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Kurzfassung

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die grafting-from-Methode
verschiedene geschuitzte Polypeptidblrsten basierend auf  L-glutaminsaure,
L-asparaginsaure, L-lysin und L-ornithin synthetisch zuganglich sind. Zur Verwirklichung
dieses Synthesestrategie wurde mehrstufig ein Makroinitiator auf Basis von
N-methacrylamid-1,6-diaminohexan hergestellt, der die ringéffnende Polymerisation von
Leuchs’schen Anhydriden zur Entwicklung von geschutzten Polypeptidseitenketten initiieren
kann.

Durch stark saure bzw. alkalische Abspaltbedingungen war es mdglich, die Schutzgruppen
bei allen geschitzten Bursten bis auf eine Spezies erfolgreich zu entfernen.

Weitergehende Untersuchungen an den positiv bzw. negativ geladenen Polyelektrolytblrsten
mittels statischer Lichtstreuung und Kapillarelektrophorese zeigten, dass lediglich die
Z-geschutzten Poly-L-lysinbirsten ohne Kettenabbau entschiitzt werden konnten. In allen
anderen Fallen wurden nach Abspaltung der Schutzgruppen lineare Kettenfragmente
detektiert.

Durch die Zugabe von NaClO, oder Methanol zu den wassrigen Ldsungen der
Poly-L-lysinblrsten konnte mittels CD-Spektroskopie gezeigt werden, dass die Seitenketten
von einer ungeordneten Konformation in eine -helikale Konformation Ubergehen. In
weiterfihrenden Experimenten wurde mittels statischer Lichtstreuung, dynamischer
Lichtstreuung, SAXS, und AFM-Aufnahmen in L&sung bewiesen, dass die helikale
Konformation der Seitenketten eine deutliche Abnahme des Zylinderquerschnitts und des
Querschnitttragheitsradius zur Folge hat, die Topologie der Birste allerdings unverandert
bleibt.

Weiterhin konnte mittels Kapillarelektrophorese die elektrophoretische Mobilitat der
Poly-L-lysinblrsten und ihrer linearen Analoga bestimmt werden. Mit diesen Resultaten war
es in Kombination mit statischen Lichtstreuexperimenten maoglich, die effektive Ladung von
linearem und verzweigten Poly-L-lysin nach einer Theorie von Muthukumar zu berechnen.
Das Ergebnis dieser Rechnungen bestatigt die Ergebnisse friherer Untersuchungen von
Peter Dziezok, der in seiner Dissertation durch Leitfahigkeits- und Lichtstreumessungen an
linearem PVP und PVP-Birsten herausfand, dass die effektive Ladung von Polymerbirsten

mindestens um einen Faktor 10 kleiner ist als bei den korrespondierenden linearen Analoga.
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Summary

The present study shows that polypeptide brushes consisting of Z-protected poly-L-lysine,
TFA-protected poly-L-lysine, Z-protected poly-L-ornithine, TFA-protected poly-L-ornithine,
benzyl-protected poly-L-glutamic acid, methyl protected poly-L-glutamic acid and
benzyl-protected poly-L-aspartic acid are synthetically accessible by use of the grafting-from
method. To achieve this multi-step synthesis strategy, a macroinitiator based on
N-methacrylamide-1,6-diaminohexan was used to develop the protected polypeptide side
chains via ring opening polymerization of Leuchs anhydrides.

The protection groups of the brushes could be removed by applying strong acidic or alkaline
conditions depending on the reactivity of the protection group.

Further studies on the positively or negatively charged polyelectrolyte brushes by static light
scattering and capillary electrophoresis proved that only the Z-protected poly-L-lysine
brushes could be deprotected without chain degradation. In all other cases linear chain
fragments generated by hydrolyses of the peptide side chains were detected after cleavage
of the protection groups.

Concerning the secondary structures of the poly-L-lysine side chains, CD-measurements
showed that a coil -helix transition can be achieved by adding NaClO, or methanol to an
aqueous solution of the poly-L-lysine brushes. Although light scattering and AFM
experiments in solution proved that the -helical conformation of the side chains does not
change the topology of the brushes, a strong decrease of the cross-section radius of gyration
(SAXS) and the cross section (AFM in solution) was detected under these conditions.
Furthermore the electrophoretic mobility of the poly-L-lysine brushes and linear poly-L-lysine
was determined via capillary electrophoresis. With the help of these results and static light
scattering experiments, the effective charge of the poly-L-lysine derivatives was calculated
using Muthukumar’s theory. The calculations show that the effective charge of poly-L-lysine

brushes is at least ten times smaller in comparison to the linear analogues.
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Kapitel 1: Theoretische Grundlagen 1

Kapitel 1: Einleitung und Zielsetzung

1.1 Einleitung

Proteine sind aus Aminosauren aufgebaute Makromolekile und gehdéren zu den
Grundbausteinen aller Zellen. Sie verleihen der Zelle nicht nur Struktur, sondern sind die
molekularen ,Maschinen®, die Stoffe transportieren, lonen pumpen, chemische Reaktionen
katalysieren und Signalstoffe erkennen [,

Als Primarstruktur eines Proteins wird die Abfolge (Sequenz) der einzelnen Aminosauren
einer Polypeptidkette bezeichnet.

Die Sekundarstruktur beschreibt die raumliche Anordnung der Aminosauren. Man
unterscheidet dabei meistens zwischen folgenden Strukturmotiven: a-Helix, B-Faltblatt, -
Schleifen und ungeordnete, so genannte random-coil-Strukturen.

Fast alle in der Natur vorkommenden Proteine besitzen nicht nur eine definierte
Sekundarstruktur, sondern bilden in Abhangigkeit der Aminosduresequenz eine
Aneinanderreihung verschiedener Sekundarstrukturen aus, welche fur die Ubergeordnete
raumliche Ausdehnung der Proteine (Tertiarstruktur) verantwortlich ist.

Die Analyse der Sekundarstruktur von Proteinen ist seit mehr als 60 Jahren in Bereichen der
Medizin, Physik, Chemie und Biologie Gegenstand der Forschung, da sie mal3geblich die
biologische Aktivitat von Proteinen beeinflusst 22!,

Anderungen der Sekundéarstruktur von Proteinen kénnen aus diesem Grund Krankheiten wie
z.B. Alzheimer oder Parkinson verursachen 71,

Durch den Einsatz verschiedener physikalischer Analysemethoden (NMR, IR, SAXS,
CD-Spektroskopie etc.) sind Forscher mittlerweile in der Lage, die Anderungen der
Sekundarstruktur zu detektieren "% Nichts desto trotz ist es aufgrund der Komplexitat der
Proteine immer noch schwierig zu verstehen, durch welche Einfliisse diese Anderungen und
die damit verbundenen biologischen Fehlfunktionen hervorgerufen werden.

Deshalb untersuchen Forscher bis heute Modellsysteme, die wie die Proteine ein
Sekundarstrukturverhalten aufweisen, jedoch aufgrund ihrer relativ simplen chemischen
Struktur einfacher zu verstehen sind.

Die Makromolekulare Chemie liefert hierflr eine grofe Anzahl von Verbindungen, die seit
der Mitte des 20. Jahrhunderts bezuglich ihres Sekundarstrukturverhaltens studiert werden.
Bei diesen Verbindungen handelt es sich oft um lineare Polypeptidketten, die meistens durch
ringéffnende Polymerisation von Leuchs’schen Anhydriden dargestellt werden. Gangige
Polypeptide deren Sekundarstrukturverhalten bis heute im Fokus der Forschung steht, sind

z.B. lineare Polyelektrolyte wie Poly-L-lysin oder Poly-L-glutaminsaure "4,
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Ein jingeres Forschungsgebiet beschaftigt sich mit dem Sekundarstrukturverhalten von
verzweigten Polypeptiden, das sich von dem der linearen Analoga unterscheidet. Nolte und
Mitarbeiter konnten zeigen, dass ein Rulckgrat mit helikaler Konformation die Seitenketten
einer Polymerbiirste in eine -Faltblattstruktur tiberfiihrt ['°1,
Die helikale Anordnung einer Aneinanderreihung von -Faltblattsegmenten wird auch als
-Helix bezeichnet. Dieses Strukturmotiv wurde erstmalig 1993 in einem natirlich
vorkommenden Protein, der Pektat Lyase entdeckt und ist seitdem Zeitpunkt Gegenstand
vieler Forschungsarbeiten, weil es mit der Alzheimerkrankheit in Verbindung gebracht wird.
Wissenschaftliche Arbeiten neueren Datums zeigen, dass die Ausbildung von -Helices bei
Beta-Amyloid-Peptiden  die  Bildung von  Aggregaten fordert und  dadurch
Proteinablagerungen auf den Nervenstrangen im menschlichen Gehirn entstehen, die die
Symptome der Alzheimerkrankheit hervorrufen'®'7],
Ahnliche Resultate wie die der Nolte-Gruppe konnten auch von Dr. Yang Cong, einer
ehemaligen Mitarbeiterin der Schmidtgruppe, erzielt werden. Cong Uberfihrte die
Seitenketten einer Poly-L-lysinbirste durch Zugabe von Natriumdodecylsulfat in eine
-Faltblattkonformation, wodurch die vormals zylinderférmigen Birstenpolymere die
Topologie von supramolekularen Helices annahmen 1.
Die Arbeiten von Nolte und Cong zeigen eindrucksvoll, wie die Konformation von
Seitenketten und Ruckgrat sich gegenseitig beeinflussen kénnen. So gut wie keine
Informationen gibt es allerdings (iber die Anderung der Topologie von Polymerblirsten, deren
Seitenketten von einer random-coil-Konformation in eine -helikale Konformation gezwungen
werden. Uber diese Thematik gibt es nach Kenntnisstand des Autors bis jetzt nur ein paar
theoretische Arbeiten (Computersimulationen), und lediglich eine Veroffentlichungen die sich

mit den praktischen Aspekten dieser interessanten Fragestellung beschéftigt hat ['*%2.
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1.2 Zielsetzung:

Ziel der vorliegenden Arbeit ist es, eine Reihe von zylindrischen Blrsten mit unterschiedlich
langen Seitenketten zu synthetisieren und den Effekt der Seitenkettenkonformation auf die
Hauptkette systematisch zu untersuchen.

Im Mittelpunkt steht die Frage, ob die Polypeptidseitenketten von einer Knauelkonformation
in eine helikale Konformation durch Anderung von pH, Salz, Temperatur oder
Lésungsmittelzusammensetzung etabliert werden kénnen und welche Auswirkung dies auf
die Struktur des Gesamtmolekdls hat.

Aufbauend auf Vorarbeiten des AK-Schmidt sollen dazu durch grafting-from-Polymerisation
der Leuchs’schen Anhydride des L-lysins, des L-ornithins, der L-asparaginsdure und der
L-glutaminsaure Bursten von einem moglichst hochmolekularen Makroinitiators dargestellt
und durch Streumethoden, CD-Spektroskopie, Kapillarelektrophorese und AFM beziglich

Molmasse, GroéRRe, Topologie und effektiver Ladungsdichte detailliert charakterisiert werden.
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Kapitel 2: Theoretische Grundlagen

2.1 Synthesestrategien zur Herstellung von Polymerbirsten

Grafting-through-Methode

Als grafting-through-Methode bezeichnet man die Herstellung von Polymerbirsten durch
Polymerisation von Makromonomeren (Abb. 2.1.1). Bei einem Makromonomer handelt es
sich um eine Oligomerkette, die an einem Ende mit einer polymerisierbaren Gruppe

verbunden ist.

Polymerisation
>

Abbildung 2.1.1: Schematische Darstellung der grafting-through-Methode

Die Oligomere werden in der Regel durch lebende anionische Polymerisation hergestellt.
Diese Polymerisationstechnik bietet zum einen eine hohe Kontrolle Uber die Lange des
Oligomers, verknlpft mit einer geringen Polydispersitat und zum anderen die Mdglichkeit
definierte Blockstrukturen herzustellen.

Als Abbruchreagenzien dienen normalerweise Vinylderivate, um das Oligomer zum
Makromonomer zu funktionalisieren ™. Alternativ ist es aber auch médglich, als
polymerisierbare Endgruppe ein Norbornylderivat zu verwenden. Dieses System wurde
erfolgreich, von Valérie Héroguez und Yves Gnanou eingefiihrt ¢, Anstatt der radikalischen
Polymerisation die im Fall der vinylfunktionalisierten Makromonomere Anwendung findet,
wird bei diesem System die ring6ffnende Metathesepolymerisation zur Herstellung der
Bilrste verwendet. Weitere Arbeiten mit diesem System wurden von Grubbs und Bowden
veroffentlicht. Grubbs war es mdglich, mit Hilfe der REMP norbonylfunktionalisierte
Phenoldendrimere zu ringférmigen Nanostrukturen zu polymerisieren 1. Bowden gelang es
norbornylfunktionalisierte Polylactide zu Birsten mit Molekulargewichten bis zu 1.2E07 g/mol
durch ROP herzustellen 1,

Bei der Polymerisation der Makromonomere ist zu beachten, dass man stark konzentrierte
Systeme verwenden muss, um einen hohen Polymerisationsgrad beziglich des Rickgrats

erzielen zu kénnen P9 Dies ist insbesondere bei der radikalischen Polymerisation der
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Makromonomere von entscheidender Bedeutung, weil die Lebensdauer von Radikalen in
Systemen mit hohen Viskositaten wesentlich erhéht ist.

Die Pfropfdichte der Seitenketten am Ruckgrat der Birste betragt immer 100 %, was den
grofRten Vorteil der grafting-through-Methode darstellt. Des Weiteren ist es mit dieser
Methode relativ einfach mdglich, Kern-Schale-Strukturen zu herzustellen. Dies kann zum
einen durch die Verwendung eines Blockmakromonomers realisiert werden, bzw. durch
Polymerisation einer Mischung aus verschiedenen Makromonomeren 12,

Von groRem Nachteil hingegen ist die breite Verteilung der Blrste, die man durch die
Polymerisation der Makromonomere erhalt, sowie die notwendige Abtrennung der nicht
umgesetzten Makromonomere vom Produkt. Aulderdem gelingt es nur in einzelnen Fallen,
Bilrsten mit Seitenketten zu synthetisieren, deren mittlere Anzahl an Wiederholungseinheiten

grofer 40 ist.
Grafting-from-Methode
Bei der grafting-from-Methode wird im ersten Schritt das Ruckgrat der Polymerburste

synthetisiert und mit funktionellen Gruppen versehen, die im zweiten Schritt die

Polymerisation der Seitenketten initiieren (Abb. 2.1.2).

Polymerisation
>
X00XX eines Monomers

Abbildung 2.1.2: Schematische Darstellung der grafting-from-Methode

Ein gangiges System fir diese Methode stellt ein Poly(hydroxyethylmethacrylat)-Rickgrat
dar, welches in einem zweiten Schritt mit Bromo-iso-Buttersaurebromid funktionalisiert wird.
Die Polymerisation der Seitenketten wird anschlielfend durch ATRP an den Bromid-
funktionalisierten Enden der Monomereinheiten gestartet. Durch sequentielle Zugabe der
Monomere ist bei dieser Methode die Synthese von Birsten mit Kern-Schale-Struktur
mdglich. Aufgrund der Tatsache, dass das Ruckgrat der Blrste in einem separaten Schritt
hergestellt wird, kénnen durch geschickte Copolymerisation Polymerketten synthetisiert
werden, bei denen die Konzentration an initierendem Monomer entlang der Kette abnimmit.
Wird dieses Polymer als Makroinitiator verwendet ist es moglich, eine sog. Gradientenblrste

zu synthetisieren, bei der die Pfropfdichte entlang des Riickgrats stetig abnimmt ['3-*8l,
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Ein weiteres System was in der Vergangenheit oft verwendet wurde und auch in dieser
Dissertation Anwendung findet, ist ein aminofunktionalisiertes Rlckgrat, mit der man
Leuchs sche Anhydride ringéffnend zu Polypeptidbiirsten polymerisieren kann %%,

Werden Blockcopolymere als Makroinitiator verwendet, die nur einen funktionalisierten Block
enthalten, kdénnen sogenannte rod-coil-Polymere hergestellt werden, die durch
Selbstorganisation supramolekulare Strukturen ausbilden kénnen 2. Durch Verwendung
von orthogonalen Schutzgruppen ist es sogar méglich, Block-Biirsten zu synthetisieren 1,
Allgemein kann man also sagen, dass ein groRer Vorteil der grafting-from-Methode der
unabhangige Aufbau des Rilckgrats ist, mit der man die Mdglichkeit besitzt,
Birstenstrukturen zu synthetisieren (rod-coil-Birsten, Block-Blrsten, Gradientenblrsten), die
mit der grafting-through- bzw. grafting-onto-Methode nur schwer zuganglich sind. Aulerdem
Iasst sich durch den unabhangigen Aufbau des Riickgrats die Lange bzw. die Polydispersitat
der Burste wesentlich genauer kontrollieren als z.B. bei der grafting-through-Methode.

Ein weiterer Vorteil ergibt sich aus der Tatsache, dass bei der Polymerisation der
Seitenketten haufig keine linearen Verunreinigungen entstehen. Somit ist es wesentlich
einfacher die Bursten aufzureinigen, weil lediglich das nicht umgesetzte Monomer vom
Produkt abgetrennt werden muss.

Von groRem Nachteil ist mit Sicherheit, dass keine 100 %ige Pfropfdichte der Seitenketten
erreicht werden kann, es sei denn, die Seitenketten kdnnen abgespalten und separat
charakterisiert werden. Die grafting density von Birsten die nach dieser Methode hergestellt
werden, variiert je nach System zwischen 30 bis 90 % ['*'* ' |n vielen Féllen ist es zudem
nicht mdglich, verlassliche Daten Uber die grafting density zu ermitteln. Weiterhin sollte
beachtet werden, dass eine unabhangige Analyse der Seitenketten bei dieser Methode
meistens nicht vorgenommen werden kann, weil es in den meisten Fallen nicht mdglich ist,
die Seitenketten der Birste vom Rickgrat abzutrennen. Aus diesem Grund ist es z.B.
aulerst schwierig, die mittlere Lange der Seitenketten zu ermitteln. Eine solche Analyse
kann nur dann exakt durchgefihrt werden, wenn sich die Mdéglichkeit bietet, die grafting
density der Burste, ihr Molekulargewicht und die mittlere Anzahl der Monomereinheiten des

Ruickgrats zu bestimmen.

Grafting-onto-Methode

Bei der grafting-onto-Methode werden Riickgrat und Seitenketten der Biirste in separaten
Schritten voneinander synthetisiert und anschlieend in einem finalen Schritt miteinander
verbunden (Abb. 2.1.3). Die Seitenketten, sowie auch das Rickgrat missen in diesem Fall
funktionelle Gruppen tragen, damit beide Komponenten miteinander verbunden werden

konnen.
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Abbildung 2.1.3: Schematische Darstellung der grafting-from-Methode

Normalerweise geschieht die Verknipfung der Komponenten durch eine lebend anionische
Polymerisation der Seitenketten, die durch Zugabe eines Rulckgrats mit elektrophilen
Gruppen zu einer Birste bzw. sternférmigen Nanostrukturen (je nach Lange des Riickgrats)
miteinander verbunden werden 2421,

Ein besonders erfolgreiches System ist die von Deffieux und Schappacher eingefiihrte
Kombination einer lebend kationisch hergestellten Poly(chlorethylvinylether) (PCEVE)
Hauptkette mit durch Diphenylethylen-Endgruppen stabilisierten lebenden anionischen
Seitenketten. Verwendet man Blockcopolymere als Seitenketten, ist es mit Hilfe dieser
Technik moglich, Kern-Schale-Strukturen zu erzeugen. Durch den Einsatz eines
Blockcopolymers als Ruckgrat, das nur einen funktionalisierten Block hat, ist es wie bei der
grafting-from-Methode méglich, rod-coil-Nanostrukturen zu synthetisieren 2639,

Der grofite Vorteil der grafting-onto-Methode ist sicherlich das unabhangige Design der
Seitenketten und des Rickgrats, dass es ermdglicht, wohl definierte Birstenstrukturen zu
erzielen. Insbesondere die gleichzeitige Kontrolle Uber die Polydispersitat von Haupt und
Seitenkette stellt einen entscheidenden Vorteil gegentber der grafting-from bzw. grafting-
through-Methode dar, bei denen nur die Polydispersitat der Hauptkette bzw. der Seitenketten
kontrolliert werden kann.

Nachteile dieser Methode sind die mdglicherweise geringen Pfropfdichten der Seitenketten,
sowie die Abtrennung von Uberschiissigen Seitenketten, die im finalen Verbindungsschritt
nicht mit dem Rilckgrat reagiert haben. Des Weiteren ist es wie bei der grafting-from-

Methode aulerst schwierig, die grafting density der Birste zu bestimmen.

2.2 Mechanismen der ringoffnenden Polymerisation
Bezuglich der ring6ffnenden Polymerisation von Leuchs’schen Anhydriden gibt es zwei
verschiedene Mechanismen, die wahrend dieser Reaktion ablaufen koénnen B2 Die

Mechanismen werden als aktivierter Monomermechanismus bzw. Aminmechanismus
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bezeichnet. Die Entscheidung welcher der beiden Mechanismen wahrend der Polymerisation
ablauft, wird von der chemischen Beschaffenheit des Initiators getroffen. In den meisten
Fallen laufen aber beide Mechanismen nebeneinander ab. Der aktivierte
Monomermechanismus stellt somit eine Nebenreaktion des Aminmechanismus dar und

umgekehrt.

Der aktivierte Monomermechanismus

Abbildung 2.2.1 zeigt das Reaktionsprinzip, das beim aktivierten Monomermechanismus
durchlaufen wird. Im ersten Schritt wird das Leuchs’sche Anhydrid am Amidstickstoff vom
Initiator deprotoniert. Das negativ geladene Monomer attackiert im nachsten Schritt ein
anderes neutrales Monomer, wodurch die Ringstruktur von diesem Monomer gedffnet wird.
Es entsteht ein anionisches Zwischenprodukt, was ein weiteres Leuchs’sches Anhydrid am
Amidstickstoff deprotoniert. Nach der Neutralisation des Zwischenprodukts findet ein
Wasserstofftransfer statt und durch Abspaltung von CO, kommt es zur Entstehung des
N-aminoacyl NCA’s. Weiterhin Ubrig ist ein negativ geladenes Monomer was, wie oben
beschrieben, ein anderes neutrales Monomer angreifen kann oder in Reaktion mit der
Ringstruktur des N-aminoacyl NCA's tritt und ein Trimer bildet. Am Anfang des aktivierten
Monomermechanismus werden somit Oligomere gebildet, die gegen Ende, wenn fast alle
Monomere umgesetzt sind, miteinander zu langen Polypeptidketten kondensieren.

R—NH}

%,
'f

“, /H
e Ig Ig ' IN
o o) 0 o)§°

R—NH; L Z
“, K %
. N-
X, *r - °=Q T
(o) o (o]
(o)
., R—NH, % Reaktion mit NCA
" N~ / N NH, oder N-aminoacyl-NCA . .
Ik + 02(\ > Oligopeptide

lKondensation

e

Abbildung 2.2.1: Reaktionsschema des aktivierten Monomermechanismus
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Der Initiator ist bei diesem Mechanismus niemals mit den Kettenenden verbunden. Er hat
lediglich die Aufgabe, Monomere am Anfang der Reaktion zu deprotonieren. Méchte man
Polypeptide durch den aktivierten Monomermechanismus herstellen, so sollte der Initiator
stark basische Eigenschaften und eine geringe Nukleophilie besitzen. Gangige Initiatoren fur
den aktivierten Monomermechanismus sind Alkalialkoholate, oder tertiare Amine wie z.B.
Triethylamin, DBN oder DBU.

Der Vorteil gegenliber dem Aminmechanismus liegt in den hohen Molekulargewichten der
Polypeptide, die mit diesem Mechanismus erzielt werden kénnen. Blout und Carlson haben
dies aulerst eindrucksvoll bewiesen, in dem sie Benzyl-geschlitzte Poly-L-glutaminsaure mit
Molekulargewichten von bis zu 1:10° g/mol erzielen konnten, durch Verwendung von

Natriummethanolat als Initiator 22!,

Der Aminmechanismus

Im Gegensatz zum aktivierten Monomermechanismus stellt der Aminmechanismus einen
klassischen Kettenwachstumsprozess dar, wie er auch bei der lebenden anionischen
Polymerisation vorliegt.

%,
”

(o]
s % H co
R—NH, + N ~ Ry N\n/OH 2 Ran NH,
(o) (o]

Q H
R\ N n NCA
N N H2 -n CO2
H n

o

Abbildung 2.2.2: Reaktionsschema des Aminmechanismus

Im ersten Schritt greift der Initiator den Carbonylkohlenstoff in Nachbarschaft zum
asymmetrischen C-Atom am Leuchs’schen Anhydrid an. Die Ringstruktur 6ffnet sich und es
kommt zur Wasserstoffliibertragung von der endstidndigen Sauregruppe auf den
Amidstickstoff in Nachbarschaft zur Carbonylfunktion. CO, spaltet sich ab und es entsteht ein
Aminosaurederivat, was Uber den C-Terminus mit dem Initiator verbunden ist. Der
N-Terminus hingegen ist in der Lage, das nachste Monomer anzugreifen. Die
Molekulargewichte die mit diesem Mechanismus erreicht werden konnen, liegen maximal bei
etwa 160000 g/mol B4, Sie sind somit wesentlich kleiner, verglichen mit Massen, die der

aktivierte Monomermechanismus liefern kann. Allerdings ist wie schon angesprochen der
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Initiator mit der Polypeptidkette verbunden, was fir die Herstellung einer Polypeptidbirste

nach der grafting-from-Methode unabdinglich ist.

Schlaad’s Mechanismus

Mochte man einen aminofunktionalisierten Makroinitiator zur Herstellung einer
Polypeptidkette verwenden, muss sicher gestellt sein, dass die Polymerisation nach dem
Aminmechanismus ablauft. Tritt als Nebenreaktion der aktivierte Monomechanismus auf,
wird am Ende der Polymerisation das Produkt mit linearen Polypeptidketten verunreinigt
sein, die nur schwierig abzutrennen sind. 2003 entwickelte Helmut Schlaad eine Methode,
den aktivierten Monomermechanismus vollstandig zu unterdriicken *°!. Schlaad entdeckte,
dass es moglich ist, die ringdffnende Polymerisation von Leuchs’schen Anhydriden mit

Ammoniumsalzen zu initiieren:

H o) o)
K g H co
R—NH, + IN R\N N\"/OH 2 R\N)H/NHz
H H
+ 0=\ 70 o
HCI
T o)
R N n NCA
o ~N NH, .nco,
R—NH; CI H n
o)

Abbildung 2.2.3: Reaktionsschema der ringéffnenden Polymerisation nach Schlaad’s Methode

Die grundséatzliche Idee geht auf Knobler zurtick, der Ammoniumsalze von Aminosauren mit
Leuchs’schen Anhydriden reagieren lieR, um Dipeptide herzustellen P,

Fur die Polymerisation wird der Initiator in einem apolaren Lésungsmittel mit hoher
Dielektrizitatskonstante geldost und das Reaktionsgemisch auf etwa 60°C erhitzt. Unter
diesen Bedingungen ftritt ein Gleichgewicht zwischen der protonierten Form des Initiators
(inaktive Form) und dem freien Amin (aktive Form) ein. Das freie Amin kann die
Leuchs'schen Anhydride nach dem Aminmechanismus polymerisieren. Der aktivierte
Monomermechanismus kann unter diesen Bedingungen allerdings nicht stattfinden, weil die
freie Saure, die durch die Dissoziation des Ammoniumsalzes entsteht, die Deprotonierung

der Leuchs’schen Anhydride verhindert:

t/

“, H 2 /_\1 2 H
v, N/ . ‘., N- ‘., N/
R—NH, + I% —= R—NH; + I\A\ + HCl— I% + Hcl
+ o] o o (o} o o o] o o

HCI

Abbildung 2.2.4: Reaktionsschema zur Inhibierung des aktivierten Monomermechanismus nach Schlaad’s
Methode
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2.3 Die Herstellung von Polypeptidbiirsten: Eine Zusammenfassung

Das alteste Syntheseprinzip  zur Herstellung von Polypeptidblrsten beruht auf der
grafting-from-Methode. Nach dem Kenntnisstand des Autors war es Michael Sela, der diese
Technik 1955 das erste Mal verwendete, um besagte Strukturen herzustellen P71, Sela ging
dabei von einem linearen Poly-L-lysin aus, was er als Makroinitiator verwendete, um
verschiedene Polypeptidketten (R=Poly-L-alanin, Z-geschitztes Poly-L-lysin, Benzyl-
geschutzte Poly-L-glutaminsaure, Poly-L-tyrosin und Z-geschiitztes Poly-DL-ornithin) auf das

Ruckgrat zu pfropfen:

R, NH,
H o
HN
.!‘\H
o R
NH, o NH "
R
(C/'|2)2 HN‘« (CH2):
o ° / o
R “, H NH 1,4-Dioxan/H,0 R 7, H
1 > S 1 ",
\H/(N NH: _co, \I]/<N _NH,
H “, H =,
o H / o H /
(CH2)2 (CH2)2
H,N HN
R,, o
H NH
0 n
\\\H
H,N 1

Abbildung 2.3.1: Herstellung von verzweigten Polypeptidstrukturen nach Sela

Im Fall der geschutzten Polypeptidseitenketten (siehe oben) war es ihm auflerdem mdglich,
die Schutzgruppen durch Einsatz von Wasserstofforomid zu entfernen. Aufgrund der
Tatsache das Poly-L-lysin in organischen Medien schlecht l6slich ist, verwendete er
1,4-Dioxan/Wasser-Mischungen fir die ringdffnende Polymerisation der Seitenkette. Aus
diesem Grund waren seine Strukturen immer mit linearem Polypeptid verunreinigt, was er
durch aufwandige Dialyseprozesse versuchte zu entfernen. Ein Beweis, dass er die linearen
Verunreinigungen komplett abtrennen konnte, wurde allerdings niemals publiziert. Des
Weiteren waren die erhaltenen Polymere, relativ klein, weil das Rickgrat lediglich aus 36
Monomereinheiten aufgebaut war. Aus diesem Grund ist eher davon auszugehen, dass es
sich bei Sela’s Strukturen um kugelférmige Gebilde anstatt um Zylinder handelte.

Hiroshi Inakagi und Mitarbeiter verwendeten aminofunktionalisierte Cellulose als

Makroinitiator P®. Sie pfropften mit Hilfe der grafting-from-Technik Benzyl-geschiitzte
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Poly-L-glutaminsaureketten an das Celluloseriickgrat, die in einem darauffolgenden
polymeranalogen Schritt in Poly-N -2-hydroxyethyl-L-glutamin umgewandelt wurden. Die
linearen Ketten, die wahrend der ring6ffnenden Polymerisation entstanden, wurden durch
selektive Extraktion mit 1,4-Dioxan entfernt. Weiterfihrende Charakterisierungen mit Hilfe
von DSC zeigten, dass in der Tat Polypeptidseitenketten aufgepfropft werden konnten. Es
werden in dieser Publikation jedoch keine Daten gezeigt, die Informationen Uber das
Molekulargewicht bzw. die Lange der Seitenketten geben. Aus diesem Grund ist es auch in
diesem Fall fragwirdig, ob es sich bei diesen Strukturen wirklich um zylindrische
Flaschenbirstenpolymere handelt.

Einen weiteren Versuch Polypeptidblirsten mit Hilfe der grafting-from-Methode zu
synthetisieren, wurde von der Gruppe um Shoei Inuoe unternommen % Inuoe verwendete
statt linearen Biopolymeren, ein Copolymer bestehend aus Styrol und N-methyl-N-(4-
vinylphenethyl)ethylenediamin, was durch radikalische Copolymerisation hergestellt wurde
(Abb.: 2.3.2).

H,C

H,C

L OC
.

H,

Abbildung 2.3.2: Inuoe’s Makroinitiator

Dieses Polymer ist zwar in trockenem THF I6slich, hat aber den Nachteil, dass es neben
primaren Aminogruppen auch sekundare Aminogruppen beinhaltet. Es war Inuoe maéglich,
die ring6ffnende Polymerisation der Leuchs’schen Anhydride zu starten, allerdings geht aus
seiner Publikation kein eindeutiger Beweis hervor, ob er lediglich lineares Polymer, eine
Mischung aus linearem Polypeptid und Birste oder nur verzweigte Strukturen erhalten hat.

Der fehlende Beweis, dass man mit synthetischen hergestellten, aminofunktionalisierten
Polymeren verzweigte Polypeptidstrukturen erzeugen kann, wurde 1989 von Jalel Boulahia

und Mitarbeitern erbracht 1o,

Boulahia verwendete als Makroinitiator ein Copolymer
bestehend aus N-Benzylacrylamide und N-(3-aminopropyl)methacrylamide hydrochloride.
Nach Neutralisation der Aminogruppen pfropfte er durch ringéffnende Polymerisation

Poly-L-alaninseitenketten auf das Copolymer (Abb. 2.3.3).
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Durch 'H-NMR-Spektroskopie konnte Boulahia beweisen, dass die Polypeptidketten mit dem
Makroinitiator verbunden sind. Allerdings kann auch in diesem Fall keine eindeutige Aussage
getroffen werden, ob es bei den angesprochenen Strukturen wirklich um eine Birste handelt,
weil keine Informationen Uber die Lange bzw. das Molekulargewicht des radikalisch

synthetisierten Rickgrats ersichtlich sind.

\

(o]
° CH,
o

H,N

Abbildung 2.3.3: Boulahia’s Syntheseprinzip zur Herstellung von verzweigten Polypeptidstrukturen

Der erste eindeutige Beweis, dass man mit diesem Syntheseprinzip Blrstenpolymere
herstellen kann, wurde 2004 durch Bin Zhang erbracht 1. Zhang verwendete ein &hnliches
System wie Boulahia als Makroinitiator. Allerdings war sein Ruickgrat nur aus
N-(3-aminopropyl)methacrylamid-Einheiten aufgebaut. Die Konturlange dieses Initiators
betrug etwa 300 nm. Die ringéffnende Polymerisation zur Entwicklung der Seitenketten
wurde in Zhang's Arbeit in trockenem DMF durchgefiihrt. Nur in vereinzelten Fallen klappte
die Polymerisation der Leuchs’schen Anhydride und die Proben die Zhang nach beenden
der Reaktion erhielt, konnten bis auf ganz wenige Ausnahmen nicht mehr in Lésung
gebracht werden. Wie schon in Kapitel 1 erwahnt, gestalteten sich weiterflhrende
Charakterisierungen z.B. mit statischer und dynamischer Lichtstreuung als &uferst
schwierig. War es Zhang in vereinzelten Fallen mdglich, seine verzweigten Polymere in
Lésung zu bringen, beinhalteten sie jedoch einen grof’en Anteil an Aggregaten, die eine
Charakterisierung durch Streumethoden bzw. durch chromatographische Analysetechniken
nahe zu unmdglich machte. Nichts desto trotz konnten seine Nanostrukturen durch AFM-
Aufnahmen auf Graphit und Mica sichtbar gemacht werden. Diese Aufnahmen zeigten
eindeutig, dass Flaschenburstenpolymere synthetisiert wurden.

Neben den Versuchen Polypeptidbirsten mit Hilfe der grafting-from-Methode herzustellen,

gibt es mehrere Publikationen, bei der die grafting-through-Technik zur Herstellung der
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Birsten zum Einsatz kam. Ochiai *? verwendete m,p-Vinylbenzylamin als Initiator und
synthetisierte ein Makromonomer bestehend aus einer Poly-DL-phenylalaninkette.
Anschlielend versuchte er mittels radikalischer Polymerisation das Makromonomer zu einer

Birste umzusetzen:

H,C

= H4C
1. AIBN
2. 343K
—_—
n+1 -Nz O O
I 1 I 1
R (o} R’I/I(Eo R (o}

H NH H NH H NHI
]
m m m
‘y ) “y
H,N H H,N H H,N H

Abbildung 2.3.4: Ochiai’s Methode zur Herstellung von verzweigten Polypeptidstrukturen

Durch GPC-Analysen konnten Ochiai und Mitarbeiter zeigen, dass die Makromonomere
radikalisch miteinander verknlpft wurden. Allerdings sind keine Angaben zum
Molekulargewicht der Moleklle ersichtlich, wodurch keine klare Aussage dariber getroffen
werden kann, wie lang das Rulckgrat von Ochiai’s Nanostrukturen wirklich ist.

Auch Bin Zhang versuchte mit Hilfe der grafting-through-Technik Polypeptidbilrsten

herzustellen !

. Er konnte erfolgreich ein Makromonomer aus Z-geschutzten Poly-L-lysin
synthetisieren und versuchte wie Ochiai dieses radikalisch zu einer Blrste zu synthetisieren.
Es konnte lediglich eine Verknupfung weniger Makromonomere erzielt werden, wodurch es
zur Entstehung von kugelférmigen Nanostrukturen kam. Burstenpolymere konnten jedoch
nicht synthetisiert werden.

Wesentlich erfolgreicher war eine Arbeit von Afang Zhang, einem ehemaligen Doktoranden
der Schliitergruppe “4. Zhang synthetisierte durch schrittweisen Aufbau ein monodisperses
Poly-L-prolinoligomer bestehend aus 16 Monomereinheiten, was er anschlieend mit einer
polymerisierbaren Methacrylatgruppe am N-Terminus der Peptidsequenz verknlpfte. Durch
freie radikalische Polymerisation dieses Makromonomers war es Zhang méglich, Bursten mit
einer Konturldnge von etwa 90 nm herzustellen.

Anhnliche Resultate wurden auch in Arbeiten von Désirée Weller und Francisco Fernandez-

Trillo erzielt 1>

. In beiden Arbeiten wurde eine elastindhnliche Peptidpentasequenz
synthetisiert und durch anbinden einer Methacrylatgruppe ein Makromonomer hergestellt,

was im finalen Schritt durch radikalische Polymerisation zu einem verzweigten Polymer
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umgesetzt wurde. In Weller's Arbeit konnte durch AFM und Lichtstreumessungen gezeigt
werden, dass Polymere mit einer Konturlange von mehr als 250 nm und einem
Molekulargewicht von mehreren MDa hergestellt wurden. Wahrenddessen in Fernandez-
Trillo’s Publikation maximal 90 Monomere miteinander verknlpft wurden. Es ist allerdings
anzumerken, dass Fernandez-Trillo die RAFT-Technik zur Polymerisation der Monomere
einsetzte und Weller die freie Radikalik wahlte, was sich auch in der Polydispersitat der
erhaltenen  Nanopartikel deutlich  bemerkbar macht. Fernandez-Trillo erzielte
Polydispersitaten von ungefahr 1.2, wahrenddessen die Polydispersitat von Weller’'s
Strukturen Werte gréfer 1.7 annahmen.

Ebenfalls erwaéhnenswert ist das Syntheseprinzip, welches von der Nolte-Gruppe
verwendet wurde (siehe auch Kapitel 1), um verzweigte Polymere mit Peptidsequenzen als
Seitenkette zu synthetisieren. Nolte und Mitarbeiter stellten kurze Peptidsequenzen her,
fuhrten jedoch als polymerisierbare Funktionalitdt eine Isocyanidgruppe ein und
polymerisierten die dadurch erhaltenen Monomere mit Hilfe von Nickel(ll)salzen zu
verzweigten Polymeren. Die Konturlange und das Molekulargewicht, der nach dieser
Methode erhaltenen Polymere, hatten &hnliche Dimensionen wie in Weller's Arbeit.

Die in dieser Dissertation vorgestellten Polypeptidblrsten wurden nach dem gleichen
Syntheseprinzip hergestellt, wie es Bin Zhang in seiner Dissertation verwendete. Statt dem
N-(3-aminopropyl)methacrylamid wurde allerdings das N-(6-aminohexyl)methacrylamid als
Wiederholungseinheit fir den Makroinitiator gewahlt. Im Gegensatz zu Zhang's Strukturen
konnten Makromoleklle synthetisiert werden, die im geschitzten Zustand in organischen
Losungsmitteln 16slich waren und deswegen mit unterschiedlichsten Analysemethoden
charakterisiert werden konnten (GPC, AFM, SLS, DLS, CD-Spektroskopie, etc.). Nach der
Abspaltung Schutzgruppen, war es wiederum mdoglich die meisten Partikel in Wasser
zulésen und mit SLS, DLS, CE, AFM, CD-Spektroskopie zu charakterisieren.

2.4 Sekundarstrukturen von Flaschenbiirstenpolymeren

Seit mehr als 60 Jahren untersuchen Naturwissenschaftler die Sekundarstrukturen von
Makromolekulen. In den meisten Fallen handelte es sich dabei um lineare makromolekulare
Strukturen, die in der Natur vorkommen wie z.B. DNA, Proteine oder auch synthetische
Polymere (Poly-L-lysin, Poly-L-glutaminsaure, Polyisocyanate etc.) 18-°%.

Ein jungeres Forschungsgebiet beschaftigt sich mit den Sekundarstrukturen von synthetisch
hergestellten,  verzweigten  Polymeren (z.B.  Flaschenbirstenpolymeren) deren
Sekundarstrukturverhalten sich in vielen Fallen von den Kkorrespondierenden linearen

Strukturen unterscheidet.
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Verzweigte Strukturen sind unter anderem in der Lage bestimmte Uberstrukturen starker zu
stabilisieren als die korrespondierenden linearen Analoga. Ein Beispiel fur dieses Phanomen
stellt eine Arbeit von Afang Zhang dar, der das Sekundarstrukturverhalten von linearem und

verzweigten Poly-L-prolin miteinander verglich 4.

Das lineare Polypeptid liegt, insofern es
in Wasser geldst ist, immer in der PPIl-Konformation vor. Gibt man allerdings zu den
wassrigen Losungen aliphatische Alkohole, &andert das lineare Poly-L-prolin seine
Sekundarstruktur von PPl zu PPII. Bei diesen Sekundarstrukturen handelt es sich in beiden
Fallen um Helices. Die PPI-Konformation reprasentiert eine kompakte rechtsdrehende Helix,
in der durchschnittlich 3.3 Monomereinheiten fir eine Windung bendtigt werden. Im Fall der
PPIll-Konformation handelt es sich um eine linksdrehende Helix mit 3 Monomereinheiten pro
Windung, dessen Durchmesser wesentlich weiter ist, als die der PPI-Konformation. Das
Besondere an dieser Helix ist, dass aufgrund des groRen Durchmessers keine
Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den Amidbindungen ausgebildet werden, wie das
normalerweise bei der Bildung von -Helices etc. der Fall ist.

Bei den Poly-L-prolinblrsten, die Zhang und Mitarbeiter mittels der grafting-through-Methode
synthetisierten (siehe auch Kapitel 2.3), konnte dieser Ubergang nicht mehr beobachtet
werden. Die Poly-L-prolinseitenketten lagen immer in der PPIl-Konformation und konnten
nicht durch die Erhéhung hydrophober Wechselwirkungen in die PPIl-Konformation Uberfuhrt
werden. Die sterische Wechselwirkung der dicht gepfropften Poly-L-prolinseitenketten
stabilisiert somit die PPI-Helix und verhindert die Ausbildung der PPII-Helix. Der Grund fur
diese Tatsache liegt in der volumindésen Ausdehnung der PPII-Konformation, die sich
aufgrund der engen Anordnung der Poly-L-prolinseitenketten nicht ausbilden kann.

An dieser Stelle sollte auch nochmal das -Helixmotiv erwahnt werden, was bei verzweigten
Polypeptidstrukturen eine entscheidende Rolle spielen kann und schon ausfihrlich in
Kapitel 1 erlautert wurde '3,

Die oben erwahnten Beispiele beschaftigten sich ausnahmslos mit Polymere, deren
Seitenketten aus chiralen Molekilen (Polypeptide) bestehen. Chiralitat ist allerdings nicht
unbedingt nétig, um verzweigte Polymeren in eine definierte Uberstruktur zu zwingen. Ein
Beispiel ist durch die Arbeit von Schliter und Mitarbeiter gegeben, die Dendronbirsten
synthetisierten, welche aus einem Polystyrolrickgrat und Phenoldendrimeren als
.oeitenketten® bestehen. Durch Cryo-TEM- und AFM-Aufnahmen konnte die Gruppe um
Schliter in Kooperation mit Christoph Boéttcher die Aufwicklung dieser Dendronbirsten zu

einer supramolekularen Helix sichtbar machen 4.
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Kapitel 3: Analysemethoden

3.1 Gelpermeationschromatographie (GPC) ™

Die Gel-Permeations-Chromatographie (GPC) oder auch Size-Exclusion-Chromatographie
(SEC) ist eine wichtige Methode zur Bestimmung der Molmassenmittelwerte von Polymeren.
Es handelt sich dabei um eine Variante der Flissigkeitschromatographie, bei der eine
verdinnte Polymerprobe durch eine Serie von Saulen mit porésem Fullmaterial gepresst

wird.

Abbildung 3.1.1: Schematische Darstellung des Trennmechanismus einer GPC-Sdule

Bei dem Fillmaterial handelt es sich um hochvernetztes Polystyrol, das durch Kontakt mit
dem Elutionsmittel aufquillt und Poren ausbildet. Die GrélRe der Poren kann (ber den
Vernetzungsgrad des Polystyrols variiert werden und ist zudem abhangig vom Elutionsmittel.
Der Trennprozess dieser Methode beruht darauf, dass das hydrodynamische Volumen eines
Makromolekiils molekulargewichtsabhangig ist. Das hydrodynamische Volumen steuert die
Permeation der Makromolekile in der Porenstruktur des mikropordsen Gels. Nach einem
diffusionsbestimmten Gleichgewicht verteilen sich die Polymermolekile auf eine mobile
Lésungsmittelphase und die stationare Gelphase. Strémt nun das kontinuierlich fliekende
Lésungsmittel durch die Trennsaule, werden alle Makromolekile, die eine gewisse GrolRe
(obere Ausschlussgrenze) Uberschreiten und somit nicht in die stationare Phase eindringen
kdénnen, gemeinsam mit der mobilen Phase zuerst eluiert. Kleinere Molekule mit gréRerem
Permeationsvermégen dringen zunachst in die stationdre Phase ein, werden sie danach
aber wieder verlassen, da infolge des Ldsungsmittelstroms in der mobilen Phase ein
Konzentrationsgradient zwischen mobiler und stationarer Phase entsteht. Dabei werden die

jeweils kleinsten Molekile die Poren des Gels zuletzt verlassen und entsprechend zum
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Schluss eluiert werden. Unterhalb einer bestimmten MolekllgréRe (untere
Ausschlussgrenze) erfolgt keine Trennung mehr. Die Molekile sind dann so klein, dass sie in
die Poren ungehindert eindringen kénnen und diese ohne Trennung wieder verlassen.

Die Detektion erfolgt in der Regel durch einen Brechungsindexdetektor und/oder einen
UV-Detektor. In beiden Féllen ist das Signal proportional zur Massenkonzentration des
Polymers im Eluat.

Bei der GPC handelt es sich nicht um eine Absolutmethode, weil fur jedes Polymer eine
eigene Kalibrierung mit engverteilten Standards durchgefiihrt werden muss, um eine
eindeutige Beziehung zwischen Molekulargewicht und Elutionsvolumen zu erhalten. Fir ein
gegebenes Polymer-Losungsmittel-System steht das Elutionsvolumen in Bezug zum
Molekulargewicht Uber:

logM a b V. (3.1.1)

V. : Elutionsvolumen
M : Molekulargewicht

a, b : Konstanten

Durch Ermittlung des Elutionsvolumens kann man uber eine Eichkurve logM berechnen und

somit die Elutionskurve in eine Verteilungskurve umrechnen.

3.2 Hochdruckflussigkeitschromatographie (HPLC) 2

Die Hochdruckflissigkeitschromatographie ist eine sehr leistungsfahige und schnelle
Variante der Saulenflissigkeitschromatographie fur die Trennung von Substanzgemischen
im analytischen und praparativen Malstab. Es werden stationare Phasen kleiner
KorngroRen (3 bis 10 m) und enger GréRenverteilung verwendet, durch die das
Elutionsmittel unter hohem Druck (50 bis 500 bar) gepresst wird. Hier flr stehen
automatisierte kommerzielle Gerate zur Verfugung deren Aufbau schematisch in Abbildung
3.2.1 skizziert ist.

Die Saule besteht normalerweise aus Edelstahl und hat bei analytischen Anwendungen
einen Durchmesser von 2 bis 5 mm. Die verwendeten Tragermaterialien ergeben dichte und
regelmafige Saulenpackungen hoher Trennwirkung, so dass kurze Saulen von 5 bis 25 cm
Lange verwendet werden.

Das zu trennende Substanzgemisch wird am Saulenanfang in den Elutionsmittelstrom
injiziert, und die eluierenden Stoffe werden am Saulenende durch einen geeigneten Detektor

angezeigt und registriert. Zur Detektion lasst sich eine beliebige Stoffeigenschaft
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heranziehen, z.B. Fluoreszenz-Emission, elektrische Leitfahigkeit etc. Am haufigsten werden

UV-Detektoren verwendet, um die getrennten Substanzen zu detektieren.

' .{Probe

et

g

Eluent 1

| Pumpe 2 = | Saule
|8
&

Eluent 2

|
l Detektor

Abbildung 3.2.1: Schematischer Aufbau einer HPLC-Apparatur

Die getrennten Stoffe erscheinen im Chromatogramm als Peaks. Als Retentionszeit (tg)
bezeichnet man die Zeit vom Einspritzen der Probe bis zum Auftreten des Peakmaximums.
Die Durchflusszeit oder Totzeit ist die Zeit, die die mobile Phase benétigt, um durch die
stationare Phase zu flieBen. Bei konstanter Stromungsgeschwindigkeit des Elutionsmittels
entspricht die Retentionszeit einem Volumen, das Retentionsvolumen (Vg) genannt wird.
Retentionszeit bzw. Retentionsvolumen sind fur eine Substanz charakteristisch wie z. B. der
R~Wert in der Dunnschichtchromatographie. Sie hangen natlrlich auch von der Art der
mobilen bzw. stationdren Phase ab sowie von der Temperatur und der
Durchflussgeschwindigkeit.

Die Peakflache ist der Menge der getrennten Substanzen proportional und wird daher zu
deren quantitativen Analyse herangezogen. Moderne HPLC-Gerate integrieren die
Peakflachen automatisch. Naherungsweise kann man sie nach der Dreiecksmethode oder
durch multiplizieren der Peakhéhe mit der Halbwertsbreite berechnen. Hohe und Flache der
Peaks hangen natlrlich auch von der Empfindlichkeit des Detektors fir eine bestimmte
Substanz ab. Der Zusammenhang zwischen Peakflache und Stoffmenge muss daher durch

Aufnahme von Eichkurven bestimmt werden.
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3.3 Gaschromatographie (GC) “

Die Gaschromatographie ist ein sehr leistungsfahiges und schnelles Trennverfahren, das
vorwiegend zur qualitativen Analyse aber auch zur praparativen Trennung eingesetzt wird.
Sie ist auf alle Stoffe beschrankt, die ohne Zersetzung verdampft werden kdnnen oder die
bei ihrer thermischen Zersetzung definierte gasférmige Produkte ergeben. Als stationare
Phase fir die Gaschromatographie finden organische Flissigkeiten mit niedrigem
Dampfdruck (< 0,1kpa bei herrschender Arbeitstemperatur; z.B. Squalen oder Apiezonfette)
Verwendung. Als Tragermaterial eignen sich Kieselgur oder Kieselgele. Die Trennsaule ist
aus Kupfer, Stahl, oder Quarzglas gefertigt und besitzt in der Regel einen Durchmesser von
3 bis 8 mm. Die Lange kann zwischen 1-6 m variieren. Auch sog. Kapillarsdulen
(Durchmesser 0.1-0.5 mm, Lange 10-300 m) sind gebrauchlich, die eine aullerordentlich
hohe Trennleistung besitzen. Bei ihnen befindet sich die stationare Phase als Flussigkeitsfilm
direkt auf der Kolonnenwand (Dunnfilm-Kapillaren) oder auf einer dinnen Schicht des
Tragermaterials (Dunnschicht-Kapillaren). Mit gepackten Saulen kénnen Substanzmengen
von 0.5-30 mg, mit Kapillarsaulen Mengen im g-Bereich getrennt werden. Abbildung 3.3.1

zeigt schematisch den Aufbau eines Gaschromatographen.

Injektionsspritze
Verstarker

Gasventil Injektor “
/ : n_nﬂﬂ_ﬂ_ﬂ_ﬂ‘n;

Gaschromatogramm

\ Detektor
\

LY

Abbildung 3.3.1: Schematischer Aufbau eines Gaschromatographen

Temperierbarer Ofen

Gasflasche mit
Tragergas

Wahrend der Trennung wird die Saule immer von einem Tragergas (Helium, Argon oder
Wasserstoff) durchstrémt. Am Kopf der Saule wird die zu analysierende Substanz (geldst in
einem fllichtigen Lésungsmittel) mit Hilfe einer Injektionsspritze auf die stationdre Phase
aufgetragen. Die Trennung geschieht durch unterschiedlich starke Wechselwirkungen der zu

trennenden Substanzen mit der stationaren bzw. mobilen Phase.
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Die im Gaschromatographen herrschende Arbeitstemperatur (0 bis 400 °C) soll etwa
100-200 °C unterhalb der mittleren Siedetemperatur der zu trennenden Substanzen liegen.
Sie wird durch einen Thermostaten aufrechterhalten und kann im Laufe der Trennung
kontinuierlich erhdht werden, was der Gradientenelution bei der Flussigkeitschromatographie
entspricht.
Als Detektor werden in der Regel Karthometer, Flammenionisationsdetektoren, IR-
Detektoren oder Massenspektrometer verwendet. Die Detektorsignale werden von einem
empfindlichen Kompensationsschreiber registriert und nach Digitalisierung einem Rechner
zugefihrt.
Die Flachen der Peaks sind der Menge der auftretenden Stoffe proportional, unter folgenden
Vorraussetzungen:

1) die Zahl der Komponenten entspricht der Zahl der auftretenden Peaks,

2) der Detektor misst Uber einen groflen Konzentrationsbereich linear,

3) im Gemisch handelt es sich um chemisch verwandte Stoffe.
Sind diese Bedingungen erflillt, kann man durch Berechnung der Flache, Aussagen Uber die

Quantitat der einzelnen Stoffe im zu analysierenden Substanzgemisch treffen.

3.4 Kapillarelektrophorese ©**

Die Trennung von lonen in einem elektrophoretischen System beruht auf unterschiedlichen
Wanderungsgeschwindigkeiten. Die Geschwindigkeit der lonen ist abhangig von ihrer
Geometrie und der Ladung. Aulierdem hangt sie von der Temperatur, dem pH-Wert, der
Viskositat des Trennmediums und der elektrischen Feldstarke ab. Substanzen, die in einer
Elektrolytldsung als lonen vorliegen, sind im elektrischen Feld zwei verschiedenen Kraften
ausgesetzt. Hier bei handelt es sich um die elektrophoretische Kraft, bedingt durch das
elektrische Feld und um die Reibungskraft, die der elektrophoretischen Kraft entgegen wirkt.

Die elektrophoretische Kraft (F,,) berechnet sich nach folgender Gleichung:
e E (3.4.1)

z;: Ladungszahl des Teilchens
e : Elementarladung
E : elektrisches Feld

Die auf die bewegten Teilchen ausgetlibte Reibungskraft (Fr) kann unter der Annahme von
kugelférmigen lonen in einem laminaren Fluss naherungsweise durch das Stokesche Gesetz

beschrieben werden:
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o (3.4.2)
: Viskositat der Probe
Ry : hydrodynamischer Radius

ep - Wanderungsgeschwindigkeit der Probe

Das lon wird solange beschleunigt, bis es zu einem Kraftegleichgewicht zwischen der

Reibungskraft und der elektrophoretischen Kraft kommt:

Fr  Fo (3.4.3)
Im Kréaftegleichgewicht bewegen sich alle lonen mit einer konstanten Geschwindigkeit, die

direkt proportional zum angelegten Feld ist:

o ow E (3.4.4)
ep . €lektrophoretische Mobilitat

E : elektrische Feldstarke

Die elektrophoretische Mobilitat stellt fir eine ionische Spezies eine Konstante dar und
reprasentiert die Wanderungsgeschwindigkeit bei einer angelegten Feldstarke von 1 V/m.
Die Werte der elektrophoretischen Mobilititen unterschiedlicher lonen unter
Standardbedingungen sind tabelliert. Die elektrophoretischen Mobilitdten der Kationen
erhalten ein positives Vorzeichen, die der Anionen ein negatives Vorzeichen.

Durch einsetzen von Gleichung 3.4.4 in Gleichung 3.4.2 und anschlieBendem Gleichsetzen

mit Gleichung 3.4.1 erfolgt:

ep ep W (345)

Die direkte Berechnung der elektrophoretischen Mobilitat ist aufgrund der molekil- und
pufferspezifischen GréRen mit dieser Gleichung nicht méglich, da sie nur fiir spharische
Teilchen in unendlich verdinnten Ldsungen gilt. In einer realen Elektrolytldsung endlicher
lonenkonzentration baut sich um ein lon eine Wolke aus Gegenionen auf, welche die
effektive Ladung des lons verringert. Deshalb migriert das lon langsamer als es seiner

Ladung entspricht. Dies nennt man den elektrophoretischen Effekt. Eine weitere Konsequenz
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ist der Relaxationseffekt, der aus dem stetigen Auf- und Abbau der Gegenionenwolke im
elektrischen Feld resultiert. Die lonenwolke deformiert sich dabei, so dass die Zentren der
positiven und negativen Ladungen nicht mehr zusammenfallen und dadurch die Bewegung
des Zentralions ebenfalls gebremst wird.

Ein zweiter fir die Trennung in der CE wichtiger elektrokinetischer Effekt ist die
Elektroosmose. Darunter versteht man die Bewegung einer Elektrolytldsung relativ zu einer
geladenen Oberflache durch ein angelegtes elektrisches Feld. Wegen des niedrigen
pKs-Wertes werden fused-silica Kapillaren, die mit einer Elektrolytldsung gefillt sind, als
negativ geladene Oberflache betrachtet. Die dissoziierten Silanolgruppen stellen den
stationdren negativen Teil der elektrischen Doppelschicht dar, an dem Kationen adsorbiert
und Anionen abgestolen werden. Ein Teil dieser Kationen wird durch die elektrostatische
Anziehungskraft in der Nahe der Kapillarwand fixiert. Diese starre Grenzschicht mit
adsorbierten Kationen wird auch als Sternschicht bezeichnet. Um die verbleibenden
negativen Ladungen an der Kapillaroberflache auszugleichen, werden weitere Gegenionen
angelagert. Bedingt durch ihre Hydrathllle kénnen nicht alle Kationen an der Oberflache
fixiert werden. Es entsteht eine diffuse Grenzschicht, die sogenannte Gouy-Chapman-
Schicht, deren Kationenkonzentration exponentiell mit dem Abstand von der fused silica
Oberflache abnimmt. Mit gréRer werdender Entfernung zwischen negativer Kapillarwand und
Kationen der Gouy-Chapman-Schicht verringert sich die Coulombsche Wechselwirkung und
ermdglicht die Wanderung der diffusen Grenzschicht zum negativ geladenen Pol. Dabei
gleitet die Gouy-Chapman-Schicht Uber die an der Kapillarwand fixierte erste Schicht, was zu
einer Scherflache zwischen den Schichten flihrt. Die starre Sternschicht, in der das Potential
mit zunehmender Entfernung zur Kapillarwand linear abnimmt, ist im Gleichgewicht mit der
diffusen Grenzschicht, in der das Potential exponentiell auf null zuriickgeht. Die
Elektroosmose ist von dem Potential an der Scherflache zwischen starrer und beweglicher
Schicht abhangig, was als zeta-Potential bezeichnet wird. Es gilt, dass das zeta-Potential
und damit auch der EOF sich umgekehrt proportional zur lonenstarke des Elektrolyten und

direkt proportional zur Ladungsdichte an der Kapillarwand verhalten:

E E

1
eof F (346)

eof . elektroosmotischer Fluss

: Dielektrizitdtskonstante des Elektrolyten
o . Dielektrizitdtskonstante des Vakuums

: zeta-Potential

: Ladungsdichte an der Wandoberflache

F : Faradaykonstante
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R : ideale Gaskonstante
T : Temperatur
I: lonenstarke

b \/2000 F2 I
—

0 R

: Debye-Hulckel Parameter

Aus Gleichung 3.4.6 ist ersichtlich, dass das zeta-Potential und damit auch der EOF sich
umgekehrt proportional zur lonenstarke des Elektrolyten und direkt proportional zur
Ladungsdichte an der Kapillarwand verhalten. Eine Konzentrationserhdhung des Puffers
bewirkt somit eine Verringerung, eine Steigerung des pH-Wertes eine Erhdhung des
elektroosmotischen Flusses.

Der schematische Aufbau einer Kapillarelektrophorese ist in Abbildung 3.4.1 dargestellt:

/] fused- | N\ )
f (\( silica )) ( , | Detektor
\ Kapillare \

©]
Probe- Inlet- Hochspannungs- Outlet-
Lisung Puffer quelle Puffer

Abbildung 3.4.1: Schematische Aufbau einer Kapillarelektrophorese

Die Trennung findet in einer mit Puffer geflllten Glaskapillare statt. Bei den meisten
Applikationen verwendet man 30 bis 100 cm lange, mit Polyimid beschichtete, fused-silica
Kapillaren mit einem Innendurchmesser von 25 bis 100 um. Nach der Probenaufgabe am
Kapillarinlet tauchen beide Kapillarenden in die Puffergefalle ein. Zwischen den
Kapillarenden wird dann eine Spannung bis zu 30 KV angelegt. Die Probenkomponenten
migrieren im elektrischen Feld unterschiedlich schnell in Richtung Outlet und durchqueren

dabei einen Detektor, mit dem eine qualitative und quantitative Auswertung erfolgen kann.
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3.5 Statische Lichtstreuung (SLS)

Die grundlegende Theorie fir die Streuung von sichtbarem Licht an Gasen wurde von Lord
Rayleight entwickelt ™. Er entdeckte, dass durch Einwirkung von Lichtwellen auf
Gasmolekiile oszilierende Dipole in den Elektronenhillen der Gasmolekile induziert
werden, die elektromagnetische Strahlung in alle Raumrichtungen (Streustrahlung)
aussenden. Smucholski und Einstein erweiterten diese Theorie auf Flussigkeiten und
Lésungen (Fluktuationstheorie) ®°. Auf die Streuung von Polymerldsungen wurde diese
Theorie schlieBlich von Debye ibertragen "% Fir Lésungen mit einem Tragheitsradius

kleiner 10 nm gilt fur das Rayleightverhaltnis:

2 2
4 , dn nd grrMo ¢ (3.5.1)

dc

R( ) : Rayleightverhaltnis
o: Wellenlange des Primarstrahls
N, : Avogardokonstante
: Dichte der Losung
ne: Brechungsindex des Lésungsmittels
n : Brechungsindex der Losung
: Dichte des Lésungsmittels
R : Ideale Gaskonstante
T : Temperatur
. isotherme Kompressibilitat
M, : Molekulargewicht des Losungsmittels
: Differenz der chemischen Potentiale von Lésung und Lésungsmittel

¢ : Konzentration der Probe

Z—n : Brechungsindexinkrement (nach der Dichte)
? : Brechungsindexinkrement (nach der Konzentration)
c

Experimentell kalibriert man die Lichtstreuanlage mit der absoluten Streuintensitat eines
bekannten Stoffes (z.B. Toluol) und des verwendeten Lésungsmittels. Damit erhalt man das

Rayleightverhaltnis nach Gleichung 3.5.2:
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R() e TQhayey (35.2)
1O)s:

Zwei Anteile tragen zum Rayleightverhdltnis bei: ein Streubetrag der durch
Dichteschwankungen hervorgerufen wird und ein weiterer Betrag der die
Konzentrationsschwankungen der Probe beschreibt. Fir verdinnte Lésungen kann man
annehmen, dass sich die Dichteschwankungen des reinen Losungsmittels sich nicht von den
Dichteschwankungen der Lésung unterscheiden. Das Brechungsindexinkrement der Dichte
wird unter dieser Annahme null, wodurch sich Gleichung 3.5.1 zu Gleichung 3.5.2
vereinfacht:

4 2n2 dn® RTM,c

N, dc d (3.5.3)
° de

R()

Die konzentrationsabhangige Anderung des chemischen Potentials kann durch die
konzentrationsabhangige Anderung des osmotischen Drucks beschrieben werden. Unter

realen Bedingungen gilt fiir die Anderung des chemischen Potentials mit der Konzentration:

d M, d %RT 1 2Ac ... (3.5.4)
dc o dc 0 M

A, : zweiter Virialkoeffizient
M : Molekulargewicht des geldsten Stoffs

: Osmotischer Druck

Durch Einsetzen von Gleichung 3.5.3 in Gleichung 3.5.2 und anschliefendem Umformen,
erhalt man:

Kc

1
o 2AC (3.5.5)

2
4 *ng dn

K 2 —
oN, dc

: Kontrastfaktor
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Diese Gleichung beschreibt das Streuverhalten von Partikeln mit einem Tragheitsradius
kleiner 10 nm (Punktstreuer). Besitzen die zu untersuchenden Molekile eine groRere
Ausdehnung, ist es nicht mehr mdglich, sie als Punktstreuer zu beschreiben. In diesem Fall
muassen zusatzlich die intrapartikularen Interferenzen (Uberlagerung von
elektromagnetischen Wellen innerhalb eines Partikels) bericksichtigt werden. Dies geschieht
durch die Erweiterung von Gleichung 3.54 mit dem Partikelformfaktor, der die

Winkelabhangigkeit der Streuintensitat beschreibt.

Ke 1 oac (3.5.6)

R MP(q)

N N
P(q) % ##<exp!iqr,j ") : Partikelformfaktor
i

q | 4—nsinE : Streuvektor

0

r. r

i i I'; : Abstandsvektor der Streuzentren/und j

N : Anzahl der Streuzentren

: Streuwinkel

Eine Taylorentwicklung des Partikelformfaktors liefert fur kleine q:

q2 N N )
P(q) 1 3!N2##<r,,-> (3.5.7)

Des Weiteren gilt fir das Quadrat des Tragheitsradius:

(Rs) %#Oﬂ 2,:,2##@& (3.5.8)

o

Einsetzten von Gleichung 3.5.7 in Gleichung 3.5.6 liefert flr P(q):
1 2 2
P@) 1 29 <Rg> (3.5.9)

Diese Gleichung gilt nur streng fir monodisperse Proben. Polymere unterliegen in der Regel
aber einer Verteilung beziglich ihres Molekulargewichts und ihrer GroéRe. Unter

Berticksichtigung der Polydispersitat gilt fir das Quadrat des Tragheitsradius:
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#m’M’<R§>i
(R7) o (3.5.10)

und somit fuir P(q):
1 42(R? 3.5.11
P(q) 1 —3‘7 <Rg>z (3.5.11)

Durch Verwendung folgender Beziehung:

1 (3.5.12)

1 2 2
x S9(RS),
und anschlieBendem Einsetzen von P(q) in Gleichung 3.5.5 erhalt man die Zimmgleichung
fur polydisperse Systeme ['":

Ke 1
R(C) M,

z

1
1 §q2<R§> 2A,C (3.5.13)

Mit Hilfe dieser Gleichung kénnen Lichtstreumessungen ausgewertet werden, indem man bei

verschiedenen Konzentrationen % gegen g° + c¢ auftragt. Extrapolation gegen ¢ — 0

liefert das z-Mittel des Tragheitsradienquadrat und das Gewichtsmittel der Molmasse. Die
Extrapolation ¢ — 0 liefert wiederum das Gewichtsmittel der Molmasse und den zweiten
Virialkoeffizienten.

Gleichung 3.5.12 kann nur auf stark verdinnte Systeme angewandt werden. Bei
konzentrierten Proben verliert sie ihre Glltigkeit, weil in diesem Fall die interpartikularen

Interferenzen (Strukturfaktor) nicht mehr vernachlassigt werden kénnen.

3.6 Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Im Gegensatz zur statischen Lichtstreuung wird bei der dynamischen Lichtstreuung nicht die
gemittelte Streuintensitat gemessen, sondern ihre zeitliche Fluktuation. Diese Fluktuation
wird durch die Brownsche Bewegung der Partikel im Streuvolumen hervorgerufen. Nach dem

[12,13]

Wiener-Khintchine-Theorem gibt es zu jedem Intensitatsspektrum im Frequenzraum

eine fouriertransformierte Funktion im Zeitraum, die sogenannte Autokorrelationsfunktion der
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Streuintensitat g,(t) '. Sie beschreibt die zeitliche Fluktuation der Streuintensitat, die durch
die Teilchenbewegung im Streuvolumen hervorgerufen wird. Experimentell erhalt man sie

durch Autokorrelation der gemessenen Intensitatsfluktuationen:

9.(t)  (I0)(1)) (3.6.1)

1(0) : Streuamplitude zum Zeitpunkt 0
I(t) : Streuamplitude zum Zeitpunkt t

t: Zeitabstande der Kanale des Autokorrelators

(...): zeitliches Mittel

Mit Hilfe der Siegert-Relation ist es mdglich, g,(t) in die Autokorrelationsfunktion des
Streufeldes zu Uberfuhren (g(t)), welche als Quotient aus dynamischen und statischen
Strukturfaktor definiert ist ['°:

S(g.t)  [9.(t) A (3.6.2)
g4(t) S(q) A

S(q,t) : dynamischer Strukturfaktor
S(q) : statischer Strukturfaktor

A : experimentell bestimmte Basislinie

Fur kleine, monodisperse Teilchen kann man g,(t) als expotentiell abfallende Funktion

ausdricken:
g,(t) Bexp( ¢°Dt) (3.6.3)

B : Signal-Rauch-Verhaltnis

D: translatorischer Diffusionskoeffizient

Handelt es sich allerdings um eine polydisperse Probe, so muss g4(f) als ein z-Mittel von

Expotentialfunktionen der Teilchensorte i beschrieben werden:

#H mM, exp( q°Dit)
g,(t) B (3.6.4)

HmM,

D; : translatorischer Diffusionskoeffizient der Teilchensorte i
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m;: Massenanteil der Teilchensorte i

M; : Molmasse der Teilchensorte i

Tragt man d(In(g,(t))/ dt gegen g° auf, so erhalt man aus der Anfangssteigung das z- Mittel

des Diffusionskoeffizienten:

M.D.
d(In(g,()) - ## miMD,

2
R D 3.6.5
dt t50 #miMi LG ( :

Bei diesem Wert handelt es sich nicht um den wahren Diffusionskoeffizienten der Probe, weil

D, sowohl Winkel als auch Konzentrationsabhangig ist.

D, (q.c) DZ!1 C<R§>Zq2 WMok L (3.6.6)

C : dimensionslose Gréle, von der Molekilstruktur abhangig
kq 2A, ki v,
k. 1 kc .

fo : Reibungskoeffizient

v, : partielles Molvolumen des Polymers

Um das wahre z-Mittel des Diffusionskoeffizienten der Probe zu erhalten, missen diese bei
verschiedenen Winkeln bestimmt werden und gegen ¢°—0 extrapoliert werden. Dieser
Diffusionskoeffizient kann immer noch eine Konzentrationsabhangigkeit besitzen, die durch
die Wiederholung des oben beschriebenen Experiments bei einer anderen Konzentration
Uberprift werden muss. Ist eine Konzentrationsabhangigkeit vorhanden, muss der
Diffusionskoeffizient bei verschiedenen Konzentrationen bestimmt werden. Eine Auftragung
der winkelunabhangigen Diffusionskoeffizienten gegen die Konzentration, gefolgt von einer
Extrapolation gegen c¢—0 ergibt den winkel- und konzentrationsunabhangigen
Diffusionskoeffizienten der Probe.

Mit Hilfe der Stokes-Einstein-Gleichung kann man mit diesen Diffusionskoeffizienten den

hydrodynamischen Radius der Probe berechnen:

1
R, KT < 1 > (3.6.7)

Ry : hydrodynamischer Radius
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3.7 Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die groRten erreichbaren g-Werte in der Lichtstreuung liegen bei etwa 3-10° cm™. Mit der
Roéntgenkleinwinkelstreuung hingegen kénnen g-Werte bis zu 3:10” cm™ erreicht werden
aufgrund der kleineren Wellenlange dieser Strahlung. Aus diesem Grund kénnen mit dieser
Methode Informationen auf kleineren Langenskalen (2-10 nm) gewonnen werden.

Der Kontrast hangt nicht wie bei der Lichtstreuung von der Polarisierbarkeit der Probe ab,
sondern von der Elektronendichtedifferenz zwischen Probe und Lésungsmittel. Aus diesem
Grund wird haufig bei der Untersuchung von Polymeren Synchrotonstrahlung verwendet, die
eine wesentlich hdhere Intensitat besitzt als andere Rontgenquellen.

Neugebauer "® konnte zeigen, dass sich der Formfaktor eines unendlich diinnen Stabchens

nach Gleichung 3.7.1 berechnen I&sst:

P(q) % ZﬂégXSizx dx Si:X (3.7.1)
x 2 Lsm —
Fiir groRe g-Werte lauft der Formfaktor proportional zu ¢”. Daraus folgt:
lim P(q) — (3.7.2)

gB& Lg

L : Konturlange

Guinier und Fournet [ haben die Streufunktion eines nicht unendlich diinnen Zylinders als
Produkt zweier unabhangiger Formfaktoren auszugedriickt. Der erste Term beschreibt den
Formfaktor eines unendlich dinnen Stabchens im hohen g-Bereich. Der zweite Formfaktor

bezieht sich auf den Querschnittstragheitsradius des Zylinders:
Py (q) * Iq P:(q) (3.7.3)

P.(q) : Formfaktor des Querschnitts

Unter der Annahme R,y .-q < 1 kann P,(q) durch Gleichung 3.7.4 beschrieben werden:
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2
_ 9 Rge (3.7.4)

P " ex
=(q) P >

Ry : Tragheitsradius des Zylinderquerschnitts

Durch Auftragung von In [q-Pz,(q)] gegen g° erhalt man als Steigung -Rg,02/2, wodurch man
den Tragheitsradius des Zylinderquerschnitts bestimmen kann. Im Falle einer kreisféormigen
Querschnittsflache mit dem Radius r entspricht der Querschnittstragheitsradius:
r
Ry ﬁ (3.7.5)
Diese Formel kann allerdings nur angewendet werden, wenn der Zylinderquerschnitt eine

homogene Dichte besitzt 8.

3.8 Kernspinresonanzspektroskopie (NMR) 1'*%!

Eine besondere Art der Absorptionsspektroskopie ist die Kernspinresonanzspektroskopie,
kurz als NMR-Spektroskopie (Nuclear Magentic Resonance) bezeichnet. Das
Resonanzspektrum entsteht dabei durch Absorption elektromagnetsicher Strahlung durch
magnetische Atomkerne, die sich in einem statischen dufleren Magnetfeld befinden. Ein
magnetisches Moment besitzen solche Atomkerne, die eine ungerade Anzahl von Neutronen
oder Protonen aufweisen (z.B. 'H, "*C, "N, "°F, #Si etc.).

Befindet sich ein magnetischer Kern in einem statischen Magnetfeld, so hat er auf Grund
seines magnetischen Kernmomentes verschiedene Orientierungsmaoglichkeiten, die durch

die magnetische Kernspinquantenzahl m,bestimmt werden.

Magnetische Energieniveaus
Momente

kein Feld angelegtes Magnetfeld
_ m=_1
/ 2
/
/
“H
2 o ————( ar=h LA
g \ '
o \
—— T} = +—;—

@} (b)
Abbildung 3.8.1: Schematische Darstellung der Energieniveauaufspaltung bei Atomen mit einem Kernspin # 0,
durch anlegen eines dufleren Magnetfeldes
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Durch ein elektromagnetisches Wechselfeld dessen magnetischer Vektor senkrecht auf dem
statischen Magnetfeld steht, kann eine Umorientierung der Kernmomentachsen erzwungen
werden, wobei die Energie aus dem Hochfrequenzfeld aufgenommen wird (Kernresonanz).

Diese Energie ( E) und die ihr entsprechende Frequenz der absorbierten Strahlung hangt
von den magnetischen Eigenschaften des Atomkerns ab und ist der Starke des aulieren

Magnetfeldes H, proportional:

1Ho
i

(3.8.1)

E : Energiedifferenz
h : Plancksche Wirkungsquantum
1. magnetisches Kernmoment

i : Kernspin

Besonders glnstig erweisen sich fur die NMR-spektroskopische Untersuchungen Kerne, bei
denen das Verhaltnis /I und damit der Wert von E relativ gro® sind. Dazu gehdren Kerne
mit einem Kernspin i = %, wie 'H, *C, N, 'F, *'P. Nicht nachweisbar sind dagegen die in
der organischen Chemie haufig vorkommenden Elemente *C, "®O und S, da ihr Kernspin
null ist.

Zur Messung des Resonanzfalles bringt man eine Probe der zu untersuchenden Substanz
(flussig oder in LOsung) in das statische Magnetfeld. Die Substanz ist von einer
Induktionsspule umgeben, in der ein hochfrequentes Wechselfeld erzeugt wird. Die
Feldstarke wird so lange variiert, bis der Resonanzfall eintritt. In diesem Moment nimmt die
Probe die Energie aus dem Wechselfeld auf, was sich in einer Anderung des Stromes, der
zur Erzeugung des Wechselfeldes gebraucht wird, auswirkt. Diese Stromanderung
(Resonanzsignal) lasst sich messen und registrieren. Man erhdlt das kernmagnetische
Resonanzspektrum.

Die bisherigen Feststellungen bezogen sich auf Atomkerne ohne Elektronenhiille. Wird der
Kern jedoch von einer Elektronenhiille abgeschirmt, so wird das au’ere Magnetfeld in der

Umgebung des Kerns geschwacht (diamagnetische Abschirmung).

He Hy ( H (3.8.2)

Her: effektives Magnetfeld
H, : statisches Magnetfeld

() magnetische Abschirmung
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Das Resonanzsignal erscheint also erst bei einer gegenuber dem nicht abgeschirmten Kern
groBeren auleren Feldstarke. Dieser Effekt wird als chemische Verschiebung
(chemical shift) bezeichnet, weil er von der elektronischen, d.h. chemischen Umgebung des
Kerns abhangt.

Um eine von der Feldstarke des angewandten Magnetfeldes bzw. von der Senderfrequenz
unabhangige Malzahl fur die chemische Verschiebung zu erhalten, teilt man die Feldstarke

bzw. Frequenzdifferenzen noch durch Hy bzw. o und erhalt:

H, . (3.8.3)

H, : Resonanzfeldstarken des Standards
H;: Resonanzfeldstarken der Probe
H,: statisches Magnetfeld
s. Resonanzfrequenzen des Standards
i - Resonanzfrequenzen der Probe

o . Sendefrequenz

ist dimensionslos und liegt in der GréRenordnung von 10 bis 107. Aus diesem Grund wird
diese GroRe in ppm (parts per million) angegeben. FiUr die NMR-spektroskopische
Untersuchung von 'H- und *C-Kernen wird Tetramethylsilan (TMS) als innerer Standard
benutzt, da es nur eine Resonanzfrequenz hat, die von der Konzentration und der

chemischen Zusammensetzung der Lésung weitgehend unabhangig ist.

3.9 Zirkulardichroismus (CD) *'#!

Bei der CD-Spektroskopie handelt es sich um eine optische Messmethode, bei der die
Chiralitdt von Molekilen ausgenutzt wird. Vorraussetzung fir die CD-Spektroskopie ist die
optische Aktivitdt der Probe, d.h. die unterschiedliche Wechselwirkung mit links und rechts
zirkular polarisiertem Licht. Gemessen wird die Differenz der Absorption zwischen rechts und
links zirkular polarisiertem Licht, was auch als zirkularer Dichroismus bezeichnet wird
(Gleichung 3.9.1).

A A A (3.9.1)

A : zirkularer Dichroismus

A., Ar: Absorption von links- bzw. rechts zirkular polarisiertem Licht
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In der Praxis wird bei modernen CD-Spektrometern die Elliptizitdt gegen die Wellenlange

aufgetragen. Die Einheit der Elliptizitat in diesem Fall betragt [Rad].

- @ A, A (3.9.2)

r

*. : Elliptizitat in der Einheit [Rad]
Durch Multiplikation mit 180/ erhalt man die Elliptizitat in der Einheit [Grad]

*
d

2303 14 A 180 390814 AL (3.9.3)

Um in der Lage zu sein, die Elliptizitdten unterschiedlicher chiraler Proben zu vergleichen, ist
es notwendig sie zu normieren. Die physikalische Grol3e welche traditionell dafir verwendet
wird, ist die mittlere molare Ellipzitat pro Aminosaure, welche durch Gleichung 3.9.4 definiert

ist und die Einheit [Grad-cm?dmol”-residue™] besitzt.

= - M (3.9.4)
" ‘¢ S, n 10

*.r - molare Elliptizitdt pro Aminosaure
¢ : Konzentration der Probe in g/l

Sp : Schichtdicke der Klvette

n,: Anzahl der Aminosaurebausteine

M : Molekulargewicht der Probe

Der schematische Aufbau eines CD-Spektrometers ist in Abbildung 3.9.1 gezeigt:

Polarisationsfilter

L 1, le Detektor
Monochromator POCKELS-Zelle Probe =+ {Photomuliplier; [~ Computer
Halbleiterdiode)

Kenon Lampe

Modulator

Abbildung 3.9.1: Schematischer Aufbau eines CD-Spektrometers
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Unpolarisiertes monochromatisches Licht, erzeugt durch eine Xenonlampe und einen
Monochromator (optisches Gitter oder Prisma), wird mittels eines Polarisationsfilters linear
polarisiert und anschlielend durch eine POCKELS-Zelle in rechts- bzw. links zirkular
polarisiertes Licht umgewandelt. Das rechts- bzw. links zirkular polarisierte Licht wird
wellenldngenabhéangig abwechselnd auf die Probe eingestrahlt und die Absorption mit Hilfe
eines Photomultipliers bzw. einer Halbleiterdiode detektiert. Anschlieliend wird mittels eines
Computers die Differenz der Absorption zwischen rechts- und links zirkular polarisiertem
Licht bestimmt (Elliptizitat) und diese in Abhangigkeit der Wellenlange aufgetragen.
Fur die CD-Spektroskopie ist von Bedeutung, welche Chromophore optische Aktivitat zeigen.
Zunachst kann dies jedes absorbierende Molekil sein, das keine Symmetrieebene oder
Symmetriezentrum aufweist. Dazu gehdren z.B. alle in der Natur vorkommenden
Aminosauren (bis auf Glycin), da ihre -Kohlenstoffatome jeweils vier verschiedene
Substituenten tragen. Optische Aktivitdt kann jedoch auch hervorgerufen werden, wenn ein
planares Chromophor sich in einer asymmetrischen Mikroumgebung befindet. So kann z.B.
Helicen nicht eben gebaut sein, sondern muss die Gestalt einer Schraubenflache haben.
Damit ist aber auch das -System chiral geworden, was wiederum eine optische Aktivitat
induziert. Die optische Aktivitdt vieler Biopolymere ergibt sich somit nicht nur durch die
Bindung ihrer chromophoren Gruppen an asymmetrische Kohlenstoffatome (symmetrisch
gestérte Chromophore), sondern auch durch die Ausbildung von Uberstrukturen wie z.B.
-Helices oder -Faltblatter. Die Kopplung von Chromophoren flhrt dazu, dass die optische
Aktivitdt ein empfindlicher Monitor der Sekundarstruktur von Biomolekilen ist und
entsprechend gerne zur Strukturanalyse genutzt wird. Im Fall von Proteinen unterscheidet
man bei der CD-Spektroskopie zwischen zwei Spektralbereichen, dem Nah UV-Bereich
(250-300 nm), welcher Informationen Uber die Tertiarstruktur beinhaltet und dem Fern
UV-Bereich (170-250 nm), mit dem Aussagen Uber die Sekundarstruktur des Proteins
getroffen werden konnen. Bezuglich des Fern UV-Bereichs dienen als Chromophore bei
Proteinen die Amidgruppen. lhre -Elektronen sind Uber die C-, N- und O-Atome
delokalisiert.
Liegt das Polypeptid in der random-coil-Konformation vor, ist im CD-Spektrum ein stark
negatives Minimum bei etwa 195 nm zu beobachten ( — *-Ubergang) und ein schwach
positives Maximum bei 212 nm (n— *-Ubergang).
Ist die -Helix die dominierende Uberstruktur des Proteins, ist der *-Ubergang entartet.
Er besteht aus zwei Komponenten, mit Wellenldngen von 191 nm bzw. 208 nm. Sie sind
einem senkrecht bzw. parallel zur Helixachse liegendem Betrag zuzuschreiben. Der

n— *-Ubergang liegt hier bei etwa 222 nm.
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Besteht die Uberstruktur des Proteins hauptséchlich aus einem -Faltblatt wird ein Maximum
bei 196 nm ( — *-Ubergang) und ein Minimum bei 212 nm (n— *-Ubergang) im CD-
Spektrum detektiert.

= - Helix

Il - B -Faltblatt
- = Random coil

T—T

© /mdeg

TT—TT
190 200 210 220 230 240
A/nm

Abbildung 3.9.2: Basisspektren der CD-Spektroskopie

Neben der qualitativen Betrachtung der CD-Spektren aus den man meistens mit blofiem
Auge den dominierenden Anteil der Sekundarstruktur bestimmen kann, ist man naturlich
auch daran interessiert, aus den Spektren von Proteinen qualitativ die Anteile der jeweiligen
Sekundarstruktur zu ermitteln. Dazu macht man einen halbempirischen Ansatz, bei dem man
davon ausgeht, dass sich ein Protein als Aneinanderreihung von Regionen mit -Helices,

-Faltblattern und ungeordneten Knauelstrukturen beschreiben lasst, und sich das CD-
Spektrum aus den Beitrdgen der einzelnen Strukturen additiv zusammensetzt, wobei
Seitenketteneffekte vernachlassigt werden. Als Basis fur die Rechnungen benutzt man die
Elliptizitdt, die sich aus den CD-Spektren von Modellsubstanzen fir die Strukturmerkmale
ergibt. Die Sekundarstrukturanteile der Modellsubstanzen wurden durch
Rontgenstrukturanalyse bestimmt. Fir die Berechnung der Anteile wird folgender Ansatz

gewahlt:

mr f *mr ffC*;(;I’ (395)

* . . Elliptizitaten der -helikalen Strukturmerkmale
* . . Elliptizitaten der -Faltblatt Strukturmerkmale

> . Elliptizititen der random coil Strukturmerkmale

f, f, f.: Anteile der Sekundarstrukturmerkmale im Protein
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Zum einen lassen sich nach dieser Gleichung die CD-Spektren flr verschiedene Gehalte an

-Helix, Faltbaltt und Zufallsknduel berechnen zum anderen aber auch gemessene
Spektren anpassen. Mit Hilfe eines Computerprogramms kénnen die Parameter f; solange
variiert werden, bis die berechneten Punkte auf dem gemessenen Spektrum liegen. Gangige
Computerprogramme um die Sekundarstrukturanteile zu berechnen, sind z.B. CONTIN von
Provencher und Gléckner, SELCON von Sreerama und Woody oder CDSSTR von Johnson.
Programmpakete welche die oben genannten Programme verwenden um die
Sekundarstrukturanteile zu berechnen sind z.B. CD-Pro oder Dichroweb. Beide Pakete sind

kostenlos im Internet erhaltlich.

3.10 UV-VIS-Spektroskopie

Die meisten organischen Verbindungen, die Doppelbindungen und/oder freie
Elektronenpaare enthalten, absorbieren elektromagnetische Strahlung oberhalb einer
Wellenlange von 180 nm. Die fur die Lichtabsorption verantwortlichen Gruppierungen
werden auch als Chromophore bezeichnet. Bei der Lichtanregung entsteht aus dem
Grundzustand des Molekils ein angeregter Zustand, der gewissermaf3en ein neues Molekl
mit veranderter Struktur (Bindungsabstande, Bindungswinkel und Elektronenverteilung)
darstellt. Er ist energiereich und hat gewdhnlich eine Lebensdauer im Nanosekundenbereich.
Angeregte Zustdnde koénnen auch chemische Reaktionen eingehen (Photochemie). Die
mitangeregten Molekulschwingungen werden vor allem aufgrund von
Schwingungswechselwirkungen mit dem Ldsungsmittel meistens nicht aufgeldst.
Stattdessen beobachtet man Absorptionsbanden, die in unpolaren Lésungsmitteln durch
Feinstrukturen  Uberlagert sein kénnen. Nach einem einfachen qualitativen,
quantenchemischen Modell ist die Lichtanregung mit dem Ubergang eines Elektrons von
einem besetzten Molekulorbital des Grundzustandes in ein antibindendes Molekulorbital
verbunden. Die antibindenden Orbitale werden gewdhnlich durch ein Sternchen
gekennzeichnet.

Die unterschiedliche Intensitdt der Absorptionsbanden beruht darauf, dass die
Elektronenlibergdange Symmetriebedingungen unterliegen. Man unterscheidet zwischen
Lerlaubten" Ubergangen (Absorptionskoeffizient >10* cm?mol™) und mehr oder weniger
stark ,verbotenen" Ubergéngen (Absorptionskoeffizient <10*cm?mol™).

Anhand der Energieabsorption erhalt man Informationen Uber die Probe, wie z.B. die
Anwesenheit bestimmter Moleklle oder Bindungsverhaltnisse in Molekilen. Nach
entsprechender Kalibrierung ist auch eine Konzentrationsbestimmung modglich. Die

Lichtquelle des Spektrometers strahlt Licht mit Wellenlangen im UV/VIS-Bereich aus. Im
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Monochromator wird wahrend der Messung nach und nach jede einzelne Wellenlange (im
moglichen Bereich von 200 nm bis 800 nm) selektiert. Ein Sektorspiegel leitet das Licht
abwechselnd durch die Probenkuvette und durch die Vergleichskivette mit reinem
Losungsmittel. Im Detektor werden die beiden Strahlintensitdten verglichen und
anschlieRend am PC das Intensitatsspektrum der Probe in Abhangigkeit der Wellenlange

aufgetragen.

3.11 Rasterkraftmikroskopie (AFM) 728

Die Atomic Force Microscopy (deutsch: Rasterkraftmikroskopie) ist eine Technik, die sich
innerhalb kurzester Zeit zur Untersuchung von Oberflachen durchgesetzt hat. Insbesondere
in Arbeiten Uber Birstenpolymere hat sich das AFM als eine gute Methode bewiesen, um
anschauliche Bilder von zylindrischen Nanopartikel zu erhalten, Konformationsdnderungen
zu zeigen und daruber hinaus einzelne Molekile zu manipulieren.

Des Weiteren kdnnen auch Verteilungen und Molmassen von Nanostrukturen abgeschatzt
werden, in dem man die AFM-Technik mit Langmuir-Blodgett-Techniken kombiniert.

Das Messprinzip dieser nicht optischen Methode ist relativ einfach zu verstehen. Ein Trager
wird durch Schleuderbeschichtung (spin coating) mit den zu untersuchenden Nanopartikeln
beschichtet und mit Hilfe einer sehr feinen Spitze abgetastet. Der Trager befindet sich auf
einem 3D-piezoscanner und die Spitze ist an einem Federbalken (Cantilever) befestigt, der
eine Lange von mehreren 100 nm besitzt. Die Kraftkonstante des Cantilevers ist so gering,
dass die Anderung der Wechselwirkung in der Nahe der Oberflache detektiert werden kann.
Durch Bewegung der Probe mit Hilfe des 3D-Piezoscanners unterhalb der feinen Spitze,
kann ein 2D-Hoéhenprofil der Oberfliche gemessen werden und somit Bilder von
Nanopartikeln aufgenommen werden. Die Informationen fur diese Bilder werden aus der
elektrischen Regelung der Piezokristalle am Scanner entnommen, (x,y-Information) und aus
der Auslenkung des Federbalkens (Hoheninformation).

Je nach Mode wird eine unterschiedliche Regelung verwendet. Im contact-mode bewegt sich
die Nadel mit standigem Kontakt zur Oberflache. Das z-Signal ergibt sich aus der
Federauslenkung oder bei konstantem Fotodiodenstrom aus der z-Position des Scanners. Im
tapping-mode schwingt die Spitze mit der Cantileverresonanzfrequenz (ca. 300 kHz) knapp
Uber die Oberflache, auf der sich die zu untersuchenden Nanopartikel befinden. Eine
Hoéhenanderung wird in diesem Fall (iber die Anderung der Amplitude bzw. Phase der
Schwingung ermittelt, die wie im contact-mode durch das Photodiodensignal gemessen wird.
Insbesondere zur Analyse weicher Materie (Polymere etc.) hat sich der tapping-mode als

vorteilhaft gegentiber dem contact-mode erwiesen. Verunreinigungen der feinen Nadelspitze
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kénnen mit diesem Modus eher vermieden werden, weil die Spitze nicht im dauerhaften
Kontakt mit der Probe steht.

Lateralkraft

+p
Q Tnpographiex .
Viersegment-
Photodiode
Laserdiode
Cantilever
Signal- S

verarbeitung =

Regelung #

Abbildung 3.11.1: Schematische Abbildung eines Rasterkraftmikroskops

Der Probentrager besteht normalerweise aus Graphit oder Mica und muss hdchsten
Ansprichen genugen. Er muss atomar glatt und frei von Fehlstellen sein, die andernfalls die
Qualitat der Abbildungen verschlechtern wirden. Stellt sich heraus, das Mica bzw. Graphit
nicht zur Abbildung von einer Sorte Nanopartikeln geeignet ist, kann man die Oberflachen

durch Auftragung von Metallionen, Silanierung bzw. Thiolierung entsprechend modifizieren.
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Kapitel 4: Herstellung von Polypeptidbirsten

Wie schon in Kapitel 2 beschrieben, gibt es grundsatzlich 3 verschiedene Methoden um
Polymerbursten zu synthetisieren. Dr. Bin Zhang ein ehemaliger Mitarbeiter der
Schmidtgruppe versuchte wahrend seiner Doktorarbeit, Polypeptidblrsten mit Hilfe der
grafting-from-Methode herzustellen ™. Es gelang ihm ein Poly-L-lysin-Makromonomer
herzustellen, allerdings war es ihm nicht moglich, Bursten mit einem langen Ruckgrat aus
diesem Makromonomer zu synthetisieren. Er konnte lediglich kugelférmige Nanostrukturen
herstellen, was darauf schlieRen lasst, dass die radikalische Polymerisation des
Makromonomers nach Verknlpfung weniger Makromonomereinheiten zum Abbruch kam.
Aus diesem Grund wurde die grafting-from-Methode gewahlt, um die gewlinschten

Polypeptidblrsten herzustellen.

4.1 Monomersynthese zur Herstellung des Makroinitiatorprecursors

Bei dem Monomer welches zur Herstellung des Makroinitiators gewahlt wurde, handelt es
sich um N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan. Das gewinschte Molekul wurde in
einer zweistufigen Synthese ausgehend von 1,6-Diaminohexan synthetisiert. Im ersten
Schritt wurde nach einer abgewandelten Vorschrift von Stahl et. al. 1,6-Diaminohexan

selektiv mit einer Boc-Schutzgruppe versehen 2 (Abb. 4.1.1).

1. RT )CI)\
2. 3 Tage J<
3 1,4-Dioxan

HZN/\(CHZK\NHZ + ﬂ\ J\ J< =2 H N/\(CHZK\N

Abbildung 4.1.1: Reaktionsschema zur Herstellung von Mono-N-boc-1,6-diaminohexan

Die Reinheit des Mono-N-boc-1,6-diaminohexan’s wurde mit 'H-NMR-Spektroskopie
(Abb. 4.1.2), sowie einer gaschromatographischen Untersuchung (Abb. 4.1.3) Uberprift. Im
Protonenspektrum sind keine Signale zu erkennen, die nicht dem gewiinschten Produkt
zugeordnet werden kénnen. Aus dem Gaschromatogramm lasst sich schlieRen, dass das
Produkt eine Reinheit grofer 98% besitzt. Als Vergleich wurde fur diese Untersuchung das
kommerziell erhaltliche und sehr teure Mono-N-boc-1,6-diaminohexan verwendet. Es ist
eindeutig zu erkennen, dass die Qualitat des synthetisierten und kommerziellen Produkts

sich nicht wesentlich unterscheidet.
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Abbildung 4.1.2: 'H-NMR von Mono-N-boc-1,6-diaminohexan (300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/I )
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Abbildung 4.1.3: Gaschromatogramm von kommerziellen und selbst hergestellten

Mono-N-boc-1,6-diaminohexan
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Im zweiten Schritt wurde das Mono-N-boc-1,6-diaminohexan mit Methacrylsaurechlorid
wiederum nach einer Vorschrift von Stahl et. al. umgesetzt ¥ (Abb. 4.1.4).

0 1. 273K
)I\ J< )\'( 3. che /u\ J<
__3.CHCls _
+ N
I"ZN/\(Cl'I24 No° - EtNH*CI- ﬁ)LN (CH2(\N

Abbildung 4.1.4: Reaktionsschema zur Herstellung von N-Boc-N’-methacrylamid-1,6-diaminohexan

Das Monomer wurde durch zweifache Flashchromatographie aufgereinigt und mit "H-NMR-

Spektroskopie (Abb. 4.1.5) analysiert. Verunreinigungen konnten mit dieser Methode nicht
detektiert werden.
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Abbildung 4.1.5: *H-NMR von N-Boc-N “-methacrylamid-1,6-diaminohexan

(300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/I)

Zur genaueren Uberprifung der Reinheit wurde das Monomer mit HPLC (Abb. 4.1.6)
weitergehend untersucht. Auch mit Hilfe dieser Analysemethode konnten keine

Verunreinigungen nachgewiesen werden, die anschlieRende radikalische Polymerisationen
verhindern konnten.
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Abbildung 4.1.6: HPLC-Chromatogramm von N-Boc-N’"-methacrylamid-1,6-diaminohexan
T=293 K, LM: ACN/H,0 (50:50), Séulenmaterial: RP18, Siiulenléinge: 25 cm, ¢=0.5 g/I

4.2 Herstellung des Makroinitiators

Die Polydispersitat einer Polymerbirste wird generell durch die Polydispersitat des
Ruckgrats bestimmt. Ist sie groRer als zwei, kann es zu Schwierigkeiten bei der
Interpretation der statischen und dynamischen Lichtstreumessungen kommen.

Aus diesem Grund wurde die RAFT-Polymerisationstechnik zur Herstellung des
Makroinitiatorprecursors gewahlt. Verschiedene RAFT-Reagenzien wurden ausprobiert, um
N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan kontrolliert radikalisch zu polymerisieren. Die
4-Cyano-4-methyl-4-thiobenzoylsulfanyl-buttersaure erwies sich dabei als beste Alternative.
Das RAFT-Reagenz wurde in einer zweistufigen Synthese nach einer abgewandelten
Vorschrift von Aamer et. al. hergestellt ®!. Der erste Schritt beinhaltet die Synthese von

Bis-thio-benzoyl-disulfid, was nach dem Reaktionsschema in Abbildung 4.2.1 dargestellt

wurde.
s s
1. 338K
©/\Br + CHsO Na* + Sp ——2e0H SH _ (CetelNH_ S™ (CzHs):NH*
s s
1. 12
2. EtOH S—S

Abbildung 4.2.1: Reaktionsschema zur Herstellung von Bis-thio-benzoyl-disulfid
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Im 'H-NMR-Spektrum (Abb. 4.2.2) kénnen nicht nur die Signale des Produkts erkannt
werden. Es sind auch Verunreinigungen im aliphatischen Bereich zu sehen, die allerdings im
zweiten Schritt der Synthese nicht weiter storen.

a S—S a

Signal/a.u.

/ppm
Abbildung 4.2.2: 'H-NMR von Bis-thio-benzoyl-disulfid (300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/I)

AnschlieRend wurde das Bis-thio-benzoyl-disulfid zusammen mit 4,4"-Azobis(4-cyano-

valeriansaure) zur 4-Cyano-4-methyl-4-thiobenzoylsulfanyl-buttersaure umgesetzt
(Abb. 4.2.3).

CH:s
2. EtOAc OH
S—S 3. 350K S

o

Abbildung 4.2.3: Reaktionsschema zur Herstellung von 4-Cyano-4-methyl-4-thiobenzoylsulfanyl-butterséiure

Die Isolierung des Produkts erfolgte durch zweifache Flashchromatographie mit einem
Gemisch aus n-Hexan und Ethylacetat als mobile Phase. Die Reinheit des Produkts wurde
auch in diesem Fall durch Aufnahme eines 'H-NMR-Spektrums Uberpriift (Abb. 4.2.4), in
dem keine weiteren Verunreinigungen zu erkennen sind.
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Abbildung 4.2.4: *H-NMR von 4-Cyano-4-methyl-4-thiobenzoylsulfanyl-buttersédure
(300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/I)

Die Polymerisation von N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan wurde in Substanz, bei
einer Temperatur von 363 K durchgeflhrt (Abb. 4.2.5).

(o)

N
s 2. AIBN
Q I CHs 3. 363K; 3h
/u\ J< S o —
n+1 ”/\(CH2)4/\ N~ "o + l

(CH2)s (CH2)e
/ /
H HN
'\B:o >=0
o} (o}

Abbildung 4.2.5: Reaktionsschema zur Herstellung des Makroinitatorprecusors

Lediglich der Radikalinitiator (AIBN) und das RAFT-Reagenz wurden vorher in wenig Anisol
gelést und zum Monomer (weiller Feststoff; Schmelzpunkt: 340 K) hinzugegeben. Die

Polymerisation wurde nach exakt 3 Stunden abgebrochen und das Polymer durch Fallen in
Diethylether isoliert.
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Abbildung 4.2.6 zeigt das Gelpermeationschromatogramm des Polymers in DMF. Man
erkennt eine monomodale Verteilung. Weitere Peaks, die auf Rekombinationsprodukte

hinweisen kdnnten, sind nicht zu erkennen. Die apparente Polydispersitat wurde mit Hilfe
einer Polystyrolkalibrierung ermittelt und betragt 1.5.

Signal (Rl)/a.u.

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Zeit/min
Abbildung 4.2.6: Gelpermeationschromatogramm des Makroinitiatorpecursors in DMF (LiBr 1g/I, T=333K)

Das Molekulargewicht (M,) wurde mittels statischer Lichtstreuung in THF bestimmt
(Abb. 4.2.7) und besitzt einen Wert von 260000 g/mol, was einer mittleren Anzahl von 900
Wiederholungseinheiten pro Polymerkette entspricht. Dieses Ergebnis liegt deutlich Uber den
durchschnittlichen Molekulargewichten, die normalerweise mit der RAFT-Technik erreicht
werden und erklart gleichzeitig die hohe Polydispersitat des Polymers Der Tragheitsradius
(Rg) des Polymers liegt bei 15.7 nm. Der zweite Virialkoeffizient (A,) ist schwach positiv, was
darauf hinweist, dass THF ein gutes Lésungsmittel fir dieses Polymer ist.
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Abbildung 4.2.7: Zimmplot des Makroinitiatorprecursors in THF bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad;

(5 Gradschritte)
¢;=4.00 g/I; ¢,=3.10 g/I; ¢;=2.27E g/I; ¢,=1.47E-02 g/I; cs=6.74E-01 g/|
M,,=2.60E05 g/mol; R,=15.7 nm; A,=1.59E-07 mol-dm’-g’*; dn/dc=0.054 cm’/g

Der Hydrodynamische Radius (Ry), welcher durch konzentrationsabhangige dynamische
Lichtstreuung bestimmt wurde, hat einen Wert von 10.6 nm (Abb. 4.2.8).

4.5E-07 -

4.4E-07 -
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4.0E-07 T T T T
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Abbildung 4.2.8: Konzentrationsabhéingiger Plot der Diffusionskoeffizienten fiir q2=0

¢;=4.00 g/l; c,=3.10 g/I; c;=2.27E g/I; c,=1.47E-02 g/I; cs=6.74E-01 g/I
D,=4.117E-08 cm’-s™’; =0.486 cp; R,=10.6 nm
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Das -Verhaltnis des Polymers betragt somit 1.48, was einen typischen Wert fir ein ideal
flexibles verteiltes Knauel in einem guten Losungsmittel widerspiegelt.
Die Abspaltung der Boc-Schutzgruppen (Abb. 4.2.9) erfolgte durch Zugabe von

Trifluoressigsaure zur Precursorlésung in Dichlormethan nach einer Vorschrift von R.A.
Houghten et. al. ™.

1. TFA/ICH2CI2 | 1.-COz2
2.1.5h 2. - Isobutylen

(CH2)s (CH2)s

H,*N H,*N
CFsCOO- CFsCOO-

Abbildung 4.2.9: Reaktionsschema zur Abspaltung der Boc-Schutzgruppen am Makroinitiatorprecursor

Der Nachweis, dass die Boc-Schutzgruppen abgespalten wurden, wurde durch Aufnahme
von '"H-NMR-Spektren des Precursors und des Makroinitiators erbracht. Abbildung 4.2.10
zeigt eindeutig den Peak der Boc-Schutzgruppe im Spektrum des Makroinitiatorprecursors
bei einer chemischen Verschiebung von 0.7 ppm. Im Spektrum des Makroinitiators ist dieser

Peak nicht mehr vorhanden.
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Abbildung 4.2.10: Unten: 'H-NMR des Makroinitiatorprecursors (LM: CDCl;, T=293 K, c=40 g/I)
Oben: *H-NMR des Makroinitiators (LM: D,0, T=293 K, c=40 g/I)

4.3 Synthese und Charakterisierung von Leuchs’schen Anhydriden

Die Monomere welche zur ring6ffnenden  Polymerisation der  geschitzten
Polypeptidseitenketten verwendet wurden, bezeichnet man als Leuchs’sche Anhydride.
Benannt wurden sie nach ihrem Entdecker Herrmann Leuchs, der diese Verbindungsklasse
erstmals 1906 synthetisierte .

Ein Ziel dieser Doktorarbeit ist es, Polymerblrsten herzustellen, die positive bzw. negative
Ladungen tragen. Aus diesem Grund wurden Leuchs’sche Anhydride verwendet, deren
Ringstruktur mit einer geschutzten Carbonsaurefunktionalitat bzw. einem geschiitzten Amin
verkndpft ist, um die Ladungen nach der Polymerisation durch Abspaltung der
Schutzgruppen zu entwickeln. Méchte man Leuchs’sche Anhydride von Aminosauren
synthetisieren, die neben der -standigen Carbonsaure bzw. Aminogruppe weitere
funktionelle Gruppen besitzen, missen diese mit Schutzgruppen versehen werden, um zu
verhindern, dass eine Reaktion zwischen diesen Funktionalitaten und der Ringstruktur
eintritt. Aus diesem Grund wurden als Edukte fur die Herstellung der bendtigten
Leuchs’schen Anhydride geschltzte Aminosaurederivate des L-lysins, L-ornithins, der

L-glutaminsaure bzw. L-asparaginsaure verwendet (Abb. 4.3.1).
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Abbildung 4.3.1: Verwendete Aminosdurederivate zur Herstellung von Leuchs'schen Anhydriden

Alle in Abbildung 4.3.1 gezeigten Aminosaurederivate sind kommerziell erhaltlich bis auf
N- -trifluoracetyl-L-lysin und N- -trifluoracetyl-L-ornithin. Diese Verbindungen wurden aus
den entsprechenden freien Aminosauren nach einer Vorschrift von M.S. Cherevin et. al.

hergestellt (Abb. 4.3.2) [,

1. EtOH/EtO- Na*

2. RT/1h Q (0]
o 3 H* F
H N/\(CHZ n ﬁ\'( v F ”/\(CHZ n i OH
F NH,

wn

Abbildung 4.3.2: Reaktionsschema zur Herstellung von N- -trifluoracetyl-L-ornithin (n=1)
bzw. N- -trifluoracetyl-L-lysin (n=2)

Die Aufreinigung der TFA-geschutzten Aminosaurederivate erfolgte in beiden Fallen durch
Umkristallisation aus einer Wasser-Ethanol-Mischung 1. Die erfolgreiche Umsetzung wurde

durch Aufnahme von *C-NMR-Spektren bestatigt (Abb. 4.3.3).
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Abbildung 4.3.3: Unten: >C-NMR des N- -trifluoracetyl-L-lysin (LM: D,0, T=293 K, c=20 g/I)
Oben: *C-NMR des N- -trifluoracetyl-L-ornithin (LM: D,0, T=293 K, c=20 g/I)

Im nachsten Schritt wurden die Leuchs’schen Anhydride durch Phosgenierung der
geschutzten Aminosaurederivate synthetisiert. FUr die Reaktion wurde kein Phosgengas,
sondern das leichter handhabbare Triphosgen verwendet (Abb. 4.3.4).

(o) 1. EtOAc bzw. THF (o)

R H cl O cl 2. 350K bzw. 333K
3 : + C|>k J]\ )<c| 3.4hbzw.25h 3 NI
OH cl o o Cl -6 HCI o

NH, HN\\(

o)

(o] (o] (o] (o]
2)n CH2)n ~
R = {Q/\OJI\E/(CH) E>‘)J\u/( ) ©/\OJI\(CHz)n H,C OJI\(CHz)z
F

Abbildung 4.3.4: Reaktionsschema zur Herstellung von Leuchs 'schen Anhydriden (n=1 bzw. 2)

I

Die Aufreinigung erfolgte entweder direkt durch mehrfache Umkristallisation aus Ethylacetat
und n-Hexan nach einer Vorschrift von W.H. Daly et. al. bzw. durch Waschen der
organischen Phase mit Wasser bei 275 K und anschlieBender Umkristallisation aus
Ethylacetat / n-Hexan . Genauere Details kénnen im Experimentellen Teil nachgelesen

werden.
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Aufgrund der Empfindlichkeit der Leuchs’schen Anhydride gegeniiber Zersetzungen, ist es
unmoglich, chromatographische Methoden zu verwenden, um ihre Reinheit zu Uberprufen.
lhre Reinheit wurde aus diesem Grund mit 'H-NMR-Spektroskopie ermittelt. In Abbildung
4.3.5 ist das Protonenspektrum von N- -trifluoracetyl-L-lysin und dem korrespondierenden
Leuchs’schen Anhydrid zu sehen. Es ist deutlich zu erkennen, dass das Proton am
asymmetrischen C-Atom durch die Formierung des Rings zu hdéheren chemischen
Verschiebungen verschoben wurde. Der Grund fir diese Verschiebung ist die zusatzliche
Carbonylfunktion in der Ringstruktur des Leuchs’schen Anhydrids, was die Elektronendichte
in Nachbarschaft zum Finfring weiter absenkt. Der Shift dieses Signals zu chemischen
Verschiebungen in den Bereich von 4.2 bis 4.6 ppm, kann allgemein als Beweis fiir den
Erfolg der Phosgenierung verschiedenster Aminosaurederivate verwendet werden. Die

Protonenspektren der anderen Leuchs’schen Anhydride sind im Anhang ersichtlich.
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Abbildung 4.3.5: Unten: *H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von N- -trifluoracetyl-L-ornithin
(LM: Aceton d6; 250 Scans, 300 MHz,T=293 K) ;
Oben: "H-NMR von N- -trifluoracetyl-L-ornithin (LM: D,0; 250 Scans, 300 MHz, T=293 K)
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44. Synthese und Charakterisierung von geschitzten

Peptidbursten

Die ring6ffnende Polymerisation der Leuchs’schen Anhydride wurde durch den in Kapitel 4.3
beschriebenen Makroinitiator initiiert. Es wurde bewusst das Ammoniumsalz des
Makroinitiators gewahlt und nicht seine neutrale Form, um den aktivierten
Monomermechanismus zu unterdricken, welcher die Entstehung von linearem Polymer als
Nebenprodukt hervorruft "% (siehe auch Kapitel 2: Theoretische Grundlagen). Die in dieser
Arbeit vorgestellten geschutzten Blrstenstrukturen wurden immer bei einer Temperatur von

333 K, fur 3 Tage in einer Argonatmosphare polymerisiert (Abb. 4.4.1).

(CH2)s (CH2)s

H,*N H;*N
CF;COO0-  CF3COO

H,"N

H;*N
CF;COO°  CF3COO

o]

(o] (o] o)
2)n F CH2)n H;C
R = @/\oJl\u/(CH ) F>‘)J\u/( ) ©/\OJI\(CHz)n 3 OJI\(CHz)z
F

Abbildung 4.4.1: Reaktionsschema zur Synthese der geschiitzten Polypeptidbiirsten ( n=1 bzw. 2)

Als Ldésungsmittel flr die Polymerisation diente DMF, welches durch 24-stiindiges Ruhren
iiber Bariumoxid aufgereinigt wurde . Die Aufreinigung des DMF s ist fiir die ringéffnende
Polymerisation der Blrsten von entscheidender Bedeutung, weil Verunreinigungen wie z.B.
Diethylamin ebenfalls die Polymerisation initieren kdnnen. Reinigt man das DMF nicht auf,
wlrden auf jeden Fall lineare Ketten am Ende der Polymerisation als Nebenprodukt
vorliegen.

Unabhangig von den sieben unterschiedlichen Monomeren konnte in jedem Fall, aufgrund
der Entstehung von Kohlendioxid bzw. dem starken Anstieg der Viskositat, eine
Polymerisation beobachtet werden. Die Isolation der Polymere erfolgte durch Fallen in
Diethylether.

In Tabelle 4.4.1 sind Losungseigenschaften der Bursten nach der Fallung zusammengefasst.
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Die Loslichkeit der erhaltenen Polymere beschrankt sich auf HFIP bzw. DMF. HFIP wird als
Lésungsmittel flr geschitzte Peptidstrukturen in vielen Fallen eingesetzt und ist in der Lage
alle Bursten bis auf zwei Derivate wieder in Losung zu bringen. DMF hingegen kann nur in

einzelnen Fallen als Losungsmittel eingesetzt werden.

Tabelle 4.4.1: Léslichkeiten der geschiitzten Polypeptidbiirsten

Bezeichnung M/ Aminosaure Schutzgruppe Losungsmittel
Z-Lys 55-3 55 Lysin Y4 HFIP bzw. DMF
Z-Lys 25-1 25 Lysin Y4 HFIP

TFA-Lys 20-1 20 Lysin Trifluoracetat HFIP bzw. DMF
Bn-Glu 55-1 55 Glutaminsaure Benzylester HFIP bzw. DMF
Me-Glu 55-1 55 Glutaminsaure Methylester HFIP
Bn-Asp 55-1 55 Asparaginsaure Benzylester HFIP
Z-Orn 55-1 55 Ornithin Y4 -

TFA-Orn 55-1 55 Ornithin Trifluoracetat -

My/I: Verhiltnis von Monomer zu Initiator, welches fiir die Polymerisation angesetzt wurde

Neben diesen beiden Lésungsmitteln kann auch Trifluoressigsdure verwendet werden, um
die Polymere in Lésung zu bringen. Allerdings ist der Einsatz dieser aggressiven Saure
gleichzeitig mit dem partiellen Abbau der verwendeten Schutzgruppen verbunden, weshalb
diese Chemikalie nicht als Losungsmittel fir diese Strukturen angesehen werden kann. Im
Fall der geschitzten L-ornithinderivate konnten keine Losungsmittel gefunden werden, die
die Blrsten nach der Isolierung wieder in Losung brachten. Weitere Charakterisierungen
durch dynamische bzw. statische Lichtstreuung oder GPC waren deswegen nicht moglich.

Alle Bdirsten die auch nach ihrer Fallung in DMF l6slich waren, wurden mit
Gelpermeationschromatographie untersucht. Abbildung 4.4.2 zeigt exemplarisch das
Chromatogramm von Z-Lys 55-3. Es ist nur der Peak der Burstenstruktur zu erkennen und
keine weiteren Signale, die auf lineare Verunreinigungen hinweisen. Ein eindeutiger Hinweis,
dass mit der Polymerisationsmethode nach Schlaad der aktivierte Monomermechanismus

erfolgreich unterdriickt werden kann.
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Abbildung 4.4.2: Gelpermeationschromatogramm von Z-Lys 55-3 in DMF (LiBr 1g/I, T=333 K)

Des Weiteren wurden fast alle Birsten, die in HFIP l6slich waren, mit dynamischer und
statischer Lichtstreuung untersucht. Exemplarisch sind in diesem Kapitel der Zimmplot und

das Ergebnis der dynamischen Lichtstreuung von Z-Lys 25-1 gezeigt (Abb. 4.4.3 und
Abb. 4.4.4).
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Abbildung 4.4.3: Zimmplot von Z-Lys 25-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢,;=4.95E-02 g/I; c,=3.38E-02 g/I; c;=2.85E-02 g/I; c,=1.94E-02 g/I; c;=1.00E-02 g/|
M,,=6.06E06 g/mol; R;=68.9 nm; A,=-1.34E-07 mol-dm’-g’*; dn/dc=0.228 cm’/g
Salz: Tetramethylammoniumtrifilat (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 4.4.4: DLS von Z-Lys 25-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)
c=4.95E-02 g/I; D,=2.798E-08 cm’-s™; =1,962cp; Ry=39.1 nm

Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)

7.5E+10

1.0E+11

Eine Ubersicht Uber die statischen und dynamischen Lichtstreumessungen der geschitzten

Polypeptidblrsten in HFIP

ist in Tabelle 4.4.2 ersichtlich.

Die Benzyl-geschitzte

Asparaginburste (Bn-Asp 55-1) wurde nur mit dynamischer Lichtstreuung untersucht. Sie

wurde gegen Ende dieser Dissertation synthetisiert und konnte aus Zeitgriinden nicht mehr

mittels statischer Lichtstreuung vermessen werden. Die zu den Werten in Tabelle 4.4.2

dazugehdrigen Graphen, die nicht in diesem Kapitel gezeigt werden, sind im Anhang

ersichtlich.

Tabelle 4.4.2: Ergebnisse der dynamischen und statischen Lichtstreuung fiir die HFIP-léslichen, geschiitzten,

Polypeptidbiirsten
Bezeichnung Ry/nm Ru/nm -Verhaltnis MWIg-moI'1 dn/dc
Z-Lys 55-3 79.7 47.4 1.68 1.36E07 0.228
Z-Lys 25-1 68.9 39.1 1.76 6.06E06 0.228
TFA-Lys 25-1 741 45.6 1.63 5.67E06 0.167
Bn-Glu 55-1 67.9 44.8 1.51 1.05E07 0.222
Me-Glu 55-1 65.1 40.6 1.61 8.36E06 0.188
Bn-Asp 55-1 - 41.7 - - -

Die Tragheitsradien der geschutzten Polypeptidblrsten liegen zwischen 65 und 80 nm,

wahrend die hydrodynamischen Radien zwischen 40 und 50 nm schwanken.

-Verhaltnise der Proben liegen zwischen 1.5 und 1.8.

Die
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Der starke Anstieg des R, beweist, dass sich die Topologie der Polymerstrukturen verandert
haben muss, was darauf hinweist, dass Polymerbursten erfolgreich hergestellt worden sind.

Besonders interessant sind die ermittelten Molekulargewichte der Bursten. Aus diesen
Ergebnissen kann man Rilckschlisse auf den Umsatz und den Anteil an linearem
Nebenprodukt ziehen. Geht man davon aus, dass die Leuchs’schen Anhydride bei der
Polymerisation der Seitenketten zu 100% umgesetzt worden sind, ist es moglich, dass
theoretische Molekulargewicht der Blrste zu berechnen. Fir die grafting-from-Methode
kénnen diese mit Hilfe von Formel 4.4.1 berechnet werden. In Tabelle 4.4.3 sind
experimentell bestimmten Werte und die theoretischen Werte (berechnet nach Formel 4.4.1)

aufgelistet.

M % P WMakroin/ M Mono M vl\vxfakroini . (4 4.1 )

w,theo

M, #eo : theoretisches Gewichtsmassenmittel der geschutzten Polypeptidburste
M/I : Monomer/Initiator Verhaltnis

p,Mekreint. - Gewichtsmittel des Polymerisationsgrad des Makroinitiators
MY°™ - Molekulargewicht des Monomers

M, ekt - Gewichtsmassenmittel des Makroinitiators

Tabelle 4.4.3: Auflistung von experimentell bestimmten und theoretisch berechneten Molekulargewichten
verschiedener geschiitzter Polypeptidbiirsten

Bezeichnung | M/l | M"°"°/g-mol™* | @ | M,,"*"*"g-mol™ | My/g-mol™ | My, heo/g-mol™
Z-Lys 55-3 55 262 900 2.6E05 1.36E07 1.32E07
Z-Lys 25-1 25 262 900 2.6E05 6.06E06 6.01E06

TFA-Lys 25-1 | 20 236 900 2.6E05 5.67E06 5.42E06
Bn-Glu 55-1 | 55 219 900 2.6E05 1.03E07 1.11E07
Me-Glu 55-1 | 55 143 900 2.6E05 8.36E06 7.35E06

Man erkennt direkt, dass die experimentellen und theoretischen Werte nur sehr gering
voneinander abweichen. Daraus lasst sich schlielen, dass es nicht zur Entstehung von
linearen Nebenprodukten wahrend der Polymerisation der Seitenketten kommt.

Als abbildende Methode wurde die Rasterkraftmikroskopie (AFM) gewanhlt. Abbildung 4.4.5
zeigt beispielhaft die Probe Z-Lys 55-1, welche durch spin coaten auf eine Graphitoberflache
aufgebracht wurde. Die Aufnahme bestéatigt eindeutig die stdbchenférmige Topologie der
Birsten, welche schon durch statische und dynamische Lichtstreuung vorausgesagt wurde.
Die Bulrsten haben eine mittlere Konturlange von etwa 160 nm, was der Konturlange des

Makroinitiators entspricht. Allerdings sind auch kleinere Strukturen auf dem Bild zu erkennen.
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Dies kann zum einen durch die Polydispersitat des Makroinitiators begrindet werden und

durch die Tatsache, dass Polymerbursten durch spin coaten aufgrund der starken

Scherkrafte zur Fragmentierung neigen.

Ky

A__;m_\ _.

b

Abbildung 4.4.5: trockene AFM-Aufnahme von Z-Lys 55-3 durch spin coating (3000 U/min; 5 s) auf Graphit

Cprobe=0.01 g/I; LM: DMF
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4.5. Synthese von kationisch geladenen Polypeptidbiirsten

Um aus den geschutzten L-lysin- bzw. L-ornithinbdrsten positiv geladene Bdursten
herzustellen, missen die Schutzgruppen der Seitenketten entfernt werden. Die
Z-Schutzgruppen (Abb. 4.5.1) wurden mit einer 35 %igen Wasserstofforomidlésung in
Eisessig nach einer Vorschrift von D. Ben-Ishai et. al. entfernt 12,

CF3:COO- CFs;COO- Br~ Br~

~ ~
/(CH2)4
©/\ Br~ H;*N——(CH2)4
> R1 =
/(CHZ)Q Br~ H,"N——(CH2)s

Abbildung 4.5.1: Reaktionsschema beziiglich der polymeranalogen Abspaltung der Z-Schutzgruppe

P
A

Im Fall des Z-geschitzten Poly-L-ornithins wurde ein Feststoff erhalten, der wie das Edukt in
keinem Losungsmittel gelost werden kann. Eine weiterfuhrende Charakterisierung dieses
Stoffes ist aus diesem Grund unmaoglich.

Bezuglich der Z-geschutzten Poly-L-lysinderivate wurden nach der Behandlung mit
HBr/Eisessig in beiden Fallen weile Feststoffe erhalten, die sich ausgezeichnet in Wasser
I6sen. Nach der Aufreinigung durch Dialyse und anschliefender Gefriertrocknung wurden
beide Biirsten mit statischer und dynamischer Lichtstreuung untersucht (Abb. 4.5.2 - 4.5.5).
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Abbildung 4.5.2: Zimmplot von Lys 55-3 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=6.43E-02 g/I; c,=5.18E-02 g/I; c;=4.10E-02 g/I; c,=2.89E-02 g/I; c;=1.53E-02 g/I
M,,=1.03E07 g/mol; R,=84.1 nm; A,=4.78E-08 mol-dm*-g”’; dn/dc=0.164 cm’/g
Salz: LiBr (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 4.5.3: DLS von Lys 55-3 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)

¢=5.18E-02 g/lI; D,=3.770E-08 cm*-s™; =1.002 cp; R,=56.7 nm
Salz: LiBr(c=5E-03 mol/I)
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Abbildung 4.5.4: Zimmplot von Lys 25-1 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=1.02E-01 g/I; c,=7.80E-02 g/I; c;=5.81E-02 g/I; c,=3.85E-02 g/I; c;=1.95E-02 g/I
M,,=8.14E06 g/mol; R;=75.9 nm; A,=1.089E-07 mol-dm’-g’*; dn/dc=0.164 cm’/g
Salz: LiBr (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 4.5.5: DLS von Lys 25-1 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
¢=7.80E-02 g/I; D,=5.023E-08 cm*-s™; =1.002 cp; R,=42.0 nm
Salz: LiBr (c=5E-03 mol/l)
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Das Molekulargewicht der grol3en Poly-L-lysinbirste (Lys 55-3) sollte um 10 % gréfRer sein,
wenn man das Molekulargewicht des geschitzten Precursors in Betracht zieht.
Bertcksichtigt man allerdings, dass Poly-L-lysin ein sehr hygroskopisches Polymer ist,
kdnnen durchaus Einwaagefehler im Bereich von 10 % in Erscheinung treten.

Diese Fehlerquelle erklart jedoch nicht das Molekulargewicht, welches fiir die kleine
Poly-L-lysinburste (Lys 25-1) bestimmt worden ist. In diesem Fall ist das Molekulargewicht
um mehr als 30 % groRer, im Vergleich mit dem theoretischen Wert, den die Blirste nach der
Abtrennung der Schutzgruppen haben sollte. Dieser Massenunterschied kann nur durch
Fraktionierungseffekte erklart werden, die wahrend der Aufreinigung (Fallung, Dialyse) der
Bdirste auftreten kénnen.

Die Molekulargewichte der Birsten geben einen ersten Hinweis darauf, dass die
Poly-L-lysinseitenketten unter den erwahnten Abspaltbedingungen stabil blieben und keine
Hydrolyse der Seitenketten eintritt. Einen eindeutigen Beweis liefert allerdings erst eine
chromatographische Methode, mit der es moglich ware, die Blrstenstrukturen und lineares
Poly-L-lysin voneinander zu trennen. Es stellte sich jedoch sehr schnell heraus, dass dieser
Nachweis mit Standartmethoden wie GPC und HPLC nicht erbracht werden kann. Lineares
Poly-L-lysin kann zwar mit diesen Methoden untersucht werden, allerdings ist es bis jetzt
nicht moglich die Burstenstrukturen damit zu analysieren, da es am Saulematerial adsorbiert.
Aus diesem Grund wurde die Kapillarelektrophorese als chromatographische Methode
gewahlt, um die Poly-L-lysinbursten zu untersuchen. Abbildung 4.5.6 zeigt das
Elektropherogramm von Lys 25-1 und einer Mischung aus Lys 25-1 und linearem Poly-L-
lysin (M,,=24000 g/mol).
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Abbildung 4.5.6: Elektropherogramm von Lys 25-1 (c=0.5 g/I) und Lys 25-1+ lin. Pl (c=0.5 g/I)
Puffer: 100 mM Phosphat (pH=2.0); Spannung: 20 KV; Lédnge der Kapillare: 35 cm
Effektive Lédnge der Kapillare: 26.5 cm; Injektionszeit: 10 ms; Injektionsdruck: 30 mbar
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Man erkennt eindeutig, dass es mit dieser Technik mdglich ist, eine Trennung zwischen
linearem Poly-L-lysin und den korrespondierenden Burstenstrukturen zu erreichen (griine
Kurve). Die rote Kurve beweist zudem, dass die Blrste keine nennenswerten Anteile an
linearen Verunreinigungen enthalt. Die gleiche Schlussfolgerung kann man auch fuar
Lys 55-3 ziehen (Abb. 4.5.7). Ein Anteil an linearem Polymer ist in diesem Fall zwar zu

erkennen, jedoch ist diese Verunreinigung kleiner 3 %.
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Abbildung 4.5.7: Elektropherogramm von Lys 55-3 (c=0.5 g/I) und Lys 55-3 + lin. Pll (c=0.5 g/I)
Puffer: 100 mM Phosphat (pH=2.0); Spannung: 20 KV; Lédnge der Kapillare: 35 cm
Effektive Linge der Kapillare: 26.5 cm; Injektionszeit: 10 ms; Injektionsdruck: 30 mbar

Aufgrund der positiven zweiten Virialkoeffizienten die fur die Poly-L-lysinbirsten in beiden
Fallen vorliegen, kann man davon ausgehen, dass die meisten Schutzgruppen entfernt
wurden. Allerdings ist es wichtig zu wissen, ob noch verbleibende Schutzgruppen an den
Birsten vorhanden sind. Fur die Quantifizierung der Abspaltungseffizienz bezuglich der
Z-Schutzgruppe wurden UV-Spekiren der geschitzten und der entschitzten Birsten
aufgenommen (Abb. 4.5.8). Fur die geschitzten Derivate erkennt man sehr gut die
Absorptionsbande des Benzolrings der Z-Schutzgruppe bei einem Maximum von 254 nm.
Diese Bande ist in den Spektren der entschiitzten Derivate nicht mehr zu beobachten. Die

Schutzgruppen wurden somit im Fall der Poly-L-lysinbursten zu nahe 100 % abgebaut.
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3.0 — Lys 55-3 in Wasser; ¢=1,0g/I
Z-Lys 55-3 in HFIP; c=0,4g/I
— Lys 25-1 in Wasser; ¢=1,0g/I

—Z-Lys 25-1 in HFIP; c=0.4g/I
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Abbildung 4.5.8: UV-Absorptionsspektrum von Z-Lys 55-3, Z-Lys 25-1, Lys 55-3 und Lys 25-1
T=293 K; Scangeschwindigkeit.: 20 nm/min; Kiivettendurchmesser: 1 cm

Im Fall der TFA-geschutzten Poly-L-ornithinburste bzw. Poly-L-lysinblrste wurden alkalische
Bedingungen gewahlt, um die Schutzgruppe zu entfernen (Abb. 4.5.9). Als Base diente
Piperidin, welches schon bei linearen TFA-geschitzten Poly-L-lysin von M. Sela erfolgreich

zur Abspaltung der Schutzgruppen eingesetzt wurde 3.

1. MeOH/Piperidin

2. 0.1N HBr
'm m
e
'I,I 'I,I
H;"N ARTIY H
CF3:CO0O- CF3COO-
— ~
[0}
F CH2)4
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Abbildung 4.5.9: Reaktionsschema beziiglich der polymeranalogen Abspaltung der TFA-Schutzgruppe
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Wahrend der Entschutzung der TFA-geschutzten Poly-L-lysinburste kam es zur Precipitation
eines weillen Feststoffes, der nicht mehr in Lésung gebracht werden konnte. Der Austausch
von Piperidin als Base gegen Ammoniak, 0.1 N NaOH bzw. K,CO; anderte nichts an dem
Ergebnis.

Anders sieht das Ergebnis flr die geschitzte Poly-L-ornithinblrste aus. Diese konnte zwar
nach ihrer Herstellung nicht mehr in Losung gebracht werden, allerdings war es moglich, sie
mit einer 1 N methanolischen Piperidinlésung zu entschiitzen. Der weille Feststoff der am
Ende der Reaktion gewonnen wurde, konnte aggregatfrei in Wasser geldst werden und mit
Kapillarelektrophorese bzw. dynamischer und statischer Lichtstreuung charakterisiert
werden. Abbildung 4.5.10 zeigt den Zimmplot der Poly-L-ornithinburste.
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Abbildung 4.5.10: Zimmplot von Orn 55-1 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=1.90E-01 g/I; c,=1.53E-01 g/I; c;=1.09E-01 g/I; c,=7.52E-02 g/I; c;=3.78E-02 g/I
M,,=2.34E06 g/mol; R,=66.7 nm; A,=2.401E-07 mol-dm’.g%; dn/dc=0.177 cm*/g
Salz: LiBr (c=5E-03 mol/l)

Wie im Fall der sauer entschutzten Poly-L-lysinbirsten ist Wasser aufgrund des positiven
Ax-Werts ein gutes Losungsmittel fir die Poly-L-ornithinburste. Der Tragheitsradius hat
vergleichbare Werte bezuglich der anderen geschuitzten und entschutzten Burstenderivate.
Allerdings ist das Molekulargewicht dieser Blrste wesentlich kleiner als das theoretische
Molekulargewicht. Aus diesem Grund wurde durch Analyse mit Kapillarelektrophorese
Uberprift, ob lineare Verunreinigungen in dieser Probe enthalten sind. Abbildung 4.5.11

beweist, dass es sich in Wahrheit um eine Mischung aus linearem Poly-L-ornithin und der

korrespondierenden Burstenstruktur handelt.
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Abbildung 4.5.11: Elektropherogramm von Orn 55-1 (c=0.5 g/I)
Puffer: 200 mM Phosphat (pH=2.0); Spannung: 15 KV; Lénge der Kapillare: 35 cm
Effektive Linge der Kapillare: 26.5 cm; Injektionszeit: 10 ms; Injektionsdruck: 30 mbar

Fur die Entstehung des linearen Poly-L-ornithins kann es zwei verschiedene Erklarungen
geben. Zum einen ist es moglich, dass wahrend der Polymerisation der Seitenketten
Verunreinigungen in Form von Diethylamin die Polymerisation von linearen Ketten initiierte.
Die zweite Moglichkeit besteht in der partiellen Hydrolyse der Seitenketten, aufgrund der
basischen Bedingungen, die fur die Abspaltung dieser Schutzgruppe gewahlt wurde.

Die Aufreinigung des DMF fur die ringoéffnende Polymerisation der Seitenketten erfolgte wie
bei der Herstellung der anderen geschutzten Derivate. Aus diesem Grund ist es relativ
unwahrscheinlich, dass die linearen Verunreinigungen schon vor der Abspaltung der
Schutzgruppen vorhanden waren.

Es hat eher den Anschein, dass die stark alkalischen Bedingungen wahrend der Entfernung
der Schutzgruppen dafur verantwortlich sind, dass es zur Entstehung von linearem Polymer
kommt. Ein eindeutiger Beweis kann allerdings an dieser Stelle nicht gegeben werden, weil
es aufgrund der Lésungseigenschaften des geschuitzten Precursors unmoglich ist, sein
Molekulargewicht zu bestimmen.

Wie auch im Fall der sauer entschutzten Poly-L-lysinbursten konnte mittels statischer
Lichtstreuung ein positiver zweiter Virialkoeffizient bestimmt werden. Dieses Ergebnis gibt
eindeutige Hinweise darauf, dass die Abspaltung der TFA-Schutzgruppen nahezu vollstandig
abgelaufen ist. Ein eindeutiger Beweis konnte flr diese Probe jedoch nicht erbracht, da sie
aufgrund ihrer linearen Verunreinigungen in weiteren Untersuchungen keine Verwendung
fand.
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4.6. Synthese von anionisch geladenen Polypeptidblirsten

Wie schon In Kapitel 4.4 erlautert, wurden 2 verschieden geschuitzte
Poly-L-glutaminsaurederivate  synthetisiert. Hierbei handelt es sich um eine
Benzyl-geschiitzte (Bn-Glu 55-1) und eine Methyl-geschitzte Birste (Me-Glu 55-1). Beide
Strukturen wurden vollstandig mit dynamischer und statischer Lichtstreuung charakterisiert.
Zu dem wurde eine Benzyl-geschitzte Poly-L-asparaginsadurebirste (Bn-Asp 55-1)
hergestellt, die allerdings nur mit dynamischer Lichtstreuung untersucht wurde.

Die Benzyl-geschitzten Derivate wurden wie im Fall der Z-geschitzten Poly-L-lysinbirsten
unter stark sauren Bedingungen mit einer Wasserstofforomidlésung in Eisessig entschitzt.
(Abb. 4.6.1).

1. HBr/CH3;COOH
2. Nazco:;/HzO

r

CF:COO- CFsCOO-

- ~
©\/O\"/ (CH2)2
0 >
©\/0\n/ (CH2)
N— o -
Abbildung 4.6.1: Reaktionsschema beziiglich der polymeranalogen Abspaltung der Benzylschutzgruppe

2
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Fir beide Spezies konnte mit Hilfe der UV-Vis-Spektroskopie zweifelsfrei gezeigt werden,
dass die Abspaltung der Benzylschutzgruppe nahe 100 % liegt. In Abbildung 4.6.2 ist
eindeutig zu erkennen, dass die Absorptionsbande bei 254 nm flr die entschitzten Birsten

vollstandig verschwunden ist.
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Abbildung 4.6.2: UV-Absorptionsspektrum von Bn-Glu 55-1, Bn-Asp 55-1, Glu 55-1 und Asp 55-1
=293 K; Scangeschwindigkeit.: 20 nm/min; Kiivettendurchmesser: 1 cm

Des Weiteren kdnnen sie beide aggregatfrei in Milli-Q-Wasser aufgeldst und mit
Lichtstreumethoden untersucht werden. Die Abbildungen 4.6.3 und 4.6.4 zeigen beispielhaft
den Zimmplot und das Ergebnis der dynamischen Lichtstreuung fur die sauer entschitzte
Poly-L-glutaminsdurebdrste.

- - Q ")
4.0E-07 ’ p, y £
¢ @ o P
P P O
&) ) ¢
/) 7 7, o ’l'
' 7o) 'O /‘l P
3.4E-07 - b f P S
- / i @
o0 7 P 7 /)
— &) @ v @)
CE> 4 g° 0' ('
= 2.8E-07 - A S 7 o
oz 4 @, v,
~ @ £ i
o o 0 & 4
5 GO '/’l "/ &
@ '/ 4 g /"
2.3E'07 9 @ yA 7. /,‘ ,‘/‘
'n & 79, &
£ 8
1.7E-07 Y T T |
-1.0E+14 3.8E+14 8.5E+14 1.3E+15 1.8E+15
2 -2
(q°+k-c)/m

Abbildung 4.6.3: Zimmplot von Glu 55-1 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=1.13E-01 g/I; c,=9.12E-02 g/I; c;=6.86E-02 g/I; c,=4.80E-02 g/|
M,,=5.66E06 g/mol; R,=72.9 nm; A,=1.58E-07 mol-dm*-g”’; dn/dc=0.156 cm’/g
Salz: NaOH (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 4.6.4: DLS von Glu 55-1 in H,0 bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)

¢=1.13E-01 g/I; D,=4.44E-08 cm’-s’; =1.002 cp; R,=54.3 nm
Salz: NaOH (c=5E-03 mol/l)

Der Tragheitsradius (72.9 nm) und der hydrodynamische Radius (54.3 nm) befinden sich im
gleichen Bereich, wie im Fall der Poly-L-lysinblrsten. Allerdings ist das gemessene
Molekulargewicht zu klein. Es betragt 5660000 g/mol und weicht somit um 25 % vom
theoretischen Molekulargewicht (7550000 g/mol) ab.

Der Grund fir dieses Ergebnis konnte auch in diesem Fall durch den Einsatz der
Kapillarelektrophorese gefunden werden. Abbildung 4.6.5 zeigt das Elektropherogramm der
sauer entschutzten Poly-L-glutaminsaurebirste sowie das Elektropherogramm von linearer
Poly-L-glutaminsaure.

Es deutlich zu erkennen, dass die Blrste lineare Verunreinigungen beinhaltet, was eindeutig
beweist, dass wie im Fall der Poly-L-ornithinblurste es zur Hydrolyse der Amidbindungen
wahrend der Entfernung der Schutzgruppen kam. Die Peaks der linearen Referenz und der
linearen Verunreinigungen der Burste besitzen unterschiedliche Retentionszeiten, weil es
sich bei den Verunreinigungen der Birste um Oligomere handelt, deren elektrophoretische
Mobilitat generell immer groRer ist als von Polymeren der gleichen Struktur. Durch
Berechnung der Flache unter den Peaks der Blrste und des linearen Polymers kann der
prozentuale Anteil an linearer Verunreinigung bestimmt werden. Er liegt bei etwa 25 %, was
sich sehr gut mit dem ermittelten Molekulargewicht aus der statischen Lichtstreuung deckt.
Das gemessene Molekulargewicht der Blrste betragt 75 % des theoretischen Werts. Unter

Vernachlassigung der Streuintensitaten der linearen Anteile sind die Ergebnisse identisch.



74 Kapitel 4: Herstellung von Polypeptidbursten

— Lineare Poly-L-glutaminsdure
Glu 55-1
S
c
o
o
o
>
>
©
c
50 \
(7]
B N e __‘-—--—A—-J .
] ] ] ] |}
0 1 2 3 4 5

Zeit/min
Abbildung 4.6.5: Elektropherogramm von Glu 55-1 (c=1.0 g/I)
Puffer: 200 mM Borat (pH=9.2); Spannung: 25 KV; Léinge der Kapillare: 35 cm
Effektive Lédnge der Kapillare: 26.5 cm; Injektionszeit: 20 ms; Injektionsdruck: 30 mbar

Die entschitzte Poly-L-asparaginsaurebirste wurde wie der geschitzte Precursors nur mit
dynamischer Lichtstreuung charakterisiert (Abb. 4.6.6). Es wurde ein Ry von 39.4 nm

gefunden, der vergleichbar mit den Ry’s der andern entschiitzten Blrsten ist.
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Abbildung 4.6.6: DLS von Asp 55-1 in H,O bei T=293 K zwischen 30 und 150 Grad (15 Gradschritte)
c=1.04E-01 g/l; D,=5.44E-08 cm’-s”"; =1.002 cp; R,=39.4 nm
Salz: NaOH (c=5E-03 mol/l)
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Auch bei dieser Probe wurde durch Analyse mittells Kapillarelektrophorese lineares Polymer
detektiert (Abb. 4.6.7). Der lineare Anteil liegt auch hier im Bereich von 25 %.

Signal UV (200nm)
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Zeit/min
Abbildung 4.6.7: Elektropherogramm von Asp 55-1 (c=1.0 g/l)
Puffer: 150 mM Borat (pH=9.2); Spannung: 30 KV; Lénge der Kapillare: 35 cm
Effektive Lédnge der Kapillare: 26.5 cm; Injektionszeit: 20ms; Injektionsdruck: 30 mbar

Aufgrund der Tatsache, dass der Benzyl-geschiitzte Precursor nicht mit statischer
Lichtstreuung charakterisiert wurde, ist es wie im Fall der TFA-geschutzten
Poly-L-ornithinbarste nicht mdglich, eine klare Aussage uUber die Entstehung des linearen
Polymers zu machen. Es kann sowohl wahrend der Polymerisation der Seitenketten
entstanden sein oder wahrend der Entfernung der Schutzgruppen. Es ist jedoch sehr
naheliegend, dass auch diesem Fall die Seitenketten wahrend der Abspaltung der
Schutzgruppen partiell fragmentiert wurden. Insbesondere in der Literatur gibt es einige
Veroffentlichungen, die dieses Phanomen auch fir lineare Poly-L-glutaminsaure bzw. Poly-L-
asparaginsaure beschreiben 143,

Neben diesen Veroffentlichungen gibt es eine Publikation von Deming, in der die Abtrennung
der Z-Schutzgruppe von Poly-L-glutaminsaure durch Einsatz von Trimethysilyliodid ohne das
Auftreten von linearen Fragmenten realisiert wurde ',

Diese Reaktion wurde 1973 von George Olah " gefunden und als erstes von Deming zur
Entschitzung von linearer Benzyl-geschitzter Poly-L-glutaminsaure verwendet (Abb. 4.6.8).
Als Loésungsmittel wird normalerweise Acetonitril oder Dichlormethan verwendet. Aufgrund
der Tatsache, dass die Benzyl-geschutzte Poly-L-glutaminsaureblrste sich in diesen

Lésungsmitteln nicht 16st, wurde DMF als Losungsmittel verwendet. Der isolierte Feststoff
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kann nach der Reaktion nicht mehr in Loésung gebracht werden, was daran liegen konnte,

dass DMF kein geeignetes Losungsmittel fur diese Reaktion ist und die eigentliche Reaktion

inhibierte.
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Abbildung 4.6.8: Reaktionsschema zur polymeranalogen Abspaltung der Z-Schutzgruppe mit TMSI

Neben dieser Variante kann in den oben zitierten Artikel von T. Deming nachgelesen
werden, dass die alkalische Entschutzung von geschuitzten Poly-L-glutaminsaurederivaten
ebenfalls ohne Fragmentierung ablaufen soll. Aus diesem Grund wurde die in Kapitel 4.4
beschrieben Methyl-geschutzte Poly-L-glutaminsaure synthetisiert. Die Abspaltung der
Methylschutzgruppe erfolgte mit 0.2 N NaOH (Abb. 4.6.9).
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Abbildung 4.6.9: Reaktionsschema beziiglich der polymeranalogen Abspaltung der Methylschutzgruppe

Abbildung 4.6.10 zeigt das Ergebnis der statischen Lichtstreuung fur eine Konzentration. Das

Molekulargewicht betragt 1820000 g/mol und weicht gegenliber dem theoretischen
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Molekulargewicht um 77 % ab. In diesem Fall handelt es sich um eine apparente Masse, die
nicht A,-korrigiert ist. Allerdings wurde auch die tatsachliche Masse der Burste niemals in der
Nahe des theoretischen Molekulargewichts liegen. Auch die Kapillarelektrophorese bestatigt
dieses Ergebnis. Mit dieser Technik konnten lineare Verunreinigungen im Bereich von 70 %
detektiert werden (Abb. 4.6.11).
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Abbildung 4.6.10: SLS der alkalisch entschiitzten Poly-L-glutaminsédurebiirste in H,0 bei T=293 K zwischen

30 und 150 Grad; (5 Gradschritte); c=3.12E-02 g/
M,,=1.82E06 g/mol; R,=59.3 nm; dn/dc=0.156 cm’/g; Salz: NaOH (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 4.6.11: Elektropherogramm der alkalisch entschiitzten Poly-L-glutaminséurebiirste (c=1.0 g/I)

Puffer: 200 mM Borat (pH=9.2); Spannung: 25 KV; Léinge der Kapillare: 35 cm
Effektive Lédnge der Kapillare: 26.5 cm; Injektionszeit: 20 ms; Injektionsdruck: 30 mbar
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4.7: Zusammenfassung von Kapitel 4

Die grafting-from-Methode kann verwendet werden, um verschieden geschitzte
Polypeptidblrsten basierend auf L-glutaminsaure, L-asparaginsaure, L-lysin und L-ornithin
herzustellen.

Zur Verwirklichung dieses Prinzips wurde durch eine mehrstufige Synthese ein Makroinitiator
auf Basis von N-methacrylamid-1,6-diaminohexan hergestellt, der im darauffolgenden Schritt
verwendet wurde, um die ring6ffnende Polymerisation von Leuchs’schen Anhydriden zur
Entwicklung der geschutzten Polypeptidseitenketten einzuleiten.

Durch Analyse mittels statischer und dynamischer Lichtstreuung wurden die Tragheitsradien,
die hydrodynamischen Radien und die Molekulargewichte der geschutzten
Poly-L-lysinblrsten  und  Poly-L-glutaminsaurebirsten  bestimmt.  Aufgrund  der
Molekulargewichte konnte zweifelsfrei bewiesen werden, dass die geschutzten Lysin- und
Glutaminsdurebursten keine Verunreinigungen in Form von Aggregaten oder linearen
Verunreinigungen beinhalten. Die geschutzten Ornithinderivate konnten aufgrund von
Loslichkeitsproblemen nicht vermessen werden. Bezuglich der Benzyl-geschutzten
Asparaginsaureburste wurde aus Zeitgrinden nur der hydrodynamische Radius der Probe
bestimmt, der dieselbe Grélienordnung besitzt wie die anderen Blrsten. Aus diesem Grund
ist davon auszugehen, dass die Synthese auch in diesem Fall erfolgreich war.

Durch stark saure bzw. alkalische Abspaltbedingungen war es mdéglich, die Schutzgruppen
bei allen geschitzten Birsten bis auf die TFA-geschitzte Poly-L-lysinblrste erfolgreich zu
entfernen.

Weitergehende Untersuchungen an diesen positiv.  bzw. negativ geladenen
Polyelektrolytblrsten mittels statischer Lichtstreuung und Kapillarelektrophorese zeigten
jedoch, dass lediglich die Z-geschitzten Poly-L-lysinblrsten von ihren Schutzgruppen befreit
werden konnten, ohne das gleichzeitig eine partielle Fragmentierung der Seitenketten
auftrat. In allen anderen Fallen wurden nach Abspaltung der Schutzgruppen lineare

Verunreinigungen zwischen 30 bis 70 % detektiert.
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Kapitel 5: Sekundarstrukturen von Poly-L-lysinbursten

Aufgrund der Tatsache, dass lediglich die Synthese von Poly-L-lysinblrsten ohne
nennenswerte lineare Verunreinigungen in dieser Dissertation realisiert werden konnte,
konzentriert sich dieses Kapitel ausschliel3lich auf das Sekundarstrukturverhalten dieser
Molekdle.

Wie schon in Kapitel 2 erwahnt, war es Dr. Yang Cong mdglich, die Seitenketten von Dr. Bin
Zhang’s Poly-L-lysinblrsten in eine -Faltblattkonformation zu zwingen, was zur Entstehung
von supramolekularen Helices fiihrte [,

Eine bisher nicht beantwortete Frage beschaftigt sich mit der Anderung der Topologie einer
Poly-L-lysinblrste, deren Seitenketten von einer flexiblen Knauel in eine -helikale
Sekundarstruktur gezwungen werden.

Zum Nachweis der Sekundarstrukturen wurde in dieser Arbeit die CD-Spektroskopie gewahlt
(siehe auch Kapitel 2). Es ist die am weitesten verbreitete Technik um Sekundarstrukturen
verschiedenster Art zu detektieren und hat den Vorteil, dass in einem Konzentrationsbereich
gemessen werden kann, der in etwa auch in den Lichtstreuexperimenten verwendet wird.
Andere Methoden zum Nachweis der Sekundarstruktur wie z.B. die NMR- oder IR-
Spektroskopie kénnen fir dieses System nicht angewandt werden. Das hohe
Molekulargewicht der Poly-L-lysinbirsten macht es unmdglich, Sekundarstrukturen mittels
der NMR-Technologie zu bestimmen, aufgrund starker Peakverbreiterung.

Fur die IR-Spektroskopie wirde eine enorme Menge an Probe bendtigt werden, um die
Sekundarstrukturen der Blrste zu analysieren. Es misste in einem Konzentrationsbereich
zwischen 10 — 20 g/l gearbeitet werden, was einen Vergleich mit den Lichtstreudaten
unmoglich macht, weil in diesem hohen Konzentrationsbereich die interpartikularen
Wechselwirkungen nicht mehr vernachlassigt werden koénnen, die wiederum auch
Auswirkungen auf das Sekundarstrukturverhalten von Molekilen haben kdnnen.

Bezuglich des linearen Poly-L-lysins gibt es verschiedene Mdoglichkeiten eine -helikale
Sekundarstruktur zu erzwingen. Gangige Methoden sind die Erhéhung des pH-Wertes auf
Werte groRer 10,6 (dem pks-Wert von linearem Poly-L-lysin), bzw. die Zugabe von Methanol
oder NaClO, zu wassrigen Poly-L-lysinlésungen .

Die erste Methode hat den Nachteil, dass Poly-L-lysin in einem basischen Milieu zur
Aggregation neigt. Dies hat zur Folge, dass die mogliche Anderung der Topologie nicht mehr
mit statischer bzw. dynamischer Lichtstreuung verfolgt werden kann. Des Weiteren sollte
angemerkt werden, dass sich unter diesen Bedingungen der Nachweis einer -helikalen
Struktur mittels CD-Spektroskopie als schwierig erweist, weil Basen wie Natriumhydroxid etc.

eine starke Absorption ab einer Wellenldnge von 210 nm aufweisen.
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Methanol bzw. NaClO, sind jedoch bei einer Verwendung einer 1 mm Kuvette bis zu einer
Wellenlange von 190 nm optisch transparent.

Die nun folgenden Unterkapitel beschéaftigen sich aus diesem Grund nur mit den
Sekundarstrukturverhalten der Poly-L-lysinbirsten, induziert durch die Zugabe von NaClO,

bzw. Methanol.

5.1 Sekundarstrukturen von Poly-L-lysinbiirsten durch Zugabe von

NaC|04
Abbildung 5.1.1 zeigt die CD-Spektren der kleinen Poly-L-lysinblrste (Lys 25-1) in

verschieden konzentrierten NaClO4-Losungen und reinem Wasser. Es ist deutlich zu
erkennen, dass die Seitenketten der Birste in dest. H,O sich anfangs in einer random coil
Konformation befinden und durch Erhéhung der Perchloratkonzentration eine -helikale

Konformation ausbilden.
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Abbildung 5.1.1: CD-Spektren von Lys 25-1 in Wasser und verschieden konzentrierten NaClO,-Lésungen;
¢=0.1 g/I; Kiivettendicke: 1 mm;

Die quantitativen Anteile der Sekundarstrukturen sind zudem durch Simulation der
gemessenen Spektiren berechnet worden. Hierzu wurde das im Internet erhaltliche
Programmpaket Dichroweb verwendet ®*®. Als Simulationsprogramm wurde CDSSTR
gewahlt, weil mit diesem Programm die beste Ubereinstimmung von simulierten und

gemessenen Spektren erzielt wird. Tabelle 5.1.1 zeigt eine Auflistung der prozentualen
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Anteile der Uberstrukturen fir die in Abbildung 5.1.1 dargestellten Spektren. Die
Simulationen der Spektren sind in diesem Kapitel nicht dargestellt, kdnnen aber im Anhang
nachgeschlagen werden.

Tabelle 5.1.1: Quantitative Bestimmung der Uberstrukturen von Lys 25-1 in verschieden konzentrierten
NaClO-Lésungen

Losungsmittel -Helix/% -Faltblatt/% Turn/% Ungeordnet/%
H.O 0 22 18 60
0.1 N NaClO4 6 7 11 67
0.25 N NaClO, 19 6 16 31
0.5 N NaClO4 53 12 11 25
1.0 N NaClO, 67 6 9 18

Die quantitative Analyse der Sekundarstrukturen ergibt einen -helikalen Anteil von bis zu
70 % bei einer finalen Perchloratkonzentration von 1 mol/I.
Das gleiche Experiment wurde mit der groRen Poly-L-lysinbirste (Lys 55-3) durchgefihrt

(Abb. 5.1.2)
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Abbildung 5.1.2: CD-Spektren von Lys 55-3 in Wasser und verschieden konzentrierten NaClO,-Lésungen;
¢=0.1 g/I; Kiivettendicke: 1 mm;

Auch in diesem Fall nimmt der -helikale Sekundarstrukturanteil mit steigender
Perchloratkonzentration zu. Wie aber schon anhand der Spektren (Abb. 5.1.2) qualitativ zu
erkennen ist, findet die Ausbildung der Helices schon bei einer niedrigeren

Perchlorationenkonzentration statt und besitzt einen Endwert von knapp 90 % bei einer
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Perchloratkonzentration von 1 mol/l. Dieser Endwert Ubersteigt den Endwert im Fall von
Lys 25-1 um 20 % (Tab. 5.1.2).

Tabelle 5.1.2: Quantitative Bestimmung der Uberstrukturen von Lys 25-1 in verschieden konzentrierten
NaClO-Lésungen

Losungsmittel -Helix/% -Faltblatt/% Turn/% Ungeordnet/%
H.O 0 17 14 68
0.1 N NaClO, 24 16 14 45
0.25 N NaClO,4 67 11 8 13
0.5 N NaClO, 86 6 2 6
1.0 N NaClO, 89 3 2 6

Abbildung 5.1.3 verdeutlicht dies noch mal, durch das Auftragen der prozentualen

-helikalen Anteile gegen die Perchlorationenkonzentration fur beide Proben.
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Abbildung 5.1.3: Auftragung des prozentualen helikalen Anteils in Abhdngigkeit der NaClO,-Konzentration
fiir Lys 25-1 und Lys 55-3

Geht man davon aus, dass die Proben Lys 25-1 und Lys 55-3 eine ahnliche Pfropfdichte
besitzen, hat Lys 55-3 die langeren Seitenketten. Unter dieser Annahme zeigen die
Seitenketten der Poly-L-lysinbiirsten das gleiche Uberstrukturverhalten wie die
korrespondierenden linearen Strukturen, bei denen bekannt ist, dass mit steigender Anzahl

an Monomereinheiten die Ausbildung von -helikalen Strukturen leichter realisierbar ist 2!,



84 Kapitel 5: Sekundarstrukturen von Poly-L-lysinbursten

5.2 Bestimmung der Topologie von Poly-L-lysinbirsten im

-helikalen Zustand, induziert durch die Zugabe von NaClO,

Im Gegensatz zur Induzierung von -helikalen Strukturen durch Erhdhung des pH-Wertes,
ist es moglich, die Poly-L-lysinbirsten im helikalen Zustand durch Zugabe von NaClO, mit
statischer und dynamischer Lichtstreuung zu untersuchen. Die Abbildung 5.2.1 zeigt

beispielhaft fur die Probe Lys 55-3 den Zimmplot in einer 0.5 N NaClO,4-Lésung.
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Abbildung 5.2.1: Zimmplot von Z-Lys 55-3 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=6.23E-02 g/I; ¢,=5.00E-02 g/I; c;=3.82E-02 g/I; c,=2.57E-02 g/I; ¢s=1.31E-02 g/I|
M,,=8.13E06 g/mol; R,=49.0 nm; A,= 1.291E-08 mol-dm®-g’%; dn/dc=0.164 cm*/g
Salz: NaClO, (0.5 mol/I)

Durch die Zugabe von NaClO, hat sich der Tragheitsradius der Blrste stark verkleinert. Statt
eines Ry’s von 84.4 nm in 0.005 N NaBr-Losung ist der Tragheitsradius um 35 nm auf 49 nm
abgefallen. Des Weiteren ist zu erkennen, dass das Molekulargewicht der Blrste sich
verandert hat. In 0.005 N NaBr-Lésung betragt es 9.95E06 g/mol. Das in diesem Fall
bestimmte Molekulargewicht ist um 20 % kleiner. Filtrationsverluste koénnen diese
Veranderung nicht erklaren, weil beide Messungen mit der gleichen Polymerstammldsung
durchgefiihrt worden sind. Eine Anderung des dn/dc-Wertes durch die Zugabe von NaClO,4
ist ebenfalls auszuschlieBen, weil die dn/dc-Werte von Poly-L-lysin unter beiden
Bedingungen gemessen wurden und identisch sind. Eine partielle Aggregation der Poly-L-
lysinbidrsten in 0.005 N NaBr-Losung ist unwahrscheinlich, weil Polyelektrolyte tendenziell in
Medien mit groRer lonenstarke anfangen zu aggregieren. Einen weiteren Hinweis, dass die

Probe in 0.005 N NaBr-Losung nicht partiell aggregiert vorliegt, liefern die A,-Werte fur
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Lys 55-3. Der A,-Wert fir Lys 55-3 in 0.005 N NaBr-Lésung (Abb. 4.5.2) ist grof3er als in
0.5 N NaClO4-Lésung, was darauf hinweist, dass in diesem Ldsungsmittel eine grdlRere
Aggregationstendenz zu erwarten ist.

Die einzige Erklarung fur die unterschiedlichen Molekulargewichte ist eine erhohte
Adsorption der Probe in 0.5 N NaClO4-Lésung an der Glaswand der Kivette. Aufgrund des
hohen Molekulargewichts der Probe sowie des relativ groRen dn/dc-Wertes wurden relativ
geringe Konzentrationen in den Lichtstreuexperimenten verwendet. Die Anderung des
Molekulargewichts durch partielle Adsorption der Polymerprobe an der Glaswand der
Klvette ist unter solchen Bedingungen niemals vollig auszuschlieRen. In weitergehenden
Studien sollten aus diesem Grund die Experimente in einer hydrophobisierten Kivette
durchgeflihrt werden bzw. bei erhdhter Probenkonzentration unter Verwendung eines
abgeschwachten Lasers.

Der hydrodynamische Radius der Probe ist ebenfalls kleiner geworden und ist von 56.4 nm
in 0.005 N NaBr-Lésung auf 38.4 nm gesunken (Abb. 5.2.2). Der Abfall ist prozentual

gesehen nicht so stark wie im Fall des Ry’s.
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Abbildung 5.2.2: DLS von Lys 55-3 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)

¢=5.00E-02 g/l; D,=5.575E-08 cm’-s™’; =1,009¢p; R,=38.4 nm
Salz: NaClO, (0.5 mol/I)

Das -Verhaltnis hat sich im Gegensatz zu den Lichtstreuergebnissen in 0.005 N NaBr-
Lésung verkleinert, was erste Hinweise auf die Anderung der Topologie offenbart.
Es ist allerdings anzumerken, dass ein Vergleich zwischen diesen beiden Systemen aul3erst

schwierig ist, weil die lonenstarke des Lésungsmittels dramatische Effekte auf die Topologie
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von Polyelektrolyten haben kann. Aus diesem Grund wurden dieselben Experimente noch
einmal in einer 0.5 N NaCl-L6sung wiederholt. In diesem Losungsmittel sind die Seitenketten
der Poly-L-lysinburste in der random-coil-Konformation angeordnet. Die lonenstarke dieses
Lésungsmittels ist nun aber dieselbe wie der einer 0.5 N NaClO,-Lésung. Die Ergebnisse der
statischen Lichtstreuung von Lys 55-3 in 0.5 N NaCl-Lésung sind in Abbildung 5.2.3 zu
sehen.
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Abbildung 5.2.3: Zimmplot von Z-Lys 55-3 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=5.74E-02 g/I; c,=4.60E-02 g/I; c;=3.48E-02 g/I; c,=2.37E-02 g/I; cs=1.20E-02 g/I
M,,=8.68E06 g/mol; R;=60.4 nm; A,= 7.729E-09 mol-dm’-g”’; dn/dc=0.164 cm’/g
Salz: NaCl (0.5 mol/l)

Auch durch die Zugabe von NaCl wird der R, der Probe abgesenkt. Der Grund fir diesen
Effekt liegt in der Abschwachung der intramolekularen elektrostatischen Wechselwirkungen
zwischen den positiven Ladungen entlang der Seitenketten. Die Verringerung des R;’s von
Lys 55-3 durch Zugabe von NaCl, ist jedoch nicht so stark wie bei der Zugabe von NaClO,.
Das Molekulargewicht der Probe besitzt im Rahmen des Fehlers den gleichen Wert wie im
Fall des helikalen Zustands. Es weicht wieder von der Masse ab, die fur dieselbe Probe in
niedrig konzentrierter Salzlosung gemessen worden ist. Der Grund fur diese Abweichung
kann wie im Fall der Probe Lys 55-3 in NaClO,4-Lésung nur durch Adsorptionseffekte an der
Glaswand der Kivette erklart werden.

Ein ahnliches Ergebnis wie in der statischen Lichtstreuung weist auch die dynamische
Lichtstreuung auf. Der hydrodynamische Radius in 0.5 N NaCl-Ldsung fallt ab, wie auch in
0.5 N NaClO,-Lésung. Allerdings ist die Anderung geringer als in 0.5 N NaClO,-Lésung
(Abb. 5.2.4).
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Abbildung 5.2.4: DLS von Lys 55-3 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
¢=5.74E-02 g/I; D,=4.560E-08 cm’-s™; =1,040 cp; Ry=44.8. nm
Salz: NaCl (0.5 mol/l)

Tabelle 5.2.1 fast die Ergebnisse der statischen und dynamischen Lichtstreuung flir die

Probe Lys 55-3 in verschiedenen Salzkonzentrationen noch einmal zusammen .

Tabelle 5.2.1: Zusammenfassung der Lichtstreuergebnisse fiir Lys 55-3 in verschiedenen Salzl6sungen

Probe LM Rg/nm | Ry/nm | AJmol-dm*-g? | My/g-mol™| -Verh. | Struktur
Lys 55-3| 0.005 N NaBr 84.4 56.4 4.781E-08 9.95E+06 1.50 Knauel
Lys 55-3| 0.5 N NaClO, 49.0 384 1.291E-08 8.13E+06 1.28 helikal
Lys 55-3| 0.5 N NaCl 60.4 44.8 7.729E-09 8.86E+06 1.35 Knauel

Konzentriert man sich auf die -Verhaltnisse, erkennt man, dass sie durch die Zugabe von
Salz verkleinert werden. Der Grund fir die Verkleinerung ist in beiden Fallen ein starker
Abfall von Ry, wahrenddessen Ry nur maRig kleiner wird. Es hat somit den Anschein, dass
die Anderung der Topologie der Biirste durch die Erhéhung der lonenstarke hervorgerufen
wird und die helikale Konformation der Seitenketten keinen Einfluss auf die Topologie hat.

Die Anderung des -Verhaltnis von Nanostrukturen gibt Informationen Uber Anderungen der
Topologie. Es ist jedoch meistens nicht maglich, eine Auskunft dariiber zu geben, welche
Topologie genau vorliegt. Um weitere Informationen Uber die genauen Formen der
Poly-L-lysinnanostrukturen zu erhalten, ist es nétig, sie mit abbildenden Methoden zu

untersuchen.
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Grundsatzlich kommen zur Losung dieses Problems zwei Mikroskopiertechniken in Frage,
die Strukturen im GroRenbereich mehrerer Nanometer in Losung abbilden kénnen. Dabei
handelt es sich zum einen um die Cryo-TEM-Technik bzw. um AFM-Aufnahmen in Losung.
Die Aufnahme von Bildern im trockenen Zustand ist in diesem Fall keine Alternative, weil alle
anderen physikalischen Experimente zur Bestimmung der Topologie in Loésung durchgefihrt
wurden.

Cryo-Tem-Aufnahmen sind aufgrund der chemischen Struktur der Birsten auf3erst schwierig
zu realisieren. Poly-L-lysin sowie auch das Riickgrat der Birste sind aus Atomen aufgebaut
(C,N,O und H), die eine geringe Elektronendichte besitzen. Aus diesem Grund wiirde es
aullerst schwierig werden, sie sichtbar zu machen.

Die AFM-Technologie in Ldsung hingegen, ist eine relativ junge aber aullerst
vielversprechende Methode, um Nanostrukturen auf Polymerbasis in Lésung abzubilden.
Abbildung 5.2.5 zeigt das Phasenbild einer AFM-Aufnahme der Probe Lys 55-3 in
0.005 N NaBr-Loésung.

Abbildung 5.2.5: AFM-Aufnahme von Lys 55-3 in 0.005N NaBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.005N NaBr; Phasenbild

Es ist gut zu erkennen, dass die Poly-L-lysinbirsten relativ gestreckt vorliegen und
zylinderférmige Strukturen darstellen. Des Weiteren konnten anhand des Phasen- bzw.
Amplitudenbildes Ondulationen entlang der Polymerblrsten sichtbar gemacht werden, fir die
bis jetzt noch keine sinnvolle Erklarung gegeben werden kann. Die gleichen Ondulationen
sind auch im Amplitudenbild sichtbar (Abb. 5.2.6).
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Abbildung 5.2.6: AFM-Aufnahme von Lys 55-3 in 0.005N NaBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.005N NaBr; Amplitudenbild

In 0.5 N NaClO,-Lésung geht die eher gestreckte Form der Poly-L-lysinblrsten verloren.
Unter diesen Bedingungen schnurt sich die Burste zu regelmafig gekrimmten Strukturen

(Hufeisen, Ringe, Maander) zusammen (Abb. 5.2.7).

Abbildung 5.2.7: AFM-Aufnahme von Lys 55-3 in 0.5N NaClO, auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.5N NaClO,; Héhenbild

Dieses Ergebnis erklart warum das -Verhaltnis von 1.50 in 0.005 N NaBr-Lésung auf einen
Wert von 1.25 bei grofden lonenstarken abnimmt. Aufgrund der Tatsache, dass unter diesen
Bedingungen die Blrsten ihre gestreckte Form verlieren und eine kompakte Topologie

aufweisen, muss das -Verhaltnis der Probe Lys 55-3 kleinere Werte annehmen.
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Weiterhin ist in Abbildung 5.2.7 zu erkennen, dass die Blrsten eine grof3ere Tendenz zeigen,
sich zusammen zu lagern. Es hat also den Anschein, dass die Qualitat des Losungsmittels
durch die Zugabe von NaClO, schlechter geworden ist. Auch diese Erkenntnis wird durch die
Lichtstreumessungen unterstitzt, weil der A>-Wert von Lys 55-3 in 0.5 N NaClO,-Ldsung
kleiner ist, als in 0.005 N NaBr-Lésung. Vergrofierungen von Abbildung 5.2.7 zeigen zu dem,
dass die Ondulationen der Birsten auch in 0.5 N NaClO,-Ldsung weiterhin vorhanden sind

und deren Ausdehnung zunimmt (Abb. 5.2.8).

Abbildung 5.2.8: AFM-Aufnahme von Lys 55-3 in 0.5N NaClO, auf Mica
Cprope=0.01 g/I; LM: 0.5N NaClO,; Héhenbild

AFM-Bilder der Probe Lys 55-3 in 0.5 N NaCl-Lésung konnten bis zum Ende der Dissertation
nicht aufgenommen werden, weil Vibrationen verursacht durch anhaltende Bautatigkeiten in
Nachbarschaft des Institut fur physikalische Chemie, die Messungen zeitweise unmaoglich
machten.

Aufgrund des -Verhaltnis ist allerdings anzunehmen, dass eine ahnliche Situation wie in
0.5 N NaClO4-Losung vorliegt. Die Bursten werden in diesem Ldsungsmittel auch eine
Tendenz zur Bildung zu regelmaRig gekrimmten Partikeln haben. Vergleicht man allerdings
das -Verhaltnis mit dem der Probe in 0.5 N NaClO4-L6sung sollten die Einschnirungen
nicht ganz so stark ausgepragt sein.

Ahnliche Ergebnisse wurden auch fiir die kleine Poly-L-lysinbiirste (Lys 25-1) gefunden.
Tabelle 5.2.2 zeigt eine Zusammenfassung der Lichtstreuergebnisse fiir diese Probe in
0.005 N NaBr-Lésung, 0.5 N NaClO4-Lésung, und 0.5 N NaBr-Lésung. Die dazugehérigen
Graphen kénnen im Anhang nachgeschlagen werden. Das -Verhaltnis dieser Blrste ist
generell etwas groRer, als das der Probe Lys 55-3, weil die Ladnge der Seitenketten kleiner
als bei der Probe Lys 55-3 ist und dadurch der Ry der Probe kleinere Werte annehmen

muss. Nichts desto trotz ist der gleiche Trend erkennbar. Durch die Zugabe hoher
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Salzkonzentrationen, verkleinert sich das -Verhaltnis der Birste. Genau wie im Fall der
Probe Lys 55-3 wird dieser Effekt durch eine deutliche Verkleinerung des Tragheitsradius

hervorgerufen, wahrenddessen sich der hydrodynamische Radius der Probe nur wenig

verandert.

Tabelle 5.2.2: Zusammenfassung der Lichtstreuergebnisse fiir Lys 25-1 in verschiedenen Salzlésungen

Probe LM Rg/nm | Ry/nm Azlmol-dm3-g'2 MWIg-moI'1 -Verh. | Struktur
Lys 25-1| 0.005 N NaBr 75.9 42.2 1.089E-07 8.14E+06 1.80 Knauel
Lys 25-1| 0.5 N NaClO,4 56.4 37.1 -6.530E-08 5.01E+06 1.52 helikal
Lys 25-1| 0.5 N NaBr 64.8 42.0 5.853E-08 6.90E+06 1.54 Knauel

Die AFM-Bilder der Probe Lys 25-1 in 0.005 N NaBr-Ldsung sind in Abbildung 5.2.9 und
5.2.10 dargestellt.

Abbildung 5.2.9: AFM-Aufnahme von Lys 25-1 in 0.005N NaBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.005N NaBr; Héhenbild

Abbildung 5.2.10: AFM-Aufnahme von Lys 25-1 in 0.005N NaBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.005N NaBr; Héhenbild
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Wie auch im Fall der gro3en Poly-L-lysinbirste liegen diese Nanostrukturen tGberwiegend in
einer gestreckten Form vor. Des Weiteren sind in Abbildung 5.2.10 wieder Ondulationen
entlang der Zylinder zu erkennen, wie sie auch schon bei der groflen Birste (Lys 55-3)
vorliegen.

Die Zugabe von Salz bewirkt auch in diesem Fall einen Verlust der gestreckten Form,
zugunsten der Ausbildung von regelmafig gekrimmten Strukturen (Abb. 5.2.11). Ob auch
unter diesen Bedingungen die Ondulationen weiterhin vorliegen, konnte bei dieser Probe
nicht festgestellt werden, weil es nicht maglich war, Vergréfierungen von Abbildung 5.2.11 zu

erhalten.

_
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Abbildung 5.2.11: AFM-Aufnahme von Lys 25-1 in 0.5N NaClO, auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.5N NaClO,; Héhenbild

Im Gegensatz zur Probe Lys 55-3 konnten fir diese Probe auch Abbildungen bei grofien
Salzkonzentration erlangt werden, in denen die Seitenketten der Poly-L-lysinblrste nicht in
einer -helikalen Struktur vorliegen (0.5 N NaBr-Ldsung; Abb. 5.2.12).

Man kann deutlich erkennen, dass auch unter diesen Bedingungen ein Verlust der
stabchenformigen Topologie eintritt. Dieses Ergebnis untermauert die Annahme, dass die
Anderung der Topologie von zylinderférmigen Strukturen zur Ausbildung von eher
spharischen Nanopartikeln nichts mit der Anderung der Sekundéarstruktur in den Seitenketten

zu tun hat, sondern mit der Erhéhung der lonenstarke des Losungsmittels.
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Abbildung 5.2.12: AFM-Aufnahme von Lys 25-1 in 0.5N NaBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: 0.5N NaBr; Héhenbild

5.3 Sekundarstrukturen von Poly-L-lysinbiirsten durch Zugabe von
Methanol

In Abbildung 5.3.1 sind die CD-Spektren der Probe Lys 55-3 in unterschiedlichen
Wasser/Methanol-Mischungen zu sehen.
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Abbildung 5.3.1: CD-Spektren von Lys 55-3 in verschiedenen Wasser/Methanol-Mischungen;
¢=0.1 g/l; Kiivettendicke: 1 mm;
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Auffallig ist, dass es keinen kontinuierlichen Ubergang vom flexiblen Knéuel zur -helikalen
Konformation gibt. Dies wurde schon von Scheraga und Mitarbeiter ! bei linearem Poly-L-
lysin festgestellt. Die Probe Lys 55-3 verhalt sich also wie die korrespondierenden linearen
Analoga.

Wie auch in Kapitel 5.2 wurden die CD-Spektren einer quantitativen Analyse unterzogen, um
die prozentualen Anteile der Sekundarstrukturen zu ermitteln. Tabelle 5.3.1 zeigt die
prozentualen Anteile von Lys 55-3 in verschiedenen Methanol/Wasser-Mischungen. In dieser
Tabelle sind zusatzlich Ergebnisse fir Losungsmittelzusammensetzungen zu sehen, die
nicht in Abbildung 5.3.1 gezeigt sind. Die Spektren sowie alle Simulationen kénnen im

Anhang nachgeschlagen werden.

Tabelle 5.3.1: Quantitative Bestimmung der Uberstrukturen von Lys 25-1 in verschiedenen
Wasser/Methanol-Mischungen

Probe | Losungsmittel -Helix/% -Faltblatt/% | Turn/% Ungeordnet/%
Lys 55-3 H,O 3 25 20 52
Lys 55-3 | H,O/MeOH (90/10) 3 24 15 59
Lys 55-3 | H,O/MeOH (80/20) 2 24 18 54
Lys 55-3 | H,O/MeOH (70/30) 3 24 18 55
Lys 55-3 | H,O/MeOH (60/40) 4 27 19 49
Lys 55-3 | H,O/MeOH (50/50) 5 22 17 55
Lys 55-3 | H,O/MeOH (40/60) 7 22 17 53
Lys 55-3 | H,O/MeOH (30/70) 6 18 18 48
Lys 55-3 | H,O/MeOH (20/80) 78 6

Lys 55-3 | H,O/MeOH (10/90) 86 5 3 5

Auch die quantitative Analyse der CD-Spektren von Lys 55-3 in verschiedenen
Wasser/Methanol Mischungen zeigt, dass bis zu einer Volumenfraktion von 70 % Methanol
keine nennenswerten -helikalen Strukturen in den Seitenketten der Birste vorliegen. Gibt
man allerdings Uber diesen Wert hinaus Methanol hinzu, kommt es schlagartig zur
Ausbildung von Helices mit prozentualen Anteilen bezlglich der Gesamtkonformation von
etwa 80 %.

Die kleine Poly-L-lysinbirste hingegen weicht von diesem Verhalten ab. (Abb. 5.3.2). Bei
dieser Probe kommt es direkt zur Ausbildung von -helikalen Strukturen, deren maximale
Ausbildung schon bei einem Volumenanteil von 30 % Methanol erreicht ist. Gibt man noch
mehr Methanol hinzu, nimmt der Anteil an helikaler Konformation ab und es kommt
zusatzlich zur Ausbildung von -Faltblattstrukturen (Abb. 5.3.2). Quantitativ wird dies auch
noch mal in Tabelle 5.3.2 gezeigt, in der die prozentualen Anteile der Sekundarstrukturen in

Abhangigkeit des Methanolanteils aufgelistet sind.
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Abbildung 5.3.2: CD-Spektren von Lys 25-1 in verschiedenen Wasser/Methanol-Mischungen;
¢=0.1 g/l; Kiivettendicke: 1 mm;

Tabelle 5.3.2: Quantitative Bestimmung der Uberstrukturen von Lys 25-1 in verschiedenen
Wasser/Methanol-Mischungen

Probe | Losungsmittel -Helix/% -Faltblatt/% | Turn/% Ungeordnet/%
Lys 25-1 | H,O/MeOH (90/10) 34 16 15 35
Lys 25-1 | H,O/MeOH (80/20) 62 10 7 21
Lys 25-1 | H,O/MeOH (70/30) 80 4 5 11
Lys 25-1 | H,O/MeOH (60/40) 64 10 11 15
Lys 25-1 | H,O/MeOH (50/50) 61 14 12 13
Lys 25-1 | H,O/MeOH (40/60) 58 16 9 17
Lys 25-1 | H,O/MeOH (30/70) 58 16 12 14
Lys 25-1 | H,O/MeOH (20/80) 57 20 8 15
Lys 25-1 | H,O/MeOH (10/90) 53 22 8 17

Vergleicht man die Ergebnisse von diesem Kapitel mit den Ergebnissen von Kapitel 5.1 sieht
es so aus, dass das Sekundarstrukturverhalten von Poly-L-lysinblrsten zum einen abhangig
von der Lange der Seitenketten ist, aber auch die Bedingungen zur Induzierung der
Sekundarstruktur eine entscheidende Rolle spielt.

Poly-L-lysinblrsten mit langen Seitenketten verhalten sich wie ihre linearen Analoga,
unabhangig ob die Sekundarstruktur durch die Zugabe von Methanol oder NaClO, induziert
wird. Es kommt lediglich zur Ausbildung von helikalen Strukturen.

Bei der Poly-L-lysinburste mit den kleinen Seitenketten hangt es von dem Lésungsmittel ab,
ob ausschlieRlich Helices oder auch andere Sekundarstrukturen gebildet werden. Gibt man

NaClO, zu den wassrigen Polymerldsungen, zeigen sie das gleiche Verhalten wie lineares
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Poly-L-lysin. Wird Methanol zu den wassrigen Losungen gegeben, tritt sofort die Bildung von
Helices ein, was bei den linearen Strukturen erst durch die Zugabe von weit gréReren
Methanolkonzentrationen realisiert werden kann. Das Ergebnis fur die Probe Lys 25-1
bezlglich der Zugabe von Methanol weicht somit stark von dem Verhalten der linearen
Analoga ab, weil in diesem Fall helikale Strukturen von kurzen Seitenketten bei deutlich
kleinerer Methanolfraktion gebildet werden kdnnen als von langen Ketten. Des Weiteren
kénnen durch weitere Methanolzugabe auch -Faltblatter zu einem geringen Anteil erzeugt
werden, was ebenfalls im Widerspruch zu dem Verhalten von linearen Poly-L-lysinketten
steht, da Taniguchi und Mitarbeiter gezeigt haben, dass ein -Helix- -Faltblatt-Ubergang bei
langen linearen Poly-L-lysinketten leichter stattfindet als bei kurzen Poly-L-lysinketten !,

Eine Begrundung fur das abweichende Verhalten der Probe Lys 25-1 kann bis zu diesem

Zeitpunkt nicht gegeben werden.

5.4 Bestimmung der Topologie von Poly-L-lysinbirsten im

-helikalen Zustand, induziert durch die Zugabe von Methanol

Wie auch bei der Zugabe von NaCIlO, konnten die Poly-L-lysinbiursten in Methanol/Wasser-
Mischungen mit statischer und dynamischer Lichtstreuung vermessen werden. Es ist
allerdings anzumerken, dass die Charakterisierung von einzelnen Molekilen mit
Streumethoden nur in Methanol/Wasser-Mischungen mit hohem Methanolgehalt (= 90
Volumenprozent) durchfihrbar ist (Abb. 5.4.1).
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Abbildung 5.4.1: Hydrodynamische Radien von Lys 25-1 und Lys 55-3 in Abhéngigkeit der H,0/MeOH-
Zusammensetzung
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Bei anderen Methanol/Wasser-Zusammensetzungen aggregieren die Poly-L-lysinbursten.
Bewiesen wurde diese Tatsache durch Bestimmung der hydrodynamischen Radien bei
verschiedenen Wasser/Methanol-Mischungen.

Im Bereich zwischen 0 und 40 m% Methanol ist es nicht moglich, die hydrodynamischen
Radien zu ermitteln. Unterhalb von 40 m% Methanol wird in beiden Fallen ein sehr starker
Anstieg der hydrodynamischen Radien detektiert. Eine Bestimmung der Ry’s kann aus
diesem Grund nicht mehr durchgefiihrt werden, ohne Gefahr zu laufen, die Detektoren der
Lichtstreuanlage ernsthaft zu beschadigen.

Die Analyse mittels dynamischer Lichtstreuung liefert keinen eindeutigen Beweis, ob die
Birsten in Methanol/Wasser-Mischungen mit einem Methanolanteil grofer 90 m% aggregiert
vorliegen oder nicht. Dieser Beweis kann jedoch durch die Messung von Zimmplots unter
den angesprochenen Bedingungen erbracht werden. Das Molekulargewicht der Bursten
sollte Auskunft darliber geben, ob Aggregate vorhanden sind oder nicht. Abbildung 5.4.2 und
Abbildung 5.4.3 zeigen die Zimmplots von Lys 55-3 und Lys 25-1 bei einem Methanolgehalt
von 95 m%. Die Molekulargewichte beider Proben sind mit den Molekulargewichten in 0.5 N
NaClO4-Lésung vergleichbar. Es ist somit eindeutig, dass keine signifikante Fraktion an

Aggregaten unter diesen Bedingungen vorhanden ist.
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Abbildung 5.4.2: Zimmplot von Z-Lys 55-3 in MeOH/H,0 (95:5) bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad;
(5 Gradschritte)

¢,=5.624E-02 g/I; c,=4.54E-02 g/I; c;=3.40E-02 g/I; c,=2.28E-02 g/I; cs=1.14E-02 g/|
M,,=8.78E06 g/mol; Ry=54.26 nm; A,= -1.812E-07 mol-dm’-.g”*; dn/dc=0.164 cm’/g
Salz: LiBr (5E-03 mol/l)
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Abbildung 5.4.3: Zimmplot von Z-Lys 25-1 in MeOH/H,0 (95:5) bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad;
(5 Gradschritte)

¢;=6.79E-02 g/I; c,=5.44E-02 g/I; c;=4.09E-02 g/I; c,=2.35E-02 g/I; cs=1.36E-02 g/I
M,,=5.32E06 g/mol; R,=50.20 nm; A,= 1.122E-07 mol-dm’-g’%; dn/dc=0.164 cm’/g
Salz: LiBr (5E-03 mol/l)

Sehr ungewohnlich sind die unterschiedlichen Ax-Werte, die Lys 55-3 und Lys 25-1 unter den
gleichen Bedingungen haben. Fir Lys 55-3 scheint die Wasser/Methanol-Mischung ein sehr
gutes Losungsmittel zu sein, wahrenddessen es ein schlechtes Losungsmittel fur die groRRe
Poly-L-lysinblrste ist. Die Ergebnisse der dynamischen Lichtstreuung hingegen deuten auf
das genaue Gegenteil, weil die Aggregationstendenz fur die kleine Poly-L-lysinburste grél3er
zu sein scheint, als fur die Probe Lys 55-3. Aus diesem Grund missen weitere Experimente
mit den Birsten unter diesen Bedingungen durchgefiihrt werden, um das scheinbar
widersprichliche Verhalten erklaren zu kdnnen.

Nichts desto trotz beweisen Abbildung 5.4.2 und 5.4.3 eindeutig, dass es auch bei der
Zugabe von Methanol zur Induzierung der helikalen Sekundarstruktur in den Seitenketten
der Tragheitsradius deutlich abnimmt.

Die Anderungen der hydrodynamischen Radien durch die Zugabe von Methanol sind
verschieden im Vergleich zur Zugabe von NaClO,4 (Abb. 5.4.4 und Abb. 5.4.5).
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Abbildung 5.4.4: DLS von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (95:5) bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)

¢=5.44E-02 g/I; D,=1.010E-07 cm’-s™’; =0,770 cp; R,=28.1 nm
Salz: LiBr (5E-03 mol/l)
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Abbildung 5.4.5: DLS von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (95:5) bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)

¢=5.86E-02 g/lI; D,=9.123E-08 cm’-s™’; =0,770 cp; R,=35.5 nm
Salz: LiBr (5e-03 mol/l)
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen in 0.5 N NaClO4,-Lésung nehmen auch die
hydrodynamischen Radien in Wasser/Methanol (95:5) stark ab. Tabelle 5.4.1 fasst die
Ergebnisse der weiter oben gezeigten dynamischen und statischen Lichtstreuergebnisse
noch einmal zusammen und vergleicht sie mit den Lichtstreuergebnissen von Kapitel 5.3
sowie den Lichtstreuergebnissen von Lys 25-1 und Lys 55-3 in niedrig konzentrierten

Salzlésungen.

Tabelle 5.4.1: Zusammenfassung der Lichtstreuergebnisse von Lys 25-1 und Lys 55-3

Probe LM Rg/mm | Ry/nm Azlmol-dms-g'2 MWIg-moI'1 -Verh. | Struktur
Lys 25-1 0.005 N NaBr 75.9 42.2 1.09E-07 8.14E+06 1.80 Knauel
Lys 25-1 | MeOH/H,0 (95:5)| 50.2 28.1 1.12E-07 5.32E+06 1.79 helikal
Lys 25-1 0.5 N NaClO, 56.4 37.1 -6.53E-08 5.01E+06 1.52 helikal
Lys 25-1 0.5 N NaBr 64.8 42.0 5.85E-08 6.90E+06 1.54 Knauel
Lys 55-3 | 0.005 N NaBr 844 56.4 4.78E-08 9.95E+06 1.50 Knauel
Lys 55-3 | MeOH/H,0 (95:5)| 54.2 35.5 -1.81E-07 8.68E+06 1.53 helikal
Lys 55-3 0.5 N NaClO, 49.0 384 1.29E-08 8.13E+06 1.28 helikal
Lys 55-3 0.5 N NaCl 60.4 44.8 7.73E-09 8.86E+06 1.35 Knauel

Anhand der Ergebnisse in dieser Tabelle ist eindeutig erkennbar, dass die Krimmung der
Birsten zu regelmafig gekrimmten Strukturen nicht mit dem Anteil helikaler Konformationen
in den Seitenketten korrelierbar ist.

Daraus folgt, dass primar die Erhéhung der lonenstarke im System dafir sorgt, dass der Ry
nur relativ wenig abnimmt bei gleichzeitig starker Abnahme von R, Dies ist qualitativ
dadurch erklarbar, dass sich die Buirsten zu gekrimmten Strukturen zusammenrollen,
unabhangig davon ob sich die Seitenketten in einer helikalen Konformation befinden oder
nicht.

Die AFM-Bilder beider Proben in Methanol/Wasser (95:5) zeigen keine regelmaRig
gekrummten Strukturen (Abb. 5.4.6 und 5.4.7). In diesem Fall liegen die Seitenketten der
Birsten in einer helikalen Konformation vor, sind aber weiterhin gestreckt. Sie bestatigen
somit das Ergebnis der Lichtstreuung unter diesen Bedingungen, welches besagt dass sich
aufgrund des konstanten -Verhaltnisses die Topologie der Biirste unverandert bleibt.

Die geringen Radien flr die Proben Lys 25-1 und Lys 55-3 in Methanol/Wasser (95:5) sind
nur durch eine Verringerung der Konturlange oder durch eine Erhéhung der Flexibilitat der

zylindrischen Bursten zu erklaren.
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Abbildung 5.4.6: AFM-Aufnahme von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (95:5); 5e-03 M LiBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: MeOH/H,0 (95:5); 5e-03 M LiBr; Héhenbild

Abbildung 5.4.7: AFM-Aufnahme von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (95:5); 5e-03 M LiBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: MeOH/H,0 (95:5); 5e-03 M LiBr; Héhenbild

Durch VergrélRerung von Abbildung 5.4.7 (Abb. 5.4.8) kann gezeigt werden, dass die schon
angesprochenen Ondulationen auch unter diesen Bedingungen weiterhin vorhanden sind.
Fir die sehr schwierig zu messende Probe Lys 25-1 in MeOH/Wasser (95:5) konnten bisher
keine vergroRerten Aufnahmen mit akzeptabler Qualitat erhalten werden, so dass das

Ausmal der Ondulationen nicht detektierbar ist.
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Abbildung 5.4.8: AFM-Aufnahme von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (95:5); 5e-03 M LiBr auf Mica
Cprobe=0.01 g/I; LM: MeOH/H,0 (95:5); 5e-03 M LiBr; Amplitudenbild

5.5 Anderung der Querschnittriagheitsradien der Biirsten durch die

helikale Konformation der Seitenketten

Wie in Kapitel 5.3 und 5.4 gezeigt, hat die helikale Konformation der Seitenketten keinen
Einfluss auf die Konformation des Riickgrats. Lediglich bei der Induzierung der helikalen
Strukturen mit NaClO, andert sich die Topologie der Polymere, was allerdings nicht mit der
helikalen Konformation der Seitenketten korrelierbar ist, sondern auf die Erhéhung der
lonenstarke im System zurtckgefuhrt werden muss.

Durch die Bestimmung des Querschnittstragheitsradius (Rg.c) mit
Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS) kann jedoch gezeigt werden, dass sich die
Querschnittstragheitsradien der Bursten verkleinern, wenn die Seitenketten in eine helikale
Konformation gezwungen werden.

Die Abbildungen 5.5.1 und 5.5.2 zeigen die Ry.’s der Proben Lys 25-1 und Lys 55-3 unter
den selben Bedingungen, die auch fir die anderen Analysetechniken (SLS, DLS, AFM, CD-
Spektroskopie) verwendet wurden.

Die Ryc's in Methanol/Wasser (95:5) konnten mit der Rdontgenkleinwinkelstreuung nicht
bestimmt werden, weil flr die Praparation dieser Lésungen die Birste zunachst in reinem
Wasser geldost werden muss, bevor die Zugabe von Methanol erfolgt. Die
Probenkonzentration flir die SAXS-Messungen betragt 1 g/l. Das heil3t, dass eine wassrige
Lésung von 20 g/l hergestellt werden muss, um eine Probe mit einer Konzentration von 1 g/l

in Methanol/Wasser (95:5) zu erhalten. Aufgrund der komplizierten Synthese der
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Poly-L-lysinblrsten konnten die bendtigten Mengen an Probe nicht aufgebracht werden, um

eine so hochkonzentrierte wassrige Losung herzustellen.
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Abbildung 5.5.1: R, s der Probe Lys 25-1 unter verschiedenen Bedingungen; cp,open=19/1; T=293 K
Rg,c (0.005 N NaCl) = 3.26 nm (random-coil-Konformation);
R, (0.5 N NaBr) = 3.14 nm (random-coil-Konformation);
R, (0.25 N NaClO,) = 2.86 nm (Ubergangsbereich);
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Abbildung 5.5.2: R, s der Probe Lys 55-3 unter verschiedenen Bedingungen; Cp.open=19/1; T=293 K
Ry, (0.005 N NaCl) = 5.52 nm (random-coil-Konformation);
Rg,c (0.5 N NaCl) = 5.02 nm (random-coil-Konformation);
Ry (0.1 N NaClO,) = 5.32 nm (Ubergangsbereich);
R, (0.5 N NaClO,) = 4.66 nm (helikale Konformaton)
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Die SAXS-Resultate werden auch durch cross-section-Analyse der schon in Kapitel 5.4
gezeigten AFM-Bilder bestatigt. Mit dieser Analysemethode ist es moglich, den Querschnitt
der Bilrsten zu bestimmen. In diesem Fall ist es auch mdglich, Ergebnisse in
Methanol/Wasser-Mischungen zu erhalten, weil die benétigte Probenmenge fur diese
Messungen sehr gering ist. Die Tabelle 5.5.1 zeigt eine Zusammenfassung der Ergebnisse
fur diese Analyse. Man erkennt eindeutig bei beiden Proben, dass in der helikalen
Konformation der Seitenketten die Querschnitte um mindestens 25 % abnehmen. Die Bilder
welche flr die cross-section-Analyse verwendet wurden, kénnen im Anhang nachgeschlagen

werden.

Tabelle 5.5.1: Querschnitt und Héhendurchmesser von Lys 25-1 und Lys 55-3 durch cross-section-
Analyse in der helikalen- und random-coil-Konformation

Probe LM Querschnitt/nm Hohendurchmesser/nm | Struktur
Lys 55-3| 0.005 N NaBr 61.8 54 Knauel
Lys 55-3| 0.5 N NaClO, 31.8 2.9 helikal
Lys 55-3 | MeOH/H,O (95:5) 46.6 25 helikal
Lys 25-1 0.005 N NaBr 38.8 4.4 Knauel
Lys 25-1 0.5 N NaClO, 27.2 1.5 helikal
Lys 25-1 | MeOH/H,0 (95:5) 16.9 2.8 helikal
Lys 25-1 0.5 N NaBr 37.6 2.2 Knauel

Die  Auswirkung des Knauel-Helix-Ubergangs der  Seitenketten auf  die
Querschnittsdimension der zylindrischen Struktur ist nicht ganz eindeutig vorherzusagen.
Zum einem verringert sich die Lange der Helix deutlich im Vergleich zu der Konturlange der
Knguelstruktur (0.15 nm pro Wiederholungseinheit fir die Helix; 0.375 nm pro

Wiederholungseinheit fur das flexible Kn&uel), zum anderen st der mittlere

0.5
Fadenendenabstand einer stdbchenférmigen Helix mit <R2>H y L. deutlich groRer als
elix

2

der eines Knauels <R2>Knéuel 17° 1%, - Fur 55 Wiederholungseinheiten ergibt sich

2105 . . 2105 ) ) .

<R > _ 8.25 nm im Vergleich zu <R > ) 9.42 nm fir das Knauel, wenn die
Helix Knéuel

Kuhnlange der Knauelstruktur zu /,=2 nm abgeschatzt wird. In dieser Rechnung bleibt aber
unbericksichtigt, dass durch die sterische Wechselwirkung der dicht gepfropften
Seitenketten die Knauelexpansion deutlich groRer ist, als im Fall des ideal flexiblen Knauels
und dadurch die Kuhnldngen deutlich grélRere Werte annehmen. Deshalb sollte der
Querschnittsradius der Knauelstruktur groRer sein als der der Helix in qualitativer
Ubereinstimmung mit den gemessenen Werten.

Weiterhin ist fir beide Messmethoden (AFM und SAXS) zu erkennen, dass die Probe

Lys 55-3 einen groferen Querschnitt besitzt als die Probe Lys 25-1. Ein weiterer Beweis,
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dass die in diesem Kapitel untersuchten Proben in der Tat unterschiedlich lange Seitenketten
besitzen, was auch schon durch Lichtstreumessungen und CD-spektroskopische Analysen
bewiesen worden ist.

Neben der Bestimmung der horizontalen Durchmesser durch cross-section-Analyse von
AFM-Bildern kann auch die Konturlange der Bursten ausgemessen werden. Tabelle 5.5.2
zeigt eine Zusammenfassung bezlglich der Konturlange fur die Proben Lys 25-1 und
Lys 55-3. Wie schon in Kapitel 4.2 gezeigt, besteht das Ruckgrat der Bursten aus etwa 900
Monomereinheiten. Jede dieser Monomereinheiten besitzt eine Konturlange von 0.25 nm.
Die mittlere Konturlange des Rulckgrats muss somit 225 nm betragen. Bei dieser Lange
handelt es sich allerdings um ein Massenmittel, weil die Anzahl der Monomereinheiten des
Rickgrats durch das Molekulargewicht aus der statischen Lichtstreuung des
Makroinitiatorprecursors bestimmt worden ist. Um diesen Wert mit den Werten in Tabelle
5.5.2 zu vergleichen, muss die mittlere Konturlange des Ruckgrats durch die dazugehorige
Polydispersitat (1.5) geteilt werden, da es sich bei den Tabellenwerten um Zahlenmittelwerte

handelt. Das Zahlenmittel der Konturlange des Ruckgrats hat somit einen Wert von 150 nm.

Tabelle 5.5.2: Konturléingen von Lys 25-1 und Lys 55-3 bei unterschiedlichen Bedingungen durch Auszéhlung
von AFM-Bildern in Lésung

Probe LM Konturlange/nm Anzahl der ausgezihlten Biirsten
Lys 55-3 0.005 N NaBr 181.0 309
Lys 55-3 0.5 N NaClO4 159.8 245
Lys 55-3| MeOH/H,0 (95:5) 451 587
Lys 25-1 0.005 N NaBr 149.0 276
Lys 25-1 0.5 N NaClO4 149.0 359
Lys 25-1| MeOH/H,0 (95:5) 76.1 217
Lys 25-1 0.5 N NaBr 126.1 84

Zieht man den Mittelwert aus den durchschnittlichen Konturlangen der Probe Lys 25-1 (unter
Vernachlassigung der MeOH/Wasser-Messung), erhalt man einen Wert von 141 nm, der nur
um 6 % Prozent von der Konturlange aus der statischen Lichtstreuung abweicht.

Fur die Probe Lys 55-3 ergeben sich dhnliche Werte, wenn man auch in diesem Fall die
Wasser/Methanol-Mischung vernachlassigt. Der Mittelwert von 170 nm ist ein wenig groRer
als fur die Probe Lys 25-1, was zum einen durch Fraktionierungseffekte wahrend der
Synthese erklart werden kann und/oder durch die langeren Seitenketten dieser Burste im
Vergleich mit der Probe Lys 25-1.

Trotz dieser Abweichungen ist jedoch eindeutig zu erkennen, dass bezlglich der
Konturlange die AFM- und Lichtstreumessungen ein Ubereinstimmendes Ergebnis im

Rahmen des Fehlers liefern.



106 Kapitel 5: Sekundarstrukturen von Poly-L-lysinbursten

5.6 Berechnung der Kuhnlange von Poly-L-lysinbiirsten auf Basis

des Wurmkettenmodells von Kratky und Porod

Die Kuhnlange von zylindrischen Polymeren kdénnen nach dem Wurmkettenmodell von
Kratky und Porod berechnet werden ['*"",

Dieses Modell kann nicht auf die Poly-L-lysinbirsten in Lésungsmitteln mit hoher lonenstarke
angewandt werden, weil unter diesen Bedingungen keine statistische Krummung der Blrsten
mehr vorliegt. Aus diesem Grund wurden die Kalkulationen nur auf die Poly-L-lysinproben
angewandt, bei denen weiterhin eine stdbchenférmige Topologie vorliegt.

Die Berechnungen wurden mit einem von Prof. Dr. Manfred Schmidt eigens entworfenen
Programm durchgefilhrt "%, Bei diesen Kalkulationen wurden die Konturlangen (L,)
vorgeben und die Durchmesser (D), sowie die Kuhnlangen (/) der Blrsten solange variiert,
bis die berechneten R;'s bzw. Ry's mit den experimentell bestimmten Werten
Ubereinstimmten. Fur die Polydispersitat wurde ein Wert von 1.5 angenommen. Tabelle
5.6.1 zeigt die Auflistung der Ergebnisse fur beide Poly-L-lysinblrsten sowie der geschutzten

Precursor.

Tabelle 5.6.1: Kuhnldngen der geschiitzten und entschiitzten Poly-L-lysinbiirsten

Probe LM Lw/nm | D/nm | /nm | Rg ger/nM | Ry ger /M | Rg exp./NM | Ry e /NM
Z-Lys 55-3 HFIP 225 30 400 80.3 46.0 79.9 47.7
Lys 55-3 0.005 N NaBr 225 50 600 84.8 57.3 844 56.4
Lys 55-3 | MeOH/H,0 (95:5)| 225 20 85 54.4 35.0 54.2 35.5
Z-Lys 25-1 HFIP 225 20 180 68.2 38.3 68.9 39.1
Lys 25-1 0.005 N NaBr 225 20 300 76.4 39.5 75.9 42.2
Lys 25-1 | MeOH/H,O (95:5)| 225 10 70 50.7 28.3 50.2 28.1

Anhand der Kuhnlangen erkennt man, dass es sich bei den Poly-L-lysinblrsten und den
geschutzten Precursor um auf3erst kettensteife zylinderformige Nanostrukturen handelt. Eine
Ausnahme stellen die Messungen der entschiutzten Bursten in Methanol/Wasser dar, wobei
sich bei diesen Rechnungen die Frage stellt, ob die richtigen Konturldngen vorgegeben
wurden. Die AFM-Bilder der Poly-L-lysinblrsten geben Hinweise darauf, dass unter diesen
Bedingungen die Konturlange der Blrsten kleiner wird. Wirde man bei den Rechnungen
eine kleinere Konturlange vorgeben, hatte dies zur Folge, dass die Kuhnlange gréler
werden wirde, womit die Poly-L-lysinbilrsten in Methanol/VWWasser dem gleichen Trend folgen
wirden, wie die restlichen Proben. Aus diesem Grund stellt sich bei den Poly-L-lysinproben
in Methanol/Wasser die Frage, ob die Blrsten wirklich an Flexibilitdt gewinnen oder ob sich
ihre Konturlangen in diesem Lésungsmittel verkleinern und die Kettensteifigkeit unter diesen
Bedingungen keine Anderung aufweist. Eine endgiiltige Klarung kann an dieser Stelle nicht

gegeben werden. Es missen weitere AFM-Bilder der Proben in Methanol/Wasser
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aufgenommen werden, um die Konturlange genau zu bestimmen, damit diese
Problemstellung beantwortet werden kann.

Neben diesen Informationen erhalt man aus dem Vergleich der Kuhnlangen fiir die Proben
mit den kurzen bzw. langen Seitenketten die Erkenntnis, dass die Kettensteifigkeit mit der
Seitenkettenlange zunimmt, was zu erwarten ist, da mit zunehmender Lange die repulsiven
Krafte entlang des Rickgrats starker werden.

Fir die groRe Poly-L-lysinbilrste ist zudem der Durchmesser im entschitzten Zustand
wesentlich gréRer als flr den korrespondierenden Precursor. Der Grund hierfiir liegt in der
elektrostatischen AbstoRung der positiven Ladungen, die den Durchmesser im Vergleich
zum Precursor vergroRert. Weiterhin sollte beachtet werden, dass die vorgegebene
Konturlange von Lys 55-3 (L,=225 nm) moglicherweise ein wenig zu klein gewahlt worden
ist. Hinweise fir diese Annahme liefern die AFM-Bilder dieser Probe, bei der die
Konturlangenauswertung ein L, von 180 nm ergab, was einem L, von 270 nm entspricht.
Dieser Wert weicht um 55 nm von der Konturlange ab, die durch die statische Lichtstreuung
des Makroinitiatorprecursors ermittelt worden ist. Der Grund fir diesen Unterschied liegt
hdchstwahrscheinlich in der zusatzlichen Ausdehnung der Seitenketten am Ende der Birste,
die bei der Konturlange des Makroinitiatorprecursors nicht bertcksichtigt ist. Wirde man die
Rechnung fir die Probe Lys 55-3 mit dem Massenmittel der Konturlange aus den AFM-
Bildern durchfihren, wirde sich der Durchmesser auf etwa Werte von 40 bis 45 nm
verkleinern. Bei der kleinen entschitzten Birsten bzw. deren Precursor ist dieser Effekt nicht
zu beobachten, weil die Lange der Seitenketten wesentlich kleiner ist und dadurch die

elektrostatische AbstoRung der positiven Ladungen den Durchmesser kaum beeinflusst.
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5.7 Zusammenfassung von Kapitel 5

Durch die Zugabe von NaClO, zu den wassrigen Ldsungen der Poly-L-lysinblrsten
(Lys 55-3 und Lys 25-1) konnte mittels CD-Spektroskopie bewiesen werden, dass die
Seitenketten von einer ungeordneten Konformation in eine -helikale Konformation
ubergehen. Die Konformationsanderung fand dabei umso leichter statt, je langer die
Seitenketten der Blrsten waren. Eine Analyse der Poly-L-lysinbirsten in einer 0.5 N NaClO,-
Loésung durch Rasterkraftmikroskopie, statischer Lichtstreuung und dynamischer
Lichtstreuung zeigte, dass die Birsten unter diesen Bedingungen ihre stdbchenférmige
Topologie verlieren und die Form von regelmafig gekrummten Nanoobjekten annehmen.
Durch Vergleichsmessungen der Poly-L-lysinbirsten in Losungsmitteln gleicher lonenstarke,
die jedoch keine helikalen Konformationen induzieren kénnen, wurde zweifelsfrei bewiesen,
dass die Entstehung der regelmalig gekrimmten Strukturen nichts mit der
Konformationsanderung der Seitenketten zu tun hat, sondern das vielmehr die groRle
lonenstarke der hochkonzentrierten Salzldsungen fir die Anderung der Topologie
verantwortlich ist.

Die Konformationsanderung der Seitenketten in NaClO4-Lésungen sorgt lediglich dafir, dass
sich der Querschnitt der Blrsten (ermittelt durch cross-section-Analyse der AFM-Bilder in
Lésung) drastisch verkleinert. Untermauert wurde dieses Ergebnis zusatzlich durch die
Ermittlung der Querschnittstragheitsradien. Durch SAXS-Messungen konnte festgestellt
werden, dass die Querschnittstragheitradien der Poly-L-lysinblrsten in 0.5 N NaClO,4-Lésung
kleiner sind, als in Lésungsmitteln die keine -helikale Sekundarstruktur induzieren kénnen.
Neben der Anderung der Seitenkettenkonformation durch Zugabe von NaClO, konnte auch
durch Mischen der wassrigen Polymerlésungen mit Methanol -helikale Sekundarstrukturen
in den Seitenketten der Lysinblrsten induziert werden. Das Sekundarstrukturverhalten der
Seitenketten weicht unter diesen Bedingungen stark von dem Sekundarstrukturverhalten der
freien linearen Analoga ab. Mittels CD-Spektroskopie wurde gezeigt, dass die kirzeren
Seitenketten leichter -Helices ausbilden als die langen Seitenketten, was im Widerspruch
zum Sekundarstrukturverhalten von linearen Poly-L-lysinen steht.

Des Weiteren war es bei der Bulrste mit den kiirzeren Seitenketten méglich, zu einem
geringen Anteil -Faltblatt Strukturen zu erzeugen, die bei linearen Poly-L-lysinketten durch
Zugabe von Methanol nicht induziert werden kénnen.

Die Topologie- und Grdlenbestimmung der Poly-L-lysinbirsten in Methanol/Wasser-
Mischungen erfolgte bis auf die SAXS-Messungen mit den gleichen Methoden wie bei der
Induzierung der -helikalen Seitenkettenkonformation durch die Zugabe von NaClO,4. Auch
in diesem Fall wurde festgestellt, dass die Anderung der Sekundarstruktur die
stabchenformige Topologie der Bursten nicht andert, die Querschnitte sich allerdings stark

verkleinern.
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Zusatzlich zur Ermittlung der Querschnitte konnten die AFM-Bilder verwendet werden, um
das Ergebnis der Konturlange (ermittelt durch statische Lichtstreuung) zu bestatigen.

Durch die Anpassung der Lichtstreuergebnisse an die Wurmkettentheorie von Kratky und
Porod war es auflerdem moglich, die Kuhnlangen der Blrsten abzuschatzen. Sie belaufen

sich auf mehrere hundert Nanometer und nehmen mit steigender Seitenkettenlange zu.
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Kapitel 6: Bestimmung der effektiven Ladung von Poly-L-

lysinblrsten

Aufgrund der Ergebnisse von Kapitel 5 konzentriert sich dieser Abschnitt nur auf die
Bestimmung der effektiven Ladung von linearem und verzweigten Poly-L-lysin, weil lediglich
die Poly-L-lysinblrsten ohne nennenswerte lineare Verunreinigungen hergestellt werden
konnten.

Die Kapillarelektrophorese kann nicht nur verwendet werden, um die linearen
Verunreinigungen der Birstenproben zu ermitteln. Mit dieser Technik ist es auflerdem
mdglich in  Kombination mit Lichtstreuexperimenten, die effektive Ladung von
Polyelektrolyten zu bestimmen.

Bei der mobilen Phase die fir die Untersuchung der Poly-L-lysinderivate verwendet wurde,
handelt es sich um einen Phosphatpuffer, mit einem pH-Wert von zwei. Unter diesen
Bedingungen kann der elektroosmotische Fluss in der Kapillare vernachlassigt werden, weil

die Kapillarwand vollstandig protoniert ist (Abb. 6.1).

Effektive Lange der Kapillare (26.5cm)] 8.5cm

-
L

OH OH OH OH OH OH OH OH OH
Mobilitat
OH OH OH OH OH OH OH OH OH
1 1 1 1 1 1 1 1 1
Detektor

Abbildung 6.2: Schematische Darstellung des Trennprozesses von kationischen Polyelektrolyten bei pH=2

Aus diesem Grund ist die Retentionszeit nur von der elektrophoretischen Mobilitat der Probe

abhangig, die durch Gleichung 6.1 beschrieben wird.
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w B (6.1)
ep . €lektrophoretische Mobilitat
E : elektrische Feldstarke

ep - Wanderungsgeschwindigkeit der Probe

Die elektrische Feldstarke berechnet sich aus der angelegten Spannung und der

Gesamtlange der Kapillare:

E — (6.2)

ges.

-~

U : angelegte Spannung

lges : Gesamtlange der Kapillare
Die Wanderungsgeschwindigkeit der Probe wird durch Gleichung 6.3 ermittelt:

Lot (6.3)

ret

ep

le# : effektive Lange der Kapillare (siehe Auch Abbildung 6.1)

.t . Retentionszeit der Probe

Setzt man Gleichung 6.2 und Gleichung 6.3 in Gleichung 6.1 ein, ergibt sich fur die

elektrophoretische Mobilitat:

lges e (6.4)
° U t

ret

Vor der Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitdten von linearem und verzweigten Poly-
L-lysin wurde unter denselben Bedingungen (gleiche Kapillare bzw. Temperatur, gleicher
Puffer) die elektrophoretische Mobilitdt von Bromid bestimmt. Abbildung 6.2 zeigt das
Elektropherogramm einer NaBr-Lésung bei negativer Polarisation (negativer Pol am Inlet;
positiver Pol am Outlet). Es wurde eine Migrationszeit von 0.991 Industrieminuten
gemessen, die einer elektrophoretischen Mobilitdt von 8.48E-08 m*V'-s™ entspricht. Der
Literaturwert betragt 8.09E-08 m*V™'-s™ "l Es besteht somit nur eine geringe Abweichung

von 4 %, was die Zuverlassigkeit der Messungen untermauert.
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UV-Signal (200nm)/a.u.

8.00E-01 8.50E-01 9.00E-01 9.50E-01 1.00E+00

Zeit/Industrieminuten
Abbildung 6.2: Elektropherogramm einer wiéissrigen NaBr-Lésung (c=0.1 g/I)
Puffer: 100 mM Phosphat (pH=2.0); Spannung: 20 KV; Lidnge der Kapillare: 35 cm
Effektive Linge der Kapillare: 26,,5 cm; Injektionszeit: 10 ms; Injektionsdruck: 30 mbar

Es ist anzumerken, dass die Bedingungen dieser Messung nicht den Bedingungen
entsprechen, unter denen der Literaturwert ermittelt worden ist. Der Literaturwert wurde in
reinem Wasser gemessen, wahrenddessen bei dieser Messung ein 0.1 M Phosphatpuffer als
Lésungsmittel diente. Dieser Umstand verandert allerdings nicht den hydrodynamischen
Radius der Bromidionen. Auch die Anwesenheit der Dihydrogenphosphationen, sowie die
erhohte H" lonenkonzentration sollte die Wanderungsgeschwindigkeit der Bromidionen im
Rahmen der Messgenauigkeit nicht beeinflussen.

Die Abbildungen 4.5.6 und 4.5.7 zeigen die Elektropherogramme von Lys 25-1 und Lys 55-3.
Die Migrationszeiten fiir das lineare Poly-L-lysin und der Birsten kénnen direkt aus den
Abbildungen entnommen werden. Sie sind mit allen weiteren bendtigten GréRen in Tabelle
6.1 aufgelistet.

Tabelle 6.1: elektrophoretische Mobilitéten von linearem und verzweigten Poly-L-lysin

Probe treds U lges/m lege/m epm>V s
Lys 55-3 128.4 20000 0.35 0.265 3.612E-08
Lys 25-1 126.0 20000 0.35 0.265 3.681E-08

Lys-lin. 109.4 20000 0.35 0.265 4.237E-08

Wie schon in Kapitel 3.4 angesprochen, kann die effektive Ladung in Abhangigkeit von der

elektrophoretischen Mobilitdt nach Gleichung 3.4.5 berechnet werden. Sie kann unter diesen
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Messbedingungen allerdings nicht verwendet werden, weil wie schon angesprochen, diese
Gleichung nur fur spharische Partikel in unendlich verdinnten Lésungen Glltigkeit besitzt.

Murugappan Muthukumar war es jedoch mdglich, eine Formel fur die elektrophoretische
Mobilitdt herzuleiten, die die effektive Ladung, die Partikelform, die Salzkonzentration und die

Konzentration der Probe beriicksichtigt ':

e 1 32 3 1 1 1 (6.5)
Qeff e A~ 2_ - - 1

e : Elementarladung

Ry : Tragheitsradius des Polylelektrolyten
o . Viskositat des Losungsmittels

- : Debye’sche Abschirmlange
: Molmassen-Radien-Exponent

- : Gammafunktion

Qe : effektive Ladung

Gleichung 6.5 ist abhangig von der Debyeschen Abschirmlange (-), die nach Gleichung 6.6

berechnet werden kann.

2
B 2¢> | N, (6.6)

I : lonenstarke

N, : Avogardokonstante
r - Dielektrizitdtskonstante des Losungsmittels
o . Dielektrizitatskonstante des Vakuums

kg : Boltzmannkonstante

T : Temperatur

Die lonenstarke, die man zur Berechnung von - benétigt, lasst sich nach Gleichung 6.7

ermitteln:

/ He Z7 (6.7)

i

1
2
¢; : Konzentration der ionischen Spezies i

Z; . Ladung der ionischen Spezies i
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Wie schon am Anfang des Kapitels erwdhnt, wurde ein Phosphatpuffer (pH=2) mit einer
Konzentration von 0.1 mol/l fir die Messungen verwendet. Ausgehend von diesen
Parametern kann ihre H* lonenkonzentration berechnet werden.

Far schwache bis mittelstarke S&uren ist es mdglich den pH in Abhangigkeit der molaren

Konzentration nach Gleichung 6.8 zu bestimmen:

pH pk, log c mol (6.8)
g9
¢ : molare Konzentration der Saure

Fur eine 0.1 M Phosphorsaurelésung mit einem pks von 2.1 ergibt sich nach Gleichung 6.6
ein pH-Wert von 1.55, was einer H" lonenkonzentration von 0.028 mol/l entspricht.
Verwendet man diese Losung, um durch Titration mit NaOH einen pH-Wert von zwei zu
erreichen, sollte sich die Gesamtkonzentration aller Kationen nicht verandern. Durch Titration
mit NaOH verandert sich zwar die Konzentration an H* lonen, allerdings entsteht durch
Neutralisation eines H* lons ein NaH,PO, Molekil und somit ein Na* lon. Betrachtet man
weiterhin die pk<-Werte der 3 Dissoziationsstufen von Phosphorsaure ! (Abbildung 6.3), ist
die Konzentration an HPO42' und PO43' lonen bei einem pH-Wert von 2 zu vernachlassigen,
wodurch die Gesamtkonzentration der Kationen gleich der Gesamtkonzentration der Anionen

entspricht.

H3PO4 o H++H2PO4- (pks1=2,1)
H,PO, — H '+ HPO,” (pksx=7,2)

HPO,> — H'+PO,* (pks=12,3)

Abbildung 6.3: Dissoziationsstufen und pk,-Werte von Phosphorséiure

Nach Gleichung 6.7 ergibt sich somit eine Gesamtionenstarke von 28 mol/m®, was nach
Gleichung 6.6 einer inversen Debye schen Abschirmlange von 5,45E08 m™ entspricht.

Die durch statische Lichtstreuung bestimmten Tragheitsradien konnen nicht direkt zur
Berechnung der elektrophoretischen Mobilitdten verwendet werden, weil es sich um
z-Mittelwerte handelt. Sie missen zuvor in Zahlenmittelwerte umgerechnet werden. Die
Formeln um das z-Mittel des Tragheitsradius eines Schulz-Zimm verteilten Polymer in das

Zahlenmittel umzurechnen ist durch Gleichung 6.9 - 6.11 gegeben .
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(s?) qé; (s?). (6.9)

qéiﬁ; : Polymolekularitats-Korrektur-Faktor
<S2>n R;,n : Zahlenmittel des Tragheitsradienquadrat

R;Z . Z-Mittel des Tragheitsradienquadrat

(sz) k(k 1) (610)
q;%
(), [(Bk 2a/y 2)/3] (3k 2a; 5)/3

k : Kopplungsparameter

a; ; : Molmassen-Viskositats-Exponent

ayg 3 1 (6.11)

: Molmassen-Radien-Exponent

Aufgrund der Tatsache, dass das fur diese Messungen verwendete lineare Poly-L-lysin nur
ein Molekulargewicht (M,) von 16 KDa (77 chemische Ladungen) hat und der
Tragheitsradius aus diesem Grund kleiner 10 nm ist, kann man diese GrofRRe nicht mit
statischer Lichtstreuung bestimmen. Deswegen wurde der hydrodynamische Radius mit
dynamischer Lichtstreuung ermittelt (2 nm) und ausgehend von diesem Wert der
Tragheitsradius abgeschatzt. Geht man davon aus, dass lineares Poly-L-lysin als ideal
flexibles Knauel in wassriger Losung vorliegt, sollte es ein -Verhaltnis (Ry/Ry) von etwa 1.5
besitzen, woraus sich ein z-Mittel des Tragheitsradius (Ry,) von 3 nm ergibt. Die
Polydispersitat des linearen Poly-L-lysins betragt 1.5 (k=2), wodurch sich nach Formel 6.9
ein Ry, von etwa 2.0 nm errechnet. Der Molmassen-Radien-Exponent ( ) fur ein ideal
flexibles Knauel liegt im Bereich von 0.5 bis 0.6.

Fir die Poly-L-lysinblirsten wurden mittels statischer Lichtstreuung Tragheitsradien von
75.9 nm (Lys 25-1) bzw. 84.1 nm (Lys 55-3) gemessen. Diese Werte beziehen sich
allerdings auf wassrige Losungen mit einer Salzkonzentration von 0.005 mol/l. Bei der
Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitdten wurde jedoch ein Phosphatpuffer mit einer
Konzentration von 0.1 mol/l verwendet. Die Tragheitsradien sind unter diesen Bedingungen

kleiner, weil durch Erhdhung der Salzkonzentration die elektrostatischen Abstoliungen
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zwischen den positiven Ladungen der Birste verringert werden. Aus Zeitgrinden konnten
diese Werte bis zum Ende der Dissertation nicht experimentell bestimmt werden. Deswegen
wurden fur die Proben Lys 55-3 bzw. Lys 25-1 ein Ry, von 75 nm bzw. 70 nm geschatzt.
Diese Werte mussen wie im Fall des linearen Poly-L-lysins noch in die Zahlenmittelwerte
umgerechnet werden. Mit Hilfe der Gleichungen 6.9 — 6.11 ergibt sich in Abhangigkeit des
Molmassenradienexponent ein R, von 44 bis 46 nm fur die Probe Lys 55-3 und ein Ry, von
41 — 43 nm fir die Probe Lys 25-1.

Als Losungsmittelviskositat ( ,) wurde in allen Fallen die Viskositat von Wasser verwendet
(0.00089 pa-s). Die Temperatur betrug bei allen Messungen 298 K.

Tabelle 6.2 beinhaltet die Ergebnisse flir die Berechnung der effektiven Ladung von linearem

Poly-L-lysin und den korrespondierenden Birstenstrukturen

Tabelle 6.2: Effektive Ladungen der von linearem und verzweigten Poly-L-lysin

Probe Rg.n/nm Im ep/m?V's™ Qefr Qef/ Qchem
Lys 25-1 0.75 43.20 5.45E+08 3.68E-08 153.20 0.0058
Lys 25-1 0.8 42.14 5.45E+08 3.68E-08 95.58 0.0037
Lys 25-1 0.85 41.12 5.45E+08 3.68E-08 54.54 0.0021
Lys 55-3 0.75 46.29 5.45E+08 3.61E-08 168.0 0.0053
Lys 55-3 0.8 45.14 5.45E+08 3.61E-08 104.2 0.0032
Lys 55-3 0.85 44.05 5.45E+08 3.61E-08 58.01 0.0018
Lin. Lys 0.5 212 5.45E+08 4.24E-08 3.15 0.041
Lin. Lys 0.55 2.06 5.45E+08 4.24E-08 3.39 0.044
Lin. Lys 0.6 2.00 5.45E+08 4.24E-08 3.27 0.042

Ein Vergleich zwischen dem Prozentsatz der dissoziierten Ladungen zwischen dem linearen
Poly-L-lysin und den verzweigten Strukturen zeigt eindeutig, dass die Anzahl der
dissoziierten Ladungen im Fall der Poly-L-lysinblrsten mindestens um einen Faktor 10
kleiner ist.

Dieses Ergebnis bestatigt qualitativ die Resultate von Dr. Peter Dziezok, der in seiner
Dissertation den Diffusionskoeffizienten von linearen und verzweigten Polyvinylpyridin
(PVP; quaternisiert mit Benzylbromid) in Abhangigkeit vom c,/cs-Verhaltnis bestimmte
(c,=Polyionenkonzentration bei 100 %igem Dissoziationsgrad; cs=Salzkonzentration) e,
Dziezok fand heraus, dass die Aufspaltung des Diffusionskoeffizienten in einen fast- und
slow-mode flr lineares quaternisiertes PVP bei wesentlich kleineren c,/c-Verhaltnissen
stattfindet als im Fall der quaternisieten PVP-Blrste (Abb.: 6.3). Dieses Ergebnis gibt
entscheidende Hinweise darauf, dass die Anzahl der effektiven Ladungen im Fall der Blrste
wesentlich kleiner ist als fUr die korrespondierenden linearen Strukturen.

Des Weiteren konnte Dziezok durch Leitfahigkeitsmessungen die effektive Ladung von

linearen und verzweigten PVP (quaternisiert mit Ethylbromid) bestimmen. Die Ergebnisse
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dieser Messungen zeigen, dass der Dissoziationsgrad der PVP-Blrste um einen Faktor 4

kleiner ist im Verhaltnis zum linearen PVP.
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Abbildung 6.3: Aufspaltung des Diffsionskoeffizienten von quaternisierten PVP in einen slow- und fast- mode
in Abhdngigkeit des c,/c.-Verhdltnisses (Dissertation Peter Dziezok; Mainz 1999)

Ahnliche Resultate sind in dieser Dissertation durch die Bestimmung der effektiven Ladung
von linearem und verzweigten Poly-L-lysin mittels statischer Lichtstreuung und
Kapillarelektrophorese erlangt worden. Allerdings ist das Verhaltnis zwischen den effektiven
Ladungen der Birste und der korrespondierenden linearen Struktur kleiner als in Dziezok’s
Arbeit. Des Weiteren sind die Absolutwerte der Dissoziationsgrade kleiner als die von
Dziezok bestimmten Werte (lineares PVP: 28.0 %; PVP-Blrste: 7.9 %).

Diese Unterschiede konnen mehrere Ursachen haben. Zum einen sollte beachtet werden,
dass zwei vollig unterschiedliche Systeme miteinander verglichen worden sind. Dziezok
verwendete quaternisiertes PVP und Bromid als Gegenion. Bromid zahlt nach dem HSAB-
Prinzip (Hard and Soft Acids and Bases) zu den weichen Gegenionen, wahrenddessen eine
quaternisiertes Ammoniumion als hartes Kation angesehen wird. Diese hart-weich-
Wechselwirkung fordert die Dissoziation.

Im Falle der Poly-L-lysinderivate war das Gegenion wahrend der Elektrolyse H,PO,’, was ein
hartes Gegenion ist. Seine Interaktion mit einem primaren Ammoniumkation reprasentiert

eine hart-hart-Wechselwirkung und wirkt der Dissoziation entgegen.
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Weiterhin sollte beachtet werden, dass die Kationen des quaternisierten PVP’s aufgrund des
aromatischen Pyridinrings besser stabilisiert werden kénnen als beim Poly-L-lysin.

Neben den oben genannten strukturellen Unterschieden sollten auch die verschiedenen
Messbedingungen diskutiert werden. Dziezok bestimmte die effektive Ladung seiner
Polymere in salzfreiem Wasser. AuRerdem schatzte er die elektrophoretische Mobilitat der
Polymere, die er bendtigte, um aus den Leitfahigkeitsmessungen die Anzahl an dissoziierten
Ladungen zu errechnen.

In dieser Arbeit konnte die elektrophoretische Mobilitdt mit Kapillarelektrophorese
experimentell bestimmt werden, allerdings nur durch Verwendung eines Phosphatpuffers
(0.1 M), der wahrscheinlich eine Anderung der Dissoziation zwischen Gegenionen und
Polyelektrolyt hervorruft im Vergleich zu salzfreien Konditionen.

Des Weiteren ist es fragwirdig, ob Muthukumar’s Theorie wirklich zur quantitativen
Berechnung der effektiven Ladungen verwendet werden kann, da es bis heute keine
experimentellen Arbeiten gibt, mit denen diese Theorie verifiziert wurde.

Zusammenfassend kann man also sagen, dass Dziezok’s Methode den Nachteil besitzt,
dass die elektrophoretische Mobilitat der Polymere abgeschatzt werden muss, die
Bestimmung der Leitfahigkeit allerdings eine etablierte Theorie darstellt, mit der man die
effektive Ladung von Molekiilen bestimmten kann.

Dem gegeniber steht die in diesem Kapitel vorgestellte Methode, deren grof3er Vorteil die
sehr genaue Bestimmung der elektrophoretischen Mobilitat ist, die jedoch auf eine Theorie
zuruckgreifen muss, die nicht experimentell verifiziert wurde.

Die ideale LOsung ware aufgrund der oben genannten Argumente die Kombination der
Vorteile beider Methoden, also die Bestimmung der Leitfahigkeit von Polyelektrolyten, sowie
die Messung der elektrophoretischen Mobilitdt durch Kapillarelektrophorese unter gleichen
Bedingungen.

Das Problem dieser Strategie besteht in der Ermittlung der Bedingungen, bei denen beide
Experimente zufriedenstellend durchfihrbar sind.

Die Bestimmung der Leitfahigkeit von Polymeren kann nur in Lésungsmitteln durchgefihrt
werden, die eine geringe Grundleitfahigkeit besitzen, weil ansonsten exakte Messungen
aufgrund schlechter Signal-Rausch-Verhaltnisse nicht durchgefuhrt werden kdénnen.

Bei Untersuchungen mittels Kapillarelektrophorese hingegen, sollte das Lésungsmittel eine
gewisse Grundleitfahigkeit besitzen, weil ansonsten reproduzierbare Messungen schwierig
zu realisierbaren sind.

Das Problem in der Verwirklichung dieser Strategie besteht somit in der Ermittlung der
idealen Salzkonzentration, bei der Leitfahigkeits- und Kapillarelektrophoreseexperimente

zufriedenstellende Ergebnisse liefern.
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Abschlie3end sollte bezuglich der oben erwahnten Strategie erwahnt werden, dass Dziezok
eine Leitfahigkeitstheorie verwendete, die die Abhangigkeit der Leitfahigkeit der Polyionen
von ihren Gegenionen nicht berucksichtigt. In wie fern dieser Kreuzterm die Leitfahigkeit von
Polymeren und somit ihre effektive Ladung beeinflusst, kann bis zum jetzigen Zeitpunkt nicht
abgeschatzt werden. Aus diesem Grund ist es auch mit einer Kombination aus
Leitfahigkeitsmessungen und Untersuchungen mittels Kapillarelektrophorese fragwurdig, ob

die effektive Ladung von Polymeren wirklich bestimmt werden kann.

6.1 Zusammenfassung von Kapitel 6

Neben der Quantifizierung von linearen Verunreinigungen konnten die Elektropherogramme
der Poly-L-lysinbirsten und der linearen Analoga verwendet werden, um die
elektrophoretische Mobilitat dieser Molekile zu ermitteln.

Durch Kombination mit den jeweiligen Tragheitsradien wurde durch Anwendung einer
Theorie von Muthukumar die effektive Ladung der Polymere bestimmt, die fur die Poly-L-
lysinburste mindestens um einen Faktor 10 niedriger liegt als fur lineares Poly-L-lysin.

Diese Rechnungen bestatigen qualitativ die Ergebnisse von Peter Dziezok, der durch
Leitfahigkeitsmessungen herausfand, dass die effektive Ladung einer PVP-Burste deutlich

kleiner ist als von linearem PVP.
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Zusammenfassung

Anhand der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch die grafting-from-
Methode verschiedene geschitzte Polypeptidblrsten basierend auf L-glutaminsaure,
L-asparaginsaure, L-lysin und L-ornithin synthetisch zuganglich sind.

Zur Verwirklichung dieses Synthesestrategie wurde mehrstufig ein Makroinitiator auf Basis
von N-methacrylamid-1,6-diaminohexan hergestellt, der die ring6ffnende Polymerisation von
Leuchs’schen Anhydriden zur Entwicklung der geschutzten Polypeptidseitenketten initiieren
kann.

Durch statische und dynamische Lichtstreumessungen wurden die Tragheitsradien, die
hydrodynamischen Radien und die Molekulargewichte der geschutzten
Poly-L-lysinblrsten und Poly-L-glutaminsaurebursten bestimmt. Anhand der
Molekulargewichte konnte zweifelsfrei gezeigt werden, dass die geschitzten Lysin- und
Glutaminsaurebursten keine Verunreinigungen in Form von Aggregaten oder linearen
Verunreinigungen beinhalten. Die geschutzten Ornithinderivate konnten aufgrund von
Loslichkeitsproblemen nicht vermessen werden. Bezilglich der Benzyl-geschitzten
Asparaginsaureblrste wurde aus Zeitgrinden nur der hydrodynamische Radius der Probe
bestimmt.

Durch stark saure bzw. alkalische Abspaltbedingungen war es mdéglich, die Schutzgruppen
bei allen geschitzten Birsten bis auf die TFA-geschitzte Poly-L-lysinblrste erfolgreich zu
entfernen.

Weitergehende Untersuchungen an diesen positiv.  bzw. negativ geladenen
Polyelektrolytblrsten mittels statischer Lichtstreuung und Kapillarelektrophorese zeigten
jedoch, dass lediglich die Z-geschutzten Poly-L-lysinblirsten ohne Kettenabbau entschitzt
werden konnten. In allen anderen Fallen wurden nach Abspaltung der Schutzgruppen lineare
Kettenfragmente von 25 bis 70 % Massenanteil detektiert.

Durch die Zugabe von NaClO, zu den wassrigen Losungen der Poly-L-lysinbirsten
(Lys 55-3 und Lys 25-1) konnte mittels CD-Spektroskopie gezeigt werden, dass die
Seitenketten von einer ungeordneten Konformation in eine -helikale Konformation
Ubergehen. Bei gleicher Salzkonzentration war der Helix-Anteil der langen Seitenketten
groler als bei den kurzen Seitenketten in Analogie zu den Ergebnissen an linearem Poly-L-
lysin. Eine Analyse der Poly-L-lysinbirsten in einer 0.5 N NaClO4-Lésung durch
Rasterkraftmikroskopie, statischer Lichtstreuung und dynamischer Lichtstreuung zeigte, dass
die Birsten unter diesen Bedingungen ihre stabchenformige Topologie verlieren und die
Form von regelmaRig gekrimmten Strukturen annehmen.

Durch Vergleichsmessungen der Poly-L-lysinbirsten in Losungsmitteln gleicher lonenstarke
die jedoch keine helikalen Konformationen induzieren kénnen, wurde zweifelsfrei bewiesen,

dass die Entstehung der regelmalig gekrimmten Strukturen nichts mit der
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Konformationsanderung der Seitenketten zu tun hat, sondern das vielmehr die grofRRe
lonenstarke der hochkonzentrierten Salzldsungen fiir die Anderung der Topologie
verantwortlich ist.
Die Konformationsanderung der Seitenketten in NaClO,4-Lésungen sorgt lediglich dafir, dass
sich der Durchmesser der Bursten (ermittelt durch cross-section-Analyse der AFM-Bilder in
Lésung) deutlich verkleinert. Untermauert wurde dieses Ergebnis zusatzlich durch die
Ermittlung der Querschnittstragheitsradien. Durch SAXS-Messungen konnte festgestellt
werden, dass die Querschnittstragheitradien der Poly-L-lysinblrsten in 0.5 N NaClO,4-Lésung
kleiner sind als in Lésungsmitteln, die keine -helikale Sekundarstruktur induzieren kénnen.
Neben der Anderung der Seitenkettenkonformation durch Zugabe von NaClO, konnte auch
durch Mischen der wassrigen Polymerlésungen mit Methanol -helikale Sekundarstrukturen
in den Seitenketten der Lysinblrsten induziert werden. Das Sekundarstrukturverhalten der
Seitenketten weicht unter diesen Bedingungen stark von dem Sekundarstrukturverhalten der
freien linearen Analoga ab. Mittels CD-Spektroskopie wurde gezeigt, dass die kirzeren
Seitenketten einen hdheren -helikalen Anteil bilden als die langen Seitenketten, was im
Widerspruch zum Sekundarstrukturverhalten von linearen Poly-L-lysinen steht.
Des Weiteren wurde bei der Blrste mit den kiirzeren Seitenketten ein geringer Anteil
-Faltblatt Strukturen erzeugt, der bei linearen Poly-L-lysinketten durch Zugabe von
Methanol nicht induziert werden kann.
Die Topologie- und Grofkenbestimmung der Poly-L-lysinblrsten in Methanol/\Wasser-
Mischungen erfolgte bis auf die SAXS-Messungen mit den gleichen Methoden wie bei der
Induzierung der -helikalen Seitenkettenkonformation durch die Zugabe von NaClO,4. Auch
in diesem Fall wurde festgestellt, dass die Sekundarstruktur die stabchenférmige Topologie
der Biirsten nicht beeinflusst, die Durchmesser sich allerdings deutlich beim Ubergang zur
Helix verkleinern.
Zusatzlich konnten die AFM-Bilder der Bursten verwendet werden, um die Konturlange der
Bursten zu bestimmen und die durch statische Lichtstreuung ermittelte Konturlange zu
verifizieren.
Durch die Anpassung der Lichtstreuergebnisse an die Wurmkettentheorie von Kratky und
Porod war es aufierdem moglich, die Kuhnlangen der Blrsten zu berechnen. Sie belaufen
sich auf mehrere hundert Nanometer und nehmen mit steigender Seitenkettenlange zu.
Neben der Quantifizierung von linearen Verunreinigungen konnten die Elektropherogramme
der Poly-L-lysinbirsten und der linearen Analoga verwendet werden, um die
elektrophoretische Mobilitat dieser Molekile zu ermitteln.
Damit war es in Kombination mit den Tragheitsradien der Polymere moglich, die effektive
Ladung von linearem und verzweigten Poly-L-lysin nach einer Theorie von Muthukumar zu

berechnen. Das Ergebnis dieser Rechnungen bestatigt die Ergebnisse friherer
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Untersuchungen von Peter Dziezok, der in seiner Dissertation durch Leitfahigkeits- und
Lichtstreumessungen an linearem PVP und PVP-Bursten herausfand, dass die effektive
Ladung von Polymerblrsten mindestens um einen Faktor 10 kleiner ist als bei den

korrespondierenden linearen Analoga.

Ausblick

Aufgrund der vorliegenden Ergebnisse dieser Arbeit ist es relativ unwahrscheinlich, dass
anionische Polypeptidbirsten ohne lineare Verunreinigungen hergestellt werden kénnen, da
die Spaltung der Schutzgruppen unter den bekannten Abspaltbedingungen eine partielle
Fragmentierung der Seitenketten hervorruft. Nichts desto trotz sollte es mdglich sein, die
linearen Verunreinigungen durch fraktionierende Fallung abzutrennen. Sind die richtigen
Bedingungen fir die Fraktionierung erst einmal gefunden, sollte es auferst einfach sein
anionische Polyelektrolytblrsten mit der in dieser Arbeit vorgestellten Synthesestrategie und
einem anschlieRendem Fraktionierungsschritt zu erhalten.

Des Weiteren sollten weitergehende Untersuchungen bezliglich der Ergebnisse aus Kapitel
6 vorgenommen werden. Wie schon am Ende dieses Kapitels angesprochen, stimmen die
Ergebnisse beziglich der effektiven Ladung von linearen und verzweigten Polymeren mit
den Ergebnissen anderer Arbeiten qualitativ Uberein. Fur zuklnftige Untersuchungen muss
jedoch die Theorie von Muthukuamar experimentell verifiziert werden.

Weiterhin bieten sich die kationischen Poly-L-lysinblrsten zur Komplexbildung von anionisch
geladenen Polyelektrolyten wie z.B. DNA an. Erste Untersuchungen von Dr. Frauke Kihn
zeigten, dass die Transfektionseffiziens dieser Komplexe deutlich gréler ist, als von

Komplexen zwischen DNA und den korrespondierenden linearen Strukturen.
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Kapitel 7: Experimenteller Teil

7.1 Verwendete Chemikalien und Losungsmittel

Fir alle Reaktionen wurden Losungsmittel in p.a.-Qualitdt von der Firma Fisher-Scientific verwendet. Tabelle 7.1.1 zeigt eine Auflistung der

Chemikalien, die fir die Herstellung der Stoffe in dieser Dissertation verwendet wurden.

Tabelle 7.1.1: Auflistung der verwendeteten Chemikalien

Chemikalie Firma Bestellnummer weiterfiihrende Aufreinigung Verwendungszweck

1,6 Diaminohexan Sigma-Aldrich H11696 keine . Herstellung des
Makroinitiatorprecursormonomers

Pyrokohlenséureditert.butylester | Sigma-Aldrich 205249 keine _ Herstellung des
Makroinitiatorprecursormonomers

Methacrylsaurechlorid Sigma-Aldrich 64120 Kolonnendestillation _ Herstellung des
Makroinitiatorprecursormonomers

Triethylamin Sigma-Aldrich 90340 Kolonnendestillation _ Herstellung des
Makroinitiatorprecursormonomers

Trockenes Chloroform Sigma-Aldrich 372978 keine - Herstellung des
Makroinitiatorprecursormonomers
Schwefel Sigma-Aldrich 84683 keine Herstellung des RAFT-Reagenz
25 %ige Natriummethanolatlésung | Sigma-Aldrich 156256 keine Herstellung des RAFT-Reagenz
Benzylbromid Sigma-Aldrich B17905 keine Herstellung des RAFT-Reagenz
Diethylamin Sigma-Aldrich 31730 keine Herstellung des RAFT-Reagenz
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Chemikalie Firma Bestellnummer | weiterfiihrende Aufreinigung Verwendungszweck

lod Sigma-Aldrich 207772 keine Herstellung des RAFT-Reagenz
Anisol Sigma-Aldrich 123226 Kolonnendestillation Gber AIBN Polymerisation des Makroinitiatorprecursors
AIBN Sigma-Aldrich 441090 Umkristallisation aus Methanol Polymerisation des Makroinitiatorprecursors

Trifluoressigsaure Sigma-Aldrich T6508 keine Herstellung des
Makroinitiators/Tetramethylammoniumtriflats
L-ornithin Sigma-Aldrich 75440 keine Herstellung SZeVzTLF_/l*y' gosonizen L-ornithin-
L-lysin Sigma-Aldrich 62840 keine Herstellung t?zevrvTLF-)IA;/- gﬁz‘;?:\‘;zt‘z“ L-ornithin-
Trifluoressigsaureethylester Sigma-Aldrich E50000 keine Herstellung t?;vr\/Tl_F-/lb;gﬁzcer:il\J/taztin L-ornithin-
Elementares Natrium Sigma-Aldrich 13401 keine Herstellung t?;vr\/Tl_F-T:/-giﬁZgr]iL\j/taz’zn L-omnithin-
Trockenes Ethanol Sigma-Aldrich 32294 keine Herstellung der TFA-geschutzen L-ornithin-
bzw. L-lysinderivate
. Al : Herstellung und Aufreinigung von
Trockenes Ethylacetat Sigma-Aldrich 45765 keine Leuchs schen Anhydriden
Trockenes THF Sigma-Aldrich 87371 keine Heriﬁ'é‘r?gsughdeﬁ‘fﬁ;ﬁ ng von
Trockenes n-hexan Sigma-Aldrich 52766 keine Herstellung’ und Aufre|n|gyng von
Leuchs’schen Anhydriden

Triphosgen Sigma-Aldrich 330752 keine Herﬁfj'é‘ﬁf's“é‘hde’:‘,‘{mg# ng von

N- -Benzoyloxycarbonyl-L-lysin Sigma-Aldrich 96840 keine Heriedlg:sg’:ghdeﬁtgm%g#dnegnvon

N- -Benzoyloxycarbonyl-L-ornithin | Sigma-Aldrich C6779 keine Herstellung und Aufreinigung von

Leuchs’schen Anhydriden




Kapitel 7: Experimenteller Teil

125

Chemikalie Firma Bestellnummer | weiterfiihrende Aufreinigung Verwendungszweck
. . . . Herstellung und Aufreinigung von Leuchs schen
L-glutaminsaure-+-benzylester | Sigma-Aldrich 49510 keine Anhydriden
N . Al . Herstellung und Aufreinigung von Leuchsschen
L-glutaminsaure-+-methylester | Sigma-Aldrich 49610 keine Anhydriden
. . . . Herstellung und Aufreinigung von Leuchs’schen
L-asparaginsaure-+-benzylester | Sigma-Aldrich B2129 keine Anhydriden
DMF Acros 61032 siehe Aufreinigung von DMF Lésungsmittel fur die ringdffnende Polymerisation
Tetramethylammoniumhydroxid Acros 42052 keine Herstellung von Tetramethylammoniumtriflat
HFIP Acros 14754 Kolonnendestillation Lésungmittel fir SLS und DLS von geschiitzten
Bulrstenderivaten
HBr/Eisessig Acros 12318 keine Abspaltung der Z- und Benzylschutzgruppe
Piperidin Sigma-Aldrich 411027 keine Abspaltung der TFA-Schutzgruppe
Natriumperchlorat Merck 1065640 keine -helikaler Ubergang
Kieselgel 60 Merck 115111 keine Flashchromatographie




126 Kapitel 7: Experimenteller Teil

7.2 Synthesevorschriften

7.2.1 Herstellung von Mono-N-boc-1,6-diaminohexan

In einen 500 ml Rundkolben (bestlckt mit einem Magnetrihrer) werden 28.3 g (0.243 mol)
Hexamethylendiamin in 250 ml 1,4-Dioxan suspendiert. Danach tropft man 7.09 g (0.033
mol) Pyrokohlensaure-di-tert-butylester gelost in 80 ml 1,4-Dioxan Uber 3 Tage in das
Reaktionsgemisch hinein. Nach Ablauf dieser Zeit wird der entstandene Feststoff (doppelt
geschitztes Derivat) abfiltriert (Fritte) und das Filtrat von 1,4-Dioxan durch Abdampfen
befreit. Der Ruckstand wird in 300 ml Wasser gegeben und der dabei entstandene Feststoff
erneut abfiltriert. Danach wird das Filtrat mit 3 mal 200 ml Dichlormethan extrahiert und die
vereinten organischen Phasen mit 3 mal 200 ml Wasser gewaschen. Die organische Phase
wird anschlielRend uber MgSO, getrocknet, filtriert und evaporiert. Der Ruckstand wird durch

eine Flashchromatographie vorgereinigt.

Saulendurchmesser: 5.5 cm

Saulenhohe: 25 cm

Laufmittel: Methanol/Chloroform (30:70) + 1 % Essigsaure
Anfarbemittel: KMnO, gel6st in H,O

R+Wert: 0,3

Das durch Flashchromatographie erhaltene Produkt wird anschlieRend durch eine

Destillation weiter aufgereinigt.

Druck: 2.5:10? mbar ; Siedepunkt: 363 K
Eigenschaften: farblose viskose Fliissigkeit (aminartiger Geruch)
Ausbeute: 4.24 g (0.0196 mol; 60 % der Theorie)

'H-NMR (CDCls, TMS; in ppm): 1.30 (m, 8H); 1.41 (s, 9H); 1.70 (s; 2H); 2.65 (t, 2H); 3.06
(g, 2H); 4.51 (s, 1H)

7.2.2 Herstellung von N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan

In einen ausgeheizten 50 ml Schlenkolben gibt man unter Schutzgas 25 ml trockenes
Methylenchlorid, 2.9 g (0.0134 mol) N-boc-1,6-diaminohexan und 1.63 g (0.0161 mol)
Triethylamin. Das Reaktionsgemisch wird mit einer Eis-Kochsalzmischung auf 268 K

abgekihlt und im Argongegenstrom mittels eines Tropftrichters 1.6 g (0.015 mol)
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Methacrylsaurechlorid gelost in 10 ml Methylenchlorid, hinzugetropft. Der Kolben wird
anschlielend mit einem Argonballon verschlossen und das Reaktionsgemisch bei 268 K fur
2 Stunden geruhrt, sowie weitere 12 Stunden bei Raumtemperatur. Nach Ablauf dieser Zeit
wird mit 2 mal 15 ml dest. H,O extrahiert. Die organische Phase wird Uber MgSO,
getrocknet, filtriert und evaporiert. Der Riickstand (gelbes Ol) wird zweimal unter den

gleichen Bedingungen durch Flashchromatographie aufgereinigt.

Saulendurchmesser: 5.5 cm
Saulenhoéhe: 25 cm + 5 cm AlL,O3

Laufmittel: Toluol : Essigester (50:50)

Ausbeute: 3.23 g (0,0114 mol; 85 % der Theorie)
Eigenschaften: farbloser Feststoff (Smp.: 339 K-340 K); geruchslos

'H-NMR (CDCl;, TMS; in ppm): 1.30 (m, 8H); 1.41 (s, 9H); 1.93 (s, 3H); 3.06 (g, 2H); 3.25
(g, 2H); 4.53(s, 1H); 5.28(s, 1H); 5.65 (s, 1H); 5.93 (s, 1H)

7.2.3 Herstellung von Bis-thio-benzoyl-disulfid

In einen 500 ml Einhalskolben gibt man 142 ml (0.622 mol) NaOCHj; in Methanol (25 %),
eine Hantel und 21.6 g (0.67 mol) Schwefel. Danach wird unter Ruhren 26 ml (0.22 mol)
Benzylbromid in das Reaktionsgemisch hineingetropft (Tropfdauer: eine Stunde).
AnschlieBend wird der Reaktionskolben mit einem Trockenrohr verschlossen und das
Reaktionsgemisch 18 Stunden unter Ruckfluss gekocht. Nach Ablauf der Zeit wird auf
Raumtemperatur abgekuhlt, das ausgefallene NaBr abfiltriert, und das L&sungsmittel am
Rotationsverdampfer entfernt. Der Riickstand (braunes Ol) wird in 500 ml Wasser gelést und
mit 800 ml Diethylether versetzt. Es wird mit 32 %iger HCI angesauert, bis die organische
Phase eine rote Farbe angenommen hat. Die Etherphase Phase wird mit 3 mal 300 ml
Wasser gewaschen, Uber MgSO, getrocknet, filtriert und mit 600 ml Diethylamin versetzt. Es
fallt sofort ein roter Feststoff aus, der nach einer Stunde abfiltriert und an der Luft getrocknet

wird.

Ausbeute: 38 g (0.167 mol; 76 % der Theorie, bezogen auf Benzylbromid)

Eigenschaften: roter Feststoff (riecht nach Schwefelwasserstoff)

Der rote Feststoff (Diethylammonium-dithiobenzoat) 38 g (0.167 mol) wird in 200 ml Ethanol

geldst und auf 268 K abgekihlt. Danach tropft man Uber einen Zeitraum von 1.5 Stunden



128 Kapitel 7: Experimenteller Teil

42 g (0.33 mol) lod geldst in 500 ml Ethanol in die Lésung hinein. Nach etwa zehn Minuten
beginnt das Produkt auszufallen (weinroter Feststoff). Nach Zugabe der ethanolischen
lodlésung, wird der Feststoff abfiltriert und Gber Nacht bei Raumtemperatur im Hochvakuum
getrocknet. Der Feststoff ist nicht ganz rein (DC). Die Reinheit reicht allerdings fur die

Herstellung des RAFT-Reagenz aus.

Ausbeute: 16.8 g (0.055 mol; 66 % der Theorie)

Eigenschaften: Weinroter Feststoff, geruchslos.

'"H-NMR (CDCl;, TMS; in ppm): 7.1-8.2 (m, 10H); 1.55 (m, Verunreinigungen)

7.2.4 Herstellung von 4-Cyano-4-thio-benzyl-valeriansaure

In einen 100 ml Erlenmeyerkolben bestlickt mit einem Magnetrihrer, gibt man 1.53 g
(0.005 mol) Bis-thio-benzoyl-disulfid, 2.32 g (0.0083 mol) Azo-bis-cyan-valeriansaure und
40 ml Ethylacetat. Die Mischung wird fur 18 Stunden unter Rickfluss gekocht und
anschlieBend am Rotationsverdampfer evaporiert. Der Riickstand (dunkles Ol) wird durch

Flashchromatographie aufgereinigt.

Saulendurchmesser: 5.5 cm
Saulenhoéhe: 27 cm

Laufmittel: Hexan/Essigester (60:40)
R~Wert: 0,2

Ausbeute: 1.46 g (0.005 mol); 50 % der Theorie)

Eigenschaften: purpurner Feststoff (geruchslos)

'H-NMR (CDCls, TMS; in ppm): 1.92 (s, 3H); 2.44 (m, 1H); 2.55-2.75 (m, 3H); 7.38 (t, 2H),
7.55 (t, 1H); 7.88 (d, 2H)

7.2.5 Polymerisation des Makroinitiator-precursors

In einen 50 ml Spitzkolben gibt man 39.39 mg (0.00014 mol) 4-Cyano-4-thio-benzyl-
valeriansaure und 4.63 mg (0.000028 mol) AIBN. Die beiden Stoffe werden anschliefend in
25 ml Anisol gel6st. Nach der Herstellung der Initiator-Mischung gibt man 2 g (0.0071 mol)
N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan und einen sauberen Magnetrihrer in einen 50 ml

Schlenkkolben, und flgt 0.25 ml der Initiatormischung mit einer Spritze hinzu. Der
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Schlenkkolben wird mit einem Glasstopfen verschlossen und durch 4 Freeze-pump-zyklen
von Sauerstoff befreit. Nach der Durchfihrung des letzten Freeze-pump-zyklus wird der
Polymerisationskolben mit Argon geflutet und fir 3 Stunden in ein auf 363 K temperiertes
Olbad gestellt. Nach Ablauf der Zeit wird das Reaktionsgemisch aus dem Olbad entfernt und
mit flussigem Stickstoff abgekuhlt. Danach wird der Kolben gedffnet und 4-5 ml THF hinzu
gegeben. Nach dem der Inhalt des Reaktionskolbens vollstandig in Losung gegangen ist,
wird das Polymer in 200 ml Diethylether gefallt und durch Zentrifugation vom Lésungsmittel
und dem restlichen Monomer abgetrennt. Das Produkt wird anschlieRend bei 333 K im
Vakuumtrockenschrank Uber Nacht getrocknet. Die organische Phase mit dem Rest des
nicht umgesetzten Monomers, sollte nicht verworfen werden. Durch eindampfen des
Diethylethers bei Raumtemperatur und anschlieRender Aufreinigung des Rickstands durch
Flashchromatographie (siehe Herstellung von N-Boc-N"-methacrylamid-1,6-diaminohexan)

kann der Grolite Teil an nicht umgesetztem Monomer zuriick erhalten werden.

Ausbeute: 0.54 g (27 % der Theorie)

Eigenschaften: amorpher Feststoff mit rosa Farbe

'H-NMR (CDCl;, TMS; in ppm): 0.69 (s, Protonen der Boc-Schutzgruppe)

7.2.6 Aufreinigung von AIBN

In 20 ml Methanol wird bei Raumtemperatur, unter Rihren in kleinen Portionen soviel AIBN
hineingegeben bis eine Sattigung eintritt. Das nicht geloste AIBN wird mittels einer Glasfritte
(Porengrofie 3) abfiltriert, und das Filtrat bei 273 K, Uber Nacht im Gefrierfach gelagert. Das
ausgefallene AIBN wird Uber einen vorgekuhlten Blchnertrichter abgenutscht und nach dem
gleichen Verfahren ein zweites Mal umkristallisiert. Die Trocknung des aufgereinigten AIBN's
erfolgt bei Raumtemperatur, unter Lichtausschluss, fur 24 Stunden im Hochvakuum.

Gelagert wird es unter Lichtausschluss bei 253 K im Gefrierfach.

7.2.7 Herstellung des Makroinitiators

In einen 50 ml Rundkolben gibt man einen sauberen Magnetrihrer, 2 g des
Makroinitiatorprecursors und 20 ml einer Mischung aus Dichlormethan und
Trifluoressigsaure (50:50). Die Suspension wird eine Nacht bei Raumtemperatur gerthrt und
anschliefend das Ldsungsmittelgemisch vom gequollenen Polymer entfernt. Das gelartige

Produkt wird mehrmals mit Dichlormethan und Benzol gewaschen und durch Zugabe von
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25 ml Wasser gefriergetrocknet. Die Gefriertrocknung wird noch zweimal wiederholt, bevor

der Initiator zur Herstellung von Polypeptidbirsten verwendet wird.

Ausbeute: 1.88 g (90 % der Theorie)

Eigenschaften: sproder, rosa Feststoff

7.2.8 Allgemeine Vorschrift zur Herstellung von N- -Trifluoracetyl-L-

lysin bzw. N- -Trifluoracetyl-L-ornithin

In einen ausgeheizten 1 | Dreihalskolben, bestickt mit einer Hantel, gibt man im
Argongegenstrom 400 ml trocknen Ethanol und 9.22 g (400 mM) Natrium. Der Kolben wird
mit einem Argonballon verschlossen und es wird bei Raumtemperatur geruhrt, bis sich das
Natrium  vollstandig  aufgelést hat.  Anschlielend werden 200 mM des
Aminosaurehydrochlorids dazugegeben und das Reaktionsgemisch flr eine weitere Stunde
bei Raumtemperatur gerihrt. Nach Ablauf der Zeit ist ein Feststoff ausgefallen, der mit Hilfe
einer Fritte abfiltriert (Stickstoffgegenstrom) wird. Die Lésung wird bei diesem Prozess direkt
in einen ausgeheizten 1 | Dreihalskolben mit Hantel Uberfuhrt. AnschlieBend wird das
Reaktionsgemisch auf 278 K abgekuhlt und 41.6 g (300 mM) Ethyltrifluoracetat langsam
dazugetropft. Es wird fur weitere 2 Stunden bei 278 K geruhrt, sowie 1 Stunde bei
Raumtemperatur. Nach Ablauf der Zeit wird das Produkt durch Zugabe von 12.12 g
(200 mM) Essigsaure gefallt, mit Hilfe eines Buchnertrichters abfiltriert und mit Ethanol bzw.
Aceton gewaschen. Das Rohprodukt wird durch Umkristallisation aus Wasser/Ethanol
aufgereinigt. Im Fall des N- -Trifluoracetyl-L-lysins werden 1.81 g Rohprodukt in 10 ml dest.
H,O aufgekocht und danach 15 ml kochendes Ethanol hinzugegeben. Die Losung wird auf
Raumtemperatur abgekihlt und Gber Nacht bei 277 K im Kihlschrank gelagert. Fir das

N- -Trifluoracetyl-L-ornithin wird die Menge an kochendem Ethanol auf 10 ml reduziert.

Durchschnittliche Ausbeute: 130 mM (65 % der Theorie)

Eigenschaften: farbloses, geruchloses Pulver

'"H-NMR des N- -trifluoracetyl-L-ornithin (D,O; in ppm):
1.52-1.91 (m, 4H); 3.36 (t, 2H); 3.73 (t, 1H)

3C-NMR des N- -trifluoracetyl-L-ornithin (D,O; in ppm):
23.5;27.5; 38.9; 54.1; 117.6; 157.8; 174.2
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'H-NMR des N- -trifluoracetyl-L-lysin (D,O; in ppm):
1.32-1.92 (m, 6H); 3.33 (t, 2H); 3.71 (t, 2H)

*C-NMR des N- -trifluoracetyl-L-lysin (D,O; in ppm):
21.5;27.2; 29.8; 39.1; 54.1; 117.6; 158.9; 174.5

7.2.9 Allgemeine Vorschrift zur Synthese von Leuchs schen
Anhydriden

Methode 1

In einen ausgeheizten 1 | Dreihalskolben, der mit einem KPG-RUhrer und einem
Ruckflusskihler inklusive Trockenrohr ausgestattet ist, suspendiert man (0.089 mol) des zu
phosgenierenden Aminosaurederivats in 600 ml trockenem Ethylacetat. Man verschlief3t den
Kolben und erhitzt, bis das Reaktionsgemisch unter Riickfluss kocht. Anschlieltend gibt man
8.82 g (0.030 mol) Triphosgen auf einmal hinzu, verschlie3t den Kolben wieder und kocht fir
4 bis 5 Stunden unter Rickfluss. Hat sich nach 4 Stunden keine klare Lésung entwickelt, gibt
man ein weiteres Gramm Triphosgen hinzu. Nach Ablauf der Zeit wird mit Hilfe eines
Eis-Kochsalzbades auf 268 K abgekihlt und 200 ml dest. H,O (277 K) in das
Reaktionsgemisch hinein geschuttet. Nach einer Minute intensiven Rihren schittet man das
2-Phasengemisch in einen auf 275 K vorgekuhlten Scheidetrichter und trennt die wassrige
Phase ab. AnschlieRend wird die organische Phase noch mit 200 ml 0.5 %iger
NaHCO;-Ldsung ausgeschittelt, die wassrige Phase abgetrennt, und die organische Phase
mit reichlich MgSO, getrocknet. Das Ausschutteln und Trocknen der organischen Phase mit
den oben angegebenen wassrigen Losungen sollte nicht langer als 15 Minuten dauern,
damit Zersetzungen des Produkts vermieden werden. Nach dem Abtrennen des
Trockenmittels durch Filtration wird die Ethylacetat-Lésung mit einem sauberen
Rotationsverdampfer bei 293 K auf ein Drittel des urspriinglichen Volumens eingeengt. Die
restliche Lésung wird anschlieRend in 700 ml trockenes n-Hexan gegeben. Es wird fur 12
Stunden bei 277 K gekihlt und das Rohprodukt (farbloser Feststoff) mit einem
Blchnertrichter abgesaugt. Das noch verunreinigte Leuchs’sche Anhydrid wird durch
dreifaches umkristallisieren aus Ethylacetat/n-Hexan aufgereinigt.

Bei der ersten Umkristallisation ist zu beachten, dass das zu aufreinigende Produkt sich
meistens nicht vollstandig in Ethylacetat 16st, selbst wenn es fir langere Zeit unter Ruckfluss
gekocht wird. Es ist zu empfehlen das Rohprodukt in etwa 200 bis 250 ml Ethylacetat zu
suspendieren, fur etwa 5 Minuten unter Ruckfluss zu kochen und anschlielfend langsam mit

derselben Menge an Nichtldsungsmittel zu versetzen. Nach der Zugabe des n-Hexans wird
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fur weitere funf Minuten unter Ruckfluss gekocht. Anschlieliend wird die Suspension Uber
eine Glasfritte mit der Porengrof3e 3, durch Anlegen eines Wasserstrahlvakuums, direkt in
einen 1 | Dreihalskolben filtriert. Die Kristallisation aus der klaren Ldsung tritt normalerweise
spatestens 2 Stunden nach dem Filtrationsprozess bei Raumtemperatur ein. Haben sich
keine Kristalle nach Ablauf dieser Zeit gebildet, sollte der gut verschlossene Kolben tber
Nacht im Kihlschrank bei 277 K aufbewahrt werden. Es ist nicht zu empfehlen die
Kristallisation, durch Lagern im Gefrierfach bei Temperaturen unter 263 K zu erzwingen, weil
durch diese Vorgehensweise das Produkt inklusive Verunreinigungen ausfallen wird. Haben
sich nach 24 Stunden Lagerung im Kihlschrank keine Kristalle gebildet, muss man die
Lésung unter Wasserausschluss noch mal fur fiunf Minuten unter Rickfluss erhitzen und
soviel n-Hexan hinzugeben, bis sich eine Tribung einstellt. Die tribe Lésung muss
anschlieltend wieder durch eine Glasfritte mit der PorengréRe 3 in einen 1 | Dreihalskolben
filtriert werden. Nach dem Abkuhlen der Mutterlauge auf Raumtemperatur bzw. Lagerung fir
24 Stunden bei 277 K, sollte der Kristallisationsprozess eingetreten sein. Das Produkt wird
durch abnutschen Uber einen sauberen und trockenen Buchnertrichter isoliert. Das
Leuchs’sche Anhydrid sollte innerhalb von 30 Minuten aus dem Bulchnertrichter entfernt
werden, um Zersetzungsreaktionen zu vermeiden. Die Trocknung des Produkts erfolgt im
Hochvakuum fir 24 Stunden.

Das Produkt was bei der ersten Umkristallisation erhalten wird, 16st sich in der Regel ohne
Schwierigkeiten in 200 ml Ethylacetat, wenn die Losung unter Ruckfluss erhitzt wird. In der
Siedehitze wird anschliefend langsam so viel n-Hexan hinzugegeben, bis eine dauerhafte
Tribung eintritt. Die Mutterlauge wird wie bei der ersten Umkristallisation in einen
1 | Dreihalskoben filtriert und bei Raumtemperatur gut verschlossen und fir 2 Stunden
gelagert. Die meisten Kristalle haben sich in der Regel nach Ablauf dieser Zeit schon
gebildet. Zur Vergrolierung der Ausbeute wird die Mutterlauge, weitere 24 Stunden im
Kahlschrank, bei 277 K gelagert.

Bei der dritten Umkristallisation sollte mit einem Startvolumen an Lésungsmittel zwischen
100 und 150 ml begonnen werden. Die Umkristallisation wird nach der gleichen
Verfahrensweise durchgefihrt, wie oben beschrieben.

Diese Methode ist fir die Herstellung der Leuchs’schen Anhydride des Z-geschitzten
Poly-L-lysins, sowie der Benzyl-geschiitzten Poly-L-glutaminsaure zu empfehlen. Sie sollte
nicht zur Herstellung der anderen Leuchs’schen Anhydriden verwendet werden, weil sich

wahrend der Phosgenierung in Ethylacetat keine klare Lésung bildet.

Durchschnittliche Ausbeute: (0.031 mol; 35 % der Theorie)

Eigenschaften: farbloser Feststoff; stark hydrolyseempfindlich
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Methode 2

In einen ausgeheizten 1 | Dreihalskolben, der mit einem KPG-RUhrer und einem
Ruckflusskihler inklusive Trockenrohr ausgestattet ist, suspendiert man (0.089 mol) des zu
phosgenierenden Aminosaurederivats in 250 ml trockenem THF. Man verschlief3t den
Kolben und erhitzt, auf 328 K. Anschlielend gibt man 8.82 g (0.030 mol) Triphosgen auf
einmal hinzu, verschliet den Kolben mit einem Septum und kocht das Reaktionsgemisch
bei einer Temperatur von 328 K flir 2.5 Stunden. Nach Ablauf der Zeit sollte eine klare
Lésung entstanden sein, die auf Raumtemperatur abgekuhlt wird. Anschlie®end wird das
Trockenrohr am Ruckflusskihler durch eine Kernolive ersetzt, die mit einem
Argonanschluss verbunden ist. Mit Hilfe einer Kanlle wird die Reaktionsldsung, durch
anlegen eines Argonstroms, in einen Kolben mit 1 | trockenem n-Hexan Uberfiihrt. Der
Kolben wird Gber Nacht bei 277 K im Kuhlschrank gelagert und das ausgefallene Produkt
anschlieBend Uber einen Biichnertrichter abgenutscht und an der Olpumpe getrocknet.

Die Umkristallisation des Rohprodukts erfolgt wie in Methode 1 beschrieben. Es ist allerdings
zu beachten, dass die erste Umkristallisation schwieriger ist, als unter den Vorrausetzungen
in Methode 1. Durch das Waschen der organischen Phase mit wassrigen Losungen werden
in Methode 1 die meisten Salze, die wahrend der Reaktion entstehen, aus dem Rohprodukt
entfernt. In Methode 2 mussen diese Verunreinigungen wahrend der ersten Umkristallisation
beseitigt werden, was zur Folge hat, dass sich das Rohprodukt unter keinen Umstanden in
kochendem Ethylacetat vollstandig I0sen wird. Es ist zu empfehlen die Mengenangaben, die
in Methode 1 beschrieben werden strikt einzuhalten, damit nicht zu viel Produkt wahrend des
Filtrationsprozesses verloren geht. Des Weiteren ist es wichtig, dass Fritte und 3-Halskolben
vorgeheizt werden, weil andernfalls die Gefahr besteht, dass das Produkt schon wahrend der
Filtration in der Fritte zusammen mit den Verunreinigungen auskristallisiert. Diese
Vorgehensweise ist auch fir die Umkristallisationen in Methode 1 empfehlenswert. Im
Gegensatz zu Methode 1, kann diese Vorschrift fir die Herstellung aller Leuchs’schen

Anhydride verwendet werden, die in dieser Arbeit hergestellt wurden.

Durchschnittliche Ausbeute: (0.04 mol; 45 % der Theorie)

Eigenschaften: farbloser Feststoffe; stark hydrolyseempfindlich

'"H-NMR des Anhydrid von N- -benzoyloxylcarbonyl-L-lysin (CDCl;, TMS; in ppm):
1.21-1.54 (m, 4H); 1.55-2.05 (m, 2H); 3.16 (q, (2H); 4.23 (t, 1H); 4.90 (s, 1H); 5.07 (s, 1H);
6.85 (s, 1H); 7.33 (m, 5H)

'"H-NMR des Anhydrid von N- -benzoyloxylcarbonyl-L-ornithin (CDCl;, TMS; in ppm):
1.47-1.98 (m, 4H); 3.18 (q, 2H); 4.27 (t, 1H); 5.06 (s, 2H); 7.17 (s, 1H); 7.31 (m, 5H)
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'H-NMR des Anhydrid von N- -trifluoracetyl-L-lysin (Aceton dg, TMS; in ppm):
1.41-1.70 (m, 4H); 1.75-1.96 (m, H); 3.37 (q, 2H); 4.56 (t, 1H); 7.94 (s, 1H); 8.47 (s, 1H)

'"H-NMR des Anhydrid von N- -trifluoracetyl-L-ornithin (Aceton dg, TMS; in ppm):
1.47-2.06 (m, 4H); 3.42 (q, 2H); 4.56 (t, 1H); 7.94 (s, 1H); 8.52 (s, 1H)

'H-NMR des Anhydrid von L-glutaminsiure-+-benzylester (CDCl;, TMS; in ppm):
2.04-2.29 (m, 2H); 2.58 (t, 2H); 4.34 (m, 1H); 5.12 (s, 2H); 6.57 (s, 1H); 7.34 (m, 5H)

'"H-NMR des Anhydrid von L-glutaminsiure-+-methylester (Aceton dg, TMS; in ppm):
2.02-2.26 (m, 2H); 2.53 (t, 2H); 3.63 (s, 3H), 4.59 (m, 1H); 7.92 (s, 1H)

'"H-NMR des Anhydrid von L-asparaginsidure-+-benzylester (Aceton dg, TMS; in ppm):
3.10 (m, 2H); 4.80 (m, 1H); 5.16 (s, 1H); 7.37 (m, 5H); 7.84 (s, 1H)

7.2.10 Aufreinigung von DMF fir die ringoffnende Polymerisation

von Leuchs schen Anhydriden

In einen unter Schutzgas ausgeheizten 250 ml Schlenkkolben gibt man im Argongegenstrom
140 ml DMF, welches Uber Molekularsieb getrocknet wurde, einen Magnetrihrer und 15 g
Bariumoxid. Der Kolben wird mit einem Argonballon verschlossen und das Ganze Uber
Nacht bei Raumtemperatur unter Ausschluss von Licht gerihrt. Nach Ablauf der Zeit wird
das aufgereinigt DMF im Argongegenstrom in einen anderen, zuvor ausgeheizten
Schlenkkolben (inklusive Magnetrihrer), filtriert und mit 15 g trockenem Magnesiumsulfat
versetzt. Anschliefend wird dieser Kolben unter Schutzgas mit einer ausgeheizten
Destillationsapparatur, bestehend aus einer Kolonne (25 cm), Kihler und Spinne mit 3
Schlenkkolben, verbunden. Der Vorlagekolben wird mit Hilfe eines thermostatisierten
Wasserbads konstant auf 25 °C gehalten (auf keinen Fall eine héhere Temperatur einstellen)
und das DMF im Hochvakuum (1:102 mbar) (iberkondensiert. Der Kolben in dem das DMF
hineinkondensiert wird, wird mit Aceton/Trockeneis (253 K) gekunhlt. Fur die Polymerisation
sollten etwa 25 ml Uberkondensiert werden, wobei die ersten 5 ml verworfen werden. Nach
Abschluss der Destillation wird der Kolben mit der Hauptfraktion im Argongegenstrom mit
einem Septum verschlossen und in Alufolie eingewickelt (Lichtausschluss).

Das DMF sollte noch am gleichen Tag fur die Polymerisation verwendet werden, weil
ansonsten Verunreinigungen durch Zersetzung des DMF’s entstehen, die lineare

Verunreinigungen wahrend der Polymerisation erzeugen kénnen.



Kapitel 7: Experimenteller Teil 135

7.2.11 Herstellung einer geschiitzten Polypeptidbiurste nach der

grafting-from-Methode

In ein Rollrandzentrifugenglas inklusive sauberen Magnetriihrer gibt man die bendtigte
Menge Makroinitiator zur Herstellung der Polypeptidbirste. Das Glas wird mit dem dafur
vorgesehenen Deckel verschlossen, indem vorher mehrere Lécher mit einer Nadel
hineingestochen werden. Anschliefend wird das verschlossene Rollrandzentrifugenglas in
einen Schlenkkolben platziert und bei Raumtemperatur Gber Nacht im Hochvakuum
(1 - 2.5:102 mbar) getrocknet. Nach Ablauf der Zeit wird in einem sehr sauberen
Schlenkkolben, inklusive Magnetrihrer die benétigte Menge an Leuchs’schen Anhydrid
gegeben, der Kolben anschliefend mit einem Septum verschlossen und fir 1 Stunde im
Hochvakuum evakuiert. Danach wird dieser Kolben und der Kolben mit dem Makroinitiator
unter Schutzgas gesetzt und das verschlossene Rollrandzentrifugenglas unter einen
Argontrichter platziert. Es wird die benétigte Menge an aufgereinigtem DMF (1 ml DMF fir
17.5 mg Makroinitiator) durch die Locher des Deckels mit einer Spritze hinzugegeben und
heftig geruhrt, bis der Makroinitiator vollstandig in Losung gegangen ist (1-2 Stunden).
Anschliel3end wird der Kolben mit dem Monomer mit der bendtigten Menge an DMF versetzt
(2 ml fur 1 g Monomer) und die Losung des Makroinitiators dazugespritzt, nach dem sich
das Monomer vollstandig aufgeldst hat (ca. 1 Minute). Nach der Zugabe des Initiators wird
der Schlenkkolben in ein vortemperiertes Olbad (333 K) platziert und mit Alufolie abgedeckt.
Es wird fur 3 Tage bei konstanter Temperatur polymerisiert und danach das gelartige
Reaktionsgemisch durch Zugabe von DMF bei Raumtemperatur geldst. Ist das Polymer
vollstandig in Lésung gegangen, wird es in Diethylether (10-facher Uberschuss) gefallt und
durch Zentrifugation isoliert. Danach wird es in Wasser suspendiert, mit flissigem Stickstoff
eingefroren und gefriergetrocknet. In den meisten Fallen ist es nicht mdglich, das Polymer
wieder durch Zugabe von DMF in Lésung zu bringen. In diesem Fall wird trotzdem etwa
50-100 ml DMF zur gelartigen Masse hinzugegeben und solange gerihrt, bis sich die Probe
von der Kolbenwand abgelést hat. Die Verwendung eines Spatels ist hierbei auferst
empfehlenswert. Anschlie®end wird weiter verfahren, wie oben beschrieben. Die unten
stehende Tabelle zeigt die Polymerisationsansatze und die Ausbeuten, die fir die

verschiedenen Polypeptidderivate erzielt wurden.
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Tabelle 7.2.11.1: Ansditze zur Herstellung von geschiitzten Polypeptidbiirsten

Probe Makroinitiator/mg Leuchs’'sches Anhydrid/g DMF/ml Ausbeute/g
Z-Lys 55 35 2 6 1.55
Z-Lys 25 35 0.91 3.82 0.68
Z-Orn 55 35 1.91 5.82 1.46

TFA-Lys 25 35 0.79 3.58 0.59
TFA-Orn 55 35 1.66 5.32 1.17
Bn-Glu 55 35 1.72 5.44 1.22
Bn-Asp 55 35 1.63 5.26 1.51
Me-Glu 55 35 1.16 4.32 0.82

7.2.12 Abspaltung der Z-Schutzgruppe zur Herstellung einer

entschutzten Poly-L-lysinburste

In ein 50 ml Rollrandzentrifugenglas gibt man 300 mg der Z-geschitzten Poly-L-lysinbirste,
einen sauberen Magnetruhrer und 3 ml Trifluoressigsaure. Das Gefald wird mit einem
Uhrglas abgedeckt und die Mischung solange gerlhrt, bis die Burste in Lésung gegangen ist
(ca. 1-2 Stunden). AnschlieRend werden 40 ml HBr/Eisessig hinzugefigt und das Gefal}
wieder mit dem Uhrglas abgedeckt. Nach der Zugabe der Sauremischung entsteht zu
Anfang eine klare Losung, in der nach etwa 30 min ein weil3er Feststoff ausfallt. Nach einer
weiteren Stunde, wird das Ganze mit Hilfe einer Pipette in 500 ml Diethylether gegeben und
der Feststoff durch Zentrifugation abgetrennt. Der Feststoff wird mehrere Male mit
Diethylether gewaschen und anschlieffend in 30 ml dest. H,O aufgelost. Die Losung wird in
einen Dialysebeutel gegeben und 5 Tage gegen 5 | dest. H,O dialysiert. Das Wasser wird
wahrend dieser Zeit zweimal pro Tag ausgetauscht. Nach Abschluss der Aufreinigung durch

Dialyse wird das Produkt gefriergetrocknet.

Ausbeute: 129 mg (54 % der Theorie)

Eigenschaften: weilder, hygroskopische Feststoff

7.2.13 Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe zur Herstellung einer
entschutzten Poly-L-glutaminsaurebirste bzw.

Poly-L-asparaginsaureburste

Die Abspaltung der Benzyl-Schutzgruppe erfolgt nach der gleichen Vorgehensweise wie im
Fall der Z-Schutzgruppe. Die Reaktionszeit nach Zugabe von HBr/Eisessig wird jedoch auf

2.5 Stunden erhoht. Die Ausbeuten sind vergleichbar mit denen in 7.2.12.
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7.2.14 Abspaltung der TFA-Schutzgruppe zur Herstellung einer

entschitzten Poly-L-ornithinblirste
680 mg TFA-geschutztes Poly-L-lysin wird bei Raumtemperatur in 15 ml 1 M

methanolischem Piperidin geldst. Nach 2 Stunden werden 10 ml wassrige Piperidinlésung
(1 M) dazugegeben. Die Reaktionslésung wird fur weitere 48 Stunden bei Raumtemperatur
geruhrt. Nach Ablauf der Zeit ist eine klare Losung entstanden, die fir 2 Tage in destilliertem
Wasser, 3 Tage in 0.01 N HBr-L6sung und weitere 3 Tage in destillierten Wasser dialysiert

wird. Anschlielend wird die Lésung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 293 mg (50 % der Theorie)

Eigenschaften: weiller hygroskopischer Feststoff

7.2.15 Abspaltung der Methylschutzgruppe zur Herstellung einer

entschutzten Poly-L-glutaminsaurebiirste
300 mg der Methyl-geschiitzten Poly-L-glutaminsaurebirste werden in 50 ml 0.2 N NaOH

gegeben. Nach etwa 30 Minuten hat sich der Feststoff vollstandig geldst. Die Lésung wird flr
weitere 48 Stunden gerihrt und anschlielRend flr 5 Tage gegen dest. H,O dialysiert. Das
Wasser sollte taglich zweimal gewechselt werden. Nach Ablauf der Zeit wird die Losung

gefriergetrocknet.

Ausbeute: 150 mg (50 % der Theorie)

Eigenschaften: weiler hygroskopischer Feststoff

7.2.16 Herstellung von Tetramethylammoniumtriflat

30 ml einer 25 %igen Tetramethylammoniumhydroxidlésung werden in einen 100 ml
Einhalskolben, inklusive Magnetruhrer vorgelegt. Die Ganze wird mit einer Eis-Kochsalz-
Mischung auf 273 K abgekihlt und portionsweise 9.5 g (0.083 mol) hinzugegeben. Das
Reaktionsgemisch wird fur 1 Stunde bei 273 K geruhrt und weitere 1.5 Stunden bei

Raumtemperatur. AnschlieRend wird die wassrige Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 15.3 g (0.081 mol; 99 % der Theorie)

Eigenschaften: weille, geruchslose Kristalle
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7.3 Verwendete Gerate

7.3.1 GPC-Messungen

Die in dieser Arbeit gezeigten GPC-Chromatgramme wurden in DMF + 1 g/l LiBr bei einer
Temperatur von 333 K gemessen. Als Saulenmaterial wurde vernetztes Polystyrol
(MZ-Analysentechnik; MZ-SDplus; 5 mm Material 300 x 8 mm) verwendet. Die Porengrof3en
der Saulen betrugen 10, 10% 10° 10* und 10° nm. Der Fluss hatte einen konstanten Wert
von 1 ml/min wahrend allen Messungen. Das UV-Signal wurde bei 280 nm detektiert.

Zur Signaldetektion wurde ein UV-Detektor der Firma Waters (486) und ein RI-Detektor der
Firma Hitachi (L-2490) eingesetzt. Als Pumpe wurde fur diese Anlage das Modell L-7110 von

Hitachi verwendet. Der Degasser stammt von der Firma Waters (Modell AF).

7.3.2 HPLC-Messungen

Die HPLC-Messungen wurden an einer RP18-Saule (Mz-Analysentechnik; Mz-Lichrospher,
Durchmesser: 4 mm, Lange 250 mm, Partikelgrée: 5 m) durchgefihrt. Entgast wurde das
Laufmittel mit einem Degasser EC3114 und beférdert mit einer Pumpe der Firma Hitachi
Modell L7100. Die Ofentemperatur betrug bei jeder Messung 323 K. Pro Messung wurden
20 | eingespritzt.

7.3.3 GC-Messungen

Die GC-Messungen wurden an einem HP 5890A Gaschromatograph durchgefiihrt. Die
Detektion erfolgte mit einem FID-Detektor. Die Auftrennung erfolgte an einer universell
einsetzbaren Kapillarsaule (HP-5, 30 m, 0.32 mm, 0.25 m).

Das Einspritzvolumen betrug 2 |, die Konzentration 1 g/l und die Einspritztemperatur 523 K.

Der Ofen wurde mit folgendem Temperaturprogramm betrieben:

373 K 3 min > 373 K 8 Kimin 573 K 2 min > 573 K

7.3.4 CE-Messungen

Die Analysen durch Kapillarelektrophorese wurden an einer Apparatur der Firma Agilent

Technologies (7100 Capillary) durchgeftihrt. Die Detektion des Signals erfolgte mit einem
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UV-Detektor bei einer Wellenlange von 200 nm. Die genauen Messbedingungen sind in den

Bildunterschriften der Spektren vermerkt.

7.3.5 Statische und dynamische Lichtstreumessungen

Die statischen Lichtstreumessungen wurden an einer Anlage durchgefuhrt, die mit einem
Helium-Neon-Laser (JDS Uniphase 1145p-3083, Wellenlange 632,8 nm, Leistung 25 mW)
betrieben wird. Die Detektionseinheit besteht aus einem Goniometer ALV-SP-86, einem
ALV/High QEAPD Avalanche-Photodioden / Faseroptikdetektionssystem und dem Digital
Korrelator / Strukturator ALV-3000, alles von der Firma ALV, Langen.

Fur die dynamischen Lichtstreumessungen wurde neben der beschriebenen Anlage eine
weitere Anlage verwendet. Diese bestand aus einem Goniometer SP-125 mit ALV/SO-SIPD
Single Photon Detector (Lichtwellenleiter-Optik), einem ALV-5000 / EPP / 60X0 Multitau
Realtime Digital Correlator, alles von der Firma ALV, Langen, und wurde mit einem Argon-
lonen-Laser (Spectra Physics Stabilite 2060-4S, Wellenlange 514,5 nm, Leistung 500 mW)
betrieben.

Vermessen wurden die Losungen in Kivetten aus Quarzglas der Firma Hellma, Mdillheim,
bei einer Messtemperatur von 20°C.

Bevor die filtrierte Polymerprobe in die Kivetten gegeben wurde, wurden diese mit Aceton

staubfrei gesplilt. Die Porengrdfie des Filters betrug in allen Fallen 450 nm (GHP).

7.3.6 SAXS-Messungen

Die SAXS-Messungen wurden an einer selbstgebauten Anlage der Gruppe von Prof. Dr. Jan

Skov Pedersen (Aarhus, Danemark) durchgeflhrt.

7.3.7 NMR-Messungen
Die 'H- und "*C-NMR-Spektren wurden an einem Bruker 300 Ultra Shield bei 293 K

gemessen. Die Messzeit betrug 7 Minuten fiir die 'H-Spektren und 3 Stunden fir die

'3C-Spektren. Die Temperatur betrug bei allen Messungen 293 K.

7.3.8 CD-Messungen

Die CD-Messungen wurden mit dem Modell J-815 der Firma Jasco gemessen. Alle

Messungen wurden ausnahmslos im step-scan-Mode durchgefuhrt. Als Detektor wurde ein
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Halbleiterdetektor verwendet. Die genauen experimentellen Details sind in den

Bildunterschriften einzusehen.

7.3.9 UV-VIS

Far die UV-Vis-Messungen wurde das Modell 100 Bio der Firma Cary verwendet. Die
Scangeschwindigkeit betrug bei allen Messungen 20 nm/min. Die Basislinie wurde separat
aufgenommen und von Hand abgezogen. Alle Messungen wurden bei einer Temperatur von

298 K aufgenommen.

7.3.10 dn/dc-Messungen

Fur die Bestimmung des Brechungsindexinkrements wurde in diesem Arbeitskreis ein Gerat
verwendet, welches nach dem interferometrischen Prinzip bei einer Wellenlange von
632.8 nm arbeitet. Vermessen wurden mindestens 5 Loésungen unterschiedlicher

Konzentration.

7.3.11 AFM-Messungen

Die AFM-Aufnahmen wurden mit einem MultiModeTM Scanning Probe Microscope,
ausgestattet mit einem Nanoscope llla-Controller, der Firma Digital Instruments, Santa
Barbara, USA, im tappingTM-Modus erhalten. Die verwendeten Cantilever
(Resonanzfrequenz ungefahr 300 kHz, Spitzenmaterial Silicium) wurden von der Firma
Nanosensors, Wetzlar Blankenfeld, bezogen. Als Substrat diente frisch gespaltenes Mica

bzw. Graphit, zugeschnitten auf eine GréRe von ca. 1 cm?
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8. Anhang

8.1 Zusatzliche Daten und Ergebnisse
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Abbildung 8.1.1: 'H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von TFA-geschiitzten L-ornithin
(300 MHz, T=293 K, LM: Aceton dg, c=20 g/I)
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Abbildung 8.1.2: 'H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von Benzyl-geschiitzter L-glutaminséiure
(300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/l)
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Abbildung 8.1.3: 'H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von Benzyl-geschiitzter L-asparaginséiure

(300 MHz, T=293 K, LM: Aceton d, ¢=20 g/I)
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Abbildung 8.1.4: 'H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von Z-geschiitztem L-lysin

(300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/l)
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Abbildung 8.1.5: 'H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von Z-geschiitztem L-ornithin
(300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/I)
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Abbildung 8.1.6: 'H-NMR des Leuchs’schen Anhydrids von Z-geschiitztem L-ornithin
(300 MHz, T=293 K, LM: CDCl;, c=20 g/l)
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Abbildung 8.1.7: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in H,0; c=0.1 g/I; Kiivettendicke: 1 mm;
Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 0 %; -Faltbalttanteile: 22 %; Turns: 18 %; ungeordnete Anteile: 60 %
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Abbildung 8.1.8: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in 0.1 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 6 %; -Faltbalttanteile: 7 %; Turns: 11 %; ungeordnete Anteile: 67 %
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Abbildung 8.1.9: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in 0.25 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 20 %; -Faltbalttanteile: 6 %; Turns: 16 %; ungeordnete Anteile: 31 %
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Abbildung 8.1.10: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in 0.5 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 53 %; -Faltbalttanteile: 10 %; Turns: 11 %; ungeordnete Anteile: 25 %
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Abbildung 8.1.11: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in 1.0 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 67 %; -Faltbalttanteile: 6 %; Turns: 9 %; ungeordnete Anteile: 18 %
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Abbildung 8.1.12: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in H,0; ¢=0.1 g/I; Kiivettendicke: 1 mm;

Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 0 %; -Faltbalttanteile: 17 %; Turns: 14 %; ungeordnete Anteile: 69 %
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Abbildung 8.1.13: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in 0.1 N NaClO,; c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 24 %; -Faltbalttanteile: 16 %; Turns: 15 %; ungeordnete Anteile: 45 %
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Abbildung 8.1.14: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in 0.25 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 68 %; -Faltbalttanteile: 11 %; Turns: 8 %; ungeordnete Anteile: 13 %
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Abbildung 8.1.15: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in 0.5 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 86 %; -Faltbalttanteile: 6 %; Turns: 2 %; ungeordnete Anteile: 6 %
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Abbildung 8.1.16: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in 0.5 N NaClO,; ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 89 %; -Faltbalttanteile: 3 %; Turns: 2 %; ungeordnete Anteile: 6 %
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Abbildung 8.1.17: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (10:90); ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 34 %; -Faltbalttanteile: 16 %; Turns: 15 %; ungeordnete Anteile: 35 %
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Abbildung 8.1.18: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (20:80); ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 63 %; -Faltbalttanteile: 10 %; Turns: 7 %; ungeordnete Anteile: 20 %
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Abbildung 8.1.19: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (30:70); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 80 %; -Faltbalttanteile: 5 %; Turns: 4 %; ungeordnete Anteile: 11 %
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Abbildung 8.1.20: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (40:60); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 64 %; -Faltbalttanteile: 10 %; Turns: 11 %; ungeordnete Anteile: 15 %
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Abbildung 8.1.21: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (50:50); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 61 %; -Faltbalttanteile: 14 %; Turns: 13 %; ungeordnete Anteile: 13 %
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Abbildung 8.1.22: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (60:40); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 58 %; -Faltbalttanteile: 16 %; Turns: 10 %; ungeordnete Anteile: 16 %
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Abbildung 8.1.23: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (70:30); ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 58 %; -Faltbalttanteile: 16 %; Turns: 12 %; ungeordnete Anteile: 14 %
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Abbildung 8.1.24: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (80:20); c¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 57 %; -Faltbalttanteile: 20 %; Turns: 8 %; ungeordnete Anteile: 15 %
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Abbildung 8.1.25: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (90:10); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 53 %; -Faltbalttanteile: 12 %; Turns: 8 %; ungeordnete Anteile: 17 %
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Abbildung 8.1.26: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (10:90); c¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 3 %; -Faltbalttanteile: 22 %; Turns: 15 %; ungeordnete Anteile: 59 %
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Abbildung 8.1.27: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (20:80); ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 2 %; -Faltbalttanteile: 26 %; Turns: 18 %; ungeordnete Anteile: 54 %
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Abbildung 8.1.28: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (30:70); ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 3 %; -Faltbalttanteile: 24 %; Turns: 18 %; ungeordnete Anteile: 55 %
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Abbildung 8.1.29: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (40:60); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 4 %; -Faltbalttanteile: 27 %; Turns: 9 %; ungeordnete Anteile: 50 %
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Abbildung 8.1.30: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (50:50); ¢=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 5 %; -Faltbalttanteile: 24 %; Turns: 17 %; ungeordnete Anteile: 54 %
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Abbildung 8.1.31: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (60:40); c=0.1 g/I;

Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 7 %; -Faltbalttanteile: 24 %; Turns: 17 %; ungeordnete Anteile: 52 %
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Abbildung 8.1.32: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (70:30); ¢=0.1 g/I;

Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 6 %; -Faltbalttanteile: 18 %; Turns: 18 %; ungeordnete Anteile: 48 %
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Abbildung 8.1.33: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (80:20); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 78 %; -Faltbalttanteile: 7 %; Turns: 7 %; ungeordnete Anteile: 8 %

50
100 ® Gemessen
Oo © Simuliert
40 4
° ® Rest
30 - e = Nullinie
(@]
00 20 4 6}
S °
£ 10 4
'k\ 16)
0 mmmmo -
oo oooooo
'10 “ [0) Oo
° 0000 ooooooo
16) 6} 000000
-20 - 0000°°
'30 ] ] ] ] ]
190 200 210 220 230 240

/nm

Abbildung 8.1.34: gemessenes und simuliertes Spektrum von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (80:20); c=0.1 g/I;
Kiivettendicke: 1 mm; Simulationsprogramm: CDSSTR; Set:7
-Helikale Anteile: 87 %; -Faltbalttanteile: 5 %; Turns: 3 %; ungeordnete Anteile: 5 %
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Abbildung 8.1.35: dn/dc-Bestimmung fiir Bn-Glu 55-1 in HFIP; Salz: CF;€OO NMe," (0.005 N); T=293 K;
=632.8 nm; dn/dc=0.2220 ml/g

1.0E-03 -
8.0E-04 4
6.0E-04 -
4.0E-04 -

2.0E-04 4

0.0E+00 T T T T T

-1
c/gl
Abbildung 8.1.36: dn/dc-Bestimmung fiir Glu-Na-Salz in H,0; Salz: NaOH (0.005 N); T=293 K; =632.8 nm;
dn/dc=0.1555 mi/g
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Abbildung 8.1.37: dn/dc-Bestimmung fiir Z-Lys 55-3 in HFIP; Salz: CF;€00 NMe," (0.005 N); T=293 K;
=632.8 nm; dn/dc=0.2280 mi/g
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Abbildung 8.1.38: dn/dc-Bestimmung fiir Lys-lin. in H,0; Salz: NaClO, (0.5 N); T=293 K;
dn/dc=0.1670 mi/g
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Abbildung 8.1.39: dn/dc-Bestimmung fiir Me-Glu 55-1 3 in HFIP; Salz: CF;€OO NMe,’ (0.005 N); T=293 K;
=632.8 nm; dn/dc=0.1884 mi/g
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Abbildung 8.1.40: dn/dc-Bestimmung des Makroinitiatorprecursor’s in THF; kein Salz; T=293 K; =632.8 nm;
dn/dc=0.0542 ml/g
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Abbildung 8.1.41: dn/dc-Bestimmung von TFA-Lys 25-1 in HFIP; Salz: CF;€00 NMe, (0.005 N); T=293 K;
=632.8 nm; dn/dc=0.1669 mi/g
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Abbildung 8.1.42: dn/dc-Bestimmung fiir Lys-lin. in H,0; Salz: NaBr (0.005 N); T=293 K; =632.8 nm;
dn/dc=0.1640 mi/g
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Abbildung 8.1.43: dn/dc-Bestimmung fiir Orn-lin. in H,0; Salz: NaBr (0.005 N); T=293 K;

/g™

dn/dc=0.1770 ml/q

=632.8 nm;
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Abbildung 8.1.44: Cross-section-Analyse von Lys 25-1 in H,O

horizontaler Durchmesser: 38.8 nm; vertikaler Durchmesser: 4.4 nm
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Abbildung 8.1.45: Cross-section-Analyse von Lys 25-1 in 0.5 N NaClO,
horizontaler Durchmesser: 27.2 nm; vertikaler Durchmesser: 1.5 nm
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Abbildung 8.1.46: Cross-section-Analyse von Lys 25-1 in MeOH/H,0 (95:5)
horizontaler Durchmesser: 16.9 nm; vertikaler Durchmesser: 2.8 nm
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Abbildung 8.1.47: Cross-section-Analyse von Lys 25-1 in 0.5 N NaBr
horizontaler Durchmesser: 37.6 nm; vertikaler Durchmesser: 2.2 nm
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Abbildung 8.1.48: Cross-section-Analyse von Lys 55-3 in H,0
horizontaler Durchmesser: 61.8 nm; vertikaler Durchmesser: 5.4 nm
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Abbildung 8.1.49: Cross-section-Analyse von Lys 55-3 in 0.5 N NaClO,
horizontaler Durchmesser: 31.8 nm; vertikaler Durchmesser: 2.9 nm
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Abbildung 8.1.50: Cross-section-Analyse von Lys 55-3 in MeOH/H,0 (95:5)
horizontaler Durchmesser: 46.6 nm; vertikaler Durchmesser: 2.5 nm
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Abbildung 8.1.51: Zimmplot von TFA-Lys 25-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢,=7.73E-02 g/I; c,=6.42E-02 g/I; c;=4.97E-02 g/I; c,=3.40E-02 g/I;
M,,=5.67E06 g/mol; R,=74.1 nm; A,=-2.11E-08 mol-dm®-g’%; dn/dc=0.167 cm*/g
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 8.1.52: Zimmplot von Me-Glu 55-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=4.47E-02 g/I; c,=3.72E-02 g/I; c;=2.90E-02 g/I; c,=1.98E-02 g/I; cs=9.70E-03 g/|
M,,=8.36E06 g/mol; R,=65.1 nm; A,=3.55E-08 mol-dm®-g’%; dn/dc=0.188 cm*/g
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)
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Abbildung 8.1.53: Zimmplot von Bn-Glu 55-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=2.42E-02 g/I; c,=1.94E-02 g/I; c;=1.45E-02 g/I; c,=9.64E-03 g/I|
M,,=10.33E06 g/mol; R,=67.9 nm; A,=1.36E-08 mol-dm’-g’*; dn/dc=0.222 cm’/g
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)
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Abbildung 8.1.54: Zimmplot von Z-Lys 55-3 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢,;=1.07E-02 g/I; c,=8.70E-03 g/I; c;=6.80E-03 g/I; c,=4.70E-03 g/I; cs=2.40E-03 g/|
M,,=13.55E06 g/mol; R,=79.8 nm; A,=-1.911E-08 mol-dm’-g’*; dn/dc=0.228 cm’/g
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/l)



168 Anhang

2.9E-07 - &é’@
2.5E-07 - @O
F"uo O
—_ O
(o]
£ &
< 2.1E-07 - o
o
~
o
x
1.7E-07 -
1.3E-07 ' . . '

-5.0E+13 4.5E+14 9.5E+14 1.5E+15 2.0E+15 2.5E+15

q*+(k-c)/m*

Abbildung 8.1.55: Zimmplot von Lys 25-1 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=7.74E-02 g/I; c,=6.27E-02 g/I; c;=4.75E-03 g/I; c,=~3.16E-02 g/I; c;=1.58E-02 g/I
M,,=6.89E06 g/mol; R,=79.8 nm; A,=5.85E-08 mol-dm*-g”’; dn/dc=0.164 cm’/g
Salz: NaBr (c=0.5 mol/l)
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Abbildung 8.1.56: Zimmplot von Lys 25-1 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad; (5 Gradschritte)
¢;=8.09E-02 g/I; c,=6.72E-02 g/I; c;=5.42E-03 g/I; c,=4.12E-02 g/|
M,,=4.91E06 g/mol; R,=56.9 nm; A,=-6.53E-08 mol-dm’.g; dn/dc=0.164 cm*/g
Salz: NaClO, (c=0.5 mol/l)
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Abbildung 8.1.57: DLS von Bn-Glu 55-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)
c=4.83E-02 g/I; D,=2.492E-08 cm’-s™"; =1,962 cp; R,=44.1 nm

Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/l)
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Abbildung 8.1.58: DLS von Me-Glu 55-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)
¢=4.83E-02 g/I; D,=2.698E-08 cm’-s™’; =1,962 cp; R,=40.6 nm

8.0E+10

Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)
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Abbildung 8.1.59: DLS von TFA-Lys 25-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)
¢=5.21E-02 g/I; D,=2.401E-08 cm’-s™"; =1,962 cp; R,=45.6 nm
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)
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Abbildung 8.1.60: DLS von Lys 25-1 in H,0 bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)
¢=3.45E-02 g/lI; D,=5.775E-08 cm’-s™"; =1,009 cp; R,=37.2 nm
Salz: NaClO, (c=0.5 mol/I)
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Abbildung 8.1.61: DLS von Lys 25-1 in H,O bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)
¢c=3.23E-02 g/I; D,=4.943E-08 cm’-s™; =1,022 cp; Ry=42.7 nm
Salz: NaBr (c=0.5 mol/l)
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Abbildung 8.1.62: DLS von Asp 55-1 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (24 Gradschritte)

¢=3.71E-02 g/I; D,=2.622E-08 cm’-s™"; =1,962 cp; R,=41.7 nm
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)
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Abbildung 8.1.63: DLS von Lys 55-3 in HFIP bei T=293K zwischen 30 und 150 Grad (20 Gradschritte)
¢=1.07E-02 g/I; D,=2.312E-08 cm’-s™"; =1,962 cp; R,=47.4 nm
Salz: Tetramethylammoniumtriflat (c=5E-03 mol/I)
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8.2 Symbol- und Abklrzungsverzeichnis

V, : Elutionsvolumen
M : Molekulargewicht
a, b : Konstanten
z;: Ladungszahl des Teilchens
e : Elementarladung
E : elektrisches Feld
. Viskositat der Probe
o . Viskositat des Losungsmittels
Ry : hydrodynamischer Radius
0 - Wanderungsgeschwindigkeit der Probe
ep . €lektrophoretische Mobilitat
E : elektrische Feldstarke
cof . €lektroosmotischer Fluss
: Dielektrizitdtskonstante des Elektrolyten
o Dielektrizitatskonstante des Vakuums
: zeta Potential
: Ladungsdichte an der Wandoberflache
F : Faradaykonstante
R : ideale Gaskonstante
P : Debye-Hickel Parameter
R( ) : Rayleightverhaltnis
o: Wellenlange des Primarstrahls
N, : Avogardokonstante
: Dichte der Lésung
ne: Brechungsindex des Lésungsmittels
n : Brechungsindex der Losung
: Dichte des Lésungsmittels
R : Ideale Gaskonstante
T : Temperatur
: isotherme Kompressibilitat

M, : Molekulargewicht des Losungsmittels

: Differenz der chemischen Potentiale von Lésung und Lésungsmittel

¢ : Konzentration

3—” : Brechungsindexinkrem ent (nach der Dichte)
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dn : Brechungsindexinkrement (nach der Konzentration)

dc

A, : zweiter Virialkoeffizient
: Osmotischer Druck

K : Kontrastfaktor
N : Anzahl der Streuzentren

: Streuwinkel
rj - Abstandsvektor der Streuzentren i und j
q : Streuvektor
1(0) : Streuamplitude zum Zeitpunkt 0
I(t) : Streuamplitude zum Zeitpunkt t
t : Zeitabstande der Kanale des Autokorrelators

(...): zeitliches Mittel

S(q,t) : dynamischer Strukturfaktor

S(q) : statischer Strukturfaktor

A . experimentell bestimmte Basislinie

B : Signal-Rauch-Verhaltnis

D : translatorischer Diffusionskoeffizient

g+(t) : Autokorrelationsfunktion des Streufeldes

gz(t) : Autokorrelationsfunktion der Streuintensitat

D; : translatorischer Diffusionskoeffizient der Teilchensorte i

m;: Massenanteil der Teilchensorte i

M; : Molmasse der Teilchensorte i

C : dimensionslose GrofRe, von der Molekulstruktur abhangig

fo : Reibungskoeffizient

v, : partielles Molvolumen des Polymers

D,y - apparenter Diffusionskoeffizient

Ry : hydrodynamischer Radius

Ry : Tragheitsradius

Rg. : Z-Mittelwert des Tragheitsradius

Rgn : Zahlenmittel des Molekulargewichts

L : Konturlange

P.(q) : Formfaktor des Querschnitts

Ry : Tragheitsradius des Zylinderquerschnitts (Querschnittstragheitsradius)
E : Energiedifferenz

h : Plancksche Wirkungsquantum

1. magnetisches Kernmoment
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i : Kernspin
H.s: effektives Magnetfeld
H, : statisches Magnetfeld
() magnetische Abschirmung
H, : Resonanzfeldstarken des Standards
H:: Resonanzfeldstarken der Probe
s Resonanzfrequenzen des Standards
i - Resonanzfrequenzen der Probe
o0 : Sendefrequenz
A : zirkularer Dichroismus
AL, Ar: Absorption von links- bzw. rechts zirkular polarisiertem Licht
*. : Elliptizitat in der Einheit [Rad]
*.r - molare Elliptizitdt pro Aminosaure
¢ : Konzentration der Probe in g/l
Sp : Schichtdicke der Klvette

n,. Anzahl der Aminosaurebausteine

* .r . Elliptizitdten der -helicalen Strukturmerkmale
* .» . Elliptizitaten der -Faltblatt Strukturmerkmale

= . Elliptizitaten der random coil Strukturmerkmale

o
f, f, f.: Anteile der Sekundarstrukturmerkmale im Protein
M/I : Monomer-Initiator-Verhaltnis
M, : Zahlenmittel des Molekulargewichts
M, : Massenmittel des Molekulargewichts
M, meo : theoretisches Gewichtsmassenmittel der geschitzten Polypeptidbirste
p, ek - Gewichtsmittel des Polymerisationsgrad des Makroinitiators
MM - Molekulargewicht des Monomers
M, ekt - Gewichtsmassenmittel des Makroinitiators
Qer : effektive Ladung
a; ; - Molmassen-Viskositats-Koeffizient
le# : effektive Lange der Kapillare (siehe Auch Abbildung 6.1)
.t : Retentionszeit der Probe
- : Debye’sche Abschirmlange
: Molmassen-Radien-Exponent
. : Gammafunktion
| : lonenstarke

. . Dielektrizitatskonstante des Losungsmittels
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kg : Boltzmannkonstante
T : Temperatur
¢; : Konzentration der ionischen Spezies i

z;: Ladung der ionischen Spezies i

(s2)

q<82> : Polymolekularitats-Korrektur-Faktor

n

k : Kopplungsparameter

U : angelegte Spannung

lges : Gesamtlange der Kapillare

HFIP : 1,1,1,3,3,3 Hexafluoroisopropanol
DMF : N,N-Dimethylformamid

MeOH : Methanol

NaCl : Natriumchlorid

NaOH : Natriumhydroxid

NaClO, : Natriumperchlorat

K,CO; : Kaliumcarbonat

NaBr : Natriumbromid

GPC : Gelpermationschromatographie
HPLC : High Pressure Liquid Chromatography
GC : Gaschromatographie

AFM : Atomic Force Microscopy
SAXS : Small Angle X-ray Scattering
DLS : Dynamic Light Scattering

SLS : Static Light Scattering

NMR: Nuclear Magnetic Resonance
CE : Capillary Electrophoresis

TFA : Trifluoracetyl

Z : Benzyloxycarbonyl

Boc : tert-Butoxycarbonyl

Asp : Asparginsaure

Glu : Glutaminsaure

Orn : Ornithin

Lys : Lysin

TMSI : Trimethylsilyliodid

PVP : Polyvinylpyridin

HSAB : Hard and Soft Acids and Base



