabbaubarkeit)
2.4.4.Polypeptide als ,Drug Delivery“-Systeme

Polypeptide besitzen zahlreiche Eigenschaften, die sie als Nanocarrier interessant
machen. Sie sind biokompatibel und bioabbaubar (sofern sie natiirliche Aminosauren
enthalten) und fahig, hierarchische Strukturen auszubilden (siehe Kapitel 2.2).
Aullerdem gibt es eine groRe Bandbreite verschiedener Aminosauren, deren Vielfalt an
funktionellen Gruppen nicht nur ionische oder kovalente Anbindungen von
Wirkstoffmolekiilen zulassen, sondern auch spezielle Modifikationen ermdglichen. So
zeigen z.B. Poly(hydroxyethyl-L-asparagin) (PHEA) und Poly(hydroxyethyl-L-glutamin)
(PHEG) [172] oder mit Ethylenglycol modifizierte Polyglutaminsdure [6] langere
Zirkulationszeiten, wobei nur letztere die Fahigkeit zur Ausbildung von sekundaren
Strukturen behalt [6]. Wirkstoff-Konjugate basierend auf Polyglutaminsdaure (PGA) und
verschiedener Zytostatika, wie z.B. Anthracykline, Antimetabolite oder Taxane, wurden
bisher erfolgreich im Korper getestet [7], wobei PGA-Paclitaxel-Konjugate (OPAXIO)
schon die klinische Phase lll erreichen konnten [173]. Polylysin-basierte Systeme werden
haufig als Polyplexe fiir Gentransfektionen verwendet [174-176]. Polyhistidin eignet sich
in ,Drug Delivery“-Systemen als Protonenschwamm, der die endosomale Flucht
erleichtert (siehe Kapitel 2.4.3e). Allerdings konnen Polypeptide bei in-vivo
Anwendungen das Komplementsystem aktivieren, vor allem wenn sie aus mehr als drei
verschiedenen Aminosduren bestehen [177]. Reines PLL wirkt sogar sehr toxisch [220].
Deswegen werden Polypeptide haufig an Polymerblocke wie z.B. PEG oder PSar
gekoppelt [7,8], die mit ihrem ,Stealth“-Effekt die Zirkulationszeit erhéhen und die
Toxizitat absenken [175]. Des Weiteren kann durch einen amphiphilen Charakter
mizellare Strukturen erzeugt werden, die eine Einkapselung der Wirkstoffe fir den

Transport moglich machen [178].
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2.4.5.Zylindrische Biirsten als ,Drug Delivery“-Systeme

Zylindrische Biirsten vereinen wegen ihrer einzigartigen Struktur mehrere Eigenschaften,
die fur ,Drug Delivery“-Systeme besonders geeignet sind. Zum einen besitzen sie an
ihren dicht gepackten Seitenketten eine grofle Anzahl von funktionellen Gruppen, die fir
Biokonjugationen sowie Modifikationen genutzt werden kénnen und eine hohe
Beladungsdichte ermdéglichen. Zum anderen kénnen durch Blockcopolymerseitenketten,
dhnlich wie bei Polymermizellen oder Polymersomen, Wirkstoffe in ihrem Inneren
eingekapselt werden. Dabei unterliegen die Blirsten keiner kritischen Aggregations- bzw.
Bildungskonzentration, da alle Seitenketten fest am Rickgrat gebunden sind
(unimolekulare Mizelle), und l6sen sich somit auch bei starker Verdiinnung im Blut nicht
auf. Darliber hinaus scheinen beim Wirkstofftransport zylindrische Formen gegeniber
spharischen Strukturen in ihrer Effizienz im Vorteil zu sein [10]. So verhilft die starre
Stabchenform den Birstenpolymeren zu einer starkeren Zellpenetration bei der
Diffusion in malignes Gewebe wegen der geringeren Verschlaufungstendenz mit der
extrazelluldren Matrix [13]. Zugleich wird durch die wenig gekriimmte Oberflache eine
Aufnahme in Phagozyten erschwert, sodass zylindrische Partikel langer im Blutstrom
zirkulieren kénnen [14,179]. Trotzdem wurden bisher nur wenige Blrstensysteme als

Nanocarrier fiir biotechnologische Anwendungen untersucht [104,180-182].
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3. Analysemethoden

3.1. Infrarot (IR)-Spektroskopie

Die IR-Spektroskopie basiert auf der Anregung von Molekiilschwingungen durch
elektromagnetische Wellen im infraroten Spektralbereich von 10.000 cm™ bis 10 cm™
[183]. Dabei ist die von den Molekiilen absorbierte Anregungsenergie von der Masse
und Anordnung der enthaltenen Atome sowie von deren Bindungsstarke zueinander
abhangig und kann deshalb zur Charakterisierung der chemischen Zusammensetzung
einer Probe genutzt werden. Idealerweise werden Schwingungen in Molekilen durch
einen harmonischen Oszillator beschrieben. Molekile befinden sich bei
Raumtemperatur allgemein im Grundschwingungszustand v =0 und konnen unter
Beachtung der Auswahlregel Av = 1 in hohere, dquidistante Niveaus angeregt werden
(Abb. 22a). Reale Molekiile verhalten sich hingegen disharmonisch auf Grund der
Repulsion der Atomhillen bei ihrer Annaherung und kénnen mit Hilfe des Morse-
Potentials beschrieben werden. Die erhaltenen Abstdnde zwischen den einzelnen
Schwingungsniveaus sind nun nicht mehr dquidistant, sondern nehmen mit wachsender
Schwingungsenergie ab (Konvergenz), bis sie bei hoheren Energien eine
Dissoziationsgrenze erreichen (Abb. 22b). AuBerdem bewirkt die Anharmonizitdt eine
Anderung der Auswahlregeln zu Av = +1, +2, +3, wobei die Intensititen der Oberton-

Schwingungen mit steigendem Av sehr schnell abschwachen.

a) b)
V(r) \ / ///W
v=4 Kontinuum
\ ] Y
hv v= ; ; : 5 7
hv v=2 --_g 17 4
vl g ’?23
v=0 !/1 @T’@
/v =0 .
o r | Auslen!l(ungr

Abb. 22: a) Potential eines harmonischen Oszillators b) Potential eines anharmonischen Oszillators
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Die Zahl der Normalschwingungen ergibt sich aus der Anzahl der
Schwingungsfreiheitsgrade des Molekils und kann fir ein Molekil mit N Atomen wie

folgt berechnet werden:
3N —6 bzw. 3N —5 (furlineare Molekdle) (1)

Normalschwingungen koénnen in Valenz- (Anderung der Bindungslinge) und
Deformationsschwingungen (Anderung des Bindungswinkels) unterteilt werden. Zudem
existieren  auch  Kombinationsschwingungen aus zwei oder  mehreren
Normalschwingungen. Jedoch kénnen nicht alle Schwingungen in der IR-Spektroskopie
beobachtet werden. Nur wenn sich das Dipolmoment u des Molekiils wahrend der

Schwingung andert, ist die Schwingung IR-aktiv:

du
g 2
dr;to (2)

In einem IR-Spektrum wird die erhaltene Transmission T bzw. Absorption A gegen die
Wellenzahl U des eingestrahlten, elektromagnetischen Lichts aufgetragen. Die
Wellenzahl ¥ ist eine reziproke Wellenlange A und steht (ber die Konstanten der
Lichtgeschwindigkeit ¢ und des Planck’schen Wirkungsquantums h in direktem Bezug zur

eingespeisten Energie E’

=== (3)

E
h-c

NN

Da ein Schwingungszustand mehrere Rotationszustande besitzt, werden die angeregten
Uberginge nicht als Linienspektrum, sondern als Bandenspektrum aufgezeichnet, deren

Form sich aus der Wahrscheinlichkeit der jeweiligen Rotationsilibergange ergibt.

Die IR-Spektroskopie gilt als eine schnelle, nicht-invasive und hochsensitive
Analysemethode. Eine spezielle Variante stellt die FT-IR (ATR)-Spektroskopie (,,Fourier
Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance”) dar, bei der die Probe dicht auf die
Oberflache  eines  Reflexionselements  (IRE)  positioniert  wird,  welches
Mehrfachreflexionen zulasst (z.B. Prisma oder ATR-Kristall). Wird nun ein fokussierter
Infrarotstrahl in das IRE gestrahlt, wird dieser entlang des Elements totalreflektiert und

durchdringt die Probe mit evaneszenten Wellen an der Phasengrenze (Abb. 23). Dabei
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werden alle Molekilschwingungen auf einmal angeregt, sodass die detektierte Intensitat
zuerst Uber eine Fouriertransformation von der Zeitabhangigkeit in eine Frequenz-

abhangigkeit transformiert werden muss.

Wechselwirkung

Probe /

. »
IRE

IR-Strahl

Abb. 23: Funktionsweise der FT-IR (ATR)-Spektroskopie

3.2. Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Rasterkraftmikroskopie (AFM = ,atomic force microscopy”) ist eine weitverbreitete
Methode zur Abbildung von Oberflaichen [184]. Im Gegensatz zur Rastertunnel-
mikroskopie (STM) kdnnen mit ihr auch nicht leitende Oberflichen charakterisiert
werden. Dabei wird mit der feinen Spitze eines Federbalkens (Cantilever) die zu
untersuchende Probe abgefahren und durch das Messen der Wechselwirkung zwischen
Spitze und Probenoberflache ein topographisches Bild der Probe erzeugt. Die Messung
der Auslenkung des Federbalkens erfolgt Uber das Lichtzeigerprinzip, bei dem ein
Laserstrahl auf die Spitze des Cantilevers fokussiert wird, welcher von dort auf eine
Viersegment-Photodiode reflektiert wird. Fiir die Positionierung der Probe wahrend des
Rastervorgangs verwendet man einen x-y-z-Piezokristall, der die Probe durch Anlegen
einer elektrischen Spannung in alle drei Raumrichtungen unterhalb des festinstallierten

Cantilevers verschiebt.

Zu den zwei haufigsten Betriebsarten der Rasterkraftmikroskopie gehoren der statische
,Contact-Mode” und der dynamische ,Tapping Mode“. Im , Contact-Mode“ steht die
Spitze in standigem Kontakt mit der Probenoberflache. Topographische Informationen
werden Uber die Federbalken-Auslenkung (bei konstant gehaltenem Abstand zwischen
Probe und Oberflache) bzw. das z-Signal des Piezokristalls (bei konstant gehaltener
Cantilever-Kraft auf die Oberflaiche) gewonnen. Allerdings kann durch die dauerhafte

Berlhrung die Oberflache beschadigt werden, sodass sich dieser Modus eher fiir die
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Untersuchung von harten Proben eignet. Mit der Verwendung des sogenannten
,Tapping-Mode” lassen sich indessen auch ,weiche“ Proben (z.B. Polymere)
zerstorungsfrei charakterisieren. Hierbei wird der Federbalken durch ein Piezoelement
zu einer Oszillation mit konstanter Amplitude nahe seiner Resonanzfrequenz gebracht,
sodass die Spitze nicht mehr im Dauerkontakt mit der Oberflaiche steht. Die
verschiedenen Wechselwirkungen der Spitze mit der Probe fiihren zu einer Anderung
der Amplitude und Phase der Oszillation. Aus der Amplitudenveranderung erhdlt man
eine topographische Karte der Oberflache (analog zum ,,Contact-Mode”), wahrend aus
der Phasenverschiebung Aussagen (iber die Materialeigenschaften der Probe getroffen
werden konnen. In dieser Arbeit werden alle AFM-Aufnahmen im ,Tapping-Mode“

aufgezeichnet.

Laser Photodiode

71
Spiegel \//’

/ e

Cantilever mit
Spitze

Probe auf :
Piezokeramik =~ s/ 4.7

X Rasterrichtung

Abb. 24: Schematischer Aufbau eines Rasterkraftmikroskopes [185]
3.3. Gelpermeationschromatographie (GPC)

Die GPC (Gelpermeationschromatographie), ist eine spezielle Form der Flissigkeits-
chromatographie, die mit Hilfe des GrofRenausschlussprinzips die Bestimmung des
apparenten Molekulargewichts sowie der Verteilung einer polymeren Probe erméglicht
[186]. Hierzu wird die Probe in einem Eluenten gelost (mobile Phase) und durch eine
Serie von Sdulen mit porosem Flillmaterial (stationdre Phase) geleitet (Abb. 25). Bei dem

Flllmaterial handelt es sich meist um hochvernetztes Polystyrol mit definierten Poren,
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deren GrofRe von dem Vernetzungsgrad und dem verwendeten Eluenten abhangig ist.
Das hydrodynamische Volumen V, der Polymere, welches wiederum von ihrer

Molmasse abhangig ist, steuert die Permeation in die Poren der stationdren Phase.

. -
_ N i) soL - {Ad stationdre Phase
RE Vs > |- 4 o
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Abb. 25: Schematische Darstellung des Trennprinzips einer GPC-Saule

Makromolekiile, deren hydrodynamisches Volumen das der Poren Ubersteigt, passieren
ungehindert die Sdule und eluieren am Volumen der reinen mobilen Phase V,, (k = 0;
obere Ausschlussgrenze). Sehr kleine Molekiile hingegen kdnnen leicht in das gesamte
Porenvolumen V, diffundieren und verweilen somit in einem gréReren Elutionsvolumen
V, auf der Saule (k = 1; untere Ausschlussgrenze). Eine gute Auftrennung erfolgt daher

nur bei einem hydrodynamischen Radius der zwischen beiden Extremen liegt (k = 0-1):
V,=Vo+k-V, mit V>V 5k=0 Vp KV o k=1 (4)

Wechselwirkungen zwischen der Probe und der stationdren Phase sind unerwiinscht,
stellen jedoch ein hadufiges Problem bei Polyelektrolyten auf Grund ihrer Ladung dar. Die
Detektion erfolgt meist parallel Gber einen Brechungsindexdetektor (RI) und einen UV-
Detektor, bei dem das Signal in einer proportionalen Beziehung zur
Massenkonzentration der Probe steht. Um von dem relativen Elutionsvolumen V, auf die
Molmasse M schlieBen zu koénnen, benétigt man fir das verwendete System eine
Kalibrierungskurve aus monodispersen Standards, deren Molmassen durch absolute

Messmethoden (z.B. SLS, MALDI) bekannt sind (Abb. 26):
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V,=C,—Cy-log(M) (5)

Cy, Cy: Konstanten

Durch die Verwendung von chemisch verwandten Standards mit dahnlicher Architektur
im Bezug auf die zu vermessende Probe kann die Aussagekraft der erhaltenen Molmasse

und Polydispersitat verbessert werden.

A

M T
OaG UAG

v(‘

Abb. 26: Sigmoidale Kalibrierungskurve: Zwischen der oberen (OAG) und unteren Ausschlussgrenze (UAG)
liegt der Auftrennungsbereich (rot gerahmt), fiir den die Kalibrierung giiltig ist

3.4. CD-Spektroskopie

In der CD-Spektroskopie wird die ungleiche Absorption A zwischen links- bzw.
rechtszirkular polarisiertem Licht von chiralen Verbindungen auf Grund der
unterschiedlich stark ausgeprdgten molaren Extinktionskoeffizienten (e, # €g)
ausgenutzt, um die Struktur von Proteinen oder anderen chiralen Molekiilen zu
untersuchen [187,188]. Dieses Verhalten wird als Zirkulardichroismus AA bezeichnet und
kann unter Verwendung des Lambert-Beer'schen Gesetzes bei bekannter Konzentration

¢ und Schichtdicke d der Kivette beschrieben werden mit:
AM=A, —Ar= (e, —€g) c-d (6)

Wird linear polarisiertes Licht in eine optisch aktive Probe eingestrahlt, verlasst es
wegen der unterschiedlichen Absorption der rechts- bzw. linkszirkular polarisierten
Komponente das Medium mit einer elliptischen Polarisation, die mit der Elliptizitat 0

beschrieben werden kann (siehe Abb. 27a,b):
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0 = arctan (%) ~ 33°-AA [Grad] (7)

Fir die Messung wird mittels UV-Licht einer Xenonlampe und einem Monochromator
monochromatisches Licht erzeugt, welches mit Hilfe eines Polarisationsfilters linear
polarisiert wird. AnschlieRend wird das Licht durch eine Pockels-Zelle in rechts- bzw.
linkszirkular polarisiertes Licht umgewandelt, in das Probenmedium eingestrahlt und
danach die Absorptionsdifferenz mit einem hochsensitiven Detektor vermessen (Abb.
28). Durch Auftragen der Elliptizitat 6 gegen die Wellenlange A erhalt man im fernen UV-
Bereich (160 nm bis 250 nm) Informationen Uber die Sekundarstruktur der
Probenmolekiile (z.B. ,Random Coil“, a-Helix oder B-Faltblatt). Dazu analysiert man das
Bandenprofil des starken m — m*-Ubergangs und des schwicheren n — m*-Ubergangs
der Peptidbindungen (Abb. 27c). Im nahen UV-Bereich (250 nm bis 300 nm) erméglichen
die Absorption der Disulfidbindungen und aromatischen Seitenketten Riickschllisse auf

die Tertiarstruktur und Faltung der Proteine.

a) b) <)

= o~ Helix
M - B - Faitblatt
I =Random coil
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Abb. 27: Der elektrische Feldvektor der rechts- und linkszirkular polarisierten Komponente ET bzw. ET? far
das a) einfallende, linear polarisierte Licht und b) ausfallende, elliptische Licht [187] c) Basisspektren
eines Polypeptids mit ,Random Coil“-, a-Helix- und B-Faltblatt-Struktur
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Lichtquelle Monochromator Polarisatrionsfilter Pockelzelle Analyt, Photomultiplier Computer,
Kiivette Ausgabemedium

- J 1.1

Abb. 28: Schematischer Aufbau eines CD-Spektrometers. Oberhalb der Bauteile sind die verschiedenen
Polarisationsstadien des eingestrahlten Lichts eingezeichnet [189]

3.5. Lichtstreuung

Trifft eine elektromagnetische Welle auf ein polarisierbares Teilchen, werden dessen
Elektronen angeregt und erzeugen so oszillierende Dipole, welche Streuwellen mit
derselben Frequenz und Phase der eingestrahlten Welle senkrecht zum Dipolmoment i1
emittieren (elastische Streuung). Die GroRe des Dipolmoments ist dabei proportional zur
Polarisierbarkeit a der Dipole. Wird das gestreute Licht winkelabhdngig detektiert und
analysiert, konnen absolute Informationen (ber die GréBe, Form sowie das
Molekulargewicht des geldsten Teilchens erhalten werden (Absolutmethode). Man
unterscheidet zwei verschiedene Messverfahren: In der statischen Lichtstreuung wird
die gemittelte Intensitat, bei der dynamischen Lichtstreuung die zeitaufgelOste

Intensitatsfluktuation ausgewertet.
Detektor

gestreuter
Strahl

=)

Primarstrahl

A 4

Probe

Abb. 29: Schematischer Aufbau einer Lichtstreuanlage mit dem Streuwinkel 8 und dem Streuvektor ¢
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3.5.1.Statische Lichtstreuung

Basierend auf der Entdeckung der Induktion von Dipolmomenten in Gasmolekiilen durch

Lichteinstrahlung von Lord Rayleigh [190], entwickelten Einstein [191], Debye [192] und

Smoluchowski [193] die Fluktuationstheorie, mit der die Streuung von Flissigkeiten und

gelosten Partikeln beschrieben werden kann. Dabei tritt nur dann Lichtstreuung auf,

wenn die Dichte bzw. Konzentration der Molekule auf Grund von Brown’scher

Bewegung im betrachteten Streuvolumen fluktuiert:

c:
Au:

(@) &)

R(6) il [ 2(dn)ZRT/3+ Z(dn)zRTM" ° l
= . n —_— n - -
AgN, P dp 9\dc Po (_ dA,u)|
lDichtefluktuation dc J
Konzentrationsfluktuation

Rayleigh-Verhaltnis

Wellenldange des Primarstrahls

Avogardro Konstante

Molare Masse des Losungsmittels

Dichte von Losung und Losungsmittel
Brechungsindex von Losung und Losungsmittel
Universelle Gaskonstante

Temperatur

Isothermes Kompressionsmodul
Konzentration der Probe

Differenz der chemischen Potentiale von Lo6sung und Losungsmittel

Anderung des Brechungsindexes durch Konzentration bzw. Dichte

Bei kleinen Teilchen (< A/20) liegen die Streuzentren so nahe beieinander, dass nur

konstruktive Interferenz auftritt (Punktstreuer) und somit ihre Streuintensitit vom

Streuungswinkel unabhéangig ist. Flir verdiinnte Lésungen kann zudem angenommen

werden, dass sich der Beitrag der Dichtefluktuation von reinem Losungsmittel (LM) und

der Probenlosung (Lsg.) nicht unterscheiden. So erhalt man fir das Rayleigh-Verhiltnis

von kleinen Teilchen:
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2,2 2
R(0) = R(0)155 — R(O)y = 4mn§ (dn) oMo ¢

AoNa dc Po (_ dﬂ) (9)
Kontrastfaktor K dc

Die konzentrationsabhingige Anderung des chemischen Potentials kann als Anderung
des osmotischen Drucks mit der Konzentration verstanden werden. Unter zusatzlicher

Verwendung des van’t Hoffschen Gesetzes fiir reale Losungen erhalt man:

( dA#)—MO(dn>—RTMO(1+2A + 34562 + ) (10)
dc/)  po \dc) Po \M 2¢ 3¢

Ay, Az 2. bzw. 3. Virialkoeffizient des Osmotischen Drucks

M: Molare Masse der gelésten Substanz

T Osmotischer Druck

Fir hoch verdiinnte Losungen kann die Reihe nach dem 2. Virialkoeffizienten
abgebrochen werden. Nach Einsetzen in Formel (9) ergibt sich die Gleichung fir die

Streuung von kleinen, geldsten Teilchen mit dem Kontrastfaktor X

1
= — + 24,c (11)

Da der Absolutwert der Intensitat auch von dem Abstand zwischen Detektor und Probe,
der GroRe des Streuvolumens und der Wellenlinge bzw. Intensitdt des
Laserprimarstrahls abhangt, wird die gemessene Probenintensitat im Experiment mit

einem bekannten Standard (Std) und dem Losungsmittel (LM) kalibriert:

R
R(6) = (ILsg —I1ym) (12)

Is¢q

Sind die Partikel groBer (> A/20), treten zwischen den Streuzentren neben konstruktiver
auch destruktive Interferenzen auf, deren Auspragung von der Geometrie des Partikels
abhdngen. Diese werden durch einen Formfaktor P(q) bericksichtigt, der die
Winkelabhangigkeit der Streuintensitat beschreibt:

K-c_ 1
R(6) M-P(q)

+ 24, (13)
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Die allgemeine Definition des Formfaktors kann weiter umgewandelt werden, indem
zuerst Uber alle Raumkoordinaten und alle Abstdnde gemittelt und danach eine
Taylorreihe entwickelt wird, die flr kleine g nach dem 2. Glied abgebrochen werden

darf:

Z zZ Z
1
P@ =Y Y exp(—ian)) = 12> ) = 1~ 2w (14

i=1j=1 i=1j=1
rjj = r; —rj: Betrag des Abstandsvektors zwischen Streuzentren i und
Z: Anzahl der Streuzentren
(Ré): mittleres Tragheitsradienquadrat des Partikels
q: Betrag des Streuvektors

Dabei ist der Betrag des Streuvektors q definiert als:

= |3l = T (0) (15)
q=1ql = 7 sin (>

Fiir polydisperse Proben ldsst sich zeigen, dass mit der statischen Lichtstreuung das
z-Mittel des Tragheitsradienquadrats (R ), und das Gewichtsmittel der Molmasse M,

erhalten werden:

- N:M?
MW — Zl l L (16)
i NiM;
2
(RZ), = Y NiMZ(R); (17)
9 X N;M7?

Setzt man den umgeformten Formfaktor aus Gleichung (14) in Formel (13) ein, erhalt

man mit der Vereinfachung: 1 — x = ﬁ die Zimm-Gleichung:

Ke_ 1(1+1 2(R2)>+2A (18)
R@) M, \ T3l 2¢
Diese kann zur Darstellung eines Zimmplots verwendet werden, bei dem 1((9) gegen

q? + kc aufgetragen (k = Spreizfaktor) und gegen ¢ — 0 und g — 0 extrapoliert wird.

Aus den Steigungen erhalt man das z-Mittel des Tragheitsradienquadrats sowie den
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2. Virialkoeffizienten und aus den Achsenabschnitten kann das reziproke Gewichtsmittel

der Molmasse ausgelesen werden (Abb. 30).
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Abb. 30: Exemplarischer Zimm-Plot mit gemessenen Werten (schwarze Punkte) und extrapolierten
Werten (rote Punkte) flr die Bestimmung des 2. Virialkoeffizienten, der reziproken Molmasse und des
Tragheitsradienquadrats aus den Steigungen bzw. Achsenabschnitten

3.5.2.Dynamische Lichtstreuung

Im Gegensatz zur statischen Lichtstreuung wird bei der dynamischen Lichtstreuung nicht
die gemittelte Streuintensitat gemessen, sondern ihre zeitliche Fluktuation erfasst, die
durch Brown‘sche Bewegung der Partikel im Streuvolumen verursacht wird. Nach dem
Wiener-Khintchine-Theorem [194,195] existiert zu jedem Intensitatsspektrum im
Frequenzraum eine fouriertransformierte Funktion im Zeitraum, die sogenannte
Intensitatskorrelationsfunktion g, (g, T) [196]. Diese wird experimentell ermittelt, indem
die Intensitdt zum Zeitpunkt t mit der Intensitdt zum Zeitpunkt (¢t + t) flr verschiedene
Werte von T und deren Vielfache multipliziert und Uber die gesamte Messzeit T

gemittelt wird:

92(q,7) =(I(q,0) " 1(q, t + T)r (19)

Dadurch wird eine abnehmende Exponentialfunktion erhalten, die typischerweise vom

Mittelwert der quadratischen Intensitit (I(q,t)?) auf die quadrierte mittlere
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Streuintensitdt abklingt (I(q, t))? (Basislinie), da im Laufe der Zeit die Teilchen

voneinander wegdiffundieren und damit ihre Wechselbeziehung (Korrelation) abnimmt.

g,t) I~ T 9,(a,7) A~
7 A i
— \
/ I Hl s \
/\f" / “"\.\
\
A R \
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T, - -
N : —— N
t Ty T, T

Abb. 31: Fluktuation der Streuintensitat I(q, t) mit der Zeit bei einem festen Winkel und die sich daraus
ergebende Intensitatskorrelationsfunktion g,(q, 7)

Uber die Siegert Relation kann die Intensitdtskorrelationsfunktion g,(q,t) in die
Amplitudenkorrelationsfunktion g,(q,t) Uberfiihrt werden, mit der der Diffusions-

koeffizient fur kleine monodisperse Teilchen bestimmt werden kann:

91(q,0) = f@ = B - exp(—Dq?1) (20)

B: Signal-Rausch-Verhaltnis (abhangig vom experimentellen Aufbau)
A: Experimentell bestimmte Basislinie
D: translatorischer Diffusionskoeffizient

Fir gréBere, polydisperse Proben besteht g,(q,7) jedoch aus einer Uberlagerung
verschiedener Exponentialfunktionen, die mit dem Formfaktor P;(q) der Partikel
gewichtet werden. Da dieser winkelabhangig ist, werden aus der Anfangssteigung der
Korrelationsfunktion nur apparente Diffusionskoeffizienten fiir jeden einzelnen Winkel
erhalten. Erst mit der Extrapolation auf g2 - 0 (Pg=0 — 1), kann man das z-Mittel des

Diffusionskoeffizienten bestimmen:

¥ N;M? Pi(q)D;
i ;M7 P(q)

Dapp(Q) = = <D>z(1 + C<Rg)zq2 ) (21)

C: dimensionslose GroRe, die von der Molekilstruktur abhangig ist
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Weil der Diffusionskoeffizient zusatzlich von der Konzentration der Probe abhdngen
kann, muissen die fiir g — 0 extrapolierten Diffusionskoeffizienten bei verschiedenen
Konzentrationen gemessen und auf ¢ — 0 extrapoliert werden. Unter Verwendung der
Stokes-Einstein-Beziehung kann aus dem z-Mittel des Selbstdiffusionskoeffizienten (D),

der kugeldaquivalente hydrodynamische Radius R, als inverses z-Mittel berechnet

werden:
T Iya=r (22)
6mno(D), R~ "
k: Boltzmann-Konstante
T: Temperatur
No: Viskositat des Losungsmittels

Kombiniert man die Resultate aus statischer und dynamischer Lichtstreuung, kénnen mit
dem Verhiltnis von Tragheitsradius zu hydrodynamischem Radius Auskiinfte (iber die
Topologie der untersuchten Probe gewonnen werden. Diese sind besonders hilfreich bei
Partikeln mit einer GroRe < 100 nm, da ihr Partikelformfaktor durch Lichtstreu-
experimente auf Grund des limitierten g-Bereichs nur unzureichend analysiert werden

kann.

Ry (R3),
p__

=" (23)
Rn (R—h>21

Tabelle 2: p-Verhéltnisse verschiedener Partikeltopologien [197]

Topologie o]
Homogene Kugel 0,775
Hohlkugel 1
Ellipsoid 0,775-4
Zufallsknaul 1,505
Zylinder mit Lange L und Dicke D iln(ﬁ— 0 5)
y 9 v3 \p "7
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4. Synthese und Charakterisierung von

zylindrischen Polypept(o)idbiirsten

Um zylindrische Birsten zu erhalten, wird eine Synthesestrategie bendétigt, die hohe
Pfropfdichten an einem relativ langen Burstenriickgrat ermoglicht (siehe Kapitel 2.1).
Deswegen wird fiur die Synthese der Polypept(o)idbirsten die ,grafting from“-Methode
gewadhlt, bei der zuerst ein hochmolekularer Makroinitiator hergestellt und
charakterisiert wird, an dem dann {ber eine ringéffnende NCA-Polymerisation die
pept(o)idischen Seitenketten sukzessive aufgebaut werden. Fiir die Kontrolle der NCA-
Polymerisation dient der in Kapitel 2.2.3b vorgestellte Schlaad-Mechanismus, bei dem

die Verwendung eines Initiatorsalzes Nebenreaktionen verhindern soll.

NCA
R’ N,Rz Riickgrat
(o]
AL Sc
070770 So x Polypept(o)id-Seitenkette
U > NI-%Xe
DMF

Makroinitiator

Abb. 32: Schematische Darstellung der Synthese von Birsten mit Polypept(o)idseitenketten tber den
»grafting from“-Ansatz und der Verwendung der ringéffnenden NCA-Polymerisation

In Kapitel 4.1 wird die Darstellung und Charakterisierung der verwendeten
Makroinitiatoren PAHMA und PLL beschrieben. Kapitel 4.2 gibt die Synthese und Analyse
der NCA-Monomere aus Lysin und Sarkosin wieder und die Kapitel 4.3 bis 4.5
beschaftigten sich mit der Synthese und Charakterisierung der erhaltenen zylindrischen
Bursten aus reinen Sarkosinblécken, reinen Lysinblocken und Sarkosin/Lysin-Diblécken.
Dabei wird auf folgende Nomenklatur zuriickgegriffen: Der Verlauf vom duRReren zum
inneren Seitenkettenblock erfolgt von links nach rechts und die enthaltene Hauptkette

wird rechts hochgestellt, was am Beispiel einer Diblockbiirste demonstriert werden soll:

PSar-b-PLL(TFA)PARMA

AuRerer Block Innerer Block Rickgrat
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4.1. Makroinitiatoren

Fiir die spatere Ringoffnungspolymerisation der N-Carboxy-Anhydride werden
nukleophile Gruppen am Makroinitiator bendtigt. Vor allem primdre Amingruppen
liefern gute Ausbeuten und folgen bevorzugt dem NA-Mechanismus, der eine Art von
»pseudo-lebender” Polymerisation darstellt, bei der der Initiator auch mit dem
entstehenden Polypeptid verknipft ist. In ihrer Salzform scheinen die primaren Amin-
Initiatoren eine gute Kontrolle Gber die NCA-Polymerisation zu gewahrleisten (Schlaad-
Mechanismus). Als Makroinitiatoren werden deshalb zum einen das synthetische
Poly[N-(6-aminohexyl)methacrylamid] (PAHMA) mit TFA als Gegenion und zum anderen
das kommerziell erhaltliche Poly-L-Lysin Hydrobromid verwendet, welches im Ko&rper
spater wieder enzymatisch gespalten werden kann [95]. Da die Beschaffenheit des
Makroinitiators erheblich das Aussehen der spateren Birste beeinflusst, miissen Lange
und Polydispersitdt von Beginn an so eingestellt werden, dass sie flir eine spatere
Anwendung ausreichend sind. So sind z.B. Birsten mit monodisperser Verteilung und
zylindrischer Form im Bereich des Wirkstofftransports von Vorteil: Die zylindrische Form
garantiert eine erhdhte Zirkulationszeit auf Grund der schlechteren Aufnahme durch
Makrophagen [10]. Eine schmale Molmassenverteilung ist wichtig flr eine eindeutige
Aussage Uber die Wirkungsweise der Birste, da Biodistribution und Zellaufnahme stark

von der Molmasse abhangen [7].

4.1.1.PAHMA

Poly[N-(6-aminohexyl)methacrylamid] wird lber mehrere Stufen hergestellt, die zur
Veranschaulichung in Abb. 33 zusammengefasst sind. Die genauen Vorschriften der
einzelnen Schritte kdnnen im experimentellen Teil nachgelesen werden. Fir die
Herstellung des Monomers wird nach einer Vorschrift von Stahl et. al. [198] zuerst
1,6-Diaminohexan mit Hilfe von Di-tert-butyldicarbonat an einem Aminende mit einer
Boc-Schutzgruppe versehen und das entstandene Mono-N-Boc-1,6-diaminohexan Uber
Destillation isoliert. Die verbliebene Amingruppe wird in einem zweiten Schritt mit
Methacryloylchlorid zum Methacrylamid umgesetzt, um eine polymerisierbare

Vinylgruppe einzufligen.



50 4. Synthese und Charakterisierung von zylindrischen Polypept(o)idbirsten
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Abb. 33: Veranschaulichung der Herstellung des PAHMA-TFA-Makroinitiators mit den einzelnen
Reaktionsschritten: Monomer-Synthese, CTA-Synthese, RAFT-Polymerisation und Entschiitzung

Nach der Aufreinigung des Monomers mittels Flashchromatographie kénnen im
'H-NMR-Spektrum die neu entstandenen Signale durch die Protonen der Doppelbindung

(5,3 und 5,7 ppm) und der Methylgruppe (1,9 ppm) beobachtet werden (Abb. 34).
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Abb. 34: 1H-NMR-Spektren von Mono-N-Boc-1,6-diaminohexan (rot) und N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-
diaminohexan (blau) in CDCl; (300 MHz, 293 K)
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Fir die Synthese des Makroinitiators wird die RAFT-Polymerisation (,Reversible
Addition-Fragmentation Chain Transfer”“) verwendet. Diese ermoglicht Uber einen
reversiblen Transfermechanismus, der durch ein Kettentransferagens (CTA) gesteuert
wird, eine gute Kontrolle iber das Molekulargewicht und die Verteilung des Polymers
[199,200]. Als Kettentransferagens wird Benzyl-2-Hydroxyethyl-trithiocarbonat
eingesetzt, welches nach einer Vorschrift von Skye et. al. [201] synthetisiert wird (siehe
Kapitel 8.3). Das Monomer wird in einem Verhdltnis von 700:1:0,15
(Monomer : CTA : AIBN) drei Tage bei 90°C in Anisol polymerisiert und dann mittels
mehrfacher Fallung in Diethylether von nicht umgesetztem Monomer befreit. Das
Gelpermeationschromatogramm des geschiitzten Makroinitiators in DMF (Abb. 35) zeigt
eine  monomodale Verteilung mit einem hohen Molekulargewicht von
M,, = 210.000 g/mol und einer apparenten Polydispersitdat von PDI =1,64 (Polystyrol-

Kalibrierung).

Intensitdt (RI-Detektor)

LI LA B B L | L L EL T 1 1
14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
Retentionszeit/ min

Abb. 35: GPC-Messung des geschiitzten PAHMA-Makroinitiators in DMF (PS-Kalibrierung, Polymersaule)

Im letzten Schritt werden die Boc-Schutzgruppen des geschiitzten Makroinitiators in
einer Trifluoressigsaure/Dichlormethan-Mischung liber Nacht entfernt und das als Gel
ausgefallene PAHMA mit Hilfe der Amicon-Zentrifugation in Wasser (Ausschlussgrenze
M =50 kDa) von allen Abspaltungsprodukten befreit. Die vollstandige Entschiitzung lasst
sich durch *H-NMR-Spektroskopie nachweisen, bei der das intensive Signal der Boc-
Protonen ganzlich verschwunden ist (Abb. 36). Die entschiitzten Amingruppen liegen
nun in einer protonierten Form mit TFA als Gegenion vor und kdnnen somit eine spatere

NCA-Polymerisation tiber den Schlaad-Mechanismus initiieren.
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Abb. 36: 1H—NMR—Spektren von Boc-geschiitztem PAHMA (rot) in CDCl; und entschiitztem PAHMA-TFA
(blau) in D,0 (beide 300 MHz, 293 K)
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Abb. 37: Charakterisierung von entschiitztem PAHMA in PBS-Puffer mittels statischer und dynamischer
Lichtstreuung bei 20°C: a) Zimm-Plot im Bereich von 30° und 150° (5°-Schritte) mit ¢; = 0,60 g/L,
c,=0,89g/L,c3=1,23 g/L, ¢, =1,54 g/Lund dn/dc = 0,1362 cma/g b) Bestimmung von Ry, ..o durch
Extrapolation der reziproken hydrodynamischen Radien verschiedener Konzentrationen in PBS

Zur Bestimmung der Grofle des entschiitzten Makroinitiators wird dieser in PBS-Puffer
mittels dynamischer und statischer Lichtstreuung vermessen (Abb. 37). Der
hydrodynamische Radius betragt bei unendlicher Verdiinnung Ry c-0=19,2 nm, der
mittlere Tragheitsradius entspricht Rg=31,3 nm. Aus dem erhaltenen Molekulargewicht
von M, =370.000 g/mol kann ein mittlerer Polymerisationsgrad von P, =1240

berechnet werden, was gleichzeitig auch der mittleren Anzahl der Initiatorgruppen

entspricht. Die relativ hohe Molmasse und die Polydispersitdit von 1,64 sind ein



4. Synthese und Charakterisierung von zylindrischen Polypept(o)idbiirsten 53

Anzeichen dafiir, dass die Polymerisation nicht ausschlieRlich (Gber den RAFT-

Mechanismus verlaufen ist.

4.1.2.PLL

Poly-L-Lysin (PLL) besitzt ebenfalls an jeder Wiederholungseinheit ein freies Amin. Die
Amingruppen sind jedoch nicht ganz so dicht am Riickgrat verteilt wie bei PAHMA, da sie
sich auf Grund der Peptidbindungen nur an jeder dritten anstatt jeder zweiten Position
der Hauptkette befinden. Allerdings kann PLL im Korper enzymatisch in kleinere
Fragmente bis hin zu den einzelnen Aminosauren zerlegt und somit wieder leicht aus der

Zelle transportiert werden.

Lange  PLL-Ketten mit hohem  Molekulargewicht von M >300.000 g/mol
(Viskositatsbestimmung [202]) sind als Hydrobromidsalze bei Sigma Aldrich kommerziell
erhdltlich und bieten damit die Maoglichkeit, zylindrische Vollpeptidbirsten zu
synthetisieren. Da solch grole Molmassen nicht mehr lber den NA-Mechanismus
erreicht werden kdnnen [74], wird das PLL durch eine Kondensationspolymerisation
Uber den AM-Mechanismus gewonnen und besitzt daher eine sehr breite Verteilung. Zur
Abtrennung der niedermolekularen Bestandteile wird das Polymer deswegen vor der
Verwendung mehrere Tage gegen MilliQ-Wasser dialysiert (Ausschlussgrenze
M = 300 kDa). Die Bestimmung der Polydispersitat des hochmolekularen PLL-HBr mittels
GPC erweist sich dabei als sehr schwierig, da es in organischen Losungsmitteln nur
schwer |0slich ist und wegen seiner hohen, kationischen Ladungsdichte stark mit dem
Saulenmaterial wechselwirkt (Adsorption). So erhdlt man in der HFIP-GPC eine stark
yverschmierte” Verteilung mit geringer Intensitdt und einer Polydispersitat von ca. 2,3
(Abb. 38). Fiur die Analyse mit einer wassrigen GPC fehlen monodisperse
Kalibrierungsstandards im Bereich hoher Molekulargewichte. Dennoch kann auf Grund
der Herstellung des Polylysins trotz Aufreinigung von einer Polydispersitat > 2,0
ausgegangen werden. Damit ist die Verteilung deutlich hoher als fir den selbst
hergestellten PAHMA-Initiator. Trotzdem kann der Makroinitiator exemplarisch als
Ausgangssubstanz fiir die Herstellung von Birsten mit bioabbaubarem Riickgrat

verwendet werden (,proof of concept”).
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Abb. 38: GPC-Messung von PLL-HBr in HFIP. Rechts ist die Strukturformel des Polymers abgebildet
(PMMA-Kalibrierung)

Zur Bestimmung der GroRe des PLL-Makroinitiators wird dieser in PBS-Puffer mittels

dynamischer und statischer Lichtstreuung vermessen (Abb. 39). Der hydrodynamische

Radius betragt bei unendlicher Verdinnung Ry -0 = 38,6 nm. Aus der Statik erhdlt man

den mittleren Tragheitsradius Rg= 57,6 nm und eine Molmasse von M,, = 590.000 g/mol,

was einem mittleren Polymerisationsgrad von P,, = 2812 entspricht, der damit mehr als

doppelt so grof’ ist wie der von PAHMA-TFA.
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Abb. 39: Charakterisierung von PLL-HBr in PBS-Puffer mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung bei
20°C: a) Zimm-Plot im Bereich von 30° und 150° (5°-Schritte) mit c; = 0,2 g/L, ¢, = 0,42 g/L, c; = 0,65 g/L,
¢2=0,83 g/L, cs = 1,06 g/L und dn/dc = 0,176 cm’/g b) Bestimmung von Rp.c=0 durch Extrapolation der
reziproken hydrodynamischen Radien verschiedener Konzentrationen in PBS
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Das CD-Spektrum des chiralen Makroinitiators in Wasser (Abb. 40) zeigt die erwartete
»Random Coil“-Struktur auf Grund der gegenseitigen AbstoBung der positiven Ladungen

[203].
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Abb. 40: CD-Spektrum von PLL-HBr in Wasser mit ¢ = 0,13 g/L bei 20°C

4.1.3.Zusammenfassung

Es konnen zwei verschiedene Makroinitiatoren hergestellt und charakterisiert werden,
deren Polymerisationsgrad hoch genug ist, um spater Blirsten mit zylindrischen
Strukturen zu erzeugen. PAHMA-TFA wird mittels RAFT-Polymerisation synthetisiert und
besitzt mit PDI=1,64 eine akzeptable Polydispersitat fiir seine Molmasse von
M,, = 370.000 g/mol. Das bioabbaubare PLL-Hydrobromid wird kommerziell erworben
und besitzt mit einem Polymerisationsgrad von ca. P,,=2812 fast doppelt so viele
Endgruppen wie PAHMA. Allerdings kann die breite Polymerverteilung bei spateren
biologischen Anwendungen zu Problemen fiihren. Die Charakteristika beider

Makroinitiatoren sind noch einmal in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Charakteristika der beiden hergestellten Makroinitiatoren

Makroinitiator | R Rq My P Ra/Ry A, -~ PDI
/nm /nm / g-mol / mol-cm™g
PAHMA-TFA | 19,2 31,3 3,7-10° 1240 1,63 2,5-10* 1,64

PLL-HBr 38,6 57,6 5,9-10° 2812 1,49 6,8-10° (2,30)
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4.2. N-Carboxy-Anhydride

Fir die Herstellung der Polypep(o)tid-Seitenketten der Birste werden N-Carboxy-
Anhydride benétigt. Diese lassen sich gut mittels der Fuchs-Farthing-Methode
darstellen, bei der lGber Phosgen der Ringschluss einer Aminosaure erfolgt. In dieser
Arbeit wird jedoch auf die Verwendung des gasformigen und hochgefahrlichen Phosgens
verzichtet und stattdessen auf leichter handhabbares Di- oder Triphosgen
zuriickgegriffen [70,71], welches erst durch Thermolyse im ReaktionsgefaR zu den

entsprechenden Aquivalenten an Phosgen zerfillt (Abb. 41).

o [¢]
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H H

Abb. 41: Reaktionsschema fiir die Herstellung der N-Carboxy-Anhydride

Mit Hilfe von Lysinen lassen sich Polypeptide generieren, die spater positive Ladungen
enthalten. Da die e-Amin-Gruppen des Lysins auch mit Phosgen reagieren oder gar selbst
eine Polymerisation initiieren konnen, missen diese wahrend der Reaktion im
geschitzten Zustand vorliegen. Deswegen wird in dieser Arbeit kommerziell erhaltliches
Z- (Benzyloxycarbonyl) und TFA- (Trifluoracetyl) geschiitztes Lysin zum jeweiligen NCA
umgesetzt. Fiir die Polymerisation eines hydrophilen Blocks mit der Fahigkeit zum
,Stealth“-Effekt dient Sarkosin-NCA (siehe Kapitel 2.3.3). Da bei der Reaktion zahlreiche
Nebenprodukte entstehen, die eine spatere Polymerisation stark storen (siehe Kapitel
2.2.3), ist eine intensive Aufreinigung der NCA-Monomere unumganglich. Wegen ihrer
hohen Sensitivitdit gegenliber Feuchtigkeit, Warme und Nukleophilen ist eine
Aufreinigung (ber Sdulenchromatographie aber nur schwer moglich [204]. Lysin-NCA
wird daher mehrmals aus einem trockenen Hexan/Ethylacetat-Gemisch umkristallisiert.
Sarkosin-NCA bietet den groRBen Vorteil, dass es liber Sublimation in einer hochreinen

Form erhalten werden kann.
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Abb. 42: a) FT-IR-Spektrum und 1H-NMR-Spektrum (DMSO-dGI 300 MHz, 293 K) von Sar-NCA b) FT-IR-
Spektrum und "H-NMR-Spektrum (CDCl3,300 MHz, 293 K) von Lys(Z)-NCA c) FT-IR-Spektrum und 'H-NMR-

Spektrum (CDsCN 300 MHz, 293 K) von Lys(TFA)-NCA
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Die erfolgreiche Synthese aller drei NCA ldsst sich iber IR- und NMR-Spektroskopie
belegen (Abb. 42). Vergleicht man die IR-Spektren der N-Carboxy-Anhydride mit den
korrespondierenden Aminosauren, tauchen bei ungefahr 1850 cm™ und 1750 cm™ zwei
neue Banden auf, die charakteristisch fir zyklische Anhydride sind (asymmetrische +
symmetrische Carbonyl-Streckschwingung). Im 1H—NMR—Spektrum ist vor allem das
Signal des Ringprotons im Bereich von 4,2 bis 4,5 ppm ein eindeutiges Zeichen fir einen
erfolgreichen Ringschluss. Zum Teil sind unbekannte Signale mit niedriger Intensitat in
den Spektren zu erkennen. Diese missen nicht von Verunreinigungen im Monomer
stammen, sondern lassen sich auch durch die Reaktion von NCA mit geringen Spuren an

Wasser im deuterierten Losungsmittel erklaren.
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4.3. Poly(Sarkosin)-Biirsten

Polysarkosin gilt, wie schon zuvor in Kapitel 2.3.3 beschrieben, als potentielle Alternative
fir Polyethylenglycol (PEG), da es (iber einen ausgepragten ,Stealth“-Effekt verfligt und
somit Proteinwechselwirkungen im Koérper minimieren kann. Bisher wurde eine Reihe
von Nanocarriern mit Polysarkosin als Bestandteil verdffentlicht [121-124]. Jedoch
existieren bislang noch keine Arbeiten Uber molekulare, zylindrische Sarkosinbiirsten,
obwohl die langliche Form gepaart mit der guten Vertraglichkeit durch den ,Stealth”-
Effekt und der hohen Dichte an funktionellen Gruppen die Polymere sehr interessant fir
die Verwendung als ,,Drug Delivery“-Systeme machen (siehe Kapitel 2.4.5). Die nachsten
Unterkapitel beschaftigen sich deshalb mit der ,grafting from“-Synthese solcher
Strukturen Uber den PAHMA- bzw. PLL-Makroinitiator, sowie deren Charakterisierung

und anschlieBender Azidfunktionalisierung.

4.3.1.PSarPAHMA_Byirste

Flir die Synthese der Polysarkosinbirste wird der PAHMA-Makroinitiator in reinem DMF
geloést und mit Sarkosin-NCA bei 45°C unter Argon-Atmosphdre umgesetzt. Der
Polymerisationsgrad der Seitenkette wird unter der Annahme einer vollstandigen
Umsetzung aller Initiatorgruppen durch das Monomer-Initiator-Verhaltnis [M]/[I] = 53

eingestellt.

x
/ o H
NH, * HX HyC N H
-n COZ | n
o CHs
Spacer HX
N o
Fir PAHMA:
iir \n/ N(H,C) TFA
[¢]
Fur PLL: —(CHp)y— HBr

Abb. 43: Reaktionsgleichung der Polysarkosinbiirste basierend auf den PAHMA- bzw. PLL-Makroinitiator
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Nach drei Tagen wird die DMF-Reaktionslosung mittels DMF-GPC analysiert (Abb. 44a).
Dabei zeigt sich durch die Integration des RI-Signals (siehe Kapitel 4.5.1.1), dass das
Sarkosin-NCA fast vollstandig in den Makroinitiator eingebaut wurde und nur ca. 5%
lineare Verunreinigungen mit einer Molmasse von M,,= 2200 g/mol entstanden sind.
Diese kdonnen z.B. durch den Zerfall von DMF zu Dimethylamin wahrend der Reaktion
initilert worden sein oder von minimalen Mengen an unverbrauchtem NCA stammen,
welches wahrend des GPC-Saulendurchgangs durch dort befindliche Nukleophile
polymerisiert wurde. Der AM-Mechanismus kann auf Grund des methylierten Stickstoffs
ausgeschlossen werden. Die apparente Polydispersitat des Birstensignals betragt
PDI =1,72 (Polystyrolkalibrierung). Nach der Fallung in Diethylether ist die Sarkosin-

blirste sehr gut in Methanol, HFIP und Wasser |6slich.

PAHMA

Tabelle 4: Eingestellter und aus der GPC erhaltener, mittlerer Polymerisationsgrad der PSar -Biirste

sowie ihr Loslichkeitsverhalten

Birste |P5ar(theo.) Osa (GPC)  Psa (GPC) Loslichkeit

PSar™ARMA 53 95% 50 MeOH, H,O, DMF, HFIP

[
-~

o
~—~

LM | PSar-Biirste

PSar-Biirste |

Intensitit (RI-Detektor)
Intensitit (RI-Detektor)

1 AN lin PSar |

LM
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Abb. 44: GPC-Elutionsdiagramm von a) der pSarAtMA

Polymersdule) und b) der aufgereinigten pPSarAHMA

Losungsmittel

-Reaktionslosung in DMF (PS-Kalibrierung,
-Birste in HFIP (PMMA-Kalibrierung). LM =

Um die kleinen, linearen Bestandteile abzutrennen, wird die Birste lber Amicon-
Zentrifugation (Ausschlussgrenze M = 50 kDa) in Wasser aufgereinigt. Dabei entsteht ein

Ausbeuteverlust von fast 50% durch attraktive Wechselwirkungen der leicht positiv
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geladenen Sarkosinbiirste mit der Amicon-Membran. Dafiir kann aber der
niedermolekulare Rest erfolgreich abgetrennt werden, wie in der HFIP-GPC zu sehen ist
(Abb. 44b). Die apparente Polydispersitdt der Biirste betragt PDI=1,68 (PMMA-

Kalibrierung) und dhnelt der Verteilung des eingesetzten PAHMA-Makroinitiators.

Das 1H-NMR—Spektrum zeigt zwei breite Signale der Methylen- und Methylgruppen der
Polysarkosin-Seitenketten im Verhaltnis von 2:3 (Abb. 45). Protonen des Riickgrats sind
wegen ihrer geringen Zahl im Vergleich zu den Sarkosin-Wiederholungseinheiten nicht
zu erkennen, sodass mit *H-NMR keine Aussage tiber den mittleren Polymerisationsgrad

durch Integration der Signale moglich ist.
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Abb. 45: '"H-NMR-Spektrum von PSar”"™ in MeOD (300 MHz, 293 K)

Als  Nachweis flir die Entstehung zylindrischer  Strukturen dient die
Rasterkraftmikroskopie (Abb. 46a). Die in Wasser durch Spin Casting aufgetragene Probe
zeigt langliche, wurmartige Polymere und beweist somit die erfolgreiche Synthese von
zylindrischen  Polysarkosinblrsten. Wegen der erhohten Polydispersitdt des
Makroinitiators sind auch kleinere Birstenstrukturen erkennbar. Das Ausmessen von
ungefahr 200 Biirsten liefert eine mittlere Konturldnge von L,=118,6 nm und

Lw=178,2 nm.
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b)
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Abb. 46: a) AFM-Aufnahme (Hohenbild) der pSar"™A_Biirste auf Mica (Spin Casting mit c= 0,005 g/L in
MeOH) b) CD-Spektrum von PSar "™ in Wasser mit ¢ = 0,1 g/L bei 20°C

Die Polysarkosinbirste wird weiter in der dynamischen und statischen Lichtstreuung
charakterisiert (Abb. 47). Der Verlauf des hydrodynamischen Radius der Biirste ist kaum
konzentrationsabhangig und betragt in MeOH (5 mM LiBr) bei unendlicher Verdiinnung
Rhc-0=40,4 nm. Die statische Lichtstreuung ermittelt einen Tragheitsradius von
Rg = 64 nm bei einer Molmasse von M,, = 4,92-106 g/mol. Der zweite Virialkoeffizient A,
ist schwach positiv. Sowohl der hydrodynamische Radius als auch der Tragheitsradius
haben sich im Vergleich zum reinen Makroinitiator nahezu verdoppelt und zeigen, dass

sich die Topologie von Knadul zu Stabchen stark verandert hat.
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Abb. 47: Charakterisierung von pSar”*"™Ain MeOH (5 mM LiBr) mittels statischer und dynamischer

Lichtstreuung bei 20°C: @) Zimm-Plot im Bereich von 30° und 150° (5°-Schritte) mit c; = 0,061 g/L,
c,=0,091g/L,¢c3=0,121g/L, c, = 0,151 g/L und dn/dc = 0,1915 cm3/g b) Bestimmung von Ry, durch
Extrapolation der reziproken hydrodynam. Radien verschiedener Konzentrationen in MeOH (5 mM LiBr)
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Da das Molekulargewicht des Makroinitiators aus Kapitel 4.1.1 bekannt ist, kann das
theoretisch erwartete Molekulargewicht der Birste mit dem experimentell ermittelten
verglichen werden. Die theoretische Molmasse MEZ der Biirste setzt sich dabei
zusammen aus dem Gewichtsmassenmittel der Hauptkette M[* und dem
Gewichtsmassenmittel aller Seitenketten, welches durch Multiplikation der Molmasse
einer Seitenkette M3¥ mit der Zahl aller vorhandenen Initiatorgruppen in der Biirste
errechnet werden kann. Die Gesamtzahl der Initiatorgruppen ist dabei gegeben durch

das Gewichtsmittel des Polymerisationsgrades der zu Grunde liegenden Hauptkette PIk:
ME = M3¥ - Bk + Mk (24)

Das Gewichtszahlenmittel einer Seitenkette errechnet sich aus dem realen, mittleren
Polymerisationsgrad Pflk, der durch die Betrachtung des GPC-Flachenanteils der Biirste o
mit dem eingestellten Monomer-zu-Initiator-Verhaltnisses ermittelt werden kann,
multipliziert mit der Molmasse der Wiederholungseinheit der eingebauten Aminosaure

wdh .
Mg.™":

[NCA]

Myt = B - MGt = RN Mg (25)
Eingesetzt in Formel (24) erhalt man:
NCA
M5;=[ ]-U-MS”,/(dh - Bk + Mtk (26)

Mit MSV',/(dh =71,08 g/mol fur die Sarkosin-Wiederholungseinheit, P‘f,”‘ =1240 sowie
M[* =370.000 g/mol als Parameter fiir den PAHMA-Makroinitiator und unter
Berlicksichtigung, dass laut GPC 95% des eingesetzten Sarkosin-NCA eingebaut wurde
(0=0,95), kann mit Formel (26) ein theoretisches Gewichtsmassenmittel der
Sarkosinbiirste von ME = 4,83-10° g/mol berechnet werden. Dieser stimmt sehr gut mit
dem experimentell ermittelten Wert von M, =4,92-106 g/mol aus der statischen

Lichtstreuung Gberein.

Zum Schluss wird die Biirste noch in einer wassrigen Losung mittels CD-Spektroskopie

analysiert (Abb. 46b). Wie zu erwarten zeigt die Polysarkosinbiirste auf Grund des



64 4. Synthese und Charakterisierung von zylindrischen Polypept(o)idbirsten

Fehlens von chiralen Gruppen keine Absorptionsdifferenz zwischen links- und
rechtszirkular polarisiertem Licht. Dies kann spater dazu genutzt werden, um bei
Diblockbirsten mittels CD-Spektroskopie den Lysingehalt zu bestimmen (siehe

Kapitel 4.5.1.2).

4.3.2.PSarPlL-Biirste

Die Synthese der Polysarkosinbiirste wird mit dem PLL-HBr-Makroinitiator wiederholt.
Allerdings ist die Verwendung von entschiitztem Polylysin komplexer, da es sich zwar
sehr gut in Wasser, aber nur schwer in den meisten organischen Losungsmittel |6sen
lasst. Eine Ausnahme bildet DMSO, sofern PLL mehrere Tage darin gelost wird. DMSO st
zwar als aprotisches Losungsmittel im Allgemeinen fiir die NCA-Polymerisation geeignet,

PARMA_Birste aus Kapitel 4.3.1 nicht darin. Damit es zu keiner

jedoch 16st sich die PSar
ungewollten Ausfallung der Biirste wahrend der Reaktion kommt, wird zu der PLL-
DMSO-L6sung trockenes DMF getropft, bis ein Volumenverhaltnis (DMSO/DMF) von 1:3
erreicht ist. Da DMF ein schlechtes Losungsmittel fiir PLL-HBr darstellt, muss die DMF-
Zugabe sehr langsam erfolgen, um es in Lésung zu halten. Danach wird Sarkosin-NCA
zugegeben und drei Tage unter Argon-Atmosphare bei 45°C polymerisiert. Der

Polymerisationsgrad wird unter der Annahme, dass eine 100%ige Initiierung stattfindet,

auf Psy = 52 eingestellt.

Das Gelpermeationschromatogramm der Reaktionslésung in DMF zeigt, dass keine
linearen Verunreinigungen entstanden sind (Abb. 48a). Analysiert man hingegen die
gefallte Blrste in der besser aufgelosten HFIP-GPC, erkennt man, dass ein kleiner Teil
des Makroinitiators nicht oder nur wenig mit NCA reagiert hat (Abb. 48b). Ursache
hierfiir ist wahrscheinlich das partielle oder vollstandige Ausfallen einiger PLL-Ketten in
dem schlechteren Loésungsmittel DMF trotz langsamer Transferierung. Betrachtet man
das Flachenverhaltnis im RI-Signal, fallen 91,6% der Flache auf die Sarkosinbirste. Die
apparente Polydispersitat der Birste liegt ohne Berlicksichtigung des niedermolekularen
Signals bei PDI=1,73 (PMMA-Kalibrierung). Allerdings wird die Verteilung wegen der
Biirstenelution nahe der oberen Ausschlussgrenze und durch das Abschneiden des

niedermolekularen Peaks verfalscht. Die unverbrauchten Makroinitiatorreste sind so
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groR, dass sie auch durch anschlieBende Amicon-Zentrifugation mit einer

Ausschlussgrenze von M = 100 kDa nicht abgetrennt werden kénnen.
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Abb. 48: GPC-Elutionsdiagramm von a) der PSarPLL-Reaktionslﬁsung in DMF (PS-Kalibrierung,
Oligomersaule) und b) der gefallten PSar’"-Biirste in HFIP (PMMA-Kalibrierung). LM = Lésungsmittel

Abb. 49: AFM-Aufnahme der PSar"™"-Biirste auf Mica (Spin Casting mit c= 0,01 g/L in H,0). Links:
Hohenbild; Rechts: Amplitudenbild

Auch PSar™ besitzt eine zylindrische Konformation, wie sich in der AFM-Aufnahme in
Abb. 49 erkennen ldsst. Unter den langen, wurmartigen Birstenpolymeren sieht man
aber auch zahlreiche kleinere Strukturen, die mitunter von den nur gering umgesetzten
Makroinitiatorketten stammen kdénnen. Dieser Versuch zeigt dennoch, dass aus
hochmolekularem PLL unter geeigneten Bedingungen zylindrische Birsten erzeugt

werden kénnen (,proof of concept”). Im Vergleich zu der Aufnahme von PSar""™MA
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erscheint PSar™*

trotz des doppelt so groRen Polymerisationsgrades im AFM nicht
wesentlich groBer. Eventuell liegt die Blirste nicht vollends gestreckt vor, da sie eine
geringere  Pfropfungsdichte besitzt. Allerdings widerspricht der gemessene
hydrodynamische Radius der Biirste von Ry, -0 = 63,5 nm dieser Annahme (Abb. 50b). Im
Vergleich zum reinen PLL-Makroinitiator ist der hydrodynamische Radius um das

1,6-fache gestiegen und weist eindeutig eine stark elongierte Konformation auf.

Fir die statische Lichtstreuung in PBS-Puffer wird die eingewogene
Massenkonzentration auf den tatsdchlichen Anteil der hochmolekularen Birste
korrigiert (91,6% laut HFIP-GPC). AulRerdem wird flir die Messung in PBS das in MeOH

PAHMA verwendet, da sich der Brechungsindex

ermittelte Brechungsinkrement von PSar
von Wasser und Methanol bei 20°C kaum unterscheiden (ny.oy = 1,329; ny,o = 1,330)
und die Einflisse der unterschiedlichen Makroinitiatoren auf das Brechungsinkrement
wegen des hohen Sarkosinanteils vernachldssigbar sind. Man erhalt nach Korrektur ein
Molekulargewicht von M, = 10,4-10° g/mol sowie einen Tragheitsradius von

Rg = 97,7 nm (Abb. 50a). Der zweite Virialkoeffizient A; ist schwach negativ.
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Abb. 50: Charakterisierung von PSar™" in PBS-Puffer mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung bei
20°C: a) Zimm-Plot im Bereich von 30° und 150° (5°-Schritte) mit ¢; =4, mg/L, c, = 7,7 mg/L,

c3=11,5 mg/L, ¢, = 15,6 mg/L, cs = 19,2 mg/L und dn/dc = 0,1915 cm’/g b) Bestimmung von Ry, ..o durch
Extrapolation der reziproken hydrodynamischen Radien verschiedener Konzentrationen in PBS

PLLBiirste lasst sich auch hier

Das theoretisch erwartete Massengewichtsmittel der PSar
wieder mit Formel (26) berechnen, wenn man die Werte fiir den PLL-Makroinitiator

Pfk =2812 und MIF =590.000g/mol und den eingestellten, mittleren
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Polymerisationsgrad der Polysarkosin-Seitenketten PS¥= 52 einsetzt. Man erhilt fiir das
theoretische Massengewichtsmittel der Biirste den Wert ME = 11,0-10° g/mol, der nur
ungefahr 5,5% von dem experimentell ermittelten Wert aus der statischen Lichtstreuung

abweicht.

PLL_Biirste mittels

Auf Grund der optischen Aktivitat des PLL-Makroinitiators wird die PSar
CD-Spektroskopie in wassriger Losung untersucht (Abb. 51). Wegen des geringen PLL-
Bestandteils ist die erhaltene Elliptizitat nur schwach ausgepragt. Trotzdem kann man

einen Verlauf erkennen, der fur Helixstrukturen charakteristisch ist.
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Abb. 51: CD-Spektrum von PSar’™ in Wasser mit ¢ = 0,15 g/L bei 20°C

4.3.3.Azidfunktionalisierung

Sollen die Sarkosinblirsten spater als medizinische , Drug Delivery“-Systeme, z.B. in der
Krebsimmuntherapie verwendet werden, miissen neben Farbstoffen fiir das Monitoring
auch bioaktive Substanzen wie Antikorper, Antigene oder CpG an die Blirste angebracht

werden. Die freien Aminendgruppen der Polysarkosin-Seitenketten eignen sich
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besonders gut fiir die Aktivesterkonjugation, beispielsweise mit NHS-Estern [205]. Die
Konjugation mittels NHS wird in wasserfreien Losungsmitteln durchgefiihrt, weil der
Umsatzverlust in Wasser durch die schnelle Hydrolyse der Aktivester hoch ist. Da aber
die meisten Proteinstrukturen in organischen Losungsmitteln ihre Bioaktivitat durch
irreversible Umfaltungen verlieren [206], ist ihre Umsetzung nur in Wasser unter Einsatz
groRer Uberschiisse des meist kostspieligen NHS-Esters méglich. Eine andere,
vielversprechende Biokonjugationsvariante stellt die Klickchemie von Aziden mit Alkinen
dar. Die 1,3-dipolare Cycloaddition kann auch ohne die biologisch schadlichen Cu(l)-
Katalysatoren [207] bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden, indem die Ringspannung
cyclischer Oktinverbindungen ausgenutzt wird [208,209]. Die Reaktion ist hochspezifisch
und liefert auch in Wasser hohe Umsatze. Deswegen werden die hergestellten
Polysarkosinbiirsten PSar”"™A und Psar’™ fur eine spatere, effiziente und vertragliche
Biokonjugation mit Azidgruppen funktionalisiert. Hierflr eignet sich besonders die
Carbonyldiimidazol-unterstiitze Reaktion der Amingruppen mit Azidoessigsaure. Dabei
wird in einer ,One pot“-Synthese zuerst Azidoessigsdaure mit CDI zu einem aktivierten
Acylimidazol-Derivat umgesetzt, welches dann in einem zweiten Schritt mit den

Aminendgruppen der Biirste reagiert [210].
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Abb. 52: Reaktionsschema fiir die Azidfunktionalisierung der auf PAHMA- bzw. PLL- basierenden
Polysarkosinbiirsten

Im letzten Schritt bewahrt sich die Zugabe einer &quivalenten Menge von
Diisopropylethylamin (DIPEA), welche die Ammoniumendgruppen der Seitenketten
deprotoniert und somit fiir den nukleophilen Angriff an das Acylimidazol-Derivat

aktiviert.
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Die Reaktion wird in wasserfreiem DMF durchgefiihrt, sodass eine Hydrolyse der
reaktiven Substanzen vermieden wird. Alle verwendeten Edukte sind kostengiinstig und
kénnen in einem groRen Uberschuss eingesetzt werden, um die Kopplungs-
wahrscheinlichkeit zu erhéhen. Dabei sollte darauf geachtet werden, dass im Verhaltnis
mehr Azidoessigsaure als CDI vorgelegt wird, um die Reaktion zwischen nicht
umgesetztem CDI und der Birste und einer damit einhergehenden Verbrickung zu
verhindern. Uberschiissige niedermolekulare Edukte und Nebenprodukte kénnen nach
der Reaktion mit Hilfe der Amicon-Zentrifugation (Ausschlussgrenze M =50 kDa) in
Wasser leicht von der Biirste abgetrennt werden. Im IR-Spektrum der aufgereinigten,
azidfunktionalisierten Birsten l4sst sich bei 2100 cm™ die typische Azidschwingungs-

bande erkennen (Abb. 53). Die Verwendung von DIPEA ist der Schlisselschritt flir eine

hohe Azidfunktionalisierung.
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Abb. 53: a) FT-IR-Spektrum der aufgereinigten N3-PSar™"™A_ Biirste nach der Azidfunktionalisierung mit

(blau) und ohne (rot) DIPEA-Zusatz b) FT-IR-Spektrum der aufgereinigten Ns-PSar’--Biirste nach der
Azidfunktionalisierung mit DIPEA-Zusatz

Um die maximale Zahl aller erreichbaren Azidgruppen zu ermitteln, werden in der
Diplomarbeit von _ die funktionalisierten Polysarkosinbirsten
N3-PSar™"™A und Ns-PSar”™ mit einem Uberschuss an Alexa Fluor 488 DIBO-
Fluoreszenzfarbstoff mit Hilfe der kupferfreien Klickchemie markiert. Unter der

Beriicksichtigung der auftretenden Fluoreszenzquenching-Effekte kann Uber



70 4. Synthese und Charakterisierung von zylindrischen Polypept(o)idbirsten

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie (FCS) eine mittlere Anzahl von 275 Farbstoffen
pro Polymerbiirste fur PSar”*"™”" und 86 Farbstoffe fiir PSar’™" detektiert werden, was bei
einem 100%igen Farbstoffumsatz 275 bzw. 86 Azidgruppen pro Polymer entspricht. Flr
die Bestimmung des prozentualen Azidgehalts in der Biirste, wird die Anzahl aller
Seitenketten in der Biirste bendtigt. Unter Annahme einer 100%igen Pfropfdichte
entspricht diese dem Zahlenmittel des Polymerisationsgrades der Hauptkette PA¥,
welcher wiederum liber das Gewichtsmittel des Polymerisationsgrads P,, des zu Grunde

liegenden Makroinitiators (Ini.) und dessen Polydispersitat bestimmt werden kann:

o _ . B,Uni)
Pk (Biirste) = P,(Ini) = DI (Ini) (27)

Man erhalt fir PSar"AHMA

ungefahr eine Azidgruppe an jeder 3. Seitenkette (36%) und flr
Psar™ ca. eine Azidgruppe an jeder 14. Seitenkette (7%). Hierbei ist zu beachten, dass
der PDI des PLL-Makroinitiators nicht genau bekannt ist und auf 2,3 angenommen
wurde. Fur Birsten, die durch ,grafting from“ erhalten werden, ist die Annahme einer
50%igen Pfropfungsdichte meist wesentlich realisitischer. Demzufolge verdoppelt sich
der Grad der Azidfunktionalisierung fir PSar”"™A auf 72% und fir PSar’™ auf 14%. Es
bleibt ungeklart, warum die PSar""'-Biirsten weitaus weniger effizient funktionalisiert

werden kénnen. Allerdings reicht die erhaltene Anzahl der Azidgruppen in der Regel fiir

eine effektive Biokonjugation mit Antikérpern, Antigenen usw. aus.

Wie in Tabelle 5 ersichtlich, unterscheidet sich der hydrodynamische Radius der

N3-PSar™A"MA

-Blirste aus der aufgereinigten, wassrigen Losung zunachst nicht von dem
der reinen Biirste. Trotz Anbringung hydrophober Azid-Reste tritt also keine Aggregation
ein. Erst nachdem die Birstenlosung gefriergetrocknet wurde, kann eine leichte
Aggregation nach dem Wiederauflosen in Wasser detektiert werden. Der
hydrodynamische Radius steigt um 12nm an, d.h. die Autokorrelationsfunktion
verschiebt sich in Richtung grofRerer Aggregate. Die Kiivette wird insgesamt 10 Tage
stehen gelassen und immer wieder vermessen. Wie man in Abb. 54 erkennt, l6sen sich

mit der Zeit die Aggregate langsam wieder auf und die Autokorrelationsfunktion ndhert

sich stetig an die der nicht gefriergetrockneten Probe an.
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Tabelle 5: Der ermittelte hydrodynamische Radius Ry, der azidfunktionalisierten N;-PSar

PAHMA 4 ..
-Blirste nach

verschiedenen Behandlungsstadien (direkt nach der Aufreinigung oder nach Gefriertrocknung mit

PAHMA

verschiedenen Losungszeiten) im Vergleich zur reinen, gefriergetrockneten PSar -Blrste. Die
vorgelegte Konzentration betragt bei allen Messungen 0,02 g/L in PBS-Puffer
Burste Behandlung Losungszeit/ h R/ nm
PSarPAHMA Nach Gefriertrocknung 2h 40,4
N5-PSarPARMA Nach Aufreinigung - 39,5
N;-PSarPAHMA Nach Gefriertrocknung 2h 51,9
N;-PSarPAHMA Nach Gefriertrocknung 24h 48,2
N5-PSarPARMA Nach Gefriertrocknung 48h 45,4
N;-PSarPARMA Nach Gefriertrocknung 240h 40,8
1,0
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
= 05
[=]
0,4 -
| n. Aufreinigung
0.3 i n. Gefriertr. (2h)
0,2 n. Gefriertr. (24h)
1 n. Gefriertr. (48h)
0.1 n. Gefrietr. (240h)
0,0 ~rre——rrrrr MR AL ALY T
10 10° 10° 10" 10" 10"

Abb. 54: Biexponentielle Fit-Funktionen der Autokorrelationsfunktionen der aufgereinigten N;-PSar

q-t/cm™ms

PAHMA

Burste vor und nach der Gefriertrocknung mit verschiedenen Lésungszeiten in PBS-Puffer (c = 0,02 g/L) bei

30°

4.3.4.Zusammenfassung

Polysarkosinbiirsten kdnnen mit Hilfe der ringd6ffnenden NCA-Polymerisation ausgehend

von einem PAHMA- bzw. PLL-Makroinitiator in hohen Ausbeuten und mit guter Kontrolle

Uber den Polymerisationsgrad hergestellt werden. Sie folgen dabei wegen ihres

methylierten Stickstoffs ausschlieflich dem NA-Mechanismus. Dabei muss bei der
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PSar’"-Biirste auf ein sehr vorsichtiges Transferieren des PLL-Makroinitiators von DMSO
in DMF geachtet werden, um nicht schwer abtrennbare, unverbrauchte Makroinitiator-
ketten beizubehalten. Beide Biirsten zeigen unter dem Rasterkraftmikroskop
zylindrische  Strukturen. Die PSar “-Biirste besitzt infolge des lingeren PLL-
Makroinitiators eine fast doppelt so hohe Molmasse M,, und ist in ihren Radien Ry

PAHMA Biirste (siehe Tabelle 6). Die

und Ry um das ca. 1,5-fache gréRer als die PSar
Polydispersitdat beider Birsten ist auf Grund ihrer Elution an der oberen
Ausschlussgrenze schwer einzuschatzen. Sie liegt aber bei beiden in einem hdheren
Bereich. Mit einer anschlieBenden Umsetzung Uber eine aktivierte Azidoessigsaure
kdnnen den Birsten eine groRe Zahl von Azidgruppen zugefiigt werden, die fir eine
effiziente Biokonjugation verwendet werden kénnen. Hierbei zeigt die Birste trotz

Kopplung mit den hydrophoben Azidgruppen nur ein geringes, reversibles

Aggregationsverhalten.

Tabelle 6: Charakteristika der beiden hergestellten Polysarkosinbirsten

. Rh Rg MW PSar Rg/Rh Az PDl
Burste / nm / nm /g-mol*  (GPC) /mol-cm®*g?  (GPC)
PSarPAHMA 40,4 64,0 4,9-10° 50 1,58 2,1-10° 1,72

Psar™ | 635 976 10410° 52 154  -6810° 174
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4.4. Poly(L-Lysin)-Biirsten

Die ersten zylindrischen Polylysinbiirsten wurden von Bin Zhang in der Arbeitsgruppe
Schmidt im Jahre 2004 hergestellt [15]. Zwar konnten die Birsten mittels AFM und CD-
Spektroskopie charakterisiert werden, zeigten aber im geschiitzten und entschitzten
Zustand eine unerklarte Aggregatbildung, die bis zur vollstandigen Unloslichkeit der
Polymere reichte. In der darauffolgenden Arbeit gelang es - zwei PLL(Z)-Biirsten
mit unterschiedlich langen Seitenketten zu synthetisieren und aggregatsfrei zu

charakterisieren [16].

PAHMA-TFA \(HZC)G/ N’} * CF;COOH
[ In
o) o) H
(o]
)4
N C

Abb. 55: Reaktionsgleichung der PLL(TFA)- bzw. PLL(Z)-Birsten am Beispiel des PAHMA-Makroinitiators

Flr die Reproduktion dieser PLL-Birsten wird der in Kapitel 4.1.1 hergestellte PAHMA-
Makroinitiator in reinem DMF gelost und mit Lys(Z)-NCA oder Lys(TFA)-NCA bei 45°C
unter Argon-Atmosphdre umgesetzt. Nach drei Tagen sind die typischen NCA-
Schwingungsbanden bei 1856 cm™ und 1737 cm™ im IR Spektrum verschwunden und die
Polymerisationslosung wird mittels DMF-GPC vermessen (Abb. 56). Das Ammoniumsalz
soll den AM-Mechanismus unterdriicken (siehe Kapitel 2.2.3b), trotzdem zeigt das GPC-
Elutionsdiagramm der DMF-Reaktionslosungen, im Gegensatz zu der Sarkosinblirsten-
Synthese, eine erhebliche Menge an linearer Verunreinigungen (40-60%, ermittelt durch
die Flache des RI-Signals). Wahrend Sarkosin-NCA in einer hochreinen Form Uber
Sublimation erhalten werden kann, ist die vollstandige Abtrennung aller

Verunreinigungen von Lysin-NCA durch mehrmalige Umkristallisation weitaus
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schwieriger. Schon geringe Spuren von Verunreinigungen (wie z.B. HCI) reichen aus, um
lineare Polypeptide zu erzeugen (siehe Kapitel 2.2.3). Auf Grund der relativ langsamen
Reaktionszeit des Makroinitiators und der erhéhten Temperatur kann auch der
thermische Zerfall von DMF zu Dimethylamin fiir die Entstehung linearer Verunreinigung

in Betracht gezogen werden.

1,0
PLL(TFA)-Biirste

0,8 [

0,6 - [

0,4 | |

Lin. PLL(TFA)

Intensitat (RI-Detektor)

0,2+

0,0 \ _ |

Retentionszeit / min

PAHMA

Abb. 56: GPC-Elutionsdiagramm der Reaktionslésung einer PLL-Biirste am Beispiel der PLL(TFA)
Biirste aus Reihe 5 der Tabelle 7 in DMF (PS-Kalibrierung, Oligomersaule)

Weitaus problematischer ist jedoch das Verhalten der geschiitzten PLL-Biirsten in
hoheren Konzentrationen oder nach der Fallung in Diethylether. Bei einer NCA-
Konzentration von c¢ > 0,2 g/L geliert die Birste im Reaktionsmedium und kann auch
durch anschlieBende Verdiinnung in DMF nicht mehr gelost werden (Organogelbildung).
Wird die Monomerkonzentration bei der Reaktion unter dem kritischen Wert gehalten,
bleibt die Biirste wahrend der Reaktion in Lésung und kann auch durch einen 450 nm
Spritzenfilter ohne Ausbildung eines Gegendrucks filtriert werden. Wird die Birste
danach allerdings in Diethylether gefallt und getrocknet, lasst sich ihr Niederschlag auch
nach langen Losungszeiten in keinem gdngigen Losungsmittel (HFIP, TFA, DMF, MeOH,
DMSO) mehr l6sen. Dieses Verhalten dhnelt dem Verhalten der PLL-Biirsten von Bin
Zhang und ist unabhangig von der eingesetzten Schutzgruppe (Z oder TFA), der Art des
Makroinitiators (PAHMA oder PLL) oder des eingestellten Polymerisationsgrades (siehe

Tabelle 7).
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Tabelle 7: Hergestellte PLL-Biirsten mit Angabe des verwendeten NCA und Makroinitiators sowie des
eingestellten Polymerisationsgrades der Lysinseitenkette und dem Einbauverhdltnis des NCA in die Blrste
oOyys (ermittelt Gber GPC, siehe Kapitel 4.5.1.1). Die beiden rechten Spalten beschreiben das Auftreten einer
Gelbildung wahrend der Reaktion sowie das Loslichkeitsverhalten der Biirsten nach der Fallung

NCA Makroini. c (NCAl) PLys Olys Gel Loslichkeit
/g-ml (theo.) (GPC)
L-Lys(2) PAHMA 0,30 54 - x
L-Lys(2) PAHMA 0,30 26 - x
L-Lys(2) PAHMA 0,17 53 57% - x
L-Lys(2) PAHMA 0,07 56 56% - X
L-Lys(TFA) | PAHMA 0,24 31 - v x
L-Lys(TFA) | PAHMA 0,06 28 67% - x
L-Lys(TFA) PLL 0,10 26 - - x

Als mogliche Ursache werden intra- und intermolekulare Wechselwirkungen der Birste
diskutiert. Aggregation und Gelbildung sind bei manchen Polypeptiden bekannt, wenn
diese durch Wasserstoffbriickenbindungen sekundare Strukturen, wie z.B. a-Helices
oder B-Sheets, ausbilden [211]. So konnte an PEO-b-PLL(Z) gezeigt werden, dass die
Tendenz zur Organogelbildung von Knaulstrukturen Gber a-Helices zu B-Sheets zunimmt
[212]. Bei einer hohen Pfropfdichte liegen die Seitenketten der Birste sehr nahe
beieinander, sodass eventuell Faltblattstrukturen zwischen benachbarten Seitenketten
moglich werden. Auch denkbar ist ein Interdigitieren (Verzahnen) von Seitenketten
unterschiedlicher Biirsten durch Wasserstoffbriickenbindungen oder hydrophobe
Wechselwirkungen (Abb. 57). Gerade beim Trocknungsvorgang dominieren solche
Polymer-Polymer-Wechselwirkungen, die bei hohen Pfropfungsdichten der Biirste durch
die groRen Kontaktflachen sehr stark ausgepragt sind und beim Losungsvorgang durch
die Losungsmittelmolekiile nur noch schwer wieder aufgebrochen werden koénnen.
Polysarkosinbiirsten hingegen sind sehr hydrophil und kénnen inter- und intramolekular
keine Wasserstoffbriicken ausbilden. Sie bleiben damit auch nach dem Trocknen wieder

leicht 16slich in polaren Losungsmitteln, wie Wasser, Methanol oder HFIP.
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Zusammengefasst kann gesagt werden, dass Polymerisationen mit Lysin-NCA am besten
mit einer NCA-Konzentration von ca. ¢ = 0,1 g/mL durchgefihrt werden sollten, um eine
Gelbildung zu vermeiden. Als Ursache fir die Bildung von linearen Verunreinigungen
wird die Existenz geringer Verunreinigungen im NCA vermutet, die bei den hdheren
Temperaturen des Schlaad-Mechanismus einen GrofSteil an Monomer konsumieren.
Aullerdem eignen sich die reinen PLL-Blrsten nach ihrer Isolation nicht mehr fiir weitere
Reaktionen, da sie auf Grund von inneren Wechselwirkungen unléslich werden oder

grolRe Aggregate ausbilden.
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Abb. 57: Mogliche Wechselwirkung bei der Interdigitierung der Seitenketten zweier Biirsten
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4.5. Synthese und Charakterisierung von Diblockbiirsten

Kern-Schale-Blirsten besitzen interessante Eigenschaften, die von dem jeweiligen
chemischen Charakter des inneren Kerns und der dulleren Schale gepragt werden.
Anders als bei polymeren Mizellen sind die amphiphilen Polymerseitenketten chemisch
am Ruckgrat gebunden. Somit kann die Birste weder invertieren noch bei hoher
Verdinnung aufgel6st werden. Im Fall der Gentransfektion, bei der Erbmaterial in Zellen
eingefiihrt wird, konnen Diblockstrukturen benutzt werden, um DNA oder RNA im
Inneren der Biirste vor duReren Einfliissen (wie z.B. Nukleasen) zu schiitzen und ihren
Eintritt in die Zelle durch die Abschirmung ihrer negativen Ladung zu erméglichen. Fir
die Komplexierung der Polynukleotide eignet sich ein innerer, positiv geladener
Polylysinblock. Ein duRerer, hydrophiler Sarkosinblock maskiert mit seinem ,Stealth”-
Effekt die durch ,Mismatch“ verbliebenen Ladungen, reduziert die Immunogenitat und
schiitzt das Polylysin und die komplexierten Molekiile vor dem enzymatischen Abbau.

Dadurch kann die Transfektioneffizienz des Tragersystems gesteigert werden.

Als Synthesestrategie muss in einem ersten Schritt der Makroinitiator mit Lysin-NCA
umgesetzt werden, um dann im zweiten Schritt Sarkosin-NCA als dufReren Block
anzubringen. Allerdings entstehen bei der ringdffnenden Polymerisation mit Lysin-NCA
viele lineare Verunreinigungen, die eine weitere Polymerisation erheblich stéren. Eine
Entfernung dieser Verunreinigungen ist jedoch nicht moglich, da sich keine
aufgereinigten, geschiitzten PLL-Birsten isolieren lassen (siehe Kapitel 4.4). Daher muss
ein Konzept erarbeitet werden, welches die Problematik der Unldslichkeit der isolierten
Polylysinbirsten umgeht. Hierfir soll in Kapitel 4.5.2 auf chemischem Wege die
Loslichkeit des ersten Blocks verbessert werden, indem anstatt eines reinen Lysinblocks
ein Coblock aus Lysin und Sarkosin verwendet wird. Die erhaltene Precursorbiirste kann
dann vor der weiteren Sarkosinumsetzung aufgereinigt werden. Kapitel 4.5.3 befasst
sich mit der Synthese von Diblockbiirsten durch eine direkte, in-situ durchgefiihrte
Polymerisation und versucht mit einer Modifizierung des Makroinitiators die Mengen an
linearen Verunreinigungen einzugrenzen. Zuvor sollen aber im Kapitel 4.5.1 drei
Analysemethoden vorgestellt werden, die eine Bestimmung des Sarkosin- bzw.

Lysingehalts in einer fertigen Diblockbirste zulassen.
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4.5.1.Bestimmung des Sarkosin- bzw. Lysingehalts

Eine groBe Herausforderung liegt in der Bestimmung des tatsachlichen
Polymerisationsgrades der einzelnen Blocke oder deren Verhaltnis zueinander, wenn
Blrsten Uber den ,grafting from“-Ansatz synthetisiert werden. Da in dieser Arbeit keine
abspaltbaren Spacer zwischen dem Riickgrat und den Seitenketten verwendet werden,
ist weder die Charakterisierung der einzelnen Seitenkette noch die Bestimmung der
Pfropfungsdichte  moglich. In diesem Kapitel sollen drei verschiedene
Charakterisierungsmethoden vorgestellt werden, die unter der Annahme einer
100%igen Initiierung eine ungefdhre Kalkulation des mittleren Aminosduregehalts

erlauben.

Allgemein lasst sich eine Blirste mit Diblockseitenketten, bestehend aus Aminosaure 1
und 2, als ein reines Zweikomponentensystem auffassen, wenn die Masse ihrer
Hauptkette vernachldssigt werden kann. Fir das molare Zahlenverhaltnis I'; und den

Zahlenanteil X;ihrer Aminosduren gilt dann:

ny
L, =—
12 = (28)
n I;
X, = 112 (29)
n+n, 1+4+10,
X, =1-X, (30)

Wobei n; die gesamte Anzahl aller Wiederholungseinheiten der Aminosdure i in der
Birste widerspiegelt. Dasselbe gilt auch fir das Massenverhdltnis W; und den
Massenanteil W; der Aminosauren, wobei hier statt der Teilchenzahl die Gesamtmasse

m; der Aminosauren entscheidend ist:

Vi =— (31)

wp = = (32)
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wy=1-Ww, (33)

Der molare Zahlen- und Massenanteil (bzw. das Verhéltnis) der Aminosduren stehen
Uber das Molmassenverhaltnis ihrer Wiederholungseinheiten in einer direkten

Beziehung zueinander und kdénnen ineinander tGberfiihrt werden:

M,
I, = Eq’u (34)
1—1+(1 1)M1 (35)
Xy A M,

4.5.1.1. Bestimmung iiber konzentrationsaquivalente GPC

Das RI-Signal in der Gelpermeationschromatographie ist abhdngig von der
Massenkonzentration und dem Brechungsinkrement der vermessenen Substanz i:

dn
R1i~ Ci- (%) (36)
L

Die Flache unter dem Signal eines bestimmten Elutionsvolumens ist hierbei direkt
proportional zu der dort eluierten Gesamtmasse m; der Substanz:

F,=m;- (j—’i)i (37)

Dieses Gesetz gilt allgemein als additiv und kann deswegen in einem reinen
Zweiblocksystem zur Bestimmung der eingebauten Masse von Block 1 und Block 2
benutzt werden, sofern die Konzentration der Initiatorgruppen im System wahrend der
Erst- und Zweitblocksynthese unverandert bleibt (= konzentrationsdquivalent):
dn dn

Fo=F+FK~m (E)l +m; (%)2 (38)
Die Masse des vorgelegten Makroinitiators ist im Vergleich zu der des angepfropften
1. Polypeptidblocks vernachldssigbar gering, sodass die im Elugramm erhaltene Flache F;

nach der Erstblocksynthese direkt proportional zur eingebauten Masse des 1. Blocks

steht. Flir den Einbau der Masse des 2. Polypeptidblocks muss hingegen erst die Flache
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F, durch Subtraktion der Flache des Diblocks Fi, von der Flache des ersten Blocks F;

ermittelt werden:
Fy = F;—F; ~my; —my (39)

Da bei der NCA-Polymerisation nicht die gesamte Menge an Monomer in die Blrste
eingebaut wird, sondern auch lineare Polypeptide entstehen kénnen, kann nach der
jeweiligen Monomerzugabe durch die Betrachtung der Flache der linearen
Verunreinigungen F;, sowie der Blrste Fg das tatsachliche Masseneinbauverhaltnis g; g

des betrachteten Monomers in die Birste bestimmt werden :

Fip
O1p=———7 (40)
Y R g+ Fun
F. —F
Grp = (Fiz5 — F1,8) (41)
(Fiz,s — F1.8) + (FizLin — Fi,Lin)
OigtoiLin =1 (42)

Da die Einwaage des Makroinitiators m(l) und der Monomere m;(NCA) bekannt ist,
kann mit dem Masseneinbauverhadltnis o; 5 von Monomer 1 und Monomer 2 in die
Burste sowie der Molmasse ihrer Wiederholungseinheit M; der reale, mittlere
Polymerisationsgrad P; des Polypeptidblocks i berechnet werden:

b [NCA] _ oyp-mi(NCA) M(D)
T T M(Ncd)  m()

(43)

Dieser gilt nur unter der Annahme, dass auch alle Initiatorgruppen die Polymerisation
einer Seitenkette initileren und somit eine 100%ige Pfropfungsdichte in der Birste

erreicht wird.
Das Massenverhaltnis der Aminosauren in der Blirste erhalt man dann durch:

O-l,B " ml(NCA) " Mz(NCA) " Ml
Wi = (44)
O-Z,B * mz(NCA) * Ml(NCA) * M2

Bei der GPC-Analyse wird vorausgesetzt, dass jede Initiatorgruppe eine Seitenkette

aufbaut und jedes Monomer zu einer in der GPC sichtbaren, polymeren Struktur
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reagiert. Zudem sollte der Polymerisationsgrad der Seitenketten so groR sein, dass die
Masse des Rickgrats vernachlassigt werden kann. Um auch kleine gebildete, lineare
Peptidstrukturen zu erkennen, werden die Proben in der GPC meist mit einer
Oligomersdule aufgetrennt. Auch die Auswertung selbst kann fehlerbehaftet sein, da die
Basislinie fur die Integration nicht immer exakt angefittet werden kann und die Flachen
der Signale manuell eingegrenzt werden. Trotzdem liefert die Methode gerade fiir die

Bestimmung des Polymerisationsgrads des ersten Blocks einen ungefahren Richtwert.
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Abb. 58: Skizzenhafte Darstellung der Flachenverteilung einer Diblockbiirste mit linearen
Verunreinigungen im Vergleich zur urspriinglichen Monoblockbiirste in der konzentrationsaquivalenten
GPC (RI-Signal)

4.5.1.2. Bestimmung iiber CD-Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie detektiert nur die optisch aktiven Komponenten einer Probe.
Polysarkosin ist demzufolge unsichtbar und nur der Polylysinblock steuert einen Beitrag
zur Elliptizitat bei. Entschitztes PLL zeigt im CD-Spektrum auf Grund der repulsiven
Wechselwirkung der positiv geladenen Reste einen ,Random Coil“-Verlauf, der bei ca.
A =197 nm ein negatives Maximum besitzt (m — m*-Ubergang). Die Elliptizitit ist dabei
linear abhdngig von der molaren Konzentration der enthaltenen Lysingruppen in der
Probe. Durch die Messung verschiedener Konzentrationen von kommerziell erhaltenem
PLL-HBr (M= 10-14 kDa) kann somit eine Kalibrierungsgerade aufgezeichnet werden, bei
der die Elliptizitdit bei A=197 nm gegen die molare Konzentration der Lysin-

Wiederholungseinheiten c,,,; aufgetragen wird (Abb. 59a). Diese kann nun benutzt
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werden, um auf den Lysingehalt Wf;}; einer unbekannten, entschutzten Diblockburste

zuriickzuschlieBen. Hierzu muss die durch die Kalibrierung erhaltene Konzentration c;,¢
ent

mit der Molmasse der entschitzten Lysin-Wiederholungseinheit My;,s multipliziert und

in Bezug zu der eingesetzten Massenkonzentration der Biirste ¢ gesetzt werden:

ent . pent
ent _ mLys _ CLys MLys (45)
Lys — - c
B B
Went =1- Went (46)
Sar — Lys

Da das Rickgrat genauso wie das Polysarkosin keine stereochemische Information
besitzt, findet sich seine Masse bei der Auswertung in der Sarkosinmasse wieder. Bei
groReren Polymerisationsgraden der Seitenkette ist sie im Verhaltnis allerdings so
gering, dass sie das Ergebnis nur minimal verfdlscht. Ein groReres Problem kann eine
unvollstiandige Entschitzung der Lysingruppen bereiten, da diese im geschiitzten
Zustand wahrscheinlich nicht in einer knauelférmigen Konformation vorliegen und somit
einen anderen Beitrag im CD-Spektrum leisten. AuRerdem wird angenommen, dass die
fir die Kalibrierung verwendeten linearen Polylysine einen ahnlichen Beitrag zur

Elliptizitat liefern wie die Polylysin-Seitenketten der Biirste.
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Abb. 59: a) Auftragung der Elliptizitdt von PLL-HBr (M= 4-15 kDa) bei A = 197 nm gegen die
Molkonzentration der Lysineinheiten zur Erstellung einer Kalibrierungsgeraden b) dazugehdrige CD-
Spektren verschiedener Konzentrationen in H,0 bei 20°C
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4.5.1.3. Bestimmung iiber Aminosiaureanalyse

Einen Weg zur direkten Bestimmung des Lysin- bzw. Sarkosingehalts bietet die
Aminosdureanalyse (AAA), die fir diese Arbeit bei der Firma Genaxxon in Auftrag
gegeben wurde. Hierbei wird eine wassrige Losung der entschiitzten Diblockbirste mit
6N HCI versetzt und bei 110°C hydrolysiert. Dadurch werden alle polypept(o)idischen
Seitenketten in ihre einzelnen Monomere aufgeschlossen. Diese werden anschlieRend
Uber einen Aminosaurenanalysator aufgetrennt, mit Ninhydrin derivatisiert und bei
570 nm photometrisch detektiert. Uber eine Kalibrierung mit einem Standard kénnen
den Signalflaichen von Sarkosin und Lysin ihre zu Grunde liegenden molaren
Konzentrationen zugeordnet und somit die Zusammensetzung der Birste ermittelt

werden. Auch hier wird wieder die Masse der Hauptkette vernachlassigt.
4.5.2.Diblockbiirsten iiber Cobiirsten-Precursor
4.5.2.1. Cobiirsten

Um die Loslichkeitseigenschaften des ersten Blocks zu verbessern, wird statt einem
reinen Polylysinblock ein statistischer Coblock aus Lysin- und Sarkosineinheiten
verwendet. Dabei soll das achirale Sarkosin die Tendenz zur Ausbildung von sekundaren
Strukturen und Wasserstoffbriicken herabsetzen und zusatzlich mit seiner hohen
Hydrophilie eine bessere Loslichkeit vermitteln. Fir die Polymerisation von
[PSar-co-PLL(Z)]PAH'VIA und [PSar-co-PLL(TFA)]PAHNIA wird der PAHMA-TFA-Makroinitiator
mit einer Mischung aus Sarkosin-NCA und Lysin-NCA im Verhaltnis von ungefahr 1:1 in
DMF bei 45°C fur drei Tage umgesetzt. Die Gesamt-NCA-Konzentration wird auf
c(NCA)ges = 0,1 g/mL eingestellt, um eine Gelbildung zu vermeiden. Wie in Tabelle 8 zu
sehen ist, entstehen bei beiden Biirsten ca. 30-40% lineare Verunreinigungen (GPC siehe
Anhang: Abb. 92). Da den eingebauten NCA-Monomeren in einer Mischung keine
spezifischen Flachen mehr zugeordnet werden koénnen, ist es unmoglich, den
tatsachlichen Polymerisationsgrad der jeweiligen Komponente zu bestimmen. Auch eine

Aussage, ob beide NCA tatsachlich statistisch eingebaut werden, ist nicht moglich.
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Tabelle 8: Hergestellte Coblockbiirsten mit Angabe Uber den eingestellten Polymerisationsgrad, das
Einbauverhdltnis des NCA in die Blirste oyys.r (ermittelt {ber konzentrationsdquivalente GPC) sowie das
Loslichkeitsverhalten der Bursten nach der Fallung

0 PLys PSar O'Lys+3ar LOSI|Chke|t
Burste (theo)  (theo) (GPC)
[PSar-co-PLL(Z)]"AHYA 19 20 76%
[PSar-co-PLL(TFA)]PAHVA 22 22 62%
EtOH
/
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Abb. 60: Reaktionsschema fiir die Herstellung der Coblirsten

I

Nach der Fallung der Birsten in Diethylether kann [PSar-co-PLL(Z)]PAH'VIA auch nach dem
Trocknen gut in DMF oder sogar in Methanol gelost werden, wahrend
[PSar-co-PLL(TFA)]"*"™A unléslich verbleibt. Als Ursache fir das unterschiedliche
Verhalten beider Birsten werden zwei Ideen diskutiert: Zum einen kénnte die
Reaktivitdat von Lysin(TFA)-NCA im Vergleich zu Sarkosin-NCA so gering sein, dass es
vermehrt im dulleren Bereich eingebaut wird, wo es als hydrophober Block mit Tendenz
zur Wasserstoffbriickenbindung leichter mit anderen Birsten aggregieren kann. Zum
anderen konnte Lys(TFA)-NCA eine grolRere Menge an initilerenden Verunreinigungen
besitzen, die schnell einen GroRteil des hochreaktiven Sarkosin-NCA verbrauchen, bevor

es in die Birste als Loslichkeitsvermittler eingebaut werden kann.
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4.5.2.2. Geschiitzte Diblockbiirsten iiber Cobiirsten-Precursor

Mit [PSar-co-PLL(Z)]"*"™* steht nun eine Biirste zur Verfiigung, die aufgereinigt werden
kann und als Precursor fiir die Anbringung einer dulReren Sarkosinschale dient. Um die
linearen Verunreinigungen abzutrennen, wird die Coburste in Methanol gelost und mit
Hilfe der Amicon-Zentrifugation (Ausschlussgrenze M =50 kDa) aufgereinigt. Nachdem
das Methanol in einer Kaltedestillation entfernt wurde, kann die Blirste in HFIP geldst
und gefriergetrocknet werden. Die Biirste dient nun als Precursor fir die weitere
Diblocksynthese. Hierflr wird die Coblrste in DMF geldst und mit Sarkosin-NCA bei 45°C

fir drei Tage unter Argon umgesetzt.
EtOH EtOH
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Abb. 61: Reaktionsschema fir die Herstellung der PSar-b-Coblock -Biirste

Weil die enthaltene Menge an Makroinitiator in der Cobirste nach der Aufreinigung
nicht mehr bekannt ist, kann nur noch das Massenverhaltnis zwischen dem eingesetzten
Precursor und dem neu angebrachten Sarkosinblock Uber konzentrationsaquivalente
GPC bestimmt werden (Abb. 62). Trotz entstandener, linearer Verunreinigungen ist ein
grofRer Teil des Sarkosins in die Birste eingebaut worden. Nach der Analyse der Flachen
kann der neu angepfropfte Sarkosin-Massenanteil auf Ws, =61% berechnet werden
(siehe Tabelle 9). Da aber auch der Precursor eine signifikante Menge an Sarkosin
enthalt, ist der tatsidchliche Massenanteil von Sarkosin wesentlich grofRer. Insgesamt
reicht die eingebaute Menge an Sarkosin aus, um die geschitzte Diblockbirste

PSar-b-Coblock™"™* sogar in Wasser zu 16sen. Realistische Polydispersititen kénnen auf
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Grund der Elution an der oberen Ausschlussgrenze weder fiir den Precursor noch fiir die

Diblockbirste erhalten werden.

Tabelle 9: Hergestellte Diblockbirste (geschiitzt) mit Angabe Uber die Einwaage m des eingesetzten
Precursors bzw. Sar-NCA-Monomers, die Flachenverteilung o in der konzentrationsdquivalenten GPC
sowie das errechnete Massenverhaltnis W bzw. den Massenanteil W vom eingebauten Sarkosin-Block

Biirste | m m OcoB Osas  Wsarco Woar
(Cobiirste) (Sar-NCA) (GPC) (GPC) (GPC) (GPC)
PSar-b-Coblock™"™4 25 mg 109 mg 100% 57% 1,57 61%

Coblock™™*
PSar-b-Coblock™"*

d Lin PSar

Intensitit (norm.)

h

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Retentionszeit / min

Abb. 62: Konzentrationsdquivalente GPC des vorgelegten Coblirsten-Precursors [PSar-co-PLL(Z)]PAHNIA und

der Reaktionslésung der korrespondierenden Diblockbiirste PSar-b-Coblock”™™" in DMF zur Bestimmung
des Sarkosineinbaus (PS-Kalibrierung; Oligomersaule)

Der Lysinanteil ist insgesamt so gering, dass in der CD-Spektroskopie fast keine
Elliptizitat beobachtet werden kann (Abb. 63a). Vermisst man die geschitzte
Diblockbiirste in DMF mittels dynamischen Lichtstreuung, erhadlt man fir den

hydrodynamischen Radius einen Wert von R,= 63,0 nm (Abb. 63b).

Vermischt man die Precursorbiirste mit der korrespondierenden Diblockbiirste in HFIP
und untersucht die Mischung mittels AFM, konnen beide Fraktionen deutlich als
zylindrische Birsten wahrgenommen und sogar unterschieden werden (Abb. 64). Die
Diblockbirste liegt in einer elongierteren Konformation vor und besitzt eine breite

Korona, die wahrscheinlich von der weniger dicht gepfropften Sarkosinschale stammt.
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Abb. 63: a) CD-Spektrum von PSar-b-Coblock™"™* mit ¢ = 0,13 g/L in H,0 bei 20°C b) DLS von
PSar-b-Coblock™"™*in DMF (10 mM LiBr) mit ¢ = 0,2 g/L (Filter: LCR 0,45um)

/ g PSar-b Coblock-

Biirste

Abb. 64: AFM-Aufnahme einer Mischung aus dem Precursor [PSar-co-PLL(Z)]PAHMA und der

korrespondierenden Diblockbirste PSar-b-Coblock™"™* im Verhiltnis von 2:1 auf Mica (Spin Casting mit
¢ =0,05 g/L in HFIP). Links: Hohenbild; Rechts: Amplitudenbild

4.5.2.3. Entschiitzungsreaktion der Cobiirsten

Die synthetisierte, Z-geschiitzte Diblockbirste PSar-b-Coblock™"™ wird in Wasser
mittels Amicon-Zentrifugation (Ausschlussgrenze M =50 kDa) vollstdndig von ihren
linearen Verunreinigungen befreit und danach mit 3 Aq. Bromwasserstoffsdure in DMF
fir 24 Stunden entschitzt. Vergleicht man die Reaktionslésung vor und nach der
Entschiitzung Uber konzentrationsaquivalente GPC, erkennt man, dass durch die

Entschitzungsbedingungen fast 60% niedermolekulare Fragmente entstanden sind (Abb.
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65a). Da reine PLL-Birsten bei solchen Bedingungen stabil bleiben [17], kann das
Polysarkosin offenbar selbst von geringen Mengen starker Sdure gespalten werden.
Ahnliche Ergebnisse zeigt auch die Entschiitzung von linearem PLys(Z)-b-PSar in der
Diplomarbeit von - [213]. Zwar existieren noch andere, nicht sdureabhdngige
Entschiitzungsreaktionen fiir die Z-Schutzgruppe, wie z.B. die Hydrierung mit Hilfe eines
Pd-Katalysators [214]. Jedoch zeigt die Arbeit von _ dass fur die
Entschiitzung eines linearen PLL-b-PSar-Polymers ein anderes Katalysatorsystem

gefunden werden muss, um die Effizienz der Abspaltung zu erhéhen [213].

Um die Hydrolyseempfindlichkeit des Sarkosinblocks noch einmal zu verifizieren, wird
die in Kapitel 4.3.1 hergestellte Polysarkosinbiirste PSar™ ™A fir jeweils 24 Stunden den
Entschiitzungsbedingungen fiir Z- und TFA-Schutzgruppen ausgesetzt (3 Aq. HBr in TFA
bzw. 50 Aq. Hydrazin in MeOH). In der konzentrationsiquivalenten HFIP-GPC in Abb. 65b
ist unter den sauren Bedingungen eine fast vollstindige Fragmentierung der
Polysarkosin-Seitenketten eingetreten, wahrend sich bei der hochdaquimolaren
Hydrazinzugabe zwar die Verteilung der Birste etwas verbreitert hat, aber weniger als

5% niedermolekulare Abspaltungsprodukte entstanden sind.
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Abb. 65: a) Konzentrationsdquivalente HFIP-GPC der Reaktionslosung der aufgereinigten
PSar-Coblock™"™-Biirste vor (schwarz) und nach der Entschiitzung mit 3 Aq. HBr fiir 24 Stunden (rot)
b) Konzentrationsdquivalente HFIP-GPC der aufgereinigten psar”*"™A_Biirste vor (schwarz) und nach der
Behandlung mit 3 Aq. HBr (blau) bzw. 50 Aq. Hydrazin (rot) fiir 24 Stunden
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4.5.3.Diblockbiirsten iiber in-situ-Polymerisation
4.5.3.1. In-situ-Polymerisation mit protoniertem Makroinitiator

Im Gegensatz zur Z-Schutzgruppe kann die TFA-Schutzgruppe abgespalten werden, ohne
dass eine Fragmentierung des Polysarkosins eintritt. Allerdings sind keine Lysin(TFA)-
haltigen Coblrsten realisierbar (siehe Kapitel 4.5.2), sodass auf eine in-situ-
Polymerisation zuriickgegriffen werden muss. Hierbei wird zuerst der protonierte
PAHMA-TFA-Makroinitiator mit Lys(TFA)-NCA bei 45°C fiir 3 Tage zu einer PLL(TFA)-
Blirste umgesetzt und direkt im Anschluss, ohne Isolation der Monoblockbiirste, das

Sarkosin-NCA fir die Polymerisation der dufRere Schale zugegeben (,,One-pot“-Reaktion).
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Abb. 66: Reaktionsschema flr die Herstellung der PSar-b-PLL(TFA) -Biirste liber ein in-situ-Verfahren

Der Vorteil gegenliber der Coblocksynthese ist hier die Moglichkeit zur Bestimmung des
realen Polymerisationsgrades von Lysin und Sarkosin durch die konzentrations-
dquivalente GPC (siehe Kapitel 4.5.1.1). Allerdings entstehen bei der Synthese des
Polylysinblocks 10% bis 50% lineare Verunreinigungen (siehe Tabelle 10). Diese kdnnen
nicht aus der Reaktionslosung des Monoblocks entfernt werden, da keine DMF-stabile
Dialysemembran existiert, die eine direkte Aufreinigung ohne zuséatzlichen
Trocknungsschritt der PLL-Monoblockbiirste gestatten wiirde. Die verbleibenden
Verunreinigungen storen bei der Polymerisation des zweiten Blocks erheblich, weil sie
schnell sehr viel Sarkosin-NCA verbrauchen, bevor es mit dem Monoblockprecursor
reagieren kann. Das mittlere Einbauverhdltnis os, g von Sarkosin in die Blrste ist

deswegen sehr niedrig und erlaubt nur die Herstellung einer Sarkosinschale mit geringer
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Pfropfdichte. Der erhaltene Polymerisationsgrad fiir Sarkosin kann auf Grund des
geringen Birstenmassenzuwachses im Verhdltnis zur groRen Flache der linearen
Verunreinigungen fehlerbehaftet sein. Das Loslichkeitsverhalten der Diblockbirsten
nach ihrer Isolierung korreliert mit dem eingesetzten molaren Verhaltnis von Sarkosin-
NCA zu Lysin-NCA Tsar1ys. Erst bei Zugabe eines groBen Sarkosin-NCA-Uberschusses von
lsar,Lys > 4,6 erhdlt man eine dullere Sarkosinschale, die die Blrste vor einer irreversiblen
Aggregation beim Trocknen schiitzt, sodass sie nach der Isolierung wieder geldst werden
kann. Trotzdem kann man davon ausgehen, dass die GroRe der Sarkosinschale noch
nicht ausreicht, um spater als intakte Schutzkorona fiir das Transfektionsagens zu
wirken. Deswegen wird die gut I6sliche Diblockbiirste aus Versuch 6 in Kapitel 4.5.3.2

noch einmal als Precursor fiir eine weitere Sarkosinumsetzung verwendet.

Tabelle 10: Hergestellte Diblockbiirsten mittels in-situ-Polymerisation mit Angabe lber das eingestellte
molare Sar/Lys-Verhéltnis I, das Einbauverhiltnis o der jeweiligen NCA-Monomere in die Birste (ermittelt
Uber konzentrationsaquivalente GPC, siehe Kapitel 4.5.1.1) und den daraus berechneten realen
Polymerisationsgrad P. Die letzte Spalte beurteilt das Loslichkeitsverhalten der Biirsten nach dem
Trocknen mit einem X (fiir schlecht) und einem Haken (fir gut). Die zugehdorigen GPC-Elugramme sind im
Anhang in Abb. 93 einzusehen

versuche | (bs RS GhY) @by (@be (@pg e
1 1,0 55% 5,0% 24 2 0,08 X X
2 2,4 65% 7,1% 17 5 0,29 X X
3 3,3 63% 9,2% 18 9 0,50
4 3,8 91% 8,6% 28 10 0,36
5 4,6 66% 8,1% 22 13 0,59
6 7,1 73% ? 17 ? ? vv

4.5.3.2. Diblockbiirsten iiber Diblockbiirsten-Precursor (DBys"AHMA)

Bevor die PSar-b-PLL(TFA)"""™~Biirste aus V6 in DMF fiir 3 Tage bei 45°C mit weiterem
Sarkosin-NCA umgesetzt wird, wird sie zundchst mittels Amicon-Zentrifugation

(Ausschlussgrenze M = 50 kDa) in Methanol aufgereinigt und in HFIP gefriergetrocknet.
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Durch konzentrationsdquivalente GPC der Reaktionslosung vor und nach der Umsetzung
erkennt man, dass der Precursor immer noch 25% lineare Bestandteile enthalt (Abb. 68).
Diese sind hochstwahrscheinlich auch dafiir verantwortlich, dass der Sarkosineinbau fir
den neuen Birstenblock nur bei 18% liegt. Obwohl von dem Precursor nur der
Polymerisationsgrad des Lysins bekannt ist, kann dennoch (ber die Berechnung aus
Kapitel 4.5.1.1 wenigstens der Gewichtsanteil des neu angepfropften Sarkosinblocks im

PAHMA Biirste auf Waar = 34% abgeschatzt werden

Bezug auf die geschiitzte PSar-b-DBye
(siehe Tabelle 11). Geht man davon aus, dass der Precursor aus reinem Lysin(TFA)
besteht, wiirde sich das Gewichtsmittel von Sarkosin nach der Entschitzung auf
Wsa"'= 52% erhohen, was auch gleichzeitig dem realistischen Mindestgewichtsanteil
von Sarkosin in der entschiitzten Biirste entspricht. Dieser erscheint hoch genug, um die

Blirste spater mit einem ,Stealth“-Effekt schiitzen zu kdnnen.

Tabelle 11: Hergestellte Diblockbiirste (geschiitzt) mit Angabe lber die Einwaage m des eingesetzten
Precursors bzw. Sar-NCA-Monomers, die Flachenverteilung o in der konzentrationsdquivalenten GPC
sowie den errechneten, neu eingebauten Sarkosin-Massenanteil im geschitzten W bzw. entschiitzten

Zustand W™ der Biirste (unter der Annahme, dass der Precursor aus 100% Lysin besteht)

ent
m m ODpBvs,B Osar B Wosar Waar

Birste (DBys) (Sar-NCA) (GPC) (GPC) (GPC)  (GPC)

PSar-b-DBy¢ ™" | 18,4 mg 83 mg 0,75 0,18 34% 52%
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Abb. 68: Konzentrationsiquivalente GPC des vorgelegten, aufgereinigten Diblock-Precursors DByg "
und der Reaktionslosung der korrespondierenden PSar-b-DByg " "*-Biirste in DMF zur Bestimmung des

Sarkosineinbaus (PS-Kalibrierung; Oligomersaule)

PAHMA Biirste in Methanol gelést und tiber Nacht

Zur Entschitzung wird die PSar-b-DByg
mit 50 Ag. Hydrazin behandelt. Das entstandene wasserldsliche Polymer wird mittels
Amicon-Zentrifugation (Ausschlussgrenze M =50 kDa) in Wasser von den Abspaltungs-

produkten und den linearen Verunreinigungen abgetrennt und gefriergetrocknet.
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Abb. 69: Reaktionsschema fiir die Entschitzung der PSar-b-DB\,(,-PAHNIA

inneren PLL-Block (rot) entstehen, wenn das Polymer in Wasser gelost wird

-Biirste. Die positiven Ladungen im

Die Vollstandigkeit der Entschiitzung wird Gber FT-IR-Spektroskopie liberprift (Abb. 70).
Im Spektrum ist nach der Entschiitzung der Biirste die Carbonylschwingungsbande der
TFA-Schutzgruppe bei 1715 cm™ und ihre charakteristische Valenzschwingungsbande
der C-F Bindung bei ca. 1180 cm™ weitestgehend verschwunden, sodass von einer fast
vollstandigen Entschiitzung ausgegangen werden kann. Gleichzeitig lassen sich im
Spektrum auch die fur Peptide typische Amid A-Bande bei ca. 3300cm™
(Streckschwingung N-H), Amid B-Bande bei 3100 cm™ (Oberschwingung von Amid II-
Bande), Amid I-Bande bei ca. 1640 cm™ (= 80% Streckschwingung C=0) und Amid II-

Bande bei 1550 cm™ (= 60% Deformationsschwingung N-H) erkennen.
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Abb. 70: FT-IR-Spektrum der aufgereinigten PSar-b-DBVGPAHMA-BUrste vor (rot) und nach der Entschiitzung
(blau)

Abb. 71: AFM-Aufnahme der entschitzten PSar-b-DBVGPAHMA-BUrste auf Mica (Spin Casting mit c=0,1 g/Lin
H,0). Links: Hohenbild; Rechts: Amplitudenbild

Die entschiitzte Diblockbirste ist nur noch wasserloslich, in einer HFIP- oder MeOH-GPC
kann sie also nicht mehr vermessen werden. Auch eine wassrige GPC der Probe kann auf
Grund der attraktiven Wechselwirkung zwischen dem hoch geladenen Polymer und dem
Saulenmaterial nicht durchgefiihrt werden. Unter dem AFM (Abb. 71) sind zylindrische,
wurmartige Birstenpolymere zu erkennen, die wieder eine leichte Korona zeigen,
welche aber nicht so stark ausgepragt ist wie bei der geschiitzten PSar-b-Coblock™"MA-
Birste aus Kapitel 4.5.2.2. Auffallig ist die unregelmaRige Dicke der Birste im Vergleich

zu den anderen hergestellten Biirsten, was auf einen ungleichmaRigen Einbau der NCA-
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Monomere schlieRen lasst, der durch dominierende Abbruchreaktionen an den

initilerenden Seitenketten erklart werden kann.

Wird die entschitzte Diblockbirste gefriergetrocknet, 16st sie sich im Gegensatz zur
reinen Sarkosinbirste oder der geschiitzten PSar-b-Coblock”™™"-Biirste nicht sofort
wieder in Wasser und enthalt auch nach mehreren Losungstagen immer noch feine,
ungel6ste Partikel. Es muss davon ausgegangen werden, dass der Gefriertrocknungs-
vorgang zu einer Aggregation oder Interdigitierung der Birsten fihrt, die selbst nach
langeren LOosungszeiten nicht mehr vollstandig aufgelost werden kann. Warum jedoch

|II

entschitztes Polylysin, welches normalerweise in einer ,,Random Coil“-Struktur vorliegt
und sich eigentlich durch repulsive Wechselwirkungen abstofRen sollte, zu solch einem
Verhalten in der Biirste neigt, bleibt ungeklart. Allerdings tritt in der Publikation von
Mdllen et. al. hinsichtlich der Synthese von amphiphilen Polyelektrolytbirsten mit

Polylysin-Seitenketten ein dhnliches Verhalten auf [215].

PAHMA_ Biirste kann auch mittels

Das Aggregationsverhalten der entschiitzten PSar-b-DByg
dynamischer Lichtstreuung sichtbar gemacht werden (Abb. 72). Wird die gefrier-
getrocknete Biirste zwei Tage in PBS gel6st, besitzt sie einen hydrodynamischen Radius
von ungefdhr R, =85 nm. Wird die Losungszeit auf zwei Wochen verlangert, sinkt der
Radius auf R, =70 nm ab (siehe Anhang: Abb. 95). Dieser erscheint aber fiir das System
immer noch zu grol3, wenn man berlicksichtigt, dass der hydrodynamische Radius der
geschiitzten PSar-b-Coblock™"™A-Biirste mit einem viel groReren Sarkosinblock bei
Rh=63 nm liegt. Eventuell konnte die Aggregationsrate durch Ausdehnung der
Losungszeit auf mehrere Wochen noch weiter gesenkt werden, was in dieser Arbeit
jedoch nicht weiter verfolgt wurde. Die AFM-Aufnahmen der gel6sten Diblockbiirste in

wassriger Losung zeigen ebenfalls die Tendenz zur leichten Aneinanderlagerung der

einzelnen Polymere (Abb. 73).

Auch wenn die Birsten bei pH=3 gefriergetrocknet werden, bleibt das
Aggregationsproblem erhalten. Eine Beschleunigung der Auflésung der Aggregate Uber
Ultraschall ist ebenfalls nicht zu empfehlen, da dies zu Briichen in der steifen Hauptkette

flihrt (siehe Anhang: Abb. 97 undAbb. 98). Ein solches Verhalten ist fiir zylindrische



4. Synthese und Charakterisierung von zylindrischen Polypept(o)idbiirsten 95

Birsten auf Grund der groflen Hauptkettenspannung nicht ungewdhnlich. In manchen
Fallen tritt eine Hauptkettenfragmentierung auch wahrend der Rasterkraftmikroskopie
auf, wenn zwischen Oberflaiche und Seitenketten hochattraktive Wechselwirkungen
vorherrschen [216,217]. Im weiteren Verlauf der Arbeit sollten die entschitzten
Diblocksysteme nicht gefriergetrocknet werden, um das Aggregationsproblem direkt zu

umgehen.

g,(t)

ACF (30°) nach 2 Tagen

01- - ACF (30°)nach 14 Tagen
1 — Biexp.Fit nach 2 Tagen
0.0 1 —— Biexp. Fit nach 14 Tagen Sy
-011 T T T T T '\' IILIII-"I T
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q*t/cm’ms

Abb. 72: Darstellung der Autokorrelationsfunktionen (ACF) und der zugehorigen biexponentiellen Fits der
entschiitzten PSar-b-DByg ""-Biirste bei 30° in PBS-Puffer (c = 0,02 g/L) nach 2 (rot) bzw. 14
Losungstagen (schwarz). Der Riickgang der Aggregate ist mit einem schwarzen Kreis verdeutlicht

PAHMA

Abb. 73: AFM-Aufnahme der entschitzten PSar-b-DByg -Burste in PBS-L6sung (c = 0,05 g/L). Die
Sarkosinkorona ist wahrscheinlich wegen der hohen Beweglichkeit der Birsten in Losung nicht zu sehen.
Links: Hohenbild; Rechts: Amplitudenbild
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Da Uber konzentrationsaquivalente GPC die Bestimmung des tatsachlichen
Sarkosingehalts nicht moglich ist, wird die entschiitzte, filtrierte Blrstenlosung bei der
Firma Genaxxon mittels Aminosaureanalyse (AAA) charakterisiert. Diese Methode liefert
mit Hilfe einer Kalibrierung und unter Vernachlassigung der Masse des Riickgrats den
realen Zahlenanteil sowie Massenanteil des eingebauten Sarkosins bzw. Lysins (siehe
Kapitel 4.5.1.3). Laut AAA besteht der Sarkosinanteil aus Xs5°™ = 85% bzw. Wss "™ = 76%
(detaillierte Analyseergebnisse siehe Anhang). AuRerdem kann Uber die AAA auch die
tatsachlich enthaltene Massenkonzentration der Birste durch Addition der einzelnen
Aminosaurekonzentrationen berechnet werden und betragt cg=0,7 g/L, was 30% unter
der mittels Einwaage bestimmten Massenkonzentration der Blrste liegt. Dieser
Unterschied kann durch die Abtrennung der verbliebenen Aggregate bei der Filtration

der Losung erklart werden.

Weil der Polymerisationsgrad von Lysin durch die GPC-Analyse des Precursors bekannt
ist, kann mit dem aus der AAA erhaltenen Zahlenmittel der mittlere Polymerisationsgrad
fur Sarkosin auf Ps,, =96 berechnet werden. Der Massenanteil Ws, von Sarkosin lasst
sich unter Verwendung der korrigierten Birstenkonzentration aus der AAA, wie in
Kapitel 4.5.1.2 beschrieben, lber CD-Spektroskopie Uberpriifen (CD-Spektrum siehe
Anhang: Abb. 96). Der erhaltene Wert von Ws, = 78% stimmt dabei gut mit dem Wert
aus der AAA (Ws, = 76%) Uberein (siehe Tabelle 12).

Tabelle 12: Aufstellung aller Informationen zur Beschreibung des Sarkosin- bzw. Lysinanteils in der
entschitzten Diblockbirste

Biirste AAA GPC | GPC+AAA | CD
(entSChUtZt) CBEinwaage WSarem XSarem CBAAA PLys PSar WSarem
PSar-b-DB, "™ 1,0 g/L 76% 85% 0,7g/L| 17 96 78%

Die Molmasse der Birste kann wegen starker Filtrationsverluste durch die
Aggregatbildung nicht in der statischen Lichtstreuung vermessen werden. Mit den
mittleren Polymerisationsgraden Py,=17 und Ps,,=96 aus der GPC/AAA kann aber

zumindest das theoretische Gewichtsmittel der Molmasse errechnet werden:
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M PHk (PSar Sagh + ngics Ml%?h) + Mﬁk (47)

PAHMA_Biirste eine theoretische Molmasse von

Man erhalt fir die entschiitzte PSar-b-DByg
ca. M‘f} = 11,54-106 g/mol. Flr den Erhalt des Zahlenmittels muss der Wert noch einmal

mit der Polydispersitat des PAHMA-Makroinitiators (PDI = 1,63) dividiert werden:

MB PHk Hk
B _ wd Sk Wdh
M = e = ppp (Poar Msar' + Piyi - MiyS )+PD1H'< (48)
plik MmHk

Die errechnete Molmasse von M5 = 7,07-10° g/mol wird spater noch einmal in Kapitel

6.2.1 bendtigt.
4.5.3.3. In-situ-Polymerisation mit deprotoniertem Makroinitiator

Die protonierten Amingruppen des Makroinitiators sollen Uber den Schlaad-
Mechanismus fiir eine bessere Kontrolle der NCA-Polymerisation sorgen. Daflir benétigt
aber ihre Reaktion viel Zeit und hohere Temperaturen. Befinden sich jedoch geringe
Mengen an Verunreinigungen im NCA oder zerfallt DMF durch Thermolyse zu reaktiven
Dimethylamin wahrend der Reaktion, konnen diese Molekiile als schnelle
Konkurrenzreaktionen lineare Polypeptide erzeugen. So wird der groRte Teil der
Monomere verbraucht, bevor sie in den trageren Makroinitiator eingebaut werden
kénnen. Wird der Makroinitiator hingegen in seiner deprotonierten Form verwendet,
reagiert er auch bei niedrigen Temperaturen deutlich schneller und vermindert so die
Chance auf eine Fremdinitiierung. Jedoch riskiert man mit den freien Aminen den Ablauf
der Polymerisation Uber den ungewollten AM-Mechanismus, welcher wiederum zu

linearen Polypeptiden fiihren kann (siehe Kapitel 2.2.3).

Fir die Deprotonierung von PAHMA-TFA wird dieser zuerst mit NaOH-L6sung (pH = 12)
versetzt und mehrmals (ber einen Amiconfilter zentrifugiert (Ausschlussgrenze
M =30 kDa), um das TFA-Gegenion gegen ein Hydroxid-Gegenion auszutauschen. Durch
die Verwendung von MilliQ-Wasser wird anschlieRend Uberschissige Natronlauge
abgetrennt und der deprotonierte Makroinitiator (PAHMA*) durch Gefriertrocknung
isoliert. Im FT-IR-Spektrum erkennt man das Verschwinden der fiir das Trifluoracetat

typischen Banden bei ca. 1715 cm™ und 1180 cm™, sodass auch von einer vollstindigen
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Deprotonierung ausgegangen werden kann (Abb. 74). Allerdings lasst sich der
modifizierte Makroinitiator nur noch in Wasser, aber nicht mehr in einem aprotischen

Losungsmittel 16sen und kann somit auch nicht fiir die NCA-Polymerisation verwendet

werden.
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Abb. 74: FT-IR-Spektrum des PAHMA-Makroinitiators im protonierten Zustand mit TFA-Gegenionen (blau)
und deprotonierten Zustand (rot)
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Abb. 75: Reaktionsschema fiir die Herstellung der PSar-b-PLL(TFA)PAHMA*-BUrste Uber ein in-situ-Verfahren
unter Verwendung des deprotonierten PAHMA-Makroinitiators (PAHMA*)

Deshalb wird der protonierte PAHMA-Makroinitiator zuerst in DMF gelost und mit genau
einem Aquivalent der Base Diisopropylethylamin (DIPEA) versetzt. Die dquimolare
Zugabe im Bezug auf die Seitenkettenenden soll verhindern, dass die sterisch

anspruchsvolle Base wahrend der NCA-Polymerisation zu Teilen noch frei vorliegt und in
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den Mechanismus eingreifen kann. Dann werden beide Blécke bei Raumtemperatur und
Argon-Atmosphdre nacheinander an den Makroinitiator polymerisiert. Dabei wird das
Monomer schon nach jeweils einem Tag vollstandig konsumiert. Nach der Zugabe des
Sarkosin-NCA ist eine deutliche Erhohung der Viskositat erkennbar, was ein Indiz fir
einen besseren Einbau in die Birste ist. Die Analyse durch die konzentrationsaquivalente
GPC (Abb. 76a) stutzt diese Aussage: Lysin-NCA wird mit dem deprotonierten
Makroinitiator zu 90% in die Biirste eingebaut und auch die Sarkosinumsetzung kann auf
46% gesteigert werden (siehe Tabelle 13). Die basenkatalysierte ,,One-pot“-Reaktion

fihrt also direkt zu Diblockbiirsten, bei denen hohe Sarkosinanteile moglich sind.

Tabelle 13: Hergestellte Diblockburste (geschiitzt) mit Angabe tber den eingestellten Polymerisationsgrad
P(theo) der jeweiligen Aminosdure, das Einbauverhidltnis o in die Birste (ermittelt durch
konzentrationsdquivalente GPC, siehe Kapitel 4.5.1.1) sowie die daraus errechneten, realen mittleren
Polymerisationsgrade P(GPC) bzw. den Sarkosin-Massenanteil WSare"t fir den entschiitzten Zustand

Biirste I:)Lvs I:)Sar OLysB Osar,B I:>Lvs IDSar WSarent
(theo.) (theo.) (GPC) (GPC) (GPC) (GPC) (GPC)
PSar-b-PLL(TFA)PAHMAL 34 208  90%  46% 31 96 63%
a) b)
Biirste B PLL(TFA)PAHMA'

= PSar-b-PLL(TFA)™" = N
S g a
- =
z g
<] Q
e | e
3 z
f:g 7 Linear E
" 2]
g : g

1'5 — ;oi_ ' 25 | 30 ® 10 11 12 13 14 15

Retentionszeit/ min Retentionszeit/ min

Abb. 76: a) Konzentrationsdquivalente GPC der Reaktionslosung der PLL(TFA)PAHMA*-BUrste (Monoblock)
und der korrespondierenden PSar-b-PLL(TFA)PAHMA*-BUrste (Diblock) in DMF zur Bestimmung des Lysin
bzw. Sarkosineinbaus (PS-Kalibrierung, Oligomersaule) b) HFIP-GPC der aufgereinigten
PSar-b-PLL(TFA)™"™"_Biirste (PMMA-Kalibrierung)

Wegen ihrer hohen Molmasse eluiert die Birste in der HFIP-GPC sehr nahe an der
oberen Ausschlussgrenze, sodass die erhaltene, apparente Polydispersitat von PDI = 1,43

(PMMA-Kalibrierung) fehlerbehaftet ist (Abb. 76b). In der dynamischen Lichtstreuung
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lasst sich der Zuwachs des zweiten Sarkosinblocks durch die Messung der
hydrodynamischen Radien der Reaktionslésungen verfolgen (Abb. 78): Der Radius steigt
nach der Zugabe des Sarkosin-NCA von R; =55 nm (Monoblockbirste) auf R,=59 nm
(Diblockbiirste) leicht an (Tabelle 14). Auch nach Fallung und Gefriertrocknung lasst sich
die geschutzte PSar—b-PLL(TFA)PAHMA*—BUrste wieder in DMF l6sen, ohne dass Aggregate

entstehen (Ry = 63 nm).

Die Entschiitzungsreaktion erfolgt durch die direkte Zugabe von 50 Aq. Hydrazin in die
Reaktionslésung der Diblockbiirste. Nach mehreren Tagen werden U(ber Amicon-
Zentrifugation (Ausschlussgrenze M =50kDa) alle linearen Verunreinigungen und
Abspaltungsprodukte der Schutzgruppe von der Biirste abgetrennt. Das FT-IR-Spektrum
der entschiitzten Birste beweist die vollstandige Abspaltung aller TFA-Schutzgruppen

(Abb. 77).
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Abb. 77: FT-IR-Spektrum der Diblockbiirste im geschiitzten (blau) und entschiitzten Zustand (rot)

Der hydrodynamische Radius verbleibt nach der Entschiitzungsreaktion bei R,=60 nm.
Erst nach der Gefriertrocknung zeigt die Biirste dasselbe Aggregationsverhalten wie die

entschitzte PSar—DBVSPAH'\’IA

—Blrste aus Kapitel 4.5.3.2. lhr hydrodynamischer Radius
sinkt auch nach mehrtagigem Losen nicht unter R, =75 nm. Um diese Aggregation zu
verhindern, wird die wassrige Losung der aufgereinigten Birste nicht vollstandig
gefriergetrocknet. Fiir die Bestimmung der Massenkonzentration wird nur ein kleiner

Teil entnommen, lyophilisiert und ausgewogen.
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Tabelle 14: Darstellung aller gemessenen hydrodynamischen Radien in den einzelnen Reaktions- bzw.
Behandlungsstadien wahrend der Synthese der PSar-b-PLL™*"™*"_Biirste (# = bezogen auf den beinhalteten
Makroinitiator)

.. Cc Rn
Burste Anmerkung LM gLt /nm
PLL(TFA)-Monoblock RKkt.Lsg. DMF (10 mM LiBr) 0,02# 54,6
Diblock (geschutzt) RKkt.Lsg. DMF (10 mM LiBr) 0,02" 59,0
Diblock (geschuitzt) nach Gefriertr. DMF (10 mM LiBr) 0,1 62,1
Diblock (entschutzt) vor Gefriertr. PBS-Puffer 0,1 60,5
Diblock (entschiitzt) nach Gefriertr. PBS-Puffer 0,1 74,6
a) b)
1.0 80
] Geschiitzt (DMF, 10mM LiBr) Entschiitzt (PBS)
0,94 75 i - -
0,8
0.7 ] 704 B
06 — 651 E
5: 0.5 E 60 - [ ] ; -
@ 044 o £ £ H
03 55 £ & £ | ]
] o é )
0,2+ .+ ACF ent. Biirste v. Gefriertr. (30°) 50 "8‘ = s e | ]
0.1 |+ ACF ent. Biirste n. Gefriertr. (30°) w3 x x % <
0’0 1 Biexp.Fft V. Gelri.ertr. \ s 45 g % é % g h
01 o a1 o115 [8] [ ] [8] [®
10 10° 10° 10" 10" 10"
q*t/cm’ms
Abb. 78: a) Darstellung der Autokorrelationsfunktionen (ACF) der entschitzten PSar-b-PLLP"™™A"_Biirste

bei 30° in PBS-Puffer (c = 0,1 g/L) und der korrespondierenden, biexponentiellen Fitfunktionen vor (blau)
und nach Gefriertrocknung der aufgereinigten Birstenlésung (rot) b) Graphische Darstellung der
Anderung des hydrodynamischen Radius der Biirste wihrend den verschiedenen Stadien der Synthese

AFM-Aufnahmen der Birste (Abb. 79) zeigen zylindrische Strukturen, die wesentlich

PARMA_ Birste. Allerdings

regelmaliger aufgebaut sind als die der entschiitzten PSar-DByg
ist bei ihnen keine Korona zu erkennen (vergleiche Abb. 71). Entweder ist ihre
Sarkosinblockldnge zu gering oder aber der Sarkosinblock ist mit einer dhnlich hohen
Pfropfdichte wie der Lysin-Monoblock polymerisiert worden, sodass zwischen beiden
Blocken kein sichtbarer Unterschied im AFM besteht. Dies kénnte auf eine wesentlich

bessere Initiierung durch den deprotonierten Makroinitiator zurickzufihren sein.
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PAHMA*

Abb. 79: AFM-Aufnahme der entschitzten PSar-b-PLL
H,0). Links: Hohenbild; Rechts: Amplitudenbild

-Birste auf Mica (Spin Casting mitc=0,1 g/Lin

Die entschiitzte Diblockbiirste PSar-PLL™""A"

wird mittels Aminosaureanalyse (AAA) und
CD-Spektroskopie weiter auf ihre Zusammensetzung hin untersucht (siehe Tabelle 15).
Flr die CD-Spektroskopie-Analyse (siehe Messung in reinem Wasser: Abb. 80b) wird wie
in Kapitel 4.5.3.2 die korrigierte Konzentration aus der AAA verwendet, die um ca. 13%
niedriger liegt, als durch die Gefriertrocknungsmethode bestimmt wurde. Vergleicht
man alle drei angewendeten Methoden fiir die Analyse des Sarkosingewichtsanteils
Ws, 2™ in der entschiitzten Diblockbiirste, liegen die erhaltenen Werte von 52% (CD),
58% (AAA) und 63% (GPC) nahe beieinander. Eine Aussage U(iber den realen
durchschnittlichen Polymerisationsgrad der Blocke (bei 100%iger Pfropfdichte) kann
aber nur die konzentrationsdquivalente GPC liefern. Jedoch ist die Auswertung von Ps,,
wegen der Integration und Subtraktion der sehr groflen Signalflachen fehlerbehaftet,
sodass es sich empfiehlt, diesen aus dem erhaltenen Zahlenmittel der AAA (Xsao™ = 71%)
und dem weniger fehlerbehafteten Lysin-Polymerisationsgrad aus der GPC (P,,s=31) zu

berechnen. Man erhalt flir den Polymerisationsgrad von Sarkosin Ps,;= 77, welcher um

ca. 20% niedriger liegt, als von der konzentrationsaquivalenten GPC ermittelt wurde.
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Tabelle 15: Aufstellung aller Informationen zur Beschreibung des Sarkosin- bzw. Lysinanteils in der
PAHMA*

entschiitzten PSar-b-PLL -Birste
Blrste AAA GPC GPC+AAA| CD
(entsc h UtZt) CBEinwaage \NSarent XSarent CBAAA I:>Lys PSar V\/Sarent PSar WSarent
PSar-b-PLL™™ | 6 42 g/L 58% 71% 56¢9/L| 31 96 63% 77 52%

Mit den erhaltenen, mittleren Polymerisationsgraden von Py = 31 und Ps,;= 77 kann nun
unter Beachtung des Fehlens der TFA-Gegenionen an den Seitenkettenenden das
theoretische Gewichtsmittel der Molmasse M, fiur die entschiitzte Diblockbdirste

berechnet werden:
My, =PI - (PSg - Mg + Piys - MSE — My, ) + Mtk (49)

Man erhdlt nach Einsetzen aller Parameter MEZ =12-10°g/mol. Eine statische
Lichtstreuung kann nur an der nicht gefriergetrockneten Birstenlésung gemessen
werden, da sonst grolRe Filtrationsverluste eintreten, die das Ergebnis verfalschen. Die

A [ cgE™%® orrigiert. Das

vermessenen Konzentrationen werden mit dem Faktor cg"
Brechungsinkrement der entschitzten Blrste wird ermittelt, indem die jeweiligen
Gewichtsanteile der Aminoséuren aus der AAA (Ws, "= 58% bzw. W,s""'= 42%) mit den
jeweiligen Brechungsinkrementen der reinen Sarkosinbirste (dn/dc = 0,1915 mL/g) bzw.

der reinen PLL-Burste (dn/dc = 0,164 mL/g) [16] multipliziert werden:

(dn) —_ Went (dn) + Went (dn) 50
dc/p -~ 5 \de B,Sar L5 \de B,Lys (50)

Man erhidlt flir eine Birste mit dieser Zusammensetzung ein Brechungsinkrement von
dn/dc=0,18 mL/g. Trotz vieler Abwagungen und Korrekturen stimmt die aus der
statischen Lichtstreuung erhaltene Molmasse von M,,= 11,3-10°g/mol (Abb. 80a) gut
mit der theoretischen Molmasse (berein (Abweichung ca. 6%). Der mittlere
Tragheitsradius kann auf Rg= 81 nm ermittelt werden und liegt damit deutlich héher als

PAHMA

far die reine PSar -Blirste.
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Abb. 80: Charakterisierung von PSar-b-PLL in PBS-Puffer mittels statischer Lichtstreuung bei 20°C: a)
Zimm-Plot im Bereich von 30° und 150° (5°-Schritte) mit ¢c; =9,6 mg/L, ¢, = 14,2 mg/L, c; = 19,0 mg/L,

¢4 = 24,3 mg/L und dn/dc = 0,18 cm>/g (errechnet) b) CD-Spektrum von PSar-b-PLLA"™A" mit ¢ = 0,093 g/L
(korrigiert Gber AAA) in H,O mit verschiedenen NaClO,-Konzentrationen bei 20°C

Neben der Moglichkeit, den PLL-Block als polykationisches Strukturelement fiir die
Komplexierung von Polynukleotiden einzusetzen, gestattet Polylysin auch
Konformationstibergange durch Zusatz von Salzen, wie z.B. NaClQ,, zu induzieren [218].
Allerdings konnen am PLL befestigte, achirale Blécke wie PEG eine Helixausbildung
inhibieren [6]. Um den Einfluss der duReren Sarkosinblocke zu testen, wird deshalb die

PAHMA* 4 .. . . . . .
-Biirste mit verschiedenen Konzentrationen wassriger

entschiitzte PSar-b-PLL
NaClO4-Lésung versetzt (von 0 M bis 2,5 M) und mittels CD-Spektroskopie untersucht. In
Abb. 80b erkennt man qualitativ die Anderung der Seitenkettenkonformation von einer
,Random Coil“-Struktur in Wasser zu einer ausgepragten helikalen Struktur bei hoheren
NaClOs-Konzentrationen. Die Konformationstibergange sind kontinuierlicher Natur, was
an der Ausbildung eines isosbestischen Punktes abgeleitet werden kann. Der innere PLL-

Block ist somit ungeachtet des angebundenen Polysarkosin-Blocks, immer noch in der

Lage, durch externe Stimuli seine Sekundarstruktur zu verandern.
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4.5.4.Zusammenfassung

In diesem Kapitel werden auf verschiedene Art und Weise Diblockbiirstensysteme
hergestellt. Die Synthesewege sind anschaulich in Abb. 81 illustriert. Die erhaltenen

Ergebnisse werden noch einmal in den folgenden Unterkapiteln kurz zusammengefasst.

Initiator Monoblock Diblock Entschiitzung
. = HBr
Isolierung PSar-co-PLL(Z) Sar-NCA PSar-b-Coblock F .
—— — ragmentierung!
16slich 16sl., hoher Sar-Anteil 8 g x
—  Cobiirste —
lin. Verunreinig. Isolierung PSar-co-PLL(TFA) x
—_—
unléslich
®
PAHMA—NH;| —
TFA® -
solierung
PLL(TFA) bzw. () ——> )4
unlésl.
g
g L—» PLL-Biirste —
'€ lin. Verunreinig. Sar-NCA
2 ¢ Tsariys>4_ PSar-b-PLL(TFA)  Sar-NCA PSar-b-DB NaHq PSar-b-DB
= > —_— . .
e In-situ-PM  16sl., geringer Sar-Anteil 16sl., hoher Sar-Anteil (entschiitzt)
o

Sar-NCA N,H
i PSar-b-PLL(TFA) 214 PSar-b-PLL
—» PLL(TFA)-Biirste R @
(TFA) ) In-situ-Polymerisation 18sl., hoher Sar-Anteil (entschitzt)
sehr wenige
lin. Verunreinig

Abb. 81: Schematische Darstellung aller Synthesewege zur Erzeugung von Diblockbiirsten

4.5.4.1. Synthese iiber Cobiirsten-Precursor

Fir die Diblocksynthese kann eine |6sliche, zylindrische Coblockbirste

[PSar-co-PLys(Z)]"""VA

als Precursor hergestellt und aufgereinigt werden. Cobirsten mit
Polylysin(TFA)-Bestandteil verbleiben trotz ihres Sarkosingehalts unl&slich. Bei der
anschlieBRenden Polymerisation des Precursors mit Sarkosin-NCA kann eine dullere
Sarkosinschale mit einem Gewichtsanteil von ca. 60% angebracht werden. Die Biirste ist
im geschitzten Zustand wasserloslich und zeigt im AFM eine stark elongierte
Konformation und einer Korona, die vermutlich durch den niedrigen Pfropfungsgrad des
duleren Sarkosinblocks zustande kommt. Jedoch kann die Z-geschiitzte Diblockbiirste
nicht unter sauren Bedingungen entschitzt werden, ohne dass groRe Teile des

Polysarkosins wieder abgespalten werden. Deshalb sind Lys(Z)-haltige Diblockbiirsten

ungeeignet fiir die weitere Forschung und Anwendung als Transfektionsagenzien.
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4.5.4.2. Synthese iiber in-situ-Polymerisation

Mit zwei unterschiedlichen Varianten, beruhend auf einem in-situ-Verfahren, kénnen
Lys(TFA)-haltige, entschiitzte zylindrische Diblockbirsten hergestellt werden. Bei der
ersten Variante wird der PAHMA-Makroinitiator in seiner protonierten Form eingesetzt.
Wegen der Bildung vieler linearer Verunreinigungen sind hohe Sarkosin-NCA-
Verhaltnisse notig, um isolierbare, geschiitzte Diblockbiirsten mit geringem
Sarkosingehalt zu erhalten. Diese kdnnen aber nach ihrer Aufreinigung wiederum als
Precursor verwendet werden, um weiteres Sarkosin anzubringen und damit eine
groRere Sarkosinschale zu erzeugen. In der zweiten Variante wird der vorgelegte
PAHMA-Makroinitiator mit Hilfe einer sterisch gehinderten Base deprotoniert. Durch die
erhohte Reaktionsgeschwindigkeit und die milderen Reaktionsbedingungen kann die
Einbaueffizienz von Lysin-NCA und Sarkosin-NCA erheblich gesteigert werden, sodass
sarkosinreiche Diblockbirsten direkt in einer ,One-pot“-Reaktion erhalten werden
konnen. Die Entschitzung der Birsten mit Hydrazin ist laut IR-Spektroskopie
weitestgehend vollstandig und fliihrt mit hoher Sicherheit zu keiner Fragmentierung.
Jedoch aggregieren die entschiitzten Diblockbiirsten nach der Gefriertrocknung, sodass
auf diese Behandlung verzichtet werden sollte. Die Zusammensetzung der einzelnen
Blocke wird Uber drei verschiedene Methoden (AAA, CD, GPC) ermittelt. Durch die
Kombination von AAA und GPC konnen realistische, mittlere Polymerisationsgrade von
Lysin und Sarkosin bestimmt werden, sofern von einer 100%igen Pfropfungsdichte

PARMA Biirste aus Kapitel 4.5.3.2 einen

ausgegangen wird. Dabei scheint die PSar-b-DBy
halb so groflen Lysinblock, aber daflir einen groBeren Sarkosinblock als die
PSar-PLLPA"MA” Biirste aus Kapitel 4.5.3.3 zu besitzen (siehe Tabelle 16). Desweiteren
kann Uber CD-Spektroskopie gezeigt werden, dass in den PLL-Seitenketten, trotz
angebundener Polysarkosin-Blocke eine Helix-Konformation mit NaClO, induziert

werden kann.

Tabelle 16: Vergleich der Charakteristika der beiden hergestellten, entschiitzten Diblockbiirsten

Methode AAA GPC GPC+AAA CD
Burste \NSarent XSarent I:>Lys PSar WSarent I:’Sar rSar,Lys WSarem

PSar-b-DByg AtV 76% 85% | 17 - - 96 5,6 78%
PSar-b-PLLPAHMA" 580 71% | 31 96 63% 77 2,5 52%
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5. Biokompatibilitit

Fir die Anwendung von polymeren Tragersystemen im menschlichen Kérper muss deren
Biokompatibilitat gewahrleistet sein. Wichtige Indikatoren fiir die Biokompatibilitdat von
Stoffen sind unter anderem ihre Zelltoxizitat und ihr Verhalten im Blutserum. Weder
sollte die Aufnahme des Polymers zu einer Schadigung der Zelle fiihren, noch darf es im
Blutkreislauf mit Proteinen wechselwirken, die eine Immunreaktion auslésen oder die
Inaktivierung und Ausscheidung des Nanotragers einleiten konnen. Polysarkosin wird in
der Literatur ein ,Stealth“-Effekt zugeschrieben, der die Biovertraglichkeit von ,Drug
Delivery“-Systemen deutlich verbessern kann [121-124]. Ob dieser Einfluss auch bei der
in Kapitel 4.3.1 und 4.5.3.2 synthetisierten Polysarkosinblrste bzw. Diblockbirste
gegeben ist, soll anhand von Toxizitatstests und der Analyse des Aggregationsverhaltens

in humanem Blutserum lber dynamischer Lichtstreuung untersucht werden [131].

5.1. Zelltoxizitat

5.1.1.PSar-Biirste

Die MTT-Toxizitatstests werden von _ am Institut fir Dermatologie der
Universitatsklinik Mainz durchgefiihrt. Dabei wird die Uberlebensrate zweier

PAHMA hach 24 Stunden in einem Triplikat

verschiedener Zelllinien in Gegenwart von PSar
ermittelt, auf unbehandelte Zellen normiert und anschlielend gemittelt. Bei den
verwendeten Zelllinien handelt es sich einerseits um dendritische Knochenmarkzellen
(BM-DC =,bone marrow-derived dendritic cells“) und andererseits um menschliche,
embryonale Nierenzellen (HEK293 =,,human embryonic kidney 293 cells“). Die
Ergebnisse in Abb. 82 bescheinigen der Biirste eine gute Vertraglichkeit in HEK293-Zellen
und in den sensibleren BM-DC. Die Zellviabilitdt liegt nach 24h auch bei sehr hohen
Blirstenkonzentrationen noch zwischen 70-80%, was die schon zuvor in der Theorie
beschriebene Biokompatibilitdt des Polysarkosins unterstreicht. Somit scheint die

geringe Dichte der positiven Ladungen an den Seitenkettenenden nur geringe

Auswirkungen auf die Toxizitat des Polymers zu haben.
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Abb. 82: MTT-Test fiir die PSar -Birste an HEK293 (cyan) und BM-DC (grau) nach 24h

5.1.2.Diblockbiirste

Reines Polylysin ist genauso wie Polyethylenimin (PEl) auf Grund der hohen Zahl
kationischer Ladungen fiir die meisten Zellen stark toxisch [219-221]. Die &uRere
Sarkosinschale soll daher die inneren, positiven Ladungen weitestgehend abschirmen
und somit die Toxizitdit des Systems absenken. Am Beispiel der entschiitzten
Diblockbiirste PSar-b-DByg "™ aus Kapitel 4.5.3.2 wird die Vertraglichkeit dieser
Systeme von _ am Institut der Translationalen Immunologie der
Universitatsklinik Mainz an 3T3-Fibroplasten (bewegliche Bindegewebszellen) getestet

(Abb. 83).

3T3-Fibroplasten [J24h [J48h
120

i il 3 i 1 Bf] IF Jr]LJr

T

Zellviabilitdt / %

0,08 0,16 0,24 0,40 0,80 11,60 3,20 6,40 12,80
c/mg-L

PAHMA

Abb. 83: MTT-Test flr die entschitzte PSar-b-DByg — Buirste an 3T3-Fibroplasten nach 24h (cyan) und

48h (grau)
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Die Uberlebensrate liegt fiir Transfektionsbehandlungen iiblichen Konzentrationen auch
nach 48 Stunden zwischen 85-100% und beweist die gute Abschirmung der positiven

Ladungen durch den duReren Sarkosinblock.
5.2. Verhalten im Blutserum

Ob Polymere mit Bestandteilen des Blutserums aggregieren, kann mit einer von
_ entwickelten Methode mittels dynamischer Lichtstreuung nach-
gewiesen werden [131]. Hierfiir werden die verdiinnte Polymerprobe und das humane
Blutserum zuerst in PBS-Puffer separat vermessen. Aus den jeweiligen Messungen lassen
sich unter Verwendung der Software HDRC die Autokorrelationsfunktionen der
Bestandteile anfitten, um die charakteristischen prasenten Abklingzeiten 7; sowie deren
Anteile an der Gesamtintensitdt a; zu bestimmen. Polymere sind auf Grund ihrer
vorhandenen Polydispersitdt meistens gut mit einer biexponentiellen Fitfunktion g, ,,(t)

zu beschreiben:

t t
J1p(t) = ayp - exp <— —> +ay, - exp <— —) (51)
T1p T2,p
7 = (q°D;)7! (52)

Fir das humane Blutserum hat sich eine triexponentielle Fitfunktion g, ((t) bewahrt
[131]:

t t

t
915(t) = ay5 - exp (— r_> T azs-exp (— —> T az;s-exp <— —) (53)

1, Tas T35

Falls keine oder kaum Wechselwirkungen zwischen beiden Systemen auftreten, kann die
Korrelationsfunktion einer Mischung (ber die Addition der individuellen

Korrelationsfunktionen g, ;(t) angefittet werden:

gl,m(t) = fp ' gl,p(t) + fs ' gl,s(t) (54)

Dabei werden die Parameter der Einzelfitfunktionen konstant gehalten und nur der
Beitrag f; zur Gesamtamplitude angepasst. Das Residuum sollte keine systematische

Abweichung im Fitverlauf aufweisen. Zeigen sich doch Abweichungen, stammen diese
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von aggregatsbildenden Wechselwirkungen zwischen den Blutbestandteilen und dem
Polymer. In diesem Fall wird eine weitere aggregatsbeschreibende Fitkomponente
zugefligt, deren Parameter, wie auch die einzelnen Amplitudenanteile f;, frei gefittet
werden, um eine ungefdhre Aussage Uber den prozentualen Anteil der gebildeten

Aggregate sowie deren Grof3e zu erlauben:

gl,m+a(t) = fp ’ gl,p(t) +fs- gl,s(t) + fagg ’ gl,a(t) (55)

gl,a(t) =0Qq,q " €Xp <_ L) (56)

T1,a

Meist wird die Messung bei einem Streuwinkel von 30° durchgefiihrt, da in diesem

Bereich die Sensitivitat fir die Detektion von groReren Teilchen am hdchsten ist.

5.2.1.PSar-Biirste

PAHMA Biirste in humanem Blutserum kann ausreichend

Die Korrelationsfunktion der PSar
gut mit dem additiven Mischungsfit g, ,,(t) aus den einzelnen Komponenten, ohne
groRere systematische Abweichungen im Residuum, beschrieben werden (Abb. 84). Die
Polysarkosinbiirste interagiert also nicht mit den Proteinbestandteilen des Serums, was

den ,Stealth“-Effekt von Polysarkosin bestatigt.

1,0 -

PAHMA .

o PSar im Serum (30°)

Fitg,(t) + Residuum

g,(t)

Abb. 84: Autokorrelationsfunktion (ACF) der pSar"™A Biirste mit Multikomponentenfit ohne zusatzliche

aggregationsbeschreibende Komponente und mit entsprechendem Residuum bei 30° mit ¢ = 0,05 g/L in
PBS-verdiinntem humanem Blutserum (c, = 30 g/L)
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5.2.2.Diblockbiirste

Die Messung wird exemplarisch an der PSar-b-DBVGPAH'\’IA

-Blirste aus Kapitel 4.5.3.2
durchgefihrt (Abb. 85). Bei ihr stimmt der additive Multikomponentenfit g, ,,,(t) bei 30°
nicht vollstandig mit der gemessenen Korrelationsfunktion der Mischung (berein. Es
sind also kleinere Mengen an Aggregate entstanden, die mit der Hilfe einer zusatzlichen,
aggregatsbeschreibenden Komponente gj ,,44(t) berilicksichtigt und charakterisiert
werden kénnen (siehe Formel (55)). Der hydrodynamische Radius der Aggregate belduft
sich auf ca. 228 nm und ihr Anteil macht ungefdahr 15% von der Gesamtintensitat aus.
Wird fir alle Fraktionen eine Knaulstruktur angenommen, ist die Intensitdt ungefahr
proportional zum Produkt aus Masse und dem quadratischen hydrodynamischen Radius.
Da die Aggregate im Vergleich zu den anderen Komponenten einen weitaus héheren
hydrodynamischen Radius besitzten, ist ihr Massenanteil im System sehr gering. Die

Sarkosinschale schirmt demnach den groRten Teil der postiven Ladungen des Polylysins

ab und reduziert die Aggregationstendenz im Serum.

1,0 1 o PSar-b-DB "™
Fitg(t) ,, + Residuum

0,8 — Fitg,(t) +Residuum
0,6

=

U;- 014 .
0,2
0,0

10°  10* 10" 10° 10" 10° 10°
t/ms

Abb. 85: Autokorrelationsfunktion (ACF) der PSar-b-DBVGPAHMA-BUrste mit Multikomponentenfit mit

zusatzlicher, aggregationsbeschreibender Komponente und entsprechendem Residuum bei 30° mit
¢ =0,05 g/L in PBS-verdiinntem humanem Blutserum (c, = 30 g/L)
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5.3. Zusammenfassung

Weder die Polysarkosinbiirste PSar™"™* noch die Diblockbiirste PSar-b-DByg "™ sind
fur die Zellen schadlich. Auferdem besitzen sie keine oder nur eine schwach
ausgepragte Tendenz mit Blutserumsbestandteilen zu aggregieren. Durch den
schitzenden ,Stealth“-Effekt der duBeren Sarkosinschale eignen sich daher beide als

Transportsysteme fiir biotechnologische Anwendungen.
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6. Anwendung in der Biotechnologie

Nach der erfolgreichen Synthese der zylindrischen Birstenpolymere sowie der
Uberpriifung ihrer Biokompatibilitat sollen sie in diesem Kapitel auf ihre Eignung als
polymere  Impfstoffe  bzw.  Transfektionsmittel untersucht werden. Die
Polysarkosinbiirsten werden zur weiteren Modifizierung und Erforschung als polymere
Impfstoffe an _ aus dem Arbeitskreis - Ubergeben. Eine kurze
Zusammenfassung der von ihr bisher erzielten Ergebnisse in ihrer Diplomarbeit ist in
Kapitel 6.1 gezeigt. Kapitel 6.2 beschaftigt sich mit der Komplexierungseffizienz der
beiden entschiitzten Diblockbulrsten. AuBerdem wird ihr Einsatz als Transfektionsmittel

fur den Gen-Knockdown spezieller Proteine von _ am Institut fur

_ der Universitatsklinik Mainz untersucht.

6.1. PSar-Biirsten als polymere Impfstoffe

In der Krebsimmuntherapie sollen Polymer-Konjugate (iber einen angebundenen
Antikorper gezielt an dendritische Zellen adressiert werden, um diese nach ihrer
Aufnahme mit einem ebenfalls angebundenen Tumor-assoziierten Antigen zu aktivieren.
Die aktivierten dendritischen Zellen induzieren daraufhin eine T-Zellen-lmmunantwort
gegen den antigentragenden Tumor und bekdmpfen somit das krankhafte Gewebe
(ausfiihrliche Informationen siehe [222]). Damit der polymere Trager ausschlieflich
durch antikorpervermittelte Zellaufnahme in die dendritischen Zellen gelangt, darf
dieser alleine jedoch keine oder nur eine sehr geringe, unspezifische Zellaufnahme
zeigen. Ob diese Voraussetzung auch fir reine Polysarkosinbirsten gilt, wird von Ingrid
Tubbe bzw. Cinja Kappel an Alexa Fluor 488 markierten PSar™"™* _Biirsten tGiber FACS-
Messungen an der Universitatsklinik Mainz iberprift. Dabei werden die Biirsten bereits
nach vier Stunden zu 36% unspezifisch in die dendritischen Zellen aufgenommen, was
hochstwahrscheinlich auf den attraktiven Wechselwirkungen zwischen den positiv
geladenen Seitenkettenenden und der negativ geladenen Zellmembran beruht.
Azidfunktionalisierte N3-PSar™*"™A _Biirsten hingegen zeigen nahezu keine unspezifische

Aufnahme mehr (ca. 0,2% nach 4 Stunden), da der groBte Teil der Kettenenden mit
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ungeladenen Azidgruppen abgesittigt ist. Uber die groRe Anzahl an Azidgruppen kénnen
sie leicht mit Antikérpern und Antigenen konjugiert werden und eignen sich daher gut

fir die Krebsimmuntherapie.

6.2. Diblockbiirsten als Transfektionsmittel

PSar-b-PLL-Diblockbirsten sind geeignete Systeme, um therapeutische RNA oder DNA zu
laden und diese im Einsatz gegen genetisch bedingte Krankheiten als Transfektionsmittel
zu ihrem Einsatzort im K&rper zu transportieren. Hierbei besitzt der innere, positiv
geladene Polylysinblock die Aufgabe, die Polynukleotide fir den Transport so im Inneren
der Birste zu komplexieren, dass sie nicht durch Diffusion oder die Verdrangung von
Proteinen unwillkirlich freigesetzt werden kdnnen. Als Triebkraft fiir die Komplexierung
dient die gegenseitige Anziehung der unterschiedlich geladenen Polyionen, der
Entropiegewinn durch die Freisetzung von Gegenionen und gebundenem Wasser sowie
die Abschirmung der elektrostatischen Repulsion der gleichgeladenen Polyionen
untereinander. Allerdings muss nach der Komplexierung die Moglichkeit bestehen, die
Molekiile wieder an ihrem Zielort abzugeben. Die elektrostatische Bindungsstarke in der
Biirste ist auf Grund ihrer Geometrie herabgesetzt, sodass ein ,Release” der Wirkstoffe
am Zielort erleichtert wird [223]. Die duBere Polysarkosinschale dient wegen ihres
,Stealth“-Effekts zum Schutz des geladenen, genetischen Materials vor enzymatischen
Abbau sowie zur Maskierung von verbliebenen Ladungen, die bei der Komplexierung auf
Grund des ,Mismatches” zwischen den unterschiedlichen Ladungsdichten von Biirste

und den Polynukleotiden entstehen.

Ruckgrat

Abb. 86: Schematische Darstellung der Diblockbiirsten-Komplexierung (Birstenquerschnitt)
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6.2.1.Komplexierungseffizienz

Die in Kapitel 4.5.3.2 und 4.5.3.3 erfolgreich hergestellten Diblockbiirsten werden auf
ihre Komplexierungseffizienz mit siRNA untersucht. Wie in Kapitel 2.4.1 bereits erklart,
wird siRNA in der Gentherapie zur Unterdriickung der Proteinexpression bestimmter
Gene eingesetzt (Gen-Knockdown). Fir die Komplexierung wird eine hybridisierte siRNA
mit 22 Basenpaaren von der Firma IBA Nucleic Acids Synthesis verwendet
(M =14.885 g/mol), die an einem Ende den Farbstoff ATTO565 tragt und fiir den
Knockdown von GFP (,Green fluorescent protein“) eingesetzt werden kann. Unter
Beachtung des Korrekturfaktors fiir die Massenkonzentration aus der AAA werden die
Birsten in einer Kiivette mit der Konzentration von ca. 20 pug/mL in PBS-Puffer vorgelegt
und danach sukzessive siRNA-Losung mit ebenfalls 20 ug/mL zutitriert. Nach jedem
Zugabeschritt wird die Lésung 10 Minuten inkubiert und dann Uber dynamische
Lichtstreuung charakterisiert. Dabei werden die mittlere Streuintensitat bei 30° und der
mittlere hydrodynamische Radius R, aufgezeichnet. Die genaue Auswertung soll im

Folgenden erklart werden:

Die Molmasse der reinen Blrste M ist proportional zu ihrer Streuintensitat (Ry)g und
antiproportional zu ihrer Konzentration cg. Den reinen Intensitatsbeitrag der Blrste
erhdlt man nach dem Abzug des Beitrags des Losungsmittels (PBS-Puffer) von der
gemessenen Intensitat der Gesamtlésung. Der zweite Virialkoeffizient kann

vernachldssigt werden, da er fiir die Birste (und die spateren Komplexe) nahezu null ist:

i _ kcg _ kcg (57)
Mg  (Ro)s (Rg)sg — (Ro)pps
MB - <R9>Lsg - <R9>PBS (58)

Cp

Wird nun RNA zugegeben und diese vollstdandig von der Birste aufgenommen, kann die
Molmasse des Komplexes M¢ 4,,,, berechnet werden, sofern keine Verbrickung zwischen

den Biirsten eintritt (Einzelbirstenkomplexe):
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m m c
M, = My + RNA RNA _ o ( RNA)

=MB+MB B B 1+_

(59)
B mpg Cp

Wahrend der RNA-Aufnahme andert sich auch das Brechungsinkrement des Komplexes:

(@), = (@), +a-m(E),,, (0

Das Brechungsinkrement fiir RNA betragt ca. 0,17 cm3/g. Fir die Birste lasst sich das
Brechungsinkrement wiederum mit Formel (50) aus ihrem Lysin- bzw. Sarkosin-
Gewichtsanteil berechnen. Da das Brechungsinkrement quadratisch in die Molmasse
eingeht, muss die Molmasse des Komplexes mit einem Korrekturfaktor ¢,, angepasst

werden:

2
(@),

2
(@),

Die Formeln (59) und (60) sind so lange glltig, bis die RNA vollstandig in die Biirste

MC,korr =@n-Mc = "M¢ (61)

eingebaut worden ist. Nach der Sattigung bleiben die Molmasse und das
Brechungsindexinkrement des Komplexes konstant und es tritt ungebundene RNA auf,
welche mit Hilfe einer Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) mit anschlieBender
SYBR-Gold-Anfarbung nachgewiesen werden kann. Der Komplex alleine lauft auf Grund

seiner hohen Molmasse nicht und bleibt in der Tasche zurick.

Da die Streuintensitat aller Losungen jeweils nur bei einem Winkel (q #0) und einer
Konzentration (c#0) gemessen wird, sind alle aus ihr erhaltenen Molmassen als
apparent zu betrachten. Durch den Vergleich der apparenten Molmassen des Komplexes
mit der unkomplexierten Birste ldsst sich jedoch eine relative Komplexmolmasse
Mc korr/Mg berechnen. Aufgetragen gegen das vorherrschende Massenverhéltnis Wrya s

zwischen RNA und Biirste, ergibt sich im Idealfall eine RNA-Titrationskurve:
MC,korr CrRNA

VS. lI‘JRNA B —
Mg ' Cp

(62)

In Abb. 87 ist die RNA-Titrationskurve und die PAGE-Gelelektrophorese fiir die

PSar-DByg “"MA_Biirste aus Kapitel 4.5.3.2 zu sehen, deren Seitenketten sich laut
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AAA/GPC aus Py =17 und Ps,r = 96 zusammensetzen. Fiir das Brechungsinkrement der
reinen Blrste erhalt man dn/dc=0,185 cm3/g. In der Gelelektrophorese erkennt man,
dass siRNA bis Wgnas = 0,38 vollstandig in die Burste eingebaut wird und erst zwischen
Wenas = 0,38 und 0,56 freie siRNA auftritt (Sattigung der Birste). Demzufolge kdnnen in
der RNA-Titrationskurve die Punkte Wgnag=0,19 und 0,38 mit Formel (59) berechnet
und die folgenden gemessenen Punkte korrigiert werden. Der Komplex ist bei ca. 160%
der reinen Birstenmolmasse vollstdandig komplexiert und lagert keine weitere siRNA
mehr ein. Legt man das theoretische Zahlenmittel der Blirstenmolmasse, welches in
Kapitel 4.5.3.2 mit der Formel (48) berechnet wurde, zu Grunde, entspricht dies einer
komplexierten Menge von ca. 285 RNA-Molekiilen pro Biirstenpolymer. Bemerkenswert
ist, dass der hydrodynamische Radius Ry, bei allen Komplexierungsschritten konstant bei
ca. 85 nm verbleibt (die Birste wurde nach der Gefriertrocknung nur tGber 48 Stunden
gelost, was den erhohten Radius erklart, vergleiche Abb. 72). Es kommt also durch die

Abschirmung des Polysarkosins zu keiner Aggregation der Komplexe.

a) b)
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Abb. 87: Analyse der komplexierten PSar-b-DBye " -Biirste: a) siRNA-Titrationsdiagramm mit der
Auftragung des relativen, korrigierten Molmassengewichts und des hydrodynamischen Radius der
gebildeten Komplexe gegen das zugegebene siRNA-Massenverhaltnis Wryap b) PAGE-Gelelektrophorese
der Komplexe mit einem siRNA-Massenverhaltnis von: 1) Wgyag = 0,19, 2) Weyas = 0,38, 3) Wryap = 0,56, 4)
Wenas = 0,75, 5) Wrnap = 0,94, 6) Wrnap = 1,12. Die eingesetzte siRNA-Konzentration ist in allen Spuren
gleich. Die Farben sind invertiert dargestellt

PAHMA*

Die Komplexierungsanalyse wird mit der PSar-b-PLL -Birste aus Kapitel 4.5.3.3,

deren Seitenketten sich laut AAA/GPC aus Pi,s=31 und Ps; =77 zusammensetzen,
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wiederholt (Abb. 88). Dabei zeigt sie ein vollkommen anderes Verhalten: Schon bei sehr
geringer RNA-Zugabe werden experimentell weitaus hohere relative Komplexmolmassen
erhalten, als durch Formel (59) theoretisch erreicht werden kénnen. Dies deutet auf eine
Aggregation der Komplexe hin, wodurch die Berechnung ihre Giiltigkeit verliert, da die
Forderung nach Einzelblrstenkomplexen nicht mehr gegeben ist. Deutlicher wird das
Aggregationsverhalten ab dem Punkt Wgnag>0,4, an dem nun auch der
hydrodynamische Radius der Komplexe stetig anwachst. Die absolute Polysarkosinlange
und das molare Verhdltnis ls,,,s der Birste ist anscheinend zu gering, um einer
Aggregation entgegenzuwirken. In der Gelelektrophorese tritt im Bereich von
Wenas = 0,22 bis 0,40 die erste freie siRNA auf. Unter Beachtung des fast doppelt so
grofRen Polylysinblocks komplexiert die Blirste demnach auch weitaus weniger RNA pro

PAHMA_ Biirste. Dies kann wiederum mit

positiver Ladung als die zuvor getestete PSar-DByg
der friih eintretenden Aggregation erklart werden, welche durch die Zusammenlagerung

der Birsten die Komplexierung von weiterer RNA-Molekilen im Inneren verhindert.

a) b)
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Abb. 88: Analyse der komplexierten PSar-b-PLL"™ A" Biirste: a) siRNA-Titrationsdiagramm mit der

Auftragung des experimentell erhaltenen sowie des theoretisch berechneten relativen
Molmassengewichts (unkorrigiert) und des hydrodynamischen Radius der gebildeten Komplexe gegen das
zugegebene siRNA-Massenverhdltnis Wryap b) PAGE-Gelelektrophorese der Komplexe mit einem siRNA-
Massenverhéltnis von: 1) Wgyag = 0,05, 2) Wenas = 0,22, 3) Weyap = 0,40, 4) Wenap = 0,61, 5) Wenas = 1,15,
R) freie siRNA. Die eingesetzte siRNA-Konzentration ist in allen Spuren gleich. Die Farben sind invertiert
dargestellt
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6.2.2.Gen-Knockdown

Die  entschiitzte  PSar-DBygs "“MA-Burste  wird auf Grund ihrer  guten
Komplexierungseigenschaften von _ am Institut flir Translationale
Immunologie der Universitatsklinik Mainz auf ihre Anwendung als Transfektionsmittel
fir den Gen-Knockdown untersucht. Hierflr wird zuerst die Blirste mit jeweils 25%
Gewichtsprozent (Wgnag =0,33) einer speziellen, Cy5-markierten siRNA und einer
unmarkierten ,scrambled” RNA (scRNA) beladen und in einem Agarosegel uUber
Gelelektrophorese analysiert (Abb. 89). ,Scrambled” RNA besitzt die gleichen Basen wie
die funktionsfahige siRNA, diese sind aber in einer unterschiedlichen Reihenfolge
angeordnet, sodass die RNA ihre Funktion verliert und als Negativkontrolle genutzt
werden kann. Vergleicht man in der Gelelektrophorese die Banden der
gleichkonzentrierten, freien siRNA (4) bzw. scRNA (5) mit denen der Bilirstenkomplexe

(2) bzw. (3), erkennt man, dass die Biirsten die RNA vollstandig aufgenommen haben.

Nr. Beladung 12 3 456 7 8 910111213
1 Leiter (Al ol LA L4
2 siRNA/B - e ‘
3 SCRNA/B

4 freie SiRNA

5 freie sSCRNA

6 SiRNA/B + 5%BSA

7 siRNA/B + 10%BSA

8 siRNA/B + 20%BSA

9 siRNA/B + 40%BSA

10 sCRNA/B + 5%BSA

11 scRNA/B + 10%BSA ~

12 scRNA/B + 20%BSA

13 scRNA/B + 40%BSA

Abb. 89: Agarose-Gelelektrophorese (Agarosegel) der PSar-b-DBVGPAHMA-BUrstenkomplexe. Die beladene

RNA-Menge ist in allen Spuren gleich. Die Farben sind invertiert dargestellt

Auffallig ist, dass sich zwar der scRNA-Komplex in der Tasche mit GelRed® anfarben lasst,
der siRNA-Komplex hingegen unsichtbar bleibt. Dies kann dadurch erklart werden, dass
die siRNA den Farbstoff Cy5 tragt. Dessen Emissionsspektrum Uberlappt mit dem

Absorptionsspektrum des Anfarbemittels GelRed®, sodass es zu Quenchingeffekten der
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beiden Farbstoffe kommt, die durch die hohe Beladungsdichte der Birste zur
vollstandigen Ausléschung der Fluoreszenz fiihrt. Um die Stabilitdt der Komplexe im
Serum zu testen, werden die Komplexe mit 5-40% Albumin (BSA) versetzt
(6-9 bzw. 10-13). Das in groRen Mengen im Blut vorkommende Albumin kann die
komplexierte RNA jedoch nicht verdrangen (keine freie RNA sichtbar), sodass ein Einsatz

im Blutserum moglich ist.

Die Komplexe werden fiir den in-vitro-Knockdown des procollal-Proteins in
3T3-Fibroblasten (Bindegewebszellen) und des ApoB100-Proteins in AML-12
Hepatozyten (Leberzellen) verwendet (Abb. 90). Dabei werden sie in proteinreichem und
proteinarmem Medium zu den Zellen gegeben und die nach 48 Stunden erhaltene
relative Expression mit der Expression der reinen Birste, des scRNA-Komplexes (als
Negativkontrolle) sowie mit der Expression eines beladenen, hocheffizienten, aber
toxischen Standardtransfektionsmittels (jetPEl) als Positivkontrolle verglichen. Die reine
Birste, der reine Puffer und der scRNA-Komplex (scRNA/B) haben erwartungsgemaR
keinen Einfluss auf den Proteinmetabolismus. Die Biirstenkomplexe (siRNA/B) zeigen in
den 3T3-Fibroblasten erst bei hohen Konzentrationen einen signifikanten Knockdown
des Proteins procollal, wobei er in Serum zugegeben etwas hoher ausfallt (knapp 60%).
In AML-12 Hepatozyten ist der Knockdown des Proteins ApoB100 auch bei niedrigeren
Konzentrationen stark ausgepragt, sofern die Komplexe in proteinarmem Medium (PBS-
Puffer) zu den Zellen gegeben werden. Werden sie hingegen in proteinreichem Medium
verabreicht, vermogen sie keinen Gen-Knockdown zu induzieren. Die Ergebnisse
scheinen sich fiir beide Zelltypen zu widersprechen. Generell hangt die Effektivitdat von
Transfektionsagenzien aber sehr stark von der Aufnahmerate und dem
Zellaufnahmeweg ab, der fiir verschiedene Zellarten sehr unterschiedlich sein kann. Fir
die Diblockbirsten kann eine unselektive Aufnahme, z.B. durch ihre leicht positiven
Kettenenden, induziert werden. Werden diese von Proteinen abgeschirmt, senkt sich
auch die Aufnahmewahrscheinlichkeit. Bei anderen Zellen kann jedoch gerade diese
leichte Proteinanlagerung eine Zellaufnahme durch einen Rezeptor-induzierten Eintritt
ermoglichen [224]. Desweiteren wird die Effektivitdt auch dariber bestimmt, wie gut
und schnell die RNA von den Komplexen in das Zellzytosol freigesetzt wird, bevor sie im

Lysosom abgebaut wird. In Zukunft sollen anhand von Farbstoff-markierten
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Diblockbiirsten durch FACS- und CLSM-Messungen neue Erkenntnisse Uber die
Zellaufnahme und den RNA-,Release” gewonnen werden, um den induzierten Gen-
Knockdown besser zu verstehen und gegebenenfalls liber synthetische Modifikationen

zu steuern.
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14 3T3-Fibroblasten
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reine Biirste
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Abb. 90: In-vitro-Gen-Knockdown fiir a) das Protein procollal in 3T3-Fibroblasten und b) das Protein
ApoB100 in AML-12 Hepatozyten durch die Verwendung von PSar-b-DBVSPAHMA-BUrstenkomplexe (25%
siRNA-Beladung) mit unterschiedlicher Konzentration (bezogen auf die beladene siRNA).

(+) = Positivkontrolle durch siRNA/PEI-Komplexe
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6.2.3.Zusammenfassung

Die hergestellten ,Drug-Delivery“-Systeme werden auf ihren Einsatz in der
Krebsimmuntherapie bzw. Gentherapie Uberprift. Dabei zeigen die Sarkosinblirsten
nach ihrer Azidfunktionalisierung keine unspezifische Aufnahme in dendritschen Zellen,

was als Grundvoraussetzung fir eine effektive, antikorpervermittelte Therapie gilt.

Beide entschiitzte Diblockbirsten besitzen die Fahigkeit zur siRNA-Komplexierung.

Jedoch ist nur die PSar-DByg "HMA

-Blirste mit ihrem langeren Polysarkosinblock und dem
wesentlich gréeren molaren Verhaltnis von Sarkosin zu Lysin (lsar,ys) in der Lage, die
siRNA ohne Aggregationsbildung aufzunehmen. Dies sollte fiir die Herstellung weiterer
Diblocksysteme berticksichtigt werden. Es kdnnen bis zu 60% siRNA in Bezug zur
eingesetzten Blirstenmolmasse im Inneren eingelagert werden, die auch durch Albumin
nicht wieder verdrangt werden kann. Im Gen-Knockdown-Experiment (in vitro) an

AML-12 Hepatozyten zeigt die PSar-DByg ™A

in proteinarmen Medien eine deutliche
Senkung der ApoB100-Proteinexpression. Es sind aber noch weiterreichende
Untersuchungen nétig, um den polymeren Trager und dessen RNA-Vermittlung besser

zu verstehen und gegebenenfalls weiter zu optimieren.
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7. Zusammenfassung und Ausblick

Im Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zylindrische Blirstenpolymere mit
reinen Polysarkosin- bzw. Diblock-Seitenketten aus Polysarkosin und Polylysin iber den
»grafting from“-Ansatz mit Hilfe der ringéffnenden NCA-Polymerisation hergestellt
werden konnen. Als Makroinitiatoren wurden synthetisiertes, hochmolekulares
Poly[N-(6-aminohexyl)methacrylamid] (PAHMA) und ein kommerziell erworbenes,
hochmolekulares Polylysin verwendet. Alle Birstensysteme und die zugehdrigen
Makroinitiatoren wurden mittels AFM, dynamischer und statischer Lichtstreuung, CD-
Spektroskopie sowie GPC charakterisiert. Zudem wurden die Biokompatibilitat und das
Aggregationsverhalten in humanem Blutserum untersucht und die Birsten auf ihre
Eignung als polymere Wirkstoff-Tragersysteme Uberprift. Die erhaltenen Ergebnisse zu

den einzelnen Birstensystemen werden noch einmal zusammenfassend dargestellt:
7.1. Zylindrische PSar-Biirsten

Ausgehend von dem PAHMA- bzw. bioabbaubaren PLL-Makroinitiator konnten
erfolgreich  zylindrische Polysarkosin-Birsten mit guter Kontrolle Uber den
Polymerisationsgrad hergestellt werden. Die theoretisch berechnete Molmasse stimmte
bei beiden Biirsten gut mit dem experimentell ermittelten Wert aus der statischen
Lichtstreuung Uberein. Die Seitenkettenenden konnten ({iber eine anschlieRende
Umsetzung mit Azidoessigsaure und CDI mit Azidgruppen funktionalisiert werden,
welche eine effiziente Biokonjugation von z.B. Antikérpern oder Farbstoffen mittels
kupferfreier Klickchemie ermoglichen. Die Kopplung der hydrophoben Azidgruppen
fihrte hierbei nur zu einem geringen, reversiblen Aggregationsverhalten der

PAHMA wurde die Biokompatibilitit der

Sarkosinbirsten. Am Beispiel von PSar
Polysarkosinbiirsten Uberpriift. Dabei wiesen sie bei der Messung im Blutserum auf
Grund des ausgepragten ,Stealth“-Effekts von Polysarkosin keine Aggregation mit
Serumproteinen auf und wirkten auch in hoheren Konzentrationen nicht zelltoxisch. Des

Weiteren wurden azidfunktionalisierte Sarkosinbirsten nicht unspezifisch in
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dendritische Zellen aufgenommen und kénnen daher als Ausgangsmaterialien fur die

Synthese polymerer Antikorper-Antigen-Konjugate in der Krebsimmuntherapie dienen.
7.2. Zylindrische PSar-b-PLL-Biirsten

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit war die Herstellung von zylindrischen Biirsten mit einem
inneren, positiv geladenen Polylysinkern und einer aufleren Sarkosinschale. Die Synthese
Uber isolierte PLL-Blirsten oder Cobirsten aus Sarkosin und Lysin als Precursor
scheiterten auf Grund der Bildung von unléslichen Aggregaten bzw. der Fragmentierung
der Seitenketten bei der Entschiitzung der Z-Schutzgruppen. Dagegen konnten Uber eine
in-situ-Polymerisation unter Verwendung von Lys(TFA)-NCA und einer grolen Menge an
Sarkosin-NCA zwei zylindrische Diblockbirsten mit unterschiedlicher Zusammensetzung
hergestellt und erfolgreich mit Hydrazin entschiitzt werden. Bei der Biirstensynthese
bewirkte eine Deprotonierung des eingesetzten PAHMA-Makroinitiators eine
Verminderung der wahrend der Polymerisation entstehenden, linearen Polymerfraktion.
Der Gehalt an Sarkosin bzw. Lysin konnte mittels dreier verschiedener Analysemethoden
(GPC, CD-Spektroskopie, AAA) bestimmt werden. Die dabei erhaltenen Ergebnisse
wiesen keine signifikanten Unterschiede auf. Durch Kombination von AAA und GPC
konnten auch die mittleren Polymerisationsgrade der in die Seitenkette eingebauten
Aminosauren berechnet werden. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass fiir den
inneren PLL-Block trotz angebundenem Sarkosinblock durch Zugabe von
Natriumperchlorat eine Helix-Konformation induziert werden kann. Am Beispiel der
PSar-b-DByg *"™A-Diblockbiirste wurde die Biokompatibilitdat der Systeme Uberpruft.
Entgegen ihrer hohen, positiven Ladungsdichte im Inneren zeigten die Blirsten wegen
des ,Stealth“-Effekts der Polysarkosinschale auch bei langeren Behandlungszeiten kaum
eine zelltoxische Wirkung und besalRen nur eine geringe Tendenz zur Aggregation im
Blutserum. Die Birsten konnten bis zu 60% ihrer eigenen Molmasse mit siRNA beladen
werden, ohne dabei zu aggregieren und eignen sich daher als Transfektionsmittel in der
Gentherapie. Erste Gen-Knockdown-Versuche bestatigen diese Annahme: Werden die
Biirstenkomplexe in proteinarmem Medium zu AML-12 Hepatozyten gegeben, lasst sich
auch bei kleineren Konzentrationen eine starke Reduktion der ApoB100-

Proteinexpression nachweisen.
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7.3.

Ausblick

Mit dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass zylindrische Blirsten auf Basis von

Polysarkosin wegen ihrer hohen funktionellen Dichte und guten Biovertraglichkeit als

,Drug Delivery“-Systeme in der Nanomedizin eingesetzt werden koénnen. Allerdings

bleiben im Bereich der Synthese und Anwendung noch einige Fragestellungen offen und

manche Herausforderungen zu bewaltigen:

1)

2)

3)

4)

Die Birstensynthese Uber die ,grafting from“-Methode bedarf einer
Optimierung. Zum einen muss die Entstehung von linearen Polypeptiden auf
Grund von initiierenden Verunreinigungen im NCA wahrend der Herstellung von
PLL-haltigen Blrsten weiter unterdrickt werden, um eine gute Kontrolle der
Polymerisation zu gewahrleisten. Zum anderen sollte die Polydispersitdt der
Birsten fir die biomedizinische Anwendung deutlich verringert werden [7],
indem monodisperse Makroinitiatoren verwendet werden oder deren
Verteilungsgrad vor ihrer Verwendung im geschiitzten Zustand, z.B. durch
praparative GPC, reduziert wird.

Die Frage, inwieweit die PSar- bzw. PLL-Blocklange die Effizienz der Transfektion
beeinflusst, muss geklart werden, um gegebenenfalls die Blocklangen in der
Synthese anpassen zu kénnen.

Die Azidfunktionalisierung der Diblockbiirsten wiirde eine gute Biokonjugation
mit z.B. Antikorper oder Farbstoffen ermdglichen. Jedoch sollte auf eine
Aggregationsbildung durch die hydrophoben Azidgruppen geachtet werden.
Farbstoff-markierte Biirsten kdnnen dazu genutzt werden ihre Zellaufnahme und
RNA-Transfektion in die Zelle besser zu untersuchen und zu verstehen.

Die Durchfiihrung von Stabilitatstests an der eingekapselten RNA kann die
Schutzwirkung der Polysarkosin-Schale vor enzymatischem Abbau im Koérper

verifizieren.
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8. Experimenteller Teil

8.1. Mono-N-Boc-1,6-diaminohexan

8.1.1.Reaktionsgleichung

(o]
I I )J\ /k
HoN—(CHz)e—NH,  + >k )L )J\ )< E—— HoN——(CHz)s——N [©)
o o o -CO, H

- tert-Butanol

283,5 g/mol 218,25 g/mol 216,32 g/mol

8.1.2.Allgemeine Vorschrift [198]

In einem 5L-Dreihalsrundkolben wird ein Uberschuss von 283,5g (2,44 mol; 7,5 Aq.)
1,6-Diaminohexan mit einem KPG-Rihrer in 2,5L Dioxan gelost. Unter
Luftfeuchtigkeitsausschluss tropft man langsam 71g (0,33 mol; 1Aq.) Di-tert-butyl
dicarbonat in 800mL Dioxan mit Hilfe eines Tropftrichters Gber zwei Tage zur Lésung zu.
Nach Ablauf der Zeit wird der entstandene, farblose Niederschlag mit einer Absaugfritte
abfiltriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der erhaltene Feststoff wird in
1,5L Wasser gelost und die unloslichen Bestandteile (doppelt geschiitztes Derivat)
erneut abgetrennt. Danach wird das Produkt aus dem wassrigen Filtrat 6x mit 50 mL
Dichlormethan extrahiert und die vereinte organische Phase nochmals 3x mit 1 L Wasser
gewaschen. Nach Trocknung (iber NaSO,; und Filtration wird das Dichlormethan im
Vakuum entfernt und man erhilt 27,5 g eines leicht gelblichen, triiben Ols. Das Ol wird
mit einer Destillation weiter aufgereinigt (Siedepunkt: 116°C bei 6,3:10 mbar). Dabei
entsteht ein farbloser Feststoff am Kihlfinger der Criegee-Apparatur, der
zwischenzeitlich immer wieder entfernt werden sollte. Am Ende erhdlt man 24 ¢

(0,11 mol; 34% der Theorie) einer farblosen, hochviskosen Fliissigkeit.

H-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm)= 1.28 (m, 8H); 1.39 (s, 9H); 1.70 (s; 2H); 2.63 (t, 2H);
3.06 (g, 2H); 4.56 (s, 1H)
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8.2. N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan

8.2.1.Reaktionsgleichung

(0] )< (0] o
cl
)k NEt )k )<
HN—(CHp)s——N 0 + — N—(CHz)s—N o
H - [HNEt;]*Cr H H

(©)

216,32 g/mol 104,53 g/mol 284,39 g/mol

8.2.2.Allgemeine Vorschrift [198]

In einem ausgeheizten Schlenkkolben werden unter Argon-Gegenstrom 5 g (23,1 mmol;
1,0 Ag.) Mono-N-Boc-1,6-diaminohexan und 3,8 mL (27,8 mmol; 1,2 Aq.) Triethylamin in
40 mL trockenem Dichlormethan gelést. Bevor man 2,5mL (25,8 mmol; 1,1 Aq.)
Methacryloylchlorid in 17 mL Dichlormethan mit Hilfe eines Tropftrichters langsam dazu
tropft, wird die Losung mit einem Eis-Kochsalzbad auf -5°C gekiihlt. Die Reaktion wird
unter Argon-Atmosphare weitere zwei Stunden bei -5°C geriihrt sowie noch einmal eine
ganze Nacht bei Raumtemperatur. Zwecks Aufreinigung wird die Reaktionslésung 3x mit
40 mL Wasser in einem Scheidetrichter gewaschen, mit MgS0O, getrocknet und danach
filtriert. Nachdem das Dichlormethan im Vakuum entfernt wurde, kénnen 6,5 g eines
leicht rotlichen Feststoffs isoliert werden. Dieser wird durch zweimalige
Flashchromatographie in Ethylacetat/ Toluol (21:2) weiter aufgereinigt
(Saulendurchmesser: 5,5 cm, Kieselgelhéhe 25 cm + 5 cm basisches Al,03, Ry = 0,34),
sodass am Ende 4,7 g (16,53 mmol; 72% der Theorie) eines farblosen Feststoffs isoliert

werden konnen.

!H-NMR (300 MHz, CDCl3) & in ppm= 1.30-1,50 (m, 8H); 1.40 (s, 9H); 1.93 (m, 3H);
3.06 (q, 2H); 3.26 (g, 2H); 4.54 (s, 1H); 5.28 (s, 1H); 5.65 (s, 1H); 5.93 (s, 1H)
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8.3. Benzyl-2-hydroxyethyl-trithiocarbonat

8.3.1.Reaktionsgleichung

S
)J\ /\/OH
/\/OH Br CS, s s
HS + B — e
- HBr

78,13 g/mol 171,04 g/mol 244,40 g/mol

8.3.2.Allgemeine Vorschrift [201]

5,46 g (25,7mmol; 1,0Aq.) gemérsertes Kaliumphosphat werden unter Argon-
Atmosphadre in 60 mL Aceton unter starkem Rihren dispergiert und 1,8 mL (25,6 mmol;
1,0 Ag.) 2-Mercaptoethanol mit einer Spritze durch ein Septum dazugegeben. Dann
werden nacheinander jeweils mit einer 15-minttigen Unterbrechung 4,6 mL (76,1 mmol;
3,0 Aq.) Schwefelkohlenstoff und 3,0 mL (25,3 mmol; 1,0 Ag.) Benzylbromid zugegeben
und man ldsst die Reaktionslosung Uber Nacht bei Raumtemperatur rihren. Am
nachsten Tag wird der gebildete Niederschlag durch Filtration entfernt und die
zurlickbleibende, gelbe Losung vollstandig evaporiert. Der Riickstand wird in 100 mL
Chloroform geldst und 3x mit jeweils 50 mL Wasser im Scheidetrichter gewaschen. Die
organische Phase wird mit NaHSO, getrocknet und das L&sungsmittel im Vakuum
entfernt. Zuriick bleibt ein gelbes Ol, das nochmal durch eine Flashchromatographie in
Hexan/ Ethylacetat (4:1) weiter aufgereinigt wird (5,38 g Probe auf 300 g Kieselgel).
Durch Einengen der Produktfraktion konnen schlussendlich 3,9 g (16 mmol, 64% der
Theorie) eines gelben Ols erhalten werden. Das CTA wurde zusammen mit _

hergestellt.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm)= 1,76 (s, 1H); 3,60 (t, 2H); 3,88 (t, 2H); 4,6 (s, 2H);
7,29 (m, 5H)
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8.4. PAHMA-Makroinitiator (geschiitzt)

8.4.1.Reaktionsgleichung

(o) (e} S
J ko
S S
X N—(CHy)s—N o S Non
H H AIBN X
O
S

284,39 g/mol [284,39 g/mol],

8.4.2.Allgemeine Vorschrift

Zur Vorbereitung wird Azodiisobutyronitril (AIBN) frisch umkristallisiert. Dazu wird das
AIBN in 20 mL Methanol bis zur Sattigungsgrenze geldst, der ungeléste Uberschuss
abfiltriert und die Losung bei -20°C lber Nacht gelagert. Die ausgefallenen Nadeln
werden Uber einen Blichnertrichter abgenutscht und im Vakuum getrocknet. Fir die
Polymerisation 16st man dann 2,5 g (8,79 mmol; 700 Aq.) N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-
diaminohexan in 6,5 mL frisch destilliertem Anisol in einem ausgeheizten Schlenkrohr.
Der Lésungsvorgang kann durch leichtes Erwarmen beschleunigt werden. Dann gibt man
von einer zuvor hergestellten AIBN- und CTA-Stammlosung die entsprechenden
Volumina fir 3,06 mg (1,25-:102 mmol; 1 Aqg.) Benzyl-2-hydroxyethyl-trithiocarbonat und
0,3 mg (1,85-10° mmol; 0,15 Ag.) AIBN mittels einer Eppendorfpipette zu, sodass das
Schlenkrohr am Ende ein Gesamtvolumen von ca. 7,5 mL Anisol enthalt. Danach wird die
Losung durch vier ,Freeze-pump“-Zyklen von Sauerstoff befreit, das Schlenkrohr mit
Argon geflutet und die Polymerisation in einem 90°C heiRen Olbad initiiert. Nach drei
Tagen wird die Reaktion in fllissigem Stickstoff inhibiert und das Polymer durch Fallung
in Diethylether von nicht umgesetztem Monomer abgetrennt. Fiir eine vollstédndige

Aufreinigung wird das Polymer noch zweimal in etwas THF geldst und wieder ausgefallt.



130 8. Experimenteller Teil

Nach Zentrifugation und Trocknung erhalt man 1,1 g (44% der Theorie) eines leicht
gelblichen, amorphen Polymers. Die abgetrennte Fallungslosung sollte nicht verworfen
werden. Durch Verdampfen des Diethylethers und anschlieender
Flashchromatographie des Riickstandes (siehe 8.2.2) kann der groflite Teil an

unverbrauchtem Monomer zuriickgewonnen werden.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm)= 1,4 (s, 9H)

8.5. PAHMA-TFA-Makroinitiator (entschiitzt)

8.5.1.Reaktionsgleichung

X x

H H H
N N o TFA N NH,
\(HzC)e/ —— \(HZC)G/ * CF4;COOH
-CO,
0 o ) =< o
[284,39 g/mol], [298,30 g/mol],

8.5.2.Allgemeine Vorschrift

In einem 10 mL-Rundkolben werden 409 mg (1,44 mmol bezogen auf die
Wiederholungseinheit; 1 Aq.) des geschiitzten Makroinitiators in 2 mL Dichlormethan
geldst und dann mit 2 mL (26 mmol; 18 Aq.) Trifluoressigsdure versetzt. Die Losung wird
mit einem Glasstopfen verschlossen und Uber Nacht geriihrt. Am ndchsten Tag ist ein
aufgequollenes Gel entstanden, das erst 3x mit Benzol und anschlieBend nochmals 3x
mit Dichlormethan gewaschen wird. Der entschiitzte Makroinitiator wird nun in Wasser
gelost, durch einen Spritzenfilter (GHP 450 nm) filtriert und gefriergetrocknet. So
kdnnen am Ende 409 mg (1,37 mmol bezogen auf die Wiederholungseinheit; 93% der
Theorie) eines flockigen, farblosen Feststoffes gewonnen werden, der bei -20°C gelagert

wird. Fir eine noch bessere Aufreinigung kann auch ein Amicon-Zentrifugenfilter
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(Auschlussgrenze M =30 kDa) benutzt werden. Jedoch verringert sich auf Grund der

Adsorption des geladenen Polymers an die Membran die Ausbeute um ca. 50%.

FT-IR (ATR): © (cm™)= 1673 (s, C=0 v. TFA), 1623 (s, C=0 Amid-I-Bande), 1529 (m, Amid-
[I-Bande), 1174 + 1129 (s, C-F)

8.6. PAHMA-Makroinitiator (deprotoniert)

8.6.1.Reaktionsgleichung

X X
H H
N NH, NaOH N NH,
\(Hzc)e/ * CF3COOH S \(Hzc)e/
- CF3COONa
o - H,0 0o
[298,30 g/mol], [184,28 g/mol],

8.6.2.Allgemeine Vorschrift

63 mg (0,21 mmol bezogen auf die Wiederholungseinheit) des entschitzten Makro-
initiators werden in Wasser gelést und 3x in einem Amicon Zentrifugenfilter
(Ausschlussgrenze M =30 kDa) mit einer wassrigen NaOH-Losung (pH=12,1) versetzt,
um die als Salz gebundene Trifluoressigsaure zu entfernen. Danach wird so lange MiliQ-
Wasser dazugegeben, bis der pH-Wert des abzentrifugierten Filtrats neutral ist. Der pH-
Wert des Riickstandes bleibt hingegen bei ungefdhr pH =9,5, was auf eine erfolgreiche
Deprotonierung des Amins schlieBen ldsst. Nachdem man mit einem Spritzenfilter (GHP
450 nm) kleine Membranfasern entfernt und die gesamte Losung gefriergetrocknet hat,
erhalt man 18 mg (0,1 mmol bezogen auf die Wiederholungseinheit; 48% der Theorie)
eines farblosen, flockigen Polymers. Der grofSte Teil des Ausbeuteverlustes geht auf die
Adsorption des geladenen Makroinitiators an die Amicon-Membran zurlick. Zwar ist der

deprotonierte Makroinitiator in Wasser, jedoch nicht in aprotischen Losungsmitteln wie
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DMF, DMSO, Acetonitril oder THF lI6slich und somit nicht fiir eine weitere NCA-
Polymerisation geeignet. Gibt man zu einer Suspension des deprotonierten
Makroinitiators in DMF ein paar Tropfen Trifluoressigsaure hinzu, wandelt sich das

Polymer in seine salzanaloge Form zurlick und die Suspension |6st sich vollstandig auf.

FT-IR (ATR): © (cm™)= 1630 (s, C=0 Amid-I-Bande), 1526 (m, Amid-lI-Bande)

8.7. Sarkosin-NCA

8.7.1.Reaktionsgleichung

o)
cl o) cl
cl cl Q
HaC + 1 R —
S N coon 3 g c -2 HCl /&
| o] o] N
o)
H
HsC
89,09 g/mol 296,75 g/mol 115,09 g/mol

8.7.2.Allgemeine Vorschrift

9,0 g (101 mmol; 1 Ag.) Sarkosin werden in einem 250 mL-Dreihalsrundkolben, der mit
einer Ruhrhantel, einem Hahn mit Olive und einem Ruickflusskiihler ausgestattet ist, flr
zwei Stunden im Vakuum getrocknet. AnschlieBend suspendiert man die Aminosaure in
100 mL trockenem Tetrahydrofuran (THF) und erhoht die Temperatur auf 60°C. Unter
kraftigem Rihren und Argon-Gegenstrom werden schnell 6,8 g (22,9 mmol; 0,35 Aq.)
frisch aus Hexan umdkristallisiertes Triphosgen mit einem Papiertrichter zugegeben und
die Reaktion zwei Stunden geriihrt. Dabei wird ein leichter Argon-Uberdruck angelegt,
um die aus der Reaktion entweichenden Phosgen- und HCI-Gase mit einem am Rick-
flusskiihler angebrachten Schlauch in wassrige NaOH-Lésung zu leiten. Die Suspension
l6st sich mit der Zeit weitestgehend auf, bis nur noch eine leichte Triibung erhalten
bleibt. Diese wird nach dem Erkalten der Reaktionslésung schnell in verschlieRbaren

ZentrifugationsgefaRen mittels Zentrifugation bei 4000 U abgetrennt und die gelbliche
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Reaktionsldsung mittels Kiltedestillation eingeengt. Das nun erhaltene, gelbe Ol wird
ungefdahr 15 min im Hochvakuum auf 70°C erhitzt, um die letzten Reste des
Losungsmittels vollstindig zu entfernen. Durch leichtes Ankratzen des erkalteten Ols
kristallisiert das Rohprodukt aus. Der grobe Feststoff wird in trockenem THF gelOst,
filtriert und in trockenem Hexan gefallt. Nach dem Trocknen wird das Produkt mittels
Sublimation bei 90°C Uber Nacht aufgereinigt. Es konnen 7,5 g (65,2 mmol, 64% der
Theorie) eines farblosen, kristallinen Feststoffs erhalten werden, der bei -20°C gelagert
wird. Die erfolgreiche Entfernung aller Chloridionen wird tber einen negativen AgNOs-

Test der Substanz in THF bewiesen.
H-NMR (300 MHz, DMSO-dg): 6 (ppm)= 2,85 (s, 3H); 4,20 (s, 2H)

FT-IR (ATR): © (cm™)= 1847 + 1757 (s, Anhydrid Banden)

8.8. L-Lysin(Z)-NCA

8.8.1.Reaktionsgleichung

o

COOH Cl (e} Cl
T \CHZ) Cl o o Cl -2 HCl R /&

N
H o

R

280,32 g/mol 296,75 g/mol 306,31 g/mol

8.8.2.Allgemeine Vorschrift

In einem 500 mL-Dreihalsrundkolben mit Rihrhantel, Rickflusskithler und Hahn mit
Olive werden 15,0 g (53,5 mmol; 1 Aq.) L-Lysin(Z) in 170 mL trockenem THF suspendiert
und auf 60°C erhitzt. Unter kraftigem Rihren und Argon-Gegenstrom gibt man schnell
56g (18,7 mmol;0,35Aq.) aus Hexan umkristallisiertes Triphosgen mit einem
Papiertrichter zu. Dabei kommt es fiir kurze Zeit zu einer Stockung der Suspension, diese

|6st sich dann aber in den nachsten drei Stunden wieder weitestgehend auf. Wahrend
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der Reaktion wird ein leichter Argon-Uberdruck angelegt, um entstehende Phosgen- und
HCI-Gase Uber einen am Ruckflusskiihler angebrachten Schlauch in einer wassrigen
NaOH-Lésung abzufangen. Unldsliche Bestandteile werden nach Abkiihlung der Reaktion
schnell mit Hilfe der Zentrifuge bei 4000 U in verschlieBbaren Zentrifugationsgefalien
abgetrennt und die gelbliche Reaktionslosung in trockenem Hexan unter Rihren gefallt.
Flir Lys(Z)-NCA existieren nun zwei verschiedene Wege der Aufreinigung, die auch
kombiniert werden kénnen. In der klassischen Variante |16st man das Rohprodukt in
trockenem THF und kristallisiert es durch langsame Zugabe von trockenem Hexan in
Kalte wieder aus (dies sollte mindestens 3x wiederholt werden). Jedoch ist Lys(Z)-NCA
eines der wenigen N-Carboxy-Anhydride, die kurze Zeit in kaltem Wasser stabil bleiben
[225], sodass es gelost in EtOAc mehrmals mit eiskaltem Wasser im Scheidetrichter
gewaschen werden kann, um HCl und Aminosauresalze vollstandig zu entfernen. Die
durchschnittliche Ausbeute des farblosen, flockigen Pulvers betragt ca. 5,0 g (16,3 mmol,
31% der Theorie). Das NCA erzeugt in THF nach Zugabe von AgNOs keinen Niederschlag
und wird bei -20°C aufbewahrt.

IH-NMR (300 MHz, CDCl3): & (ppm)= 1,26-1,50 (m, 4H); 1,78-1,93 (m, 2H); 3,16 (m, 2H);
4,23 (t, 1H); 4,97 (s, 1H); 5,07 (s, 2H); 7,13 (s, 1H); 7,32 (m, 5H)

FT-IR (ATR): ¥ (cm™)= 1856 + 1737 (s, Anhydrid Bande), 1686 (s, C=0 v. Z-Schutzgruppe)
8.9. L-Lysin(TFA)-NCA

8.9.1.Reaktionsgleichung

COOH

0
cl o)
H H/’////, cl H Hl/’ 1y, ?
FsC N\ Z " 1 - > FsC N\ /
I i
(CHy)y NH, Cl o al 2 HCI (CH,), N
H o)

(¢] (¢]

N =

242,20 g/mol 197,85 g/mol 269,19 g/mol
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8.9.2.Allgemeine Vorschrift

In einem 500 mL-Dreihalsrundkolben mit Rihrhantel, Rickflusskiihler und Hahn mit
Olive suspendiert man 13,0 g (53,7 mmol; 1 Aq.) L-Lysin(TFA) in 150 mL trockenem
EtOAc und erwarmt das Gemisch auf 75°C. Mit einer Spritze werden langsam 7 mL
(58,5 mmol; 1,1 Aq.) Diphosgen durch ein Septum zugegeben. Dabei legt man einen
leichten Argon-Uberdruck an, um mit einem Schlauch am Riickflusskiihler entweichende
Phosgen- und HCI-Gase aus der Reaktion in eine wassrige NaOH-LOosung zu leiten. Nach
vier Stunden hat sich der grofSte Teil der Suspension aufgelost und die Reaktionsldsung
ist schwach gelblich gefarbt. Unldsliche Bestandteile werden nach dem Abkulhlen der
Reaktion schnell durch Zentrifugation bei 4000 U in verschlieBbaren Zentrifugations-
gefallen abgetrennt und die isolierte, klare Losung in einer Kaltedestillation vollstandig
eingeengt. Der entstandene Feststoff wird wieder in 40 mL trockenem EtOAc gel6st,
unlosliche Bestandteile mit einem Spritzenfilter (LCR 450nm) abfiltriert und das
Rohprodukt dann umkristallisiert. Dafiir werden bei Raumtemperatur 80 mL trockenes
Hexan mittels Tropftrichter sehr langsam (ca. 1 Tropfen alle 5 Sekunden) in die geriihrte
EtOAc-Losung gegeben, bis das NCA langsam als farbloser Feststoff aus der LOosung
auskristallisiert. Die Substanz wird mit Hilfe der Zentrifuge (4000 U) isoliert, mit Hexan
gewaschen und anschliefend weitere zwei Male mit derselben Methode umkristallisiert.
Nach Trocknung im Hochvakuum erhalt man 8,0 g (30 mmol, 56% der Theorie) einer

farblosen, kristallinen Substanz, die bei -20°C gelagert wird.

TH-NMR (300 MHz, CDsCN): & (ppm)= 1,52-1,32 (m, 2H); 1,64-1,52 (m, 2H); 1,72-1,90
(m, 2H); 3,30 (m, 2H); 4,36 (t, 1H); 6,87 (s, 1H); 7,59 (s, 1H)

FT-IR (ATR): ¥ (cm™)= 1857 + 1737 (s, Anhydrid Bande), 1703 (s, C=O v. TFA-
Schutzgruppe), 1194 + 1147 (s, C-F)
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8.10. Polypept(o)idbiirsten

8.10.1. Reaktionsgleichung

a H ,,62\\0
R’ N/& R
! o =
R? H H
[intiator}—nr, + ix > [imitiator}— ' H,
-nCO, N HX
|
o R?
R' = Lys(Z)-, Lys(TFA)-Seitenkette oder H fiir Sar R%=H, CHy
Initiator = PAHMA, PLL X = Trifluoracetat, Bre

8.10.2. Allgemeine Vorschrift

Vorbereitung

Als Vorbereitung wird kommerziell erhaltenes, trockenes DMF zwei Tage Uber
Bariumoxid getrocknet, um alle Spuren von Wasser vollstindig zu beseitigen. Die
anschliefende Destillation wird bei Raumtemperatur im Vakuum durchgefiihrt, um
jeglichen Zerfall des Dimethylformamids zu Dimethylamin zu vermeiden. Daflr wird der
Vorlagekolben in einem Aceton/Trockeneis-Gemisch auf -40°C gekihlt, sodass das DMF
langsam in den Kolben lberkondensieren kann. Zum Schluss hdangt man das destillierte
DMF nochmals 30 min ans Hochvakuum und bewahrt es abgedunkelt im Gefrierschrank

unter Schutzgas auf. Es sollte so schnell wie moéglich aufgebraucht werden.

Polymerisation

In einer typischen Polymerisation wird die entsprechende Menge des Makroinitiators
(bzw. des Birstenprecursors) in ein 10 mL-Rollrandglas mit Rihrfisch gegeben und
dieses stehend in einen Schlenkkolben platziert. In diesem wird die Substanz zwei
Stunden im Vakuum getrocknet, bevor Uber ein Septum unter Argon frisch destilliertes
DMF eingespritzt wird. Im Falle des PLL-Makroinitiators wird dieser zuerst in trockenem
DMSO geldst und erst dann sehr langsam DMF dazugetropft, bis ein Volumenverhaltnis

(DMSO zu DMF) von 1:3 erreicht wird. Der Initiator ist unter Riihren meist nach einer
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Stunde vollstandig gelost. Nachdem das im Gefrierschrank aufbewahrte NCA auf
Raumtemperatur gebracht wurde, wird die gewiinschte Menge des NCA-Monomers in
einem ,Glove-bag” (Atmosbag) in ein zuvor ausgeheiztes Schlenkrohr mit sauberem
Rihrfisch gegeben. Bevor die Initiatorlésung durch das Septum eingespritzt wird, wird
das NCA noch einmal kurz an die Vakuumlinie gehangt. AnschlieRend wird das
Schlenkrohr mit Alufolie abgedunkelt, mit einem Argon-Ballon bestlickt und bei
Verwendung des protonierten Makroinitiators fiir drei Tage bei 45°C polymerisiert. Soll
ein deprotonierter Makroinitiator verwendet werden, wird nach dem Losen des
Initiators noch zusdtzlich 1Aq. (bezogen auf die Wiederholungseinheit)
Diisopropylethylamin dazugegeben. Die Polymerisation kann dann bei Raumtemperatur
durchgefihrt werden und benétigt nur 24 Stunden. Im Falle der in-situ-Polymerisation
der Diblockbiirsten wird der erste Lysinblock wie oben beschrieben polymerisiert. Nach
Beendigung der Reaktion wird die Reaktionslosung vorsichtig an die Vakuumlinie
gehdangt, um CO, und eventuell wahrend der Reaktion entstandenes Dimethylamin zu
entfernen. Das Sarkosin-NCA fiir den zweiten Block wird in einem Schlenkkolben unter
Argon aufbewahrt und mit der Reaktionslosung gelost. So bleibt das Reaktionsvolumen
weitestgehend konstant, was fir die Analyse Uber konzentrationsdquivalente GPC eine

Voraussetzung ist.

Aufreinigung

Die fertige Reaktionslésung wird mit etwas DMF verdiinnt und langsam in Diethylether
gefallt. Das Polymer wird durch Zentrifugation abgetrennt und im Vakuum getrocknet.
Reine Lys(Z)- oder Lys(TFA)-Birsten, [Sar-co-Lys(TFA)]-Biirsten oder manche Sar-b-
Lys(TFA)-Birsten sind im angetrockneten Zustand nicht mehr I6slich und kénnen nicht
weiter verarbeitet werden. Reine PSar-Biirsten werden mit Amicon-Zentrifugation
(Ausschlussgrenze M =50kDa) in Wasser aufgereinigt und gefriergetrocknet.
[Sar-co-Lys(Z)]-Biirsten und manche Sar-b-Lys(TFA)-Bilrsten kdnnen in Methanol mittels
Amicon-Zentrifugation (Ausschlussgrenze M =50 kDa) aufgereinigt und in einem

HFIP/Wasser-Gemisch gefriergetrocknet werden.
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Tabelle 17: Ubersicht der hergestellten, geschiitzten Polypept(o)idbiirsten mit Einwaagen, theoretisch
eingestellten Polymerisationsgraden P, und dem Reaktionsvolumen V. Unterstrichene Biirsten sind auch
nach ihrer Isolierung wieder |6slich

Biirste Initiator Mpi Miys Msar Puys Psar Vim

/Img /mg /mg (theo.) (theo.) /mL

PSar PAHMA 51 - 1048 - 53 5
PSar PLL 18,9 - 542 - 52 4
PLL(2) PAHMA 11,7 650 - 54 - 2,2
PLL(Z) PAHMA 12,4 331 - 26 - 11
PLL(2) PAHMA 7,5 410 - 53 - 2,4
PLL(2) PAHMA 10,5 604 - 56 - 9
PLL(TFA) PAHMA 7,0 193 - 31 - 0,8
PLL(TFA) PAHMA 3,6 93 - 28 - 1,5
PLL(TFA) PLL 3,0 100 - 26 - 1,0
PSar-co-PLL(Z) PAHMA 10,0 190 78 19 20 2,8
PSar-co-PLL(TFA) PAHMA 4.9 96 43 22 22 1,5
PSar-b-PLL(TFA)v:1 PAHMA 5,0 193 83 43 43 2,0
PSar-b-PLL(TFA)v2 PAHMA 3,3 77 81 26 64 1,0
PSar-b-PLL(TFA)v3 PAHMA 3,6 93 130 29 95 1,5
PSar-b-PLL(TFA)v4 PAHMA 36,3 1000 1670 31 120 10,0
PSar-b-PLL(TFA)vs PAHMA 3,9 121 273 35 158 2,0
PSar-b-PLL(TFA)ve PAHMA 3,9 82 253 24 170 3,5
PSar-b-PLL(TFA) PAHMA* 156 480 1250 34 208 9,0
PSar-b-Coblock PSar-co-PLL(2Z) 25,0 - 109 - - 1,0
PSar-b-DBys PSar-b-PLL(TFA)ys 184 - 83 - - 1,6
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8.11. Abspaltung der TFA-Schutzgruppe

8.11.1. Reaktionsgleichung

9 H 0 H
,L H,N—NH, ,|\,
X
n - .NH> n
(CHo)s FoC (<|3Hz)4
o) ILH NH,
CFs
[224,18 g/mol],, [128,17 g/mol],

8.11.2. Allgemeine Vorschrift

Das zu entschitzende Polymer wird in einem Rundkolben mit Rihrfisch in MeOH oder
DMF geldst (c =10 mg/mL) und dann mit 50 Aq. (bezogen auf die Anzahl der in der
Biurste enthaltenen Lys(TFA)-Einheiten) einer 35%igen, wassrigen Hydrazinldsung
versetzt. Wahlweise kann auch direkt die Reaktionslosung nach der
Blrstenpolymerisation benutzt werden. Die Entschitzungsreaktion sollte mindestens
drei Tage lang bei Raumtemperatur durchgefiihrt werden. Bei der Reaktion In DMF ist es
wichtig, das Polymer zunichst nur mit 5 Aq. Hydrazin (iber Nacht partiell zu entschiitzen
und erst dann den restlichen Teil dazuzugeben, um ein Ausfallen des Polymers durch die
hohe Wasserzufuhr zu verhindern. Das Losungsmittel sowie das Gberschiissige Hydrazin
werden Uber eine Kaltedestillation entfernt und das zurlickbleibende, gelartige Polymer
in Wasser gelost. Wenn noch eine leichte Triibung zu erkennen ist, wird diese mit einem
Spritzenfilter (GHP 450 nm) abfiltriert und das Filtrat mittels Amicon Zentrifugenfiltern
(Ausschlussgrenze M= 50 kDa) von den Abspaltungsprodukten befreit. Nach der Gefrier-
trocknung erhalt man ein weiRes Polymer mit einer durchschnittlichen theoretischen
Ausbeute von ca. 50% .Der grote Teil des Ausbeuteverlusts kommt durch Adsorption
des geladenen Polymers an der Amicon-Membran zustande. Fir Diblockbiirsten sollte

generell der Gefriertrocknungsschritt ausgelassen werden, da es sonst zu Aggregationen
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kommt. Zur Bestimmung der Massenkonzentration kann ein kleines, aliquotes Volumen

der Losung gefriergetrocknet und ausgewogen werden.

8.12. Abspaltung der Z-Schutzgruppe

8.12.1. Reaktionsgleichung

o) H o H
,L%\MM 2 HBr ,L%\N\M
—_—
-CO,
n n
(CHy)a - ©/\Bf (CHo)a
o ILH NH3+
Y Br
o)
[262,30 g/mol], [209,08 g/mol],

8.12.2. Allgemeine Vorschrift

Das zu entschitzende Polymer wird erst in einem Rundkolben in TFA bzw. DMF
vollstandig geldst (c = 10 mg/mL) und mit 3 Aq. (bezogen auf die enthaltene Anzahl an Z-
Schutzgruppen) einer 33%igen HBr/HAc-Losung versetzt. Die Reaktionslosung wird tber
Nacht bei Raumtemperatur gerihrt. Fir die Analyse wird ein kleiner Teil der Losung mit

DMF bzw. HFIP gestreckt und mittels GPC charakterisiert.
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8.13. Azidfunktionalisierung

8.13.1. Reaktionsgleichung

I/
YT

R
« CF3COOH ® o o}
) _/NH< CF5C00 )J\/
N
H
o) J\ o N

N3 N= =N Na ccl?acooe

OH " > N/\N —

N
R (’}‘ _/7 - CO, \§/
101,06 g/mol 162,15 g/mol 151,13 g/mol

8.13.2. Allgemeine Vorschrift

Im ersten Schritt werden 50 Aq. Carbonyldiimidazol (CDI) in einem Schlenkkolben unter
Argon in 4 mL trockenem DMF geldst. Dazu spritzt man langsam eine Lésung aus 60 Aq.
2-Azidoessigsdure in 1 mL DMF ein und lasst die Reaktion abgedunkelt fiir 24 Stunden
unter Argon-Atmosphare bei Raumtemperatur riihren. Bei der Bildung von Acylimidazol
steigen kleine Blasen auf (CO;) und die Reaktionslésung verfarbt sich mit der Zeit rétlich.
Nach Beendigung der Reaktion wird langsam 1 Aq. (bezogen auf die Gesamtzahl aller
enthaltenen Seitenketten) der zu funktionalisierenden PSar-Biirste durch ein Septum
zugegeben, welche mit 1 Aq. Diisopropylethylamin (DIPEA) versetzt wurde. Dabei kann
auch direkt die Reaktionslosung aus der Blirstensynthese verwendet werden, bei der die
genaue Menge des Makroinitiators bekannt ist und die Berechnung der
Seitenkettenanzahl erleichtert. Die Kopplung wird 24 Stunden lang bei Raumtemperatur
gerihrt und danach das Polymer in Diethylether gefallt. Das leicht braunliche Polymer
wird durch Zentrifugation isoliert, getrocknet und Uber eine Amicon-Zentrifugation in
Wasser (Ausschlussgrenze M = 50 kDa) aufgereinigt. Hierbei wird so lange frisches
Wasser dazugegeben, bis das untere Filtrat keine gelbliche Farbe mehr aufweist. Der

Uberstand wird (iber einen Spritzenfilter (GHP 450 nm) von Membranfasern befreit und
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schlussendlich gefriergetrocknet. Meist werden wegen Adsorptionseffekten des

Polymers an der Amicon-Membran nur ungefahr 50%ige Ausbeuten erzielt.

FT-IR (ATR): ¥ (cm™)= 2108 (w, N3-Bande), 1638 (s, C=0 Amid-I-Bande), 1489 (m, Amid-

[I-Bande) gilt fiir Sar-Birste

8.14. Verwendete Chemikalien

Tabelle 18 zeigt eine Auflistung der fiir diese Dissertation verwendeten Chemikalien und
Losungsmittel sowie deren Aufreinigung. Wasser wird von der Milipore Anlage Elix 10

entnommen.

Tabelle 18: Ubersicht aller verwendeten Chemikalien in alphabetischer Reihenfolge: SA= Sigma Aldrich,
AO= Acros Organics, (m)= Gber Molekularsieb (Stand: Sep. 2014)

Chemikalie Lieferant Bestellnr. Aufreinigung
2-Azidoacetic acid SA 763470
2-Mercaptoethanol SA M6250
Aceton SA 270725
AgNO3 SA 38310-1EA-R
Umkristallisation aus
AIBN SA 11630 MeOH
Anisol SA 296295 Destillation (bp:154°C)
Barium oxide SA 288497
Benzol SA 319953
Benzylbromid SA B17905
CDI SA 115533
Chloroform vWr 22711.324
Dichloromethane (m) SA 66749
Diethylether SA 32203
Dioxane SA 33147
Diphosgen SA 23261
Di-tert-butyl dicarbonat SA 205249
DMF (m) AO AC348435000 Ka'te‘f(‘;sg'_"g_“looﬁ’zs'ehe
DMSO (m) SA 276855
Ethylacetat (m) SA 33211
Hexamethylendiamin SA H11696
Hexan (m) AO AC364370010
HFIP SA 105228
HBr wt. 33% in Eisessig AO AC123180010
Hydrazin wt. 35% in H,O SA 309400
Kaliumphosphat SA P5629
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Chemikalie Lieferant Bestellnr. Aufreinigung
Kieselgel 60 (4-6,3-10% mm) VWr 1093852500
Lys(TFA)-OH Bachem E-2615.0025
Lys(Z2)-OH SA 96840
Magnesiumsulfat SA 208094
Methacryloylchlorid SA 64120 Deusr?tl(lj:tfpu(gg'éﬁzl)c)
Methanol SA 32213
N,N-Diisopropylethylamin SA D125806
NaOH SA 221465
PBS gibco 14190
PLL-HBr (M = 4-15kDa) SA P6516 In H,O lyophilisiert
PLL-HBr (M > 300kDa) SA P1524 Dialyse mit M> 300kDa
Sarkosin SA 84532
THF (m) SA 87371
Toluol SA 32249
Triethylamin SA 90335 Destillation (bp.=89°C)
Trifluoressigsaure SA 302031
Triphosgen SA 15217 Umkristallisation aus
Hexan
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8.15. Verwendete Gerate und Methoden

Fir die Ubersichtlichkeit werden alle verwendeten Methoden und Gerite, sowie die
eingestellten Parameter in Tabelle 19 in Kurzform aufgelistet. AFM-Messungen wurden
von Sandra Decker, Brechungsinkrement-Messungen von Eva Wachtersbach

durchgefiihrt.

Tabelle 19: Ubersicht aller verwendeten Methoden, der zu Grunde liegenden Gerite sowie der
eingestellten Parameter

Methode Gerate + Parameter

DMF mit LiBr (1 g/L) bei 60 C, Fluss: 1 mL/min

Saulenmaterial: vernetztes Polystyrol (MZ-Analysentechnik; MZ-SDplus;
5 mm Material 300 x 8 mm); PorengroR3e: 10,10%,10° nm (Oligomer-
GPC (DMF) Saule);10%,10°, 10° 10" nm (Polymer-Saule)

Kalibrierung: Polystyrol-Standards (von PSS, Mainz)

Komponente: UV-Detektor (Waters,486, A= 280 nm); RI-Detektor
(Hitachi, L-2490); Pumpe (Hitachi, L-7110); Degasser (Waters, AF)

HFIP mit KTFA (3 g/L) bei 40 C, Fluss: 0,8 mL/min

Saulenmaterial: PSS PFG, PartikelgréRe 7 um, Porositéat: 100 & 1000 A)
GPC (HFIP)
Kalibrierung: PMMA-Standards (PSS, Mainz) + int. Standard (Toluol)

UV-Detektor (Jasco UV-2075+) + RI Detektor (Jasco RI-2031) + Pumpe
(Jasco PU2080+)

Modus: continous scan-mode v. 260-190 nm mit 20 nm/min bei 20°C;
0,5 nm-Schritte, 3 Akkumulationen

Cb Quarzkivette mit 1 mm Schichtdicke

CD-Spektrometer (Jasco, J-815) + Halbleiterdetektor

'"H-NMR: 300 MHz, 20°C, 7 min Messzeit (Bruker, 300 Ultra Shield)
NMR
Auswertungsprogramm: ,MestReNova“

FT-IR (ATR)-Spektrometer (Thermo Scientific, Nicolet iS10)
FT-IR
Auswertungsprogramm: ,OMNIC*

MultiModeTM Scanning Probe Microscope + Nanoscope llla-Controller
(Digital Instruments, Santa Barbara, USA) + Silicium Cantilever mit ca.
300 kHz Resonanzfrequenz (Nanosensors, Wetzlar Blankenfeld)

AEM Modus: tappingTM-Mode
Substrat: Mica bzw. Graphit, Flache ca. 1 cm?®

Auftragung: Spin casting (getropft) oder in Lésung
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Methode Gerate + Parameter
dn/dc Michelson Interferometer (A= 632,8 nm) mit 5 Konzentrationen
Gelelektrophorese: PerfectBlue Twin L vertikales Doppelsystem bei 11W
Gel: 15% natives Gel aus 40% Acryl/Bisacryl-Lésung (18,75 mL), H,O
(25,75mL), 10x TBE-Puffer (5mL), APS (0,5mL), TEMED (0,5 pL)
PAGE Laufmittel: TBE-Puffer (1x)

Ladepuffer: Ambion AM8556 aus 40% Succrose, 0,17% Xylencyanol,
0,17% Bromphenolblau

Anfarbemittel: SYBR-Gold in TBE-Puffer fur 15min

Lichtstreuung

Temperiertes Toluolbad mit 20°C

Quarzkuvette (Hellma, Millheim, @= 20 mm); 20 min im Acetonbrunnen
von Staub befreit; Beflllung in Flow-Box

Verwendete Konzentrationen und Filter siehe jeweilige Messung

Auswertungsprogramm: ,HDRC* (geschrieben v. Olliver Nirschl)

SLS

He-Ne-Laser (JDS Uniphase 1145p-3083): A=632,8 nm; Leistung=25 mW
ALV/High QEAPD Avalanche-Photodioden + Goniometer ALV-SP-86

Digital Korrelator / Strukturator ALV-3000 (ALV, Langen)

DLS (grin)

Ar-lonen-Laser (Spectra Physics Stabilite 2060-4S): A=514,5 nm,
Leistung= 500 mW

ALV/SO-SIPD Single Photon Detector + Goniometer SP-125
ALV-5000/EPP/60X Multitau Realtime Digital Korrelator (ALV Langen)

Die gestreute Intensitat wird gesplittet und kreuzkorreliert

DLS (rot)

He-Ne-Laser: A= 632.8 nm, Leistung= 25 mW

ALV-CGS 8F SLS/ DLS 5022F Goniometer + acht ALV 7004 Korrelatoren
und acht QEAPD Avalanche Photodioden Detektoren

Serumsmessung

Durchgefiihrt an der roten DLS, siehe Kap. 5.2

Serum wurde v. der Transfusionszentrale der Uni-Klinik Mainz erhalten

Komplexierung

siehe Kap. 6.2.1
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Abb. 91: 1H-NMR-Spektrum des Kettentransferagens (CTA) aus Kapitel 4.1.1 in CDCl; (300 MHz, 293 K)
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Abb. 92: GPC-Elutionsdiagramm der Reaktionslésung von a) [PSar-co-PLL(Z)]"*"™* und b) [PSar-co-
aus Kapitel 4.5.2.1 in DMF (Polymersaule)

PLL(TFA)]
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Abb. 93: Konzentrationsdquivalente GPC der Reaktionslosung des PLL(TFA)-Monoblocks (rot) und dem
korrespondierenden PSar-b-PLL(TFA)-Diblock (blau) der Versuche V1 - V6 aus der in-situ-Polymerisation in
Kapitel 4.5.3.1
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Abb. 94: 1H—NMR—Spektrum der entschiitzten PSar-b-PLLy, aus Kapitel 4.5.3.1 in D,0 (300 MHz, 293 K)
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Abb. 95: DLS der entschiitzten PSar-b-DBV(,-PAHNIA

a) 2 Losungstagen und b) 14 Lésungstagen in PBS-Pu

-Birste aus Kapitel 4.5.3.2 mit ¢ = 0,02 g/L nach
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Abb. 96: CD-Spektrum der entschiitzten PSar-b-DByg

H,O bei 20°C

220 230 240 250 260

Al nm

PAHMA

Birste aus Kapitel 4.5.3.2 mit ¢, = 0,105 g/L in
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PAHMA

Abb. 97: AFM-Aufnahme der entschitzten PSar-PLLy, -Diblockbirste fiir Kapitel 4.5.3.2 auf Mica
a) vor der Ultraschallbehandlung und b) nach 120 min im Ultraschallbad. Die Biirste wird durch Ultraschall
mechanisch in der Hauptkette gebrochen

110
100 4 = PSar-b-PLL,""(ent.)
o0 ™ ¢=0,1g/L in PBS
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Abb. 98: DLS der entschiitzten PSar-PLLV4PAHMA-BUrste aus Kapitel 4.5.3.2 mitc=0,1g/Lin PBSin
Abhangigkeit der Zeit der Ultraschallbehandlung (Filter GHP 450 nm). Der hydrodynamische Radius (bei

30°) sinkt mit der Zeit ab, da die Blirsten mechanisch in der Hauptkette gebrochen werden (vergleiche
Abb. 97)
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Abb. 99: Kalibrierung der AAA
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Abb. 100: AAA der entschiitzten PSar-b-DByg
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-Biirste aus Kapitel 4.5.3.2 mit einer Verdiinnung von 1:2

bzw. 1:4 der Startkonzentration von 1 mg/mL (eingewogen). Das Signal bei 109,8 min ist typische fiir reine
Amine und kann von dem hydrolysierten Spacer Hexamethylendiamin stammen

000
mv | Verdiinnung 1:10
00

1000
800
800
400 {
200
A
00 200
Peak No. Name
1 Sar
2 Lys

Abb. 101: AAA der entschiitzten PSar-b-PLL
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-Birste aus Kapitel 4.5.3.3 mit einer Verdiinnung von

1:10 bzw. 1:20 der Startkonzentration von 6,42 mg/mL (eingewogen). Das Signal bei 109,8 min ist typische
fiir reine Amine und kann von dem hydrolysierten Spacer Hexamethylendiamin stammen
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Tabelle 20: Erhaltene Werte aus der AAA fiir beide Diblockbirste (vergleiche Abb. 99 bis Abb. 101). Die
jeweilige Konzentrationen c sind aus beiden Messungen der Birste gemittelt

Burste AS /“S.Vr“ﬁ& Jomolml® gLt Ju I e
PSar_b_DB.\./GPAHMA Sar 71,08 7441 0,529 85 76 0.60
(entschitzt) Lys 128,17 1280 0164 15 24
psarb.pLLPawa | Sar 71,08 45658 3245 71 58
(entschitzt) Lys 128,17 18202 2333 29 42 %58
GRNA

Die in Kapitel 6.2.1 verwendete siRNA wird von IBA Nucleic Acids Synthesis kommerziell

als Einzelstrange erworben:

,Sense”: 22 Basenpaare mit der Sequenz: ‘GCAAGCUGACCCUGAAGUUC'AU
M =7851,28 g/mol; ,3‘-markiert mit dem Farbstoff ATTO565

“Antisense”: 22 Basenpaare mit der Sequenz: ‘GAACUUCAGGGUCAGCUUGC'CG
M = 7033,28 g/mol; unmarkiert

Die Hybridisierung wurde von _ im _ durchgefiihrt, indem

beide Einzelstrange aquimolar in PBS-Puffer gemischt, flir kurze Zeit auf 90°C erhitzt und
fir eine Stunde bei 37°C inkubiert wurden. Die Aufreinigung erfolgte mittels Fallung in
NaAc-Puffer durch Zugabe von Ethanol und anschliefender Zentrifugation. Die

Gesamtmolmasse der hybridisierten siRNA betragt M = 14884,56 g/mol
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A,
AAA
AFM
AGO
AIBN
AMM
ATP
ATRP
ATR

BM-DC
Boc
BSA

Bu

CcD
CLSM
co
CpG
CTA
DB
DBCO
DIC
DIPEA
DLS
DMF
DMSO
DNA
EPR
Et
EtOAc
FACS

2. Virialkoeffizient des osmotischen Drucks
Aminosaureanalyse

Atomic Force Microscopy

Argonaut Protein
Azobisisobutyronitril

,Aktivierter Monomer“-Mechanismus
Adenosintriphosphat

Atom Transfer Radical Polymerization
,Attenuated Total Reflectance"

Base

Block

Dendritische Knochemarkzellen (,,bone marrow dendritic cells“)
tert-Butyloxycarbonyl-Schutzgruppe
Rinderalbumin

Butyl

Konzentration

Zirkulardichroismus

»Confocal laser scanning microscopy"
statistischer Coblock
»—Cytosin-phosphate-Guanin—*
Kettentransferagens

Diblock

Dibenzylcyclooctyne
N,N'-Diisopropylcarbodiimid
Diisopropylethylamin

Dynamische Lichtstreuung
N,N-Dimethylformamid
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleinsadure

,Enhanced Permeation and Retention”
Ethyl

Ethylacetat

,Fluorescence-activated cell sorting"
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FCS
FT-IR-
GFP
GPC
GTP
HAc
HDMS
HEK293
HFIP
iBu

IR

IRE
LCST
LM

Ln

Lw

Fluoreszenz-Korrelations-Spektroskopie
Fourier-Transform-Infrarot-

Grun Fluoreszierendes Protein
Gelpermationschromatographie
Gruppen-Transfer-Polymerisation
Essigsaure

Hexamethyldisilazane

Humane embryonale Nierenzellen
Hexafluoroisopropanol

Isobutyl

Infrarot

Reflexionselement

Lower Critical Solution Temperature
Loésungsmittel

Zahlenmittel der Konturlange
Gewichtsmittel der Konturlange
Lysin

Monomer-Initiator-Verhaltnis
Methyl

Methanol

Zahlenmittel des Molekulargewichts
Gewichtsmittel des Molekulargewichts
,Normaler Amin“-Mechanismus
N-Carboxy-Anhydrid
N-heterozyklisches Carben
N-Hydroxysuccinimid

,Nuclear Magnetic Resonance”
N-substituiertes N-Carboxy-Anhydrid
N-Trimethylsilylamine

Nukleophil
Poly[N-(6-aminohexyl)methacrylamid]

Phosphat-gepufferte Salzlosung (,,Phosphate buffered saline")

Polydispersitat
Polyethylenglykol
Polyethylenimin

Polyglutaminsaure



154 10. Abkirzungsverzeichnis
PHEA Poly(hydroxyethyl-L-asparagin)
PHEG Poly(hydroxyethyl-L-glutamin)
PLL Poly((L)-lysin)
PMMA Polymethylmethacrylat
P, Zahlenmittel des Polymerisationsgrades
Pw Gewichtsmittel des Polymerisationsgrades
PS Polystyrol
PNIPAM Poly(N-isopropylacrylamid)
POx Poly(2-oxazolin)
Pr Propyl
PSar Polysarkosin
q Streuvektor
R(O) Rayleightverhaltnis
RAFT »Reversible addition—fragmentation chain transfer”
RES Retikuloendotheliales System
Rg Mittlerer Tragheitsradius: \/@
Rh Hydrodynamischer Radius: (Rih);1
RI ,Refractive Index”
RISC RNA-induced silencing“-Komplex
ROMP »Ring-opening methasis polymerization”
ROP ring6ffnende Polymerisation
ROS ,reactive oxygen species”
Sar Sarkosin
scRNA ,scrumbled” RNA
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese
SEC »Size exclusion chromatography”
SiRNA "small interfering" RNA
siRNA/B Komplex aus siRNA und Biirste
SLS Statische Lichtstreuung
STM Rastertunnelmikroskopie
T Temperatur
TFA Trifluoracetyl/ Trifluoracetat /Trifluoressigsaure
TMS Tetramethylsilan
U Umdrehungen
uv Ultraviolett
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E_‘M>®NXE

Massenanteil

Zahlenanteil

Benzyloxycarbonyl (Schutzgruppe)
Elliptizitat in der Einheit [grad]
Wellenldnge

Einbauverhaltnis

Zahlenverhaltnis

Massenverhaltnis
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