TECHNISCHEUNIVERSITAT MUNCHEN
DEPARTMENT CHEMIE

LEHRSTUHL FURMAKROMOLEKULARE CHEMIE

Mal3geschneiderte Poly(2-oxazolin)e flr die
Darstellung komplexer biomimetischer

Zellmembranen

Michael Reif

Vollstandiger Abdruck der von der Fakultat fir Chender Technischen Universitat zur

Erlangung des akademischen Grades eines DoktorNakeirwissenschaften genehmigten
Dissertation.

Vorsitzender: Univ.-Prof. Dr. Klaus Kohler
Prufer der Dissertation: 1. Univ.-Prof. Dr. Raiderdan, Technische Universitat Dresden

2. Univ.-Prof. Dr. Sevil Weinkauf

Die Dissertation wurde am 03.08.2009 bei der Tesgtii@n Universitat Minchen eingereicht
und durch die Fakultat fir Chemie am 22.09.200®a0gmen.






Die vorliegende Arbeit wurde in der Zeit von Oktol#006 bis August 2009 unter der
Leitung von Prof. Dr. Rainer Jordan am Lehrstuht flakromolekulare Chemie der

Technischen Universitat Minchen angefertigt.



Mein besonderer Dank gilt dem Betreuer meiner Arlb&ofessor Dr. Rainer Jordafur die
interessante Aufgabenstellung meiner Dissertatdangrof3en Freiraume bei der Bearbeitung

meines Themas und fir die zahlreichen produktiviessemschaftlichen Diskussionen.

Bei Professor Dr. Dr. h.c. Bernhard Riegerdchte ich mich fur die Mdglichkeliedanken,
meine Dissertation am WACKER-Lehrstuhl fur makroeknllare Chemie anzufertigen,

sowie fur den produktiven Gedankenaustausch inalestuhlinternen Seminaren.

Selbiger Dank gilt in nicht minderem M&3ofessorDr.-Ing. Oskar Nuykender mich bereits

bei meiner Masterarbeit betreut hat.

Dr. Carsten Trollund Dr.-Ing. Heidi Samariardanke ich fir die zahlreiche organisatorische

Hilfe und stets hilfsbereite Unterstiitzung, was Adseiten am Lehrstuhl sehr erleichtert hat.

Fur die enge Zusammenarbeit und Kooperation gilhrankPeter Seitazom Lehrstuhl fur
biophysikalische Chemie Il an der Universitat Hédeeg und seinem BetreuBrofessor Dr.
Motomu TanakaDie wechselseitige Inspiration hat diese Arbeafdgeblich mit beeinflusst.
Dr. Harald Huber, Dipl.-Ing. Thomas Hadeund Professor Dr. Michael Tomnvom
Archaeenzentrum am Institut fir Mikrobiologie demitkrsitdt Regensburg danke ich
vielmals fur die freundliche Bereitstellung von [Behsse desMethanothermobacter
thermoautotrophicumHerrn Dr. Martin Haslbeckund Professor Dr. Johannes Buchnegitt
mein Dank fur die freundliche Bereitstellung und flie Einweisung in die zum Aufschluf3

der Zellen bendtigten Gerate.

Fur die Durchfihrung der GPC- und MALDI-Messungemkk ich meinen KollegeMartin
Schneider, Ning Zhang, Stephan Huber, Amir Doroodiawie Helmut Krausebesonders.

Ohne deren engagierten Einsatz hétte diese Ariobit @ntstehen kdnnen.

Ich danke ferner meinen studentischen Hilfskraft€onstantin Tiemeyer Waldemar
Schrimpf, Georg Hartmanmnd Madeleine Ekstronflr deren engagierte und motivierte
Mitarbeit.

Meinen KollegenManfred Gunesch, Stephan Klaus, Robert Reichardt Uwe Seemann
danke ich fUr die schone gemeinsame Zeit am Ldhirdileinem langjahrigen Laborkollegen
Paul Heinzgilt mein Dank fur die kollegiale Arbeitsatmospban der Zeit der Erstellung
dieser Arbeit. Dartber hinaus méchte iBh Robert Luxenhoferder stets fur konstruktive

fachliche Ratschlage zur Verfligung stand, danken.



Allen ,Makros' danke ich fir die entgegengebrachte Hilfsberbai; Solidaritdt und das
angenehme Arbeitsklima am Lehrstuhl.

Der Deutschen Forschungsgemeinsch@tojekt JO287/4-1) danke ich fur die finanzielle
Unterstltzung.

Besonders grof3er Dank richtet sichraeine Familie allen voramrmeinem Vaterdie mich in
meinen Entscheidungen und in meinem Lebenswegnddr bis hierhin gefuhrt hat, immer

wieder aufbauend untersttitzten. Ohne Euch wareiattt bis hier gekommen. Vielen Dank!






Inhaltsverzeichnis

Inhaltsverzeichnis
LEINLEITUNG .ttt st ettt e e e e e ettt e e e e e e asnt et e e ennnneeaeeeennnnees 1
2 GRUNDLAGEN ...ttt ettt e ettt e e e e e et e e e e e s st e e e e e e snnnaeeeeannees 3
2.1 BiologisSChe MemBranen.............uuuuiiiiiiii e e e e e e e e e e e eeeeeaaenes 3
2.1.1 Bakterielle und eukaryotische Zellmembranen............cccccuvvvvviciiiiineieeeeeeeenn, 4
2.1.2 Archaea und deren Lipidmembranen .....cccccccooooooiiiiiiieeeeeee e 8
2.2 Kunstliche Modellmembranen..............oouuiiiieee 12
2.2.1 Lipidmonoschichten an der Wasser-Luft-Greéitfe ...............cccoooeiiiiiiiiiiiiiinnnnns 12
2.2.2 Black Lipid Membranes (BLIMS) .........uueeuiriuriiiiiiaaaae e e eeeeeeeeeeeeeenmnneees 13
2.2.3 Festphasenunterstitzte Membranen .............uciiiiiiiiieeiiieiieeeeeeeees 14
2.2.4 Polymerunterstitze Membranmodelle. .. .o, 17
2.3 Lebende PolymeriSation.............uuuuiiiiiiiiiiiiee et 25
2.3.1 Lebende kationische Polymerisation von 2-OKa@n ..............cccceeeiiiiieeeeeeeenneeene. 25
2.3.2 Schaltbarkeit von Polymeren, schaltbare Redy@zolin)e..........cccccvvvveviiinnnnnnn. 31
S ZIELSETZUNG ...oiiiiiiiieiiiiitiite e ettt e e eee e e sttt e e e e e e bbb e e e e e s aannaseeeeeeesnnnneeenanns 38
4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION......coiitiiiiieeeiiiiiiieee et a e e 39
4.1 Verwendete LiPIde. ... e 39
4.1.1 Monofunktionale Lipide ...........ooiiiiceii e 40
4.1.1.1 2,30-DioctadecylglyCerol .........ccccoeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeieiinn . A0
4.1.0.3 ArCRACOI ... 42
4.1.2 BifunKtionale LIPIAE.........cooiiiiiii oottt e e e e e e ee e e e e eeeeeeeeees 45
4.1.2.1. Poly(dimethylsiloxan) OlIGOMEre ... iieeeeiiiiiiiiiiiiiiie e 46
4.1.2.2 10,12-D0oc0osadiin-1,22-di0l.........cceuieeiiiiiiiiiiiiieae e 47
4.1.2.3 DOAeCan-1,12-Ai0] ........uuuuuiiieeie s 48
4.1.2.4 Bifunktionales Lipid audethanothermobacter thermoautotrophicum......... 49
4.2 Funktionale Lipopolymere basierend auf monofunktioralen Lipiden.................... 60
4.2.1Strukturvariabilitat von Polymeren mit funktionalkipiden...............oovvvvviiiiennn. 60
4.2.2 Darstellung monofunktionaler Lipidinitiatoren.............oooeeviveieeiiiiiiiiiies 61

4.2.2.1 DioctadecylglyCeryliNItiator .........co . eeeeie e 62



Inhaltsverzeichnis

V2 D1 o] 017 €= 1) [TV =Y (o 63
4.2.3 Polymerisation vOn 2-OXazOINEN......ccooeiiiiiieeieiiiiiceir e e e e e eee e 63
4.2.4 Lipohomopolymere basierend auf Poly(2-metbghl 2-ethyl-2-oxazolin)........... 65
4.2.5 Lipohomopolymere basierend auf Polig@propyl-2-oxazolin) ..........ccccceeeenn... 71
o W oToTodo] 010 ] )Y/ 1 41T 1RSSR 76
4.2.4 Polymeranaloge REAKIONEN ............cummmmmssnaeeeeeeeeeaaieeeiieeeiiiinnnnnn s 78
4.2.4.1 Entfernung der SChULZGIrUPPEN...... o errrrnnnniaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseesimnnnneennens 78
4.2.4.2 Fluoreszenzmarkirung ..........couueuuuuuuiummmiieiieee e s 80
4.3 Symmetrische Lipopolymere basierend auf bifunkbnalen Lipiden...................... 83

4.3.1 Strukturvariabilitat von auf bifunktionalefpiden basierenden Lipopolymeren.. 83

4.3.2 Darstellung bifunktionaler LipidinitiatOren ...........coeeevieeeieiiiiiiieeieiiiiiieees 84
4.3.2.1 PDMS DIINITIALOL ....uieiieie e e et 84
VNG P72 B To To (=103 [0 1T gV 11 F=1 (o] QRS SRRRP 85
4.3.2.3 Carldarchaeoldiinitiator ............oueeeeeeeeeiieeiiiiiii e e e e e 86
4.3.3 Polymerisation vOon 2-OXazOlNeN......ccooiiiiiiiiiieeiiiie e 87
4.3.3.1 Oligo(dimethylsiloxan)-haltige Lipopolymere............cccceevvvveevveviiviviinnnen 87
4.3.3.2 Dodecylinitiator-basierte LipOpOlYMer€. . .....ccoovvvveviiiiiciieeeee e, 90
4.3.3.3 CaldarchaeollipOpolYMEr ...........ure i e e e e e 92
4.4Lipopolymere basierend auf asymmetrisch funktionalierten Lipiden................. 94
4.4.1Synthesestrategie zur Darstellung von Lipopolymé@sierend auf asymmetrisch
11811 XaiTe] g F= VST =T 1 (= g I o T = o 94
4.4.2 Darstellung asymmetrischer Lipoinitiatoren...........ccccoevvvvvvvviviiiiiiiiee e, 95
4.4.3 Polymerisation vONn 2-OXazOlNEN......ccoriiviiieeeiiiiiciiee e e e eeaeeeeeee 100
4.4.4 Entfernung der SChULZGIUPPEN........ s eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeessnnnnnn e seeeeenaeeas 103
4.4.5 Polymeranaloge REAKIONEN ............cummmmmsseeeeeeeeeeeereeeeeesrnnnnnn e seeeeenaeeas 108
4.5.5.1 Fluoreszenzmarki€rUNQ ...........ooveeeeeeeiuiiiiiiiiiseeee e e e eeeeeeeeeeeeesssssennnneessnnnes 108
4.5.5.2 Funktionalisierung mit Phenylisothiocyanat..............ccccoeeeeiiviieiiiviiiiiiees 109
4.5.5.4 ,Click*-Chemie mit distal alkinfunktionalesten Poly(2-oxazolin)en............. 111
4.5.6 Lipopolymere basierend auf asymmetrisch fionkisiertem Caldarchaeol....... 114
4.6 Schaltbare Poly(2-Oxazolin) basierte LIpOpolynT@ ............eeviiiiiiiniieiiiieiiieeeiiiinns 120
4.6.1 Thermisch schaltbare Lipopolymere ... 120
4.6.1.1 Bestimmung déower critical solution temperature (LCST).........cceeeeeennnn. 121
4.6.1.2 LCST von LipohOmMOPOIYMErEN .......ccooeeeeeieieeeeieeeeeeeie e 121

4.6.1.3 LCST vON LIPOCOPOIYMEIEN ...t 123



Inhaltsverzeichnis

4.6.1.4 LCST von symmetrischen ,ABA"“-Lipopolymeren.............cccccevvvvvevvvinnnnnnnns 127
4.6.1.5 Polymerendgruppeneffekt ..........ooceeeeiiiiiiec e 129
4.6.2 Untersuchungen zu thermisch schaltbaren biyaperen an der Wasser-Luft-
GreNZiIBCNE. ... e 129
5 ZUSAMMENFASSUNG. ... oottt e e e e e e e anans 34
6 EXPERIMENTELLER TEIL oo e et e e e e e e 140
6.1 Gerate und HIlFSMITEl ........coooii i e 140
6.2 Lipidsynthesen und —eXtraktioNem............uueeiiiiiie et 145
6.2.1 Monofunktionale LiPIde ..........cooiiiiiiiieiii e 145
6.2.2 Extraktion von Caldarchaeol aus TrockenmaseeMethanothermobacter
thermoautOtrOPNICUM .....ueiiiii e e ee e e e e e e e e e e eeeeeees 148
6.2.3 Bifunktionale Lipidalkohole........... e 150
6.3 INILIAIOrSYNINESEN... ... 153
6.3.1 Monofunktionale Lipidinitiatoren .......ccec.vveeeeeeeiiiiiiiiiiieeee e eeeeeeeeeeeeeeeeeeee 154
6.3.2 Bifunktionale INItIAtOreN .............eceeemeeiiiiiiiiiiee e 155
6.3.3w-TBDPS-geschitzte INItiatOren ..............ueeeeemreerieiieiiiiiisee e eeeeeeeeeeeeeenennnees 157
6.4 POlYMEIrSYNINESENL.... ..o e e e e e e 159
6.4.1 Monofunktionale LIipohoOmMOpOoIYMEre......cccceeuviiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee e 160
6.4.2 Monofunktionale LIipOCOPOIYMETE ........commeeermniiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeaesiin e 175
6.4.3 Polymeranaloge Reaktionen mit monofunktiam&ipopolymeren.................... 180
6.4.4 ABA LIPOPOIYMEIE ...t mmmmm ettt e e e e e e n e e e e e e e e e eae s 186
6.4.5 Synthese distal TBDPS-geschutzter LipOpOIEMer.........ccceeevvvvvvveeeiiiiiinn, 319
6.4.6 Entfernung der Schutzgruppen von distal TBDE&hutzten Lipopolymeren .. 198
6.4.7.1 Polymeranaloge Reaktionen entschutztenkiionaler Lipopolymere ........... 202
6.5 Click-Chemie mit distal alkinfunktionalisierten Poly(2-oxazolin)en.................... 204
6.6 Lipopolymere basierend auts-TBDPS-funktionalisiertem Caldarchaeol........... 206
6.6.1 DAISLEIUNG ..oeeeeeiiiiiiiiee e e e e e e e e e e e e e e e e e e eeeaaaeee 206
6.6.2 Entfernung der SChUtZGrUPPEN ........ e eeernmnniaaaaeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneneennnnseeees 209

T LITERATUR e e ssa e e 210






Abklrzungen

Abkirzungsverzeichnis

AAV Allgemeine Arbeitsvorschrift

ACN Acetonitril

ATRP Atom Transfer Radical Polymerization
A Angstrom

BuOx 2-Butyl-2-oxazolin

Cc Konzentration

Ci2 Dodecyl

°C Grad Celsius

CP Tribungspunkefgl.: cloud poink

cmc kritische Mizellbildungskonzentration

(engl.: critical micelle concentratign

d Tag

DC Dunnschichtchromatogramm

DCM Dichlormethan

diCyg 1,20-Dioctadecylsn-glycerol

diPhy 1,20-Diphytanylglycerol

DMAc N,N’-Dimetylacetamid

DMF N,N’-Dimetyformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

Doco

DP mittlerer Polymersationsgraeh@l.: degree of polymerizatipn

d chemische Verschiebung

et al. lat.: und andere

EtOx 2-Ethyl-2-oxazolin

Et,O Diethyl Ether

eq Aquivalentgengl.: equivalents)

FRAP Ausheilung der Fluoreszenz nach dem Bégich
(engl.: fluorescence recovery after photobleaching)

g Gramm

gew-% Gewichtsprozent

h Stunde

HLB hydrophile/lipophile Balance



Abkirzungen

iPrOx
IUPAC

Kat., kat.

kp

LCST
LB

[M]o
[M]
MALDI
mbar
MEM
MeOH
MeOx
mg
MHz
min
mL
mmol
pmol
mol-%
MOM
My
mN
MS
My,
MW

m/z

nm

2iso-Propyl-2-oxazolin

International Union Of Pure and Appliede@istry
Kelvin

Katalysator, katalytisch
Geschwindigkeitskonstante der Initiation
Geschwindigkeitskonstante der Polymerisation
Liter

Lower critical solution temperature
Langmuir-Blodgett

Molaritat (mol/L)

Monomerkonzentration zur Zeitt =0
Monomerkonzentration zur Zeit t

Matrix assisted laser desorption ionisation
Millibar

Methanol
2-Methyl-2-oxazolin
Milligramm
Megahertz

Minute

Milliliter

Millimol

Mikromol

Molprozent

Zahlenmittel der molaren Masse

Millinewton

Massenspektrometrie

Gewichtsmittel der molaren Masse
Mikrowelle

Masse/Ladungszahl (Massenspektroskopie)
nicht bestimmt

Nanometer



Abklrzungen

NMR

NonOx
OEG
OMs
OTf
nNProx
P

PAA
PAAcC
PEG
Pip
PipBoc
PDI
PNIPAAM
POx
ppm
PVCL
PVE
PVI
P4VP
RI

RT

Sil

Tm
TBAB
TBDMS

Nukleomagnetische Resonanz
s: Singulett
d: Dublett
dd: Dublett von Dublett
t: Triplett

g: Quartett

m: Multiplett

br: breite Verteilung
2-Nonyl-2-oxazolin
Oligo(ethylenglycol)
Methansulfonsaureester (Mesylat)
Trifluormethylsulfonat Triflat = Triflat
2n-Propyl-2-oxazolin

Poly-

Poly(acrylamid)
Poly(acrylsaure)
Poly(ethylenglycol)
Piperazin

1-Boc-Piperazin
Polydispersitatsindex =M M,
Poly{so-propylacrylamid)
Poly(2-oxazolin)

parts per million
Poly(-vinylcarpolactam)
Poly(vinylether)
Poly(vinylimidazol)
Poly(vinylpyridin)
Refraktionsindex
Raumtemperatur
2-Aminopropyltrimethoxysilyl
Zeit

Schmelzpunkt
Tetrabutylammoniumbromid

tert.Butyldimethylsilyl



\Y% Abkirzungen
TBDPS tert.Butyldiphenyilsilyl

THF Tetrahydrofuran

TIBS Tri4so-butylsilan

TfOH Trifluormethansulfonsaure

TOF time of flight

Tos Tosylat = Toluolsulfonat

TRITC Tetramethylrhodaminisothiocyanat
UCST Upper critical solution temperature
uv ultraviolett

VIS sichtbaréngl. visiblg









Einleitung 1

1 EINLEITUNG

Membranen (abgeleitet von latmgembrana = Hautchen), stellen Schichten dar, welche als
undurchdringliche, selektive Barriere zwischen zRbasen fungieren, d.h. sie sind zunachst
undurchlassig gegeniber bestimmten Molekilen odwetikeln. Im technischen Bereich
finden Membranen hauptsachlich als Filtermedium 3tofftrennung von Partikeln mit
GroRen im Bereich zwischen 100 nm — 10 pm Anwendéiipéangig von deren mittlerer
PorengrofR3e spricht man auch von mikro-, meso- ualdroporésen Membranen. Je nach
Betrachtungsweise kann sich allerdings auch Urterdang zwischen kinstlichen und

biologischen Membranen als sinnvoller erweisen.

So hat die Beispiele fur die weitaus komplexesteemMransysteme im Laufe mehrerer
Millionen Jahre Evolution die Natur hervorgebracHBei naturlich vorkommenden
Membranen handelt es sich um ultradiinne Struktwem 6 - 10 nm Dicke, welche
biologische Zellen kompartimentieren und vom exHatdren Medium abgrenzen.
Biologische Membranen bestehen aus Lipiddoppelbténe durch welche der gesamte
Informations- und Stoffaustausch zwischen Zellieneiund —&uf3erem stattfindet. So werden
beispielsweise toxische Verbindungen bzw. Elemegézielt von den intrazellularen
Kompartimenten ferngehalten und so daran gehindee,schadliche Wirkung zu entfalten.
Aus diesem Grund ist es zum Erhalt der vitalenfdektionen, dass Transportprozesse durch
solche Schichten hochselektiv ablaufen, um konstaphysikalische und chemische
Bedingungen im intrazellularen Medium aufrechtztéral Weiterhin sind fast samtliche

Rezeptoren bei lebenden Organismen in oder anaim@mbranen gebunden.

Aus diesen Grinden ist das Verstandnis derardgmbranen fir Anwendungsbereiche wie
die Sensorik von grofem Interesse, speziell im &atl sogenannten Biosensoren. Dabei
handelt es sich um Systeme, in welchen eine bietbgi Komponente direkt an einen
physikalischen Signalwandler wie ein Piezoelemeaakogpelt ist. Anhand von Biosensoren
kdnnen so beispielsweise gezielt bestimmte Verbigdn, neben einer Vielzahl &hnlicher,
detektiert werden. Gelange es, die biologischen Mbtamen zugrundeliegenden
hochselektiven Prozesse zu imitieren bzw. hierglevante funktionelle Bereiche unter
Beibehaltung ihrer Funktion zu isolieren, so velspe dies Zugang zu neuen,
Anwendungsmaoglichkeiten in Bereichen der Medizieroder chemischen Analytik.



2 Einleitung

Allerdings handelt es sich bei solchen Membranenhathkomplexe Systeme, bei denen
direkte Untersuchungen mit hohen Schwierigkeitalhweden sind und die deshalb bisher bei
weitem noch nicht vollstandig verstanden sind. Welgerausragender Eigenschaften, wie der
hohen Selektivitat, ist es bereits seit langereit das erklarte Ziel wissenschaftlicher
Bemuhungen, solche Prozesse sowie die generelgn&thaften der Membranen isoliert
betrachten zu konnen. Hierfir bedurfte es wiederder Entwicklung geeigneter
Modellsysteme. Uber einen langeren Zeitraum stelRbBospholipiddoppelschichten, welche
auf eine feste Substratoberfliche aufgetragen waaésh guter Kompromiss zwischen
Stabilitat und Fluiditat, das gelaufigste Modelr zintersuchung von Lipidmembranen dar.
Fur weiterfuihrende Experimente, wie die Inkorpameg von Proteinen, ist es vorteilhafter,
die Lipidschichten auf weichen, hydratisiertenylaérkissen zu lagern, um direkten Kontakt
mit dem Substrat und damit eine Denaturierung agieRen. Solche Kissen Gbernehmen
die Funktion eines Puffers bzwspacers und entkoppeln die Membran von der
Festkdrperphase. Die Polymerschichten kdnnen dabgveder als passive Trennschicht
fungieren oder direkt in die Lipidschicht tGber krg mit dem Polymer verbundene
Lipidanker (Lipopolymere) inkorporiert sein. In 2&trem Fall besteht zudem die
Mdoglichkeit, den Abstand zwischen Substrat und dsphicht direkt Uber die Lange der
Polymerkette und damit die Viskositat der Polymieidat zu steuern, weshalb dieser Ansatz

wiederum beim heutigen Stand der Kenntnis den &isjwrechendsten darstellt.

Daruber hinaus ware es winschenswert, solche Modaibranen mit weiteren
biomimetischen Funktionen zu versehen. Zum einemn kdies bei Lipopolymeren ulber
Modifikation der Polymerkette erfolgen. Hieruntaelé beispielsweise der Einsatz von
Lipopolymeren mit adaptiven Eigenschaften, d.h.cts®e] welche die physikalische
Eigenschaften der Polymere, ausgeldst durch defniexterne Stimuli, @ndern. Uber
neuartige polyfunktionale Lipide kodnnten in hoherefidition chemische funktionelle
Gruppen an der Au3enseite der Membran prasentettem, welche wiederum als Mimetika
fur extrazellulare Motive dienenDie wohl derzeit vielseitigste Grundlage flir solche
Strategien, die zum Aufbau komplexer lipopolymesgisteme fihren, bietet wiederum die
kationische Polymerisation der 2-Oxazoline. Ausgehegon Lipidinitiatoren, kdénnen auf
dieser Basisu,o-funktionale Lipopolymere von gut definierter Zusaensetzung und mit

genau definierten Endgruppen dargestellt werden.



Grundlagen 3

2 GRUNDLAGEN
2.1 Biologische Membranen

Alle in der Natur vorkommenden Lebensformen weiZetfimembranen auf, welche der
aullere raumliche Grenzen darstellen das intrazélilare Medium vom extrazellulén
abgrenzen. Membranefungieren alspassive Trennschichind tbernehme damit eine
Funktion &ahnlich eineHaut. Neben der Schutzfunktion gegen auf3ere Einflisdi die
selektive Permeabilitdeine weitere wesentliche Eigenschidar - in den Membranen
verankerte Proteine regeln den S- und Informationstransporischen Zellinnerem un—
aul3erem. Wahrendembrane fiur kleinere, unpolare Molekile gut durchlassigdsisind sie
fur Wasser und polare Moleki unspezifisch kaum zu durchdringddiese Eigerchaft von
natirlichen Zellmembranen ist fundamental und etmolit so erst den Ablauf der meist
biochemischen und biologischen Prozeda auf diese Weisen Cytoplasm ein chemisches
bzw. biochemisches Milieu aufrechterhaltwird, welches sich biswen gravierend vom
jenem aul3erhalb unterscheiden karSo kann beispielsweise durch die prinzipi
Undurchlassigkeit gegentber geladenen Teil, innerhalb der Zelle eine von den aul3e
Gegebenheiten unterschiedliche lonenkonzentratiogestellt werdn. Bis heute ist die
Forschung weit davon entfe, die Zusammensetzung vdmologischen Zellmembran
vollkommen bestimmen zu kdnnen, was vor allem an deren Kontat liegt, aber auch
daran, dass geradmtegrale Proteir oft nicht ohne Denaturierun und Erhalt ihrer
natiirlichen Funktionen isoliert werden kon.!! Esist bekannt, dass die Plasmamembre
zum Uberwiegenden Teil aus Lipiden und Proteinestdben, wobei ersie zumeist
uberwiegen. Diggenaue Kompdition variiert jedochabhangig von der Funkti der Zellen,
stark. Der schematische Aufb einer humaen Erythrocytenmembr ist als Beispiel in
Abbildung 2.1 dargestellt.

Menschliches Rotes Blutkorperchen:
(Erythrocyt)

Glycocalix ‘ Adhdésion
(Glycolipide, Glycopeptide) Extrazellulires

" Lipidmembran Transport /
(Phospholipide) Information

(Transmembran / Membran So ¥
assoziiert)

Intrazelluldres
Medium

Cytoplasma

Abbildung 2.1:Schematischer Aufbau der Zellmembran von humanﬁ]nrlﬁcyten[zl



4 Grundlagen

2.1.1 Bakterielle und eukaryotische Zellmembranen

Die Lipide der Membranen der Eubacteria und Eukaryoliegen stets in Form von
Lipiddoppelschichten mit einer Dicke von ungefahnm vor, welche durch hydrophile und
hydrophobe Wechselwirkungen physikalisch stabifisierden. Bei solchen Lipiden handelt
es sich um amphiphile Moleklle, bestehend aus emgrophilen Kopfgruppe sowie
mindestens einer hydrophoben Alkylkette. Wahrergdsa in biologischen Systemen in einer
Vielzahl von verschiedenen Formen auftreten, wieyc@Ipiden, Phospholipiden und
Steroiden, liegen sie als Teil von Zellmembraneeriiegend als Glycerophospholipide vor.
Diese basieren auf Glycerin-3-phosphat, welcheslem1- und 2-Position mit Fettsduren
verestert ist (Abbildung 2.2). Die Phosphatfunktiegt im selteneren Fall als Monoester vor,
sondern ist zumeist Uber eine weitere Esterbinddegvatisiert, vorwiegend als im
physiologischen pH-Bereich zwitterionisches Phosigiiizholin. Dartiber hinaus treten aber

auch noch weitere Glycerophospholipide haufiger(@abelle 2.1).

Fet;séureester ~ . 0

—OH 0 —OJ-L&
Ester mit
HO m— (0] R, O —— (0]

|| ‘ ‘ polarem Alkohol
—0—P——OH —o—F|>—o—x
OH OH
L-Glycerin-3-phosphat L-Glycerophospholipid

Abbildung 2.2: Strukturen von Glycerin-3-phosphatl Glycerophospholipiden.

Tabelle 2.1: Haufige Klassen an Glycerophosphotipid

Name von X-OH Formel von —X Name des Phospholipids
Wasser -H Phosphatidsaure
Ethanolamin -CH,CH,NH3" Phosphatidylethanolamin
Cholin -CH,CH,N(CHg)s" Phosphatidylcholin

Serin -CHCH,(NH3")COO Phosphatidylserin

Glycerin -CHCH(OH)CH,OH Phosphatidylglycerin
myaInositol § Phosphatidylinositol

OH m: OH

OH
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An der C1-Position sind diese Lipide vorwiegend mmgesattigten - und Gg- Fettsduren
verestert, wahrend an der C2-Position auch haufigeséttigte & — Cy-Fettsduren
beobachtet werden. Samtliche Lipide enthalten jedecifgrund ihres biochemischen
Synthesewegs stets geradzahlige Werte an C-Einheditagesattigte Fettsduren besitzen
mindestens eine, haufig auch mehrere Doppelbindynauptsachlich in C9-Position,
welche fast ausschlie3lich in deren Z-Konfiguratwanliegen, wodurch wiederum eine rigide
Stauchung der Alkylketten um einen Winkel von 3bfduziert wird. Diese hat zur Folge,
dass solche Fettsaureester eine im Vergleich zuhdemlogen gesattigten Verbindungen
wesentlich geringere Neigung zur Kristallisatiorige&. Folglich unterscheiden sich auch
deren Schmelzpunkte drastisch, im Mittel um rundGpwie in Tabelle 2.2 zu sehen.

Tabelle 2.2: Allgemeine biologische Fettsauren unéren Schmelzpunkte unter

atmospharischen Bedingungéh.

Symbof’ Systematischer Name (IUPAC) nT°C]
12:0 Dodecansaure 44,2
16:0 Tetradecansaure 52
18:0 Octadecansaure 69,1
20:0 Eicosansaure 75,4
24:0 Tetracosansaure 84,2
16:1 9-Hexadecensaure -0,5
18:1 9-Octadecensaure 13,2
18:2 9,12-Octadecadiensaure -9
18:3 9,12,15-Octadecantriensaure -17
20:4 5,8,11,14-Eicosatetraensaure -49,5
20:5 5,8,11,14,17-Eicosapentaensaure -54
24:1 15-Tetracosensaure 39

Durch den Einbau solcher Lipide in biologische Meamen senkt die Natur die fur
Lipiddoppelschichten charakteristische Ubergangseeatur herab. Oberhalb dieser liegen
die Fettsaureester in flussigkristalliner Phase, vdarunter als gelartiger Feststoff.
Entscheidende Parameter fiir diese Ubergangsterapenatiche zumeist zwischen 10 — 40
°C liegt, sind die Lange der Lipidseitenketten soweren Sattigungsgrade. Die Absenkung
der Ubergangstemperatur wird ebenfalls durch debdti von Cholesterinbausteinen in die
Membranen erreicht, deren unbewegliches Steroigystgm die Beweglichkeit der

benachbarten Alkylketten reduziert, aber auch ddféhigkeit zur Kristallisation durch
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Interkalation verringert (,Weichmacherwirkung®). @ beide Eigenschaften wird so jeweils
die Ubergangstemperatur der Doppelschichten erhdmt.der Natur vorkommende
Organismen sind in der Lage, die Zusammensetzumg Zellmembranen in Abhéngigkeit
von der jeweiligen Umgebungstemperatur zu variiared so die Fluiditat der Membranen
konstant zu halten. Die einzelnen Lipidmolekuile itzeq &auf3erst limitiertdransversale
Beweglichkeit, d.h. der Ubergang eines Lipidmolekivon der einen Seite der
Lipiddoppelschichten auf die anderefliptflop), ist mit einer &uf3erst niedrigen
Wahrscheinlichkeit verbunden. Grund hierfur isisgifiir einen solchen Vorgang zunachst die
Hydrathtlle der polaren Kopfgruppe entfernt werdenss, welche darauf den inneren
Bereich Cytoso) der Membran zu durchqueren hat. Dabei handeticksin beiden Fallen
um thermodynamisch stark benachteiligte EreigniBsgegen besitzen Membranlipide eine
im Vergleich dazu um mehrere Grol3enordnungen hdaereale Beweglichkeit von bis zu 1
pm/s. Wegen der hohen Anisotropie der Diffusionsiyesndigkeiten werden biologische
Membranen auch als zweidimensionale Flussigkeitetnabhtet. Die Viskositat ist in der
Innenseite der Lipiddoppelschichten gering, stalggr drastisch mit zunehmender Néhe zu
den Aul3enseiten. So sind die Schwéanze der Alkgkdtaum in ihrer Rotation eingeschrankt
und in permanenter Bewegung, wahrend die Viskosit&ichtung der polaren Kopfgruppen
aufgrund ihrer Hydratisierung fortwahrend abnimmt.

Neben den Lipiden bestehen alle biologischen Mendraaus einer Vielzahl an Proteinen.
Diese kdnnen sowohl auf deren Innen- als auch Asfie gefunden werden und verleihen
den Membranen so eine asymmetrische Struktur. Zudristieren Proteine, die in die
Membranen eintauchen und solche, die sie durcheiirigtegrale Proteine). Die Protein-

Lipid-Komposition variiert dabei erheblich, abhéggiom Zelltyp (Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Gewichtsverhéltnis zwischen Proteined Lipiden in verschiedenen natirlichen

Lipidmembraneft’
Membrantyp Verhaltnis Proteine / Lipide [m/m]
Myelinmembran 0,23
AuRere mitochondriale Membran 1,1
Humane Erythrocytenmembran 1,3
Humane Hepatocytenmembran 15
Bakterielle Zellmembranen 2,0-3,5

Inneren mitochondriale Membran 3,2
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Insgesamt unterscheidet man zwischen peripherelipidverankerten und integralen
Proteinen. Erstere sind nur lose mit jeweils eiagizigen Seite der Lipiddoppelschicht
assoziiert, wahrend zweite kovalent mit Lipidmoliekifunktionalisiert sind, durch die sie in
die Membran inseriert sind, mit welcher wiederuninkéirekter Kontakt besteht. Integrale
Proteine sind unmittelbar in die Membran inkorpdriend weisen amphipatische Struktur
auf, wobei deren hydrophobe Bereiche in der Lihdsd verankert sind, wahrend sich die
hydrophileren Abschnitte in Richtung der wassrigdrase orientieren. Solche Biopolymere
spielen eine wichtige Rolle beim Informations- Wiffaustausch zwischen extrazellularem
Medium und Cytoplasma. So UuUbernehmen diese untede®m hochspezialisierte
Funktionen, wie die von hochselektiven lonenkanalaber auch die von spezifischen
Rezeptoren. Diese Proteine sind nicht unbeweglictder Membran verankert, sondern
ahnlich wie die Lipide lateral nahezu frei bewelglic

Nach Betrachtung der Gemeinsamkeiten von Lipiddisishehten und der von biologischen
Membranen schlugen im Jahr 193mgerund Nicolsod” deshalb gemeinsam das #isd-
mosaicbekannte Konzept als Theorie der Struktur vondgisichen Membranen vor. Danach
kénnen biologische Membranen als zweidimensionlssigkeiten betrachtet werden, in
welchen alle Bestandteile lateral vorwiegend freffuddieren konnen. Die Proteine
schwimmen bei diesem Modell gleichsam wie ,Eisbéngeeinem ,0Ozean” aus Lipiden.
Diese Annahmen beruhten vor allem auf ExperimentemEdidin et al® zur Fusion zweier
Zellen, bei welchen einige Membranenproteine zuvenit unterschiedlichen
Fluoreszenzfarbstoffen markiert waren und Diffusexperimenten mittels FRAP
Spektroskopie. Bei dieser Technik werden durchrefokussierten Laserpuls € 200ms) die
Farbstoffmolekile in der Membran innerhalb eineg eefinierten Radius (r ~ 5um)
gebleicht. Anschlielend wird untersucht, wie schoat bis hin zu welcher Intensitat die
Fluoreszenz durch Diffusion intakter Farbstoffmailek wieder aquilibriert wird ® So
wurde vonEdidin et al® beobachtet, dass sich die beiden Chromophore mirkigzester
Zeit durchmischten, wodurch wiederum die nahezie BBeweglichkeit der an diesem Prozess
beteiligten Biomolekile nachgewiesen werden konmdeutzutage wird dieses Modell
trotzdem als veraltet betrachtet, da man inzwisar&annt hat, dass es sich hierbei um eine
idealisierte, stark vereinfachte Annahme handeaitli€gen Membranproteine zumeist in so
hohen Konzentrationen vor, dass von freier unabigéndokaler Beweglichkeit nicht die
Rede sein kann. Daruber hinaus weisen viele ineegRroteine grol3ere hydrophobe
Abschnitte auf als der Durchmesser der Lipiddogethten betragt und induzieren durch

deren Aufspreizung lokale Defekte in der Membrandtr. Solche Stellen zeigen héhere
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Dichten und geringere Entropie, also einen hh&ead an Ordnung, was wiederum lokal
gravierende Auswirkungen auf die Viskositat hatrddége Strukturen werden als sogenannte
lipid rafts klassifiziert, als haufig spezialisierte Mikrodone#, welche in Membranen
Aufgaben wie die Regulation der Neurotransmissidperiehmen. Da diese weder
untereinander verschmelzen, noch sich vermischegen sie gleichsam ,Flol3en® (engl.
»raft®) in der Lipidschicht vor.

Somit handelt es sich bei biologischen Membranenhathkomplexe und —spezialiserte
Systeme. Obwohl ihre Grundstrukturen bereits gusteeden sind, kann allerdings bisher
und wohl auch in absehbarer Zeit von einer voldigen Beschreibung, bzw. Verstandnis all
ihrer Bestandteile sowie deren Funktionen nichtRkee sein.

2.1.2 Archaea und deren Lipidmembranen

Einen deutlich von den Eubacteria und Eukaryotesceedenen Zellmembranaufbau findet
man bei den sogenannterchaea Diese wurden friher falschlicherweise als
Archaeabakterienmit zu den Prokaryoten gezahlt, was daran lieggsdsie mit ihnen haufig
GroRe und Form teilen. Sie besitzen ahnlich wiesalieine an Zellwande gebundene
Zellmembran und benutzen zur Fortbewegung ebenFelﬂgellen[.” Andererseits weisen
Archaeen jedoch keinerlei Zellkern oder Zellorgimeluf® Woese et df! fanden anhand
von molekularbiologischen Untersuchungen dieser elsdsen heraus, dass sich
beispielsweise deren ribosomale RNA (rRNA) derargnifikant von bakterieller
unterscheidet, dass nicht von einer direkten Vedtsaaft zu den Bakterien gesprochen
werden kann. Bemerkenswert ist auch, dass beirdiesperimenten sogar eine noch gréf3ere
Néahe dieser Lebensformen zu den Eukaryoten festljestirde. So sind unter Anderem die
in Archaeen ablaufenden Translations- und Trans&@ripprozesse ahnlich zu den analogen
eukaryotischen. Mithin handelt es sich bei den Archaea eindeutig eimen eigenen
phyletischen Stammbaum, wi¢oese et df' dazu bewog zu deren Klassifizierung das bis
heute gultige Drei-Domé&nen-System einzufihren. &dsesagt, dass die drei Hauptzweige
der Evolution durch Bacteria, Archaea und Eukamprasentiert werden (vgl. Abbildung
2.3). Damit wurde auch die Bezeichnung der Prokarymbsolet, durch welche zuvor die
beiden ersteren zusammengefasst wutlemzwischen gilt auch durch weiterfihrende
phylogenetische Studien als erwiesen, dass diepalitsng zwischen den beiden Linien der
Bacteria und Eukaryoten/Archaea bereits sehr nider Geschichte des Lebens stattfand und

zugleich ein wesentliches Evolutionsereignis regmésrt.
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Abbildung 2.3: Universeller phylogenetischer Staraom des Lebens basierend auf SSU
rRNA Sequenzen. Die Balkenldnge entspricht 0.1 dwddbten Verdnderungen per

Nucleotidi*%!

Die Zellwande der Archaea enthalten nicht wie BagteMurein, sondern ein von diesem in
mehreren charakteristischen Merkmalen abweichenBesudomurein wodurch diese
unempfindlich gegentber bestimmten Antibiotika sinélche Bakterien an dieser Position
angreifert*!! Andererseits ist auch wiederum bis heute keinigészpathogenes Archaeon
bekannt. Zudem kennt man eine Vielzahl an DNA-Vjremlche ausschlie3lich Archaeen
infizieren und nicht mit anderen bekannten Typen Viren verwandt sinft? Urspriinglich
wurden Archaeen als Extremophile betrachtet, da =zierst in hochspezialisierten
Okologischen Nischen entdeckt wurden, wie in heilf@aellen, Salzsolen, oder bei
normalerweise lebenswidrigen pH-Werten und Drickaisp Bedingungen von welchen
allgemein angenommen wird, dass sie in der Fruldest Lebens auf der Erde geherrscht
haben. Daher leitet sich auch deren Bezeichnung a&ibgniechischenipyoia (= die sehr
Alten) ab. Extremophile Archaea werden in vier ehisdene Gruppen untertéift)

namentlich in halophile (lebensfahig bei extremaiz&nzentrationen), thermophile (bei
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extremer Hitze bis zu 122 °€¥, sowie in alkali- und acidophile (jeweils bei exttren pH-
Werten wie pH = 0%* Inzwischen wurden diese Lebensformen aber auefinir Vielzahl
an Habitaten mit milderen 6kologischen Bedingungefunden, wie in Béden, Ozeanen oder
Sumpferf!® Heute nimmt man an dass Archaeen gar unter dehzarfigsten auftretenden
Organismen sind und bis zu 20% zur Biomasse de®fla beitragen konntérf! Dass diese
so lange tibersehen wurden, lag auch an deren sajeri¢solierbarkeit'® Handhabbarkeit
und Kultivierbarkeit unter Laborbedingungéh.?® Da der letzte gemeinsame Vorfahr von
Bakterien und Archaeen vermutlich thermophil waandtelt es sich bei den fir uns als

moderat bekannten Bedingungen wiederum hochstwadirdch um urspringlich extreme

Bedingungen fur Archaea.

A A A A S N A e e

Abbildung 2.4: A) Typische archaeale Lipié®. B) Strukturen von bakteriellen und
euykariotischen Lipiden (links), sowie von archHaeal) Fettséure, 2) Esterbindung,

3) D-Glycerin, 4) Phosphatester, 5) Isoprenoidsetdte, 6) Etherbindung, 7) L-Glycerin.

C) Aufbau der analogen Zellmembran&h.
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Aus diesem Grund uUberrascht es nicht, dass dieréfertder Archaeen als Folge der
Anpassung an diese extremen Bedingungen gegemiigleren Organismen fundamental
abweichende Membranstrukturen aufweisen (Abbild@mg). So ist Stereochemie an der
Glycerinfunktion bei sdmtlichen anderen Lebensfarimyertiert. Dies ist ein weiteres Indiz,
welches nahe legt, dass die Abspaltung der Archaeenden beiden anderen Domanen
bereits frih in der Geschichte der Evolution sggfunden haben muss, da sich die zur
Synthese der Etherlipide bendtigten Proteine leerfeith entwickelten. Weiterhin basieren
ihre Membranen zwar ebenfalls auf Phospholipidestdhend aus hydrophilen Kopfgruppen
und hydrophoben Seitenketten. Wahrend bei den &tertr der anderen beiden Domanen
jene Uuberwiegend als Glycidylester vorliegen, weigedoch diese an deren Stelle
Glycidylether auf. Etherbindungen sind im Vergleizt Estern insbesondere hinsichtlich
saure- und basenkatalysierter Hydrolyse chemisalide widerstandsfahiger und verleihen
so den extremophilen Vertretern der Archaea diegkait, auch bei extremen pH-Werten zu
tiberleben® Diese geringere Reaktivitat erfolgt allerdings laaeif Kosten eingeschrankter
chemischer Modifizierbarkeit.

Darlber hinaus unterschieden sich auch ihre Lipidkegravierend von anderen Organismen.
Dies gilt sowohl fur deren Syntheseweg, als auchdéren Struktur. So bestehen samtliche
archaealen Lipide aus langen Isoprenoidseitenketten hohem Verzweigungsgrad und
enthalten bisweilen auch Cyclopentyl, bzw. —hexgel®> 2* %' Merkmale wie sie bis heute
nicht in anderen Lebensformen gefunden werden konnisoprenoidketten spielen zwar
Uberall in der Natur eine hervorgehobene Rolleg viieispielsweise in Form der
Phytolseitenkette des Chlorophylls und gehéren tlamiden haufigsten Biomolekulen auf
unserem Planeten, jedoch verwenden nur die Arclegaen als Baustein flr ihre Lipide.
Durch deren hohen Verzweigungsgrad wird, ahnlich eirch den Einbau von ungesattigten
Fettsduren bei den Vertretern der anderen Domamen, diese Weise effektiv eine
Verringerung der Membraniibergangstemperatur etreaterdings nicht durch chemisch
reaktive Doppelbindungen. Die Methylgruppen an &mitenketten verhindern eine enge
raumliche Nahe benachbarter Alkylketten und erhalteo die flussigkristallinen
Eigenschaften der Membranen. Eine weitere dadutahgte Eigenschaft besteht darin, dass
so die unspezifische Permeabilitat der Zellmembraaech bei hohen Temperaturen gering
gehalten wird, bedingt durch héhere Packungsdidfiten

Die wohl am meisten hervorzuhebende Eigenschalfiagader Zellmembranen ist aber, dass
bei manchen Vertretern die Phospholipiddoppelsthicinch eine einzige Monolage ersetzt

wurde. Hierfir werden zwei separate Lipideinheitan einem einzigerbolaamphiphilen
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Lipid mit zwei polaren Endgruppen verknupft, wie falle des Caldarchaeols (vergleiche
Abbildung 2.4, mit R = ,H"). Anders als in den Stturformeln gemeinhin angedeutet, darf
man sich dieses Molekil nicht als aus zwei exakalfg angeordneten Isoprenoidketten
bestehend vorstellen. Stattdessen wird durch estiop Kréafte eine grolstmogliche
Entfernung zwischen ihnen angestrebt. Folglich kamm diesen Makrozyklus durchaus
gleichsam einer ,mechanischen Feder* betrachterichee in lateraler Richtung durch
entropisch bedingte Krafte den Membranen hoherdigkest sowie Stabilitat gegeniber
widrigen chemischen und physikalischen Umweltbeglinggn verleiht?®

2.2 Kunstliche Modellmembranen

Bei naturlich vorkommenden Membranen handelt ek sim hochkomplexe und bis zum
jetzigen Zeitpunkt noch nicht vollstandig verstamgleéSysteme, was Untersuchungen von
deren Eigenschaften und den damit assoziierteneBsen bisweilen stark erschwert. Aus
diesem Grund wurden zahlreiche Konzepte zum Aufbdifizieller Modellmembranen

entwickelt, um ausgewahlte Aspekte von den Funktionatirlicher Systeme isoliert zu
untersuchen und Einblick ins Wechselspiel zwiscl@emischen und physikalischen
Phanomena und deren Einfluss auf die Membranfumétiozu erlangen. Biologische

Membranen sind allerdings bei weitem zu kompligeKonstrukte, als dass diese beim
derzeitigen Stand der Kenntnis in all ihren Eigéagien und ihrer Vielfalt in absehbarer Zeit
in vollem MalR3 imitiert werden kdénnten. Deshalb lw&oken sich auch die im Folgenden

beschriebenen Ansatze auf die Nachahmung einiggeawdhlter Merkmale.

2.2.1 Lipidmonoschichten an der Wasser-Luft-Grenzfiche

Zur Darstellung einer Lipidschicht an der WasseftRhasengrenze wird in einem LB-Trog
eine Mischung aus Lipiden sowie weiteren Membratametteilen auf der Wasseroberflache
gespreitet. Nach anschlieRender Komprimierung girfeélbstausrichtung der Lipide mit den
polaren Kopfgruppen hin zur wassrigen Phase, wéhsich die hydrophoben Seitenketten
aus thermodynamischen Grinden hin zur Gasphaseorientieren. Bei diesem Ansatz
handelt es sich streng genommen nicht um ein bietsches Modell, da gemald dieser
Prozedur keine Lipiddoppelschichten erzeugt werd2eshalb eignet sich dieses Modell

bevorzugt zu Untersuchungen, welche durch die egeli Betrachtung einer der beiden
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Halften einer Lipidmembran erleichtert werden. Ddaen fallen beispielsweise
Beobachtungen des Phasenverhaltens von in die Meméingebundenen Lipiden sowie
deren Mischbarkeit. Zur Beobachtung komplexerer bramgebundener Vorgange ist es
allerdings unumganglich, mit Modellsystemen zu aeme welche auf Lipiddoppelschichten

beruhen.

2.2.2 Black Lipid Membranes (BLMSs)

Eine der ersten eingefihrten Techniken zur Datsigll kiinstlicher, bimolekularer

Lipidmembranen im wassrigen Medium wurde 1962 Mureller und Montal beschriebeff.”

30 Hierfur wurde zunéchst eine Teflonkammer mit Waggsullt. Die Kammer war durch

eine dunne Teflonwand getrennt, welche knapp oliertar Flissigkeitsoberflache eine
kleine Offnung von 1-10 mm aufwies. Eine monomolekei Lipidschicht wurde auf den

Wasseroberflachen durch Spreitung aus einer Hesand gebildet. Daraufhin wurde

nacheinander der Pegel erst im einen, dann im andéompartiment langsam angehoben
(Abbildung 2.5).

Abbildung 2.5: Bildung einer artifiziellen biomoldkren Lipidmembran durch Spreitung an

der flussig-flissig-Grenzflach&!

Auf diese Weise konnten Lipiddoppelschichten vomdbdmessern bis zu 10 mm?2 hergestellt
werden. Durch destruktive Interferenzen im Berailes sichtbaren Lichts erscheint die so
gebildete Membran anfangs schwarz umrandet, natdtamdiger Bildung zuletzt komplett in
schwarz. Die Bildung dieser Farbe kann als direkiachweis fur die erfolgreiche
Darstellung interpretiert werden. Aus diesem Grgpdcht man deshalb von Black Lipid
Membranes (BLMS).
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Diese weden ausschlie3lich durch ni-kovalente Krafte zusammengehalteCoulomb-,
van-der-Waals- und grenzflchenphysikalische Krafte) und befien sich ir
flussigkristallinem ZustandDa die hierfir verwendeten Lipide uridentiscl bzw. direkt
naturlichen Ursprungs waren, kadies als eines der ersten Beispiéle biomimetische
Membranen betrachteterden. E wurde gezeigtdass solche Uber kleinere Flac, ohne
weitere unterstitzende zellulare Kompone, stabil gehandhabt werden konnteZudem
erlaubten es BLMs erstmaligMembranproteir fir elektrische Potentialmessun: zu
inkorporieren®™ 32 Da dieelektrischeLeitfahigkeit von Lipiddoppelschichten in transees
Richtung sonstul3erst gering isigestattete dies mit hoher Genauigkdii# Messung vc

Leitfahigkeitsverdnderungenwelche z.B. durch Ladungstraport durch lonenkana
verursacht werden.

Allerdings erforderte die Ausbildung ausihend stabiler Schichten &uf3 saubere
Substanzen, sowohl was den Teflontrog betrifft, saalsh das eng definierte Verhaltnis

Lipidmischung. Die Spielraume beim \gleich mit biologischen Systemen, welche zumr
nicht exakt definiert vorliegen kbénnen, waren ddsisahr limitiert. Darliber hinaterwiesen
sich die BLMs als insgesamat instabil flr weiterfihrende Untersuchungen, \adisliiese:
Konzept heute als vetat gilt. Die Anstrengungen der Forschung konzertegn sich deshal
schon bald auf die Entwicklung neuer, verbesseitmbranmodelle von hoher

physikalischer und chemischigrangzei-)Stabilitat.

2.2.3Festphasenunterstiitzte Membrane

Eine zusatzlihe Méglichkeit zur Untersuchung von Lipidschichstallen Vesikel dar. Dies
weisen eine oder mehrere lamellare Schichten ae$tebhend ai Lipidmonc- oder —
doppelschichten, in Abhangigkeit von deren Kompasi Jedoch schréankihre spharische
Form einegenauere Untersuchurvon membrangebundenen Phanom: und Prozessen

stark einAus diesem Grund ist es von Vorteil, sol Untersuchungen astabilen, planan

dinne Wasser-

} schicht,
S PV —
d~2nm

Abbildung 2.6: Schematische Darstellung einer tessenunterstiizten Lipidmembr
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Doppelschichten vorzunehmen. Dieses Konzept witddkee sogenannterokd supported
membranewverfolgt, wobei es sich um Lipiddoppelschichtemdhelt, welche auf ein festes
Substrat aufgetragen wurden (Abbildung 2.6). Déarstellung erfolgt zunachst tber einen
Langmuir-BlodgetfTransfer *¥ einer Lipidmonolage auf eine hydrophile Oberflachie
Quarz oder Glas, wobei sich die polaren KopfgruppenLipide in Richtung des Substrates
orientieren. Mittels einetangmuir-Schafeffransfers®¥ oder durch Vesikelfusiof® ¢!
wird die Lipiddoppelschicht vervollstandigt. Beitdéerer Vorgehensweise wird die bereits
mit oder ohne einer Monolage vorpraparierte Obelni#éin einer wassrigen Vesikelldsung
behandelt, woraufhin ohne weiteres Zuwirken die ivéipidlage gebildet wird. Beim
Langmuir-Schéfer-Transfer wird die préaparierte Gliehe in eine an der Wasser-Luft-
Grenzflache gespreitete Lipidmonolage in vertikdéchtung eingesenkt und so mit einer
zweiten Schicht vervollstandigt. Derartige Membramveeisen - im Vergleich zu BLMs —
auRRerordentlich hohere physikalische Stabilitat™3Gf' Dartiber hinaus konnten so auch
Schichten von weit gro3erer Ausdehnung dargesteilen. Die Kopfgruppen der unteren
Lipidschicht stehen dabei nicht in unmittelbarermiédkt mit der Substratoberflache, sondern
schwimmen auf einer 1 - 2 nm hohen WasserscHif und verlieren dadurch nicht ihren
flussigkristallinen Charakter.

Die auf festen Substraten aufgetragene Phosphatpjklschichten waren Utber langen
Zeitraum die gelaufigsten Modellsysteme fiur biontisthe Membranen. Anders als bei
Vesikeln wurde durch deren planare Geometrie desdfz einer groReren Bandbreite an
weiterfihrenden  analytischen Methoden ermdglicht,ie wbeispielsweise NMR
Spektroskopié® FT-IR Spektroskopié® Réntgen- und Neutronenstreutfig*” “® und
fluoreszenzspektroskopische Untersuchurfiferf? Anhand dieser Systeme konnte eine
Vielzahl an mit biologischen Membranen assoziierBmozessen untersucht werden, von
Zelladhasion bis hin zu Immunreaktiodh>® AuRerdem war es so méglich, periphere
Membranproteine zu inkorporieren, bzw. integralet®ine von geringerem extrazellularem
raumlichen Anspruch? Bei allen genannten Experimenten ist es von gro®tiehtigkeit,
dass eine laterale Beweglichkeit der Lipide geveisiiet war, um so die Untersuchung von
dynamischen Vorgéangen zu ermdglichen.

Jedoch ist dies bei jenem System nicht in dem mollenfang gegeben, wie z.B. in frei
beweglichen Vesikeln bzw. in naturlichen biologieehMembranen. Grund daflr ist der
extrem geringe Abstand zwischen Substrat und Modstibran. Zwar ist dieser Spalt mit
einer diinnen Wasserschicht gefullt. Durch die dedgebenen physikalischen Bedingungen

jedoch weisen die Wassermolekule in diesem Spadt @eutlich hohere Viskositat auf, als an
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der oberen Lipidmonolag®ie Lipidmolekile der unteren Schiczeigendamit eine weitau
geringere Diffusionsgeschwindigkeit als in der @ Einen dhnlichen Einfluss kann darul
hinaus die Oberflachenmorplogie der Substratoberflacbewirken'®%? Das Resultat isin
beiden Féllen eine Anisotropier physikalischen Eigenschaftder Modellmembran, welct
damitdem Anspruch eines biomimetischen Systems rvollstandigim erwinschten Ma
gerecht werden kannDurch den geringen Abstand zur Oberflache ist wigite die
Inkorporation grof3erer integraler Protenicht durchfiihrbarDeren intrazellulare Doméne
ragen in GroBen von bis zu mehreizehn Nanometern aused Membran heraus, wi
direkten Kontakt mit der festen SubstratoberflazheFolge hat. Durch die dann auftreten
unspezifischen Wechselwirkungen denaturi diese Proteinewas wiederum mit de
Verlust ihrer biochemischehktivitat verbunden ist (Ablldung 2.7)39 6368l

Abbildung 2.7Unspezifische Wechselwirkung zwisc rdumlich anspruchsvollere
Membranproteinen und Substratoberflache bei fesphanterstitzten Modellmembrar

Folglich weisen auch ektphasenunterstiitzte Membre Nachteile hinsichtlich der
Beobachtung von biologisché&temktranph&nomenen aufrvegen der unvermeidt geringen
Distanz zur festen Phase, nebst den dadurch auftretphysikalischerAnisotropien
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2.2.4 Polymerunterstutze Membranmodelle

Angesichts der bei den BLMs sowie bei den festphasterstitzen Membranen in
Erscheinung tretenden Nebeneffekte wurde weitek@mzepten gearbeiteRingsdorf®® ¢!
und Sackmanfi® regten deshalb an, die Lipiddoppelschicht auf i hydrophilen
Polymeren zu lagern, welche als Separator zwistbser Substratoberflache und Membran
fungiert, um diese von dynamisch und sterisch venfesten Phase zu entkoppeln. Um dies
zu erreichen, ist ein Abstand zwischen beiden venzo 100 nm winschenswert, was
entweder durch Auftragung der Lipidschicht auf Biolymerkissen oder durch Einfihrung
einzelner diskreter, an die Membran gebundener nialgetten als Separatoren erreicht
werden kann. Bei Ansatzen, die dieses Prinzip \gefg spricht man deshalb entweder von

»polymer-cushioned“oder von,polymer-tethered* membranes

2.2.4.1 ,Polymer-cushioned“-Membranes

hydratisiertes
Polymerkissen

Abbildung 2.8: Schematische Darstellung einer” poéy cushioned membrane®.

Polymere, die als Kissen (engl. ,cushion®) fur ustétzte Membranen eingesetzt werden,
sollen als Lubrikant zwischen fester Phase undddpppelschicht fungieren (Abbildung 2.8).
Auf diese Weise kdnnen mikroskopische Unebenhedteih der Substratoberflache sowie
lokale Defekte in der Membran effektiv und dynarhissusgeglichen werdé¥! Hierfiir
angewandte Polymere mussen einer Reihe an Anferdernu genligen, um Zugang zu
thermodynamisch stabilen Membranschichten zu erncfiggh. Die dazu wichtigsten
Parameter finden sich im Zusammenspiel der Bendtglban an den Grenzflachen zwischen
fester Phase, Polymerkissen und Membransclriff! Die geschichteten Lagen sind nur
71]

dann stabil, wenn an den jeweiligen Grenzflachdistamdige Hydratisierung vorlie§t:
Die Wechselwirkungen zwischen Lipiddoppelschicht d unSubstratoberflache sind
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idealerweise repulsiv oder nur leicht attraktiv, emen Kollaps der Modellmembran durch
Verdrangung der Polymerlage zu vermeiffén’® " Damit die Polymerkissen (iber eine
ausreichend hohe Flexibilitat verfigen, um ObeH&rauhigkeiten auf dem Substrat
aufzuheben, missen diese eine hohe Wasserloslichbiveisen. Beispiele hierzu sind
Dextran!’ Hyaluronsaure und Cellulo§4! Unter Beriicksichtigung dieser Bedingungen
lassen sich so polymerunterstiitzte Membranen dlarstén welchen zwischen Lipidschicht
und Oberflache Abstande zwischen 5 — 100 nm herrscHierdurch werden unspezifische
Wechselwirkungen minimiert, welche maximal tber & wirksam sind®® Sackmann et
al.l" erreichten die Einfiihrung von raumlich anspruchemaviembranproteinen in derartige
Modellsysteme, welche auf regenerierter Celluloasidsten. In auf solchen 5 nm dicken
Schichten gelagerte Lipidmembranen konnten erfalgrelntegrine vom Typ oypPs3
inkorporiert werden. Diese wiesen eine um bis zuerei GroRenordnung hdhere
Adhasionsenergie auf, als in analogen fur polymerstitzte Membranen durchgefihrten
Experimenten beobachtet wurde und zeugten somitewoer thermodynamisch gunstigeren
Wechselwirkung zwischen Lipidschicht und ProteAus diesen Untersuchungen ging ferner
hervor, dass diese Integrine nach deren EinbaueirM@mbranen, in vollem Ausmal3 ihre
urspringliche biochemische Funktionsfahigkeit bigdime

Polymer cushioned membranegisen folglich grundlegende, fiir biomimetischenlionen
wichtige Eigenschaften auf, welche bis dato an é®ianderen Modellsystemen beobachtet
werden konnten. Ein Nachteil solcher Membranent liegoch darin begriindet, dass die
Distanz zwischen Oberflache und Lipiddoppelschinint schwer kontrollierbar ist. Dartiber
hinaus besteht nahezu keine Mdglichkeit, die Vigkbsdes Polymerkissens zu variieren.
Beide Parameter kénnen jedoch wiederum gravierenfl Runktion und laterale

Diffundierbarkeit von Membranproteinen Einflu? nedgim
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2.2.4.2 ,Polymer-Tethered“ Membranes

funktionaler
-«— Lipopolymer-
“tether"

Abbildung 2.9: Schematische Darstellung einer ,moty tethered membrane*.

Eine Weiterentwicklung dieses Systems stellen dagesannten polymer-tetheret
membranesdar. Bei diesem Konzept wird der Abstand zwisclpetarem Substrat und
Lipidschicht durch in die Membran inkorporierte idp kontrolliert, welche mit
makromolekularen polaren Ketten derivatisiert giadbildung 2.9). Man spricht bei solchen
Polymeren deshalb auch von ,Lipopolymeren®. Ubes ténge der Polymerketten kann
daruber hinaus der Abstand zwischen Membran undfl@blee und damit das Volumen des
dazwischen liegenden Wasserreservoirs kontrolerden. Weiterhin wird so, wie im Falle
der ,polymer-cushionédd membranes ein direkter Kontakt zwischen Substrat und
Lipidschicht vermieden. Optional kénnen solche makolekularen Strukturen als dritte
Komponente noch Ankergruppen enthalten, zur kovaten Anbindung zwischen
Lipiddoppelschicht und Oberflache (die schematisierDarstellung eines solchen
Lipopolymers ist in Abbildung 2.10 gezeigt).

Der Aufbau solcher Modellmembranen erfolgt analagy &orgehensweise wie bei den
polymer-cushioned membraneBlach Auftrag einer selbstorganisierten Monolagmer
Mischung aus Lipiden und Lipopolymer, auf ein hyshides Substrat an der Wasser-Luft
Grenzflache wird mittels LB-Ubertragung bzw. Vedilsion die Lipiddoppelschicht
vervollstandigt.

In der Literatur finden sich vielseitige Beispieiem Aufbau solcher lipopolymeren Systeme.
Als Polymerspacer war hierflr zunéachst Poly- und@dethylenglycol) populér. Zum einen
weist das Polymer hohe Hydrophilie auf, was einte dlydratisierung der Ketten verspricht,
nebst einer geringen Viskositat des Wasserresarvaim anderen kann Ethylenglycol Uber
einen lebenden anionischen Mechanismus polymedrisenden, was Zugang zu Polymeren

von genauestens definierten Zusammensetzungen ge®érstellterLang et al’ 1994 ein
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| ]

Lipidkopfgruppe hydrophile Polymerkette Ankergruppe
{optional)

Abbildung 2.10: Struktur eines Lipopolymers zumbAufvon polymerunterstitzen

Lipidmembranen.

auf Oligo(ethylenglycol) basierendes Lipopolymeteys vor. Die Lipidkopfgruppen
befanden sich sowohl am distalen, als auch am pairn Ende.

Eine PEG-Kette von variabler Lange trennt diese @ioer Disulfid-Ankergruppe, welche
sich in der Mitte der Polymere befanden. AnhandetliegGruppe kénnen die Polymere auf
thiophilen Oberflachen wie Gold zum Aufbau stabiMiodellmembranen immobilisiert
werden. Ein &hnliches Beispiel wird auch v@chiller et al’”! beschrieben. Ein
aufwendigeres, auf OEG basierendes Membrankonstvukie 1997 vorCornell et all’®
vorgestellt, welches bereits Funktionen eines Bisses ausfuhren konnte. Durch Ein- und
Ausschalten von in die Membran integrierten lonediken durch biotinylierte
Antikdrperfragmente konnte so die lonenleitfahigken transversaler Richtung der
Modellmembranen gesteuert werden. Dieser Effel@ bech dann potentiometrisch durch
Messung des Potentials zwischen Goldoberflachewissriger Phase feststellen. Weiterhin
wird auch von Lipopolymeren mit langeren PEG Ketbemnichtet, wodurch die Diffusion der
Lipide in der Modellmembran weiter erhoht werdemiz!®® Dariiber hinaus finden sich
auch Beispiele furr auf Thiopeptiden basierende pipgmerel’

Ein Nachteil der bisher genannten Systeme liegtrdiligs in ihrer zumeist aufwendigen
Darstellung. Da viele der Komponenten der Zielduitdn nicht mit dem jeweiligen
Polymerisationsmechanismus kompatibel sind, wemlederen Aufbau haufig mehrstufige
Synthesen bendtigt, welche die Ausbeuten schmdbasist gerade dann von Nachteil, wenn
mit naturlichen und begrenzt verfigbaren Lipiderargeitet werden muss. Dies kann
umgangen werden durch radikalische Copolymerisaitioriner einstufigen Reaktion von
Monomeren, welche die jeweils erforderlichen Fumhkéin aufweisen (Anker-, Lipidfunktion,
etc.)® 8 Jedoch handelt es sich in diesen Fallen um ssatist Copolymere, d.h. die
funktionalen Gruppen wie die Lipid- und Ankergruppléeegen innerhalb der Polymerketten
zufallig verteilt vor. Von definierten Systemen kadeshalb fast nicht mehr gesprochen
werden. Weiterhin  weisen mittels freier radikalisch Polymerisation dargestellte

Makromolekile stets breite Molmassenverteilunger. ddementsprechend &hneln die
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hierdurch dargestellten Modellmembranen auch eleerenl derpolymer cushionsda die
Polymere aufgrund ihrer undefinierten Zusammensetziauch bei hoher lateraler
Kompression eher die Form eines statistischen KazamnehmenThéatound Zentef?84
versuchten dieses Problem zu umgehen, wobei sigdkiarte radikalische Polymerisation
(ATRP, atom transfer radical polymerisatipreur Darstellung von Blockcopolymeren mit
definierten Lipidkopfgruppen, basierend auf eineslyfacrylamid) Struktur einsetzten.
Anhand dieser Vorgehensweise war es moglich, digdBpersitat der Polymere deutlich zu
verringern. Die so synthetisierten Polymere besgf$erimale lipophile Kopfgruppen und
distale Disulfid-Ankergruppen. Ferner war es so atigdie hydrophil/lipophile Balance der
Polymerhauptkette durch Copolymerisation von Mon@mneunterschiedlicher Polaritat
gezielt zu beeinflusséff! Hierdurch konnten Lipopolymere mit sogenanntem TECS
Verhalten (von engllower critical solution temperatujedargestellt werden. Trug man
beispielsweise eine Monolage aus Lipopolymerenesg feste Substratoberflache auf und
erwarmte dann im wassrigen Medium Uber diese Teatyehinaus, so war es nicht mehr
maoglich, eine zweite, vervollstdndigende Lipidsthianittels Vesikelfusion aufzutragen.
Grund dafur ist, dass Uber der LCST die Lipopolyenals statistische Knauel vorlagen. Da
dies zur statistischen Verteilung der Lipidankeeriblas gesamte Polymerknauel fihrte,
wurde an der Oberflache der Monolage eine zu geriAgzahl an Lipidkopfgruppen
prasentiert, um eine weitere thermodynamisch stabidge aufzutragen. (Eine Ubersicht
ausgewahlter, in der Literatur berichteten Lipopudystrukturen ist in Abbildung 2.12
gezeigt).

Darlber hinaus bietet die kationische Polymerigation 2-Oxazolinen Zugang zu
lipopolymeren Systemen von definierter ZusammensetZ>* Da es sich hierbei um einen
lebenden Polymerisationsmechanismus handelt, kabbei die Kettenlange der resultierenden
Polymere genau eingestellt werden, bei gleichasitig Wahrung  engster
Molmassenverteilungen. Somit ist es moglich, dievejigen Parameter (verwendete
Lipidankergruppe, Kettenldnge, Kopplungsgruppe)agean die jeweilige Aufgabenstellung
anzupassen. Poly(2-oxazolin)e weisen dartber hiesgsgute Biokompatibilitat auf und im
Gegensatz zu PEG-basierten Systemen die Mdoglichkaitktionale Gruppen Uber die
Polymerseitenketten einzufiihren. Zur kovalenteniAding solcher Systeme an Oberflachen
wird von unterschiedlichen Anséatzen berichtet, egspielsweise Uber eine photochemische
Reaktion auf ein zuvor funktionalisiertes SubstfatDieser Prozess filhrt allerdings zur
Pfropfungsreaktion mit der Oberflache an unbestiem&tellen entlang der Polymerkette, so

dass eine effektive Kontrolle der Distanz zwiscldropfungsstelle und Lipidschicht nicht
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maoglich ist. Als Ankergruppen werden deshalb hiesfdrrangig terminal ins Lipopolymer
eingefuhrte Silylester verwendet, zur Anbindung axidischen Oberflachen wie SiOn
einem zweistufigen Prozess erfolgt zunachst dierblyde der Silanoxyfunktionen, gefolgt

von der Kondensationsreaktion mit der Oberflachebilung 2.11)°®
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Abbildung 2.11: Kopplung von Alkoxysilanen an Silat®!

Gemal dieser Vorgehensweise konnten so polymestintaz Modellmembranen mit genau
definierter Struktur dargestellt werden. Da dieropfungsreaktion hierbei stets definiert am
terminalen Ende des Polymers erfolgt, kann der austzwischen Modellmembran und
Oberflaiche und damit Dicke und Viskositat des Wiasservoirs Uuber die

Polymerkettenldnge kontrolliert werd8H. Anhand solcher Systeme wurden in
Modellmembranen, welche auf Poly(2-methyl-2-oxazeliipopolymeren basierten,
erfolgreich Membranproteine von hohem raumlichensgoch inkorporiert®® °Y, darunter

auch Integrine vom TypuBs.°” Da sich hierbei in den Membranen die Lipopolyméesiée

statistisch Uber die gesamte Membran anordnen,pnvehns dieser Ansatz Zugang zu
Systemen mit geometrischer Kontrolle der Zelladtrdsi nach Inkorporierung von

spezifischen Rezeptorproteinéfi!
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Somit bieten polymerunterstitze Membranen Zugangiamimetischen Systemen mit einer
Vielzahl an Funktionen, die durch keines der zuvorgestellten Modelle erreicht werden
kénnen. Die wohl bedeutendste Eigenschaft polymer tethered membranéegt in der

geringen Viskositdt des Wasserkissens auf der Bkiter der Lipidschicht begriindet, und
dem gut kontrollierbaren Abstand zwischen diesed der Substratoberflache, einstellbar
Uber den Polymerisationsgrad der Lipopolymere. dliech werden Uber van-der-Waals
Kréafte vermittelte unspezifische Wechselwirkungédfeldiv ausgeschlossen, was wiederum
die Inkorporierung von grol3en Membranproteinenajestt bei gleichzeitiger Wahrung ihrer
lateralen  Mobilitaf®® Polymer tethered membranesstellen daher das bislang
aussichtsreichste und vielseitigste Konzept zum bAuf von biomimetischen

Modellmembranen dar.
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Poly(ethylenglycol)-basierte Lipopolymere

A
A

— CisHsz

f/\/ D)_H_D e Wagner et al. Biophys. J. 2000
| —D)‘\c " E/\)V\/L)\
n oH J\ 50132

=3
: : ﬁ Q/LC H,
@Ora&/\/ (\/\0 g N S e
78 " | /ﬁ\
]

aoH
CizMap

3

&V\a}?—o /_0 - (_\SK\/\/\LD,Q\/%/L/"\)\@/\/L);

Lang et al. Langmuir 1994 Schiller et al. Angew. Chem. Int. Ed. 2003

A

Poly(peptid)-basiertes Lipopolymer

“NLN—W—W—m—m—w—m—N/vo_u_O/\io | B BunjES et al. Lagmuir 1997

Poly(amid)-basierte Lipopolymere

:/\/S—S\

Théato und Zentel Langmuir 2000, Macromol. Biosci. 2002 Seitz et al. Langmuir 2000

Poly(2-oxazolin)-basierte Lipopolymere

CI.HE/"MNN Naumann et al. Biomacromolecules 2002

.m;ﬁ\/'\/n{\/\#& _|: /\/b\)v\/'v\/l\
Ry = e, B C‘:{ " o= < °

Fortig et al. Macromol. Symp. 2004

Abb. 2.12:Ausgewahlte Ubersiclvonin der Literatur berichteten Lipopolymerstruktur
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2.3 Lebende Polymerisation

Als lebende Polymerisation bezeichnet man Polyragossreaktionen, bei welchen
ausschlief3lich Reaktionen zwischen den aktivengfettden und Monomeren stattfinden und
somit keine unerwiinschten Nebenreaktionen wie thguwhg oder Abbruch. Dariiber hinaus
lauft die Initiationsreaktion schneller ab als #iachstumsreaktion (k> k,). Sind all jene
Voraussetzungen erfillt und liegt eine Kinetik ersdbrdnung bezuglich der Kettenreaktion
vor, spricht man vom ,lebenden“ Charakter der Pdyisation. Die Konzentration der
aktiven Spezies verbleibt dabei im Gegensatz zlikaischen Polymerisation wéhrend der
ganzen Reaktionsdauer und Uber diese hinaus kéonstach nach Abschluss der Reaktion
kann zu den noch ,lebenden” aktiven Kettenendenenes Monomer zugegeben werden und
die Wachstumsreaktion weiter fortgesetzt werden. r Deesultierende mittlere
Polymerisationsgrad agerage degree of polymerisatiorDP) entspricht dabei nach
vollstdandigem Umsatz dem Verhéltnis zwischen eiaeggsm Monomer zu Initiator.
- M _ ‘n: - M; _ -m; - M:
P I_o0 Mn = ZlZilni l M = ZlZilmi 1 Phl=

=<l

=|F

Wenn all diesen Bedingungen entsprochen wird, kesirden resultierenden Polymeren eine
sehr enge Molmassenverteilung beobachtet werden, ddich eine Poisson-Verteilung
beschrieben werden kann. Das statistische Mal3 fier HBreite von polymeren

Molmassenverteilungen ist der Polydispersitatsinde®l), der Quotient des mittleren
Gewichts- und ZahlenmittéM,, undM,,. Im Falle der ionischen Polymerisation liegt desse

Wert in der Regel nahe 1.

2.3.1 Lebende kationische Polymerisation von 2-Oxalinen

Bei 2-Oxazolinen handelt es sich um zyklische Irether, welche nach einem kationischen
Ringodffnungsmechanismus zu Poly(2-oxazolin)en, bikem auch Poly(N-acylethylenimid)e
genannt, polymerisiert werden kénnen (Abbildung3®.ivas bereits in den 60er Jahren des
vergangenen Jahrhunderts von vier verschiedenerpp@nu unabhangig voneinander

berichtetet wurdd?’02
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Abbildung 2.13: Struktur eines 2-Substituierten dtearings sowie dessen Umsetzung

mittels eines elektrophilen Initiators zur lebendroty(2-oxazolin) Spezies.

Der lebende Charakter der Kettenwachstumsreaktitauld die Darstellung von Poly(2-
oxazolin)en mit definierten Endgruppen sowie dientSgse von Copolymeren. Durch
Variation der Substituenten an der 2-Position dentnere kann dartber hinaus spezifisch
Einfluss auf die chemisch-physikalischen Eigendemafder resultierenden Polymere
genommen werden. Durch deren Poly(ethylenimingar8truktur besitzen Poly(2-oxazolin)e
ein polares Rickgrat. Anders als bei Poly(ethylemien weist der Stickstoff an der
Polymerhauptkette allerdings keine Nucleophilie, dgdingt durch die Delokalisierung des
freien Elektronenpaars Uber die Amidbindung. Digdschaften des Polymers wie Polaritat
und Hydrophilie kénnen dariber hinaus durch Vasiatder Reste an den Seitenketten

verandert werden, etwa durch Einfilhrung entspretkebstituierter Monomef&': 103 104

Fur die Kettenwachstumsreaktion liegen prinzipiedlei Triebkrafte vor. Einerseits findet
wahrend der Polymerisation der Monomere Isometiag der Iminoether zu den analogen,
energetisch tiefer liegenden Amiden statt. Zweitemisd durch die dabei erfolgende
Ringoffnung in einem exothermen Prozess die Spaprdes Finfrings aufgehoben. Der
Energiegewinn der Kettenreaktion liegt zwischen-6A10“Y,,,, was die Produktbildung

thermodynamisch beguinstigt®!

Die Initiation der Polymerisation verlauft Uber rk& Elektrophile, wie Lewis- und
Bragnstedtsauren sowie deren S&%3 Beispiele fir Initiatoren sind Alkylhalogenideaste
Protonensauren  sowie  Elektronenakzeptorverbindufiyén Um  einen lebenden
Mechanismus zu ermoglichen, muss die Startreaktjoantitativ und schneller als die
Kettenwachstumsreaktion verlaufen, unter Vermeiduog Nebenreaktionen. Aus diesem
Grund gehoren Sulfonate, allen voran Alkyltriflata) den am haufigsten beschriebenen
Initiatorspezie$®” Durch deren hohe Reaktivitat, bei gleichzeitigerimger Nucleophilie
und praktisch nicht vorhandener Reaktivitat desrdgpondierenden Gegenions ist eine
schnelle Initiations- sowie Wachstumsreaktion &enseistet, was wiederum in engen

108]

Molmassenverteilungen resulti€f” Weiterhin kébnnen so Uber entsprechend

derivatisierte Initiatoren proximale Funktionalisiagen der Polymerketten eingefihrt
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werden. Durch gleichzeitige bzw. aufeinanderfolgeri€ligabe verschiedener Monomere
lassen sich statistische und Gradienten- sowiekBtmolymere darstellef?: ¢!

Durch einen nukleophilen Angriff des 3-Stickstoéim elektrophilen Zentrum des Initiators
erfolgt zunachst intermediar die Darstellung ei@sazoliniumkations. Darauf findet ein
Angriff eines weiteren Monomers an der 5-Posities &ings statt, unter Isomerisierung zum
Amid (ionischer Mechanismus). Die reaktive katiehis Spezies steht dabei im
Gleichgewicht mit einer linearen, ungeladenen afeund weniger reaktiven kovalenten
Spezies (Abbildung 2.14)An beiden kann im Folgenden der Angriff eines weite
Monomers und somit Kettenwachstum geschehen. Dielgeentweder regioselektiv an der
5-Position des kationischen Ringes bzw. durch mpdigen Angriff am Alkylhalogenid.
Welcher der beiden Mechanismen bevorzugt ablastt,abhangig von den gegebenen
Reaktionsparametern, wie verwendetem Solvens, Gagefemperatur sowie Substitution
der Monomere. Aprotische, polare Losungsmittel rgitten Donoreigenschaften, wie
Acetonitril, kbnnen den reaktiveren und energeti$déiher liegenden ionischen Zustand
ausreichend stabilisieren und ermoglichen deshaltetre Reaktionsgeschwindigkeiten. In
unpolareren Losungsmitteln wie Chloroform, Dichletivan oder Chlorbenzol tritt dagegen
keine ausreichende Stabilisierung des terminalgiosein, weshalb hier das Gleichgewicht
auf Seiten des kovalenten Mechanismus liegt. Eird@mlichen Einfluss (bt die
Beschaffenheit der Gegenionen aus. Mit abnehmeNdeteophilie wird zunehmend der
ionische Mechanismus bevorzugt. Bei niedrigerer kReastemperatur erfolgt die
Kettenwachstumsreaktion, thermodynamisch kontmb|ligtber den kovalenten Mechanismus.
Mit Erhéhung der Temperatur lauft die Reaktion zunend unter kinetischer Kontrolle Uber
den ionischen Mechanismus ab.

Die kationische Polymerisation von 2-Oxazolinen rkanur unter Abwesenheit von
nukleophilen Verunreinigungen erfolgreich statténd Hingegen kénnen wiederum durch
Termination mit geeigneten Reagenzien gezielt teatei Endgruppen eingefuhrt werden. Im
Falle des kovalenten Mechanismus erfolgt der Ahgefektiv Giber nukleophile Substitution
am lebenden Kettenende. Bei Reaktionsfuhrung uleer lchtionischen Mechanismus ist
neben der zum analogen Produkt fiilhrenden Substitati der 5-Position dariber hinaus eine
solche an der 2-Position mdglich, unter Ausbildemer oxazolidinartigen Struktur. Da diese
jedoch gegeniber der Amidform energetisch starkadigeiligt ist, wird sie nur selten
beobachtet (Abbildung 2.12).
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Abbildung 2.14: Mechanismus des lebenden katioarsé¢Polymerisation von 2-Oxazolinen.
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Wegen ihrer hohen Nucleophilie eignen sich Aminesooelers zur Termination der
Polymerisation von 2-Oxazolinen und damit zur Hmihg von terminalen
Funktionalisierungeff> 87 92-9 111 l2hjeg gilt insbesondere fiir zyklische, sekundareinfem

wie Piperidin und Piperazffii:> 14

Wenngleich die kationischen Ring6ffnungspolymerisatnormalerweise lebend ablauft,
beobachteterLitt et al™* bei hohen Polymerisationsgraden und Reaktionstehpen

vermehrt das Auftreten von Nebenreaktionen. Vorigangandelt es sich dabei um
Ubertragungsreaktionen, wie in Abbildung 2.15 ggzeVerfugt die Seitenkette Uber eine
CH,- oder CH-Gruppe in-Stellung, so erfolgt dies unter Migration einetBns vom

lebenden, ionischen Kettenende auf ein freies Maroamter Bildung einer Enaminether-
Spezies am terminalen Kettenende. Das neu gebil@&gzoliniumkation ist wiederum
ebenfalls zur Initiation der Polymerisationsreaktibefahigt, was die Verbreiterung der

Molmassenverteilung der Produkte bewirkt.

A)
[ FN®.0 . Ny O . |:|—N HN@O

LT ¢
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Abbildung 2.15: Vorgeschlagener Mechanismus zur ridhgungsreaktion bei der
Polymerisation von 2-Oxazolinen. A) Reaktion zwaschktivem Kettenende und Monomer
unter Bildung einer Enamin-Spezies sowie Protorigaiion am Monomer. B) Kupplung
zwischen aktivem Kettenende und einer Enamin-S$pe@k Wachstumsreaktion an der
neugebildeten vernetzten SpeZigs!*®
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Wurde die Polymerisation zuvor mit einem funkti@rallnitiator gestartet, so fuhrt dies
darUber hinaus zur Einfihrung einer neuen, von Steuktur her abweichenden aktiven
Spezies. Weiterhin kénnen Kupplungsreaktionen zweiscden Enaminether-terminierten
Polymeren und einem lebenden Kettenende erfolgdrnsamit zur Vernetzung zweier zuvor

voneinander unabhangiger Polymerketten fufrént'e!

Die Haufigkeit solcher unerwinschten Reaktionerstl&sch jedoch durch Verdinnung,
niedrigere Temperaturen und Reaktionsfihrung Uben dkovalenten Mechanismus
reduzieren, da solche Ubertragungsreaktionen nuzyhkiischen, kationischen Kettenende
stattfinden kdénnen. Dartber hinaus ereignen siesediNebenreaktionen bei Durchfihrung
der Polymerisation im Mikrowellenfeld seltener, whs Darstellung von Poly(2-oxazolin)en
von héheren Molmassen, bei gleichzeitig niedrigetydispersitaten, ermoglicHt® 2% Die

im Rahmen dieser Arbeit diskutierten Poly(2-oxazplbasierenden Lipopolymere wurden
Uber Lipidtriflate als Initiatoren dargestellt (Abdung 2.16, Initiatorrest = SegmenkE?,).
Diese weisen, bedingt durch ihre hydrophoben Ak, eine zu geringe Ldslichkeit in
Acetonitril auf, so dass Chloroform als Lésungsetittlir die Polymerisation verwendet
wurde. Um eine ausreichende Amphiphilie der Lipgpwre zu erreichen, empfiehlt es sich,
die Polymerkette mdglichst hydrophil zu halten,. diydrophobe Reste an den SeitenkeRen
zu vermeiden. Dies gelingt durch Umsetzung deralimiten mit niedriger substituierten
Monomeren wie 2-Methyl-2-oxazolin. Uber geeigneteclaophile Terminationsreagentien
konnen weiterhin Ankergruppen zur kovalenten Anbimgl auf Substratoberflachen
eingefuhrt werden (SegmeNu). Bei thermischer Reaktionsfiihrung wurde zudem bigier
Temperatur von 60 °C polymerisiert, was die Wahegdithkeit von unerwiinschten

Nebenreaktionen minimierte.

Nu

Abbildung 2.16: Grundstruktur eines Poly(2-oxazdimit den verfigbaren Mdglichkeiten

zur Funktionalisierung.
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2.3.2 Schaltbarkeit von Polymeren, schaltbare Polgfoxazolin)e

Bei schaltbaren Polymeren handelt es sich um adgaptakromolekile, deren chemische und
physikalische Eigenschaften in Abhangigkeit voneial Einflissen selektiv und innerhalb
eines kurzen Zeitraums angepasst werden konnerei Rabn es sich um Variationen des pH-
Werts im wassrigen Medium handeln, aber auch denpEeatur, des chemischen oder
elektrischen Potentials, um nur einige Mdglichkei® nennen. Solche anpassungsféahigen
Substanzen werden in diesem Zusammenhang aucly ladaifiintelligent”, Stimulus-sensitiv,
bzw. —responsiv bezeichr&t Schaltbare Polymere versprechen Einsatzmdglicbefitr
Anwendungen in der Sensorik, aber vor allem auch rfibgliche biomedizinische
Applikationen, wie beispielsweise fur thermosersitOberflachenmodifikationen sowie als
biomimetische Schalter. Darlber hinaus eignen d@h sur Immobilisierung von
Biokatalysatoren, als chemische Ventile, zur Biesapon und zur kontrollierten
Wirkstofffreisetzung ¢ontrolled drug-release was diese wiederum fur pharmakologische
Anwendungen interessant ma€ft:*>

Wie erwahnt, bestehen verschiedene MdoglichkeiterEmflussnahme auf die physikalisch-
chemischen Eigenschaften von Polymeren. Eine ddreliegendsten ist, dies Uber
kontrollierte Anderungen des pH-Werts vorzunehmaforaussetzung ist hierbei das
Vorhandensein von chemisch ionisierbaren funktieneGruppen am Polymer, wie z.B. von
Amino-, Carboxyl- oder Phosphatgruppen. Ober- hawterhalb eines charakteristischen pH-
Werts existieren diese in geladener Form und sdregtehen zwischen ihnen repulsive
Wechselwirkungen. Da die einzelnen Funktionalitékenalent an das Polymer gebunden
sind, bewirken diese Krafte eine Anderung der Komfation der PolymerhauptkettgA! Im
ionischen pH-Bereich liegen diese bedingt durchl@uab-AbstoRungen im gestrecktem und
somit besser hydratisiertem Zustand vor. Beisplakfir sind Polybasen wie Poly(4-
vinylpyridin), 3 Poly(vinylimidazol)*3% aber auch Polysauren wie
Poly(methylmethacryld®f® und Poly(acrylati®® Vernetzt man solche Polymere kovalent,
so erhdalt man pH-sensitive Hydrogele. Anhand derdudsh veranderten
Wasseraufnahmefahigkeit, d.h. dem Quellungsgradheol Materialien lassen sich eben
genannte Effekte aulerst bildhaft demonstrieren.hfdfid im nichtionischen Zustand
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Carboe&éktionen den Abstand zwischen
den Polymerhauptketten gering halten, verursacrend®eprotonierung eine Vergrof3erung
der mittleren Kettenabstdnde, eine Weitung der iypi#en sowie die Erhdéhung der
Hydrophilie der gesamten Polymerstruktur. Beide el# bewirken eine signifikante
Erhéhung der Wasseraufnahmefahigkeit des Hydrdgé1$3* **ISchaltbare Hydrogele sind
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vielversprechende Kandidaten fur die kontrolliertpharmakologische  Wirkstoff-
freisetzund™®? 13413% Derartige Untersuchungen wurden beispielsweiseHemicellulose-
basierenden und mit Maleinatfunktionen derivatisierHydrogelen vorgenommen, welche
zuvor mit pharmakologischen Wirkstoffen beladen deur. Hierbei konnte eine pH-
abhangige Kinetik der Freisetzung dieser Substabeebachtet werddt* 13!

Weiterhin ist es moglich, Polymere durch reverstdlemische Bindungen zu schalten. So
finden sich Beispiele von schaltbaren Poly(2-oxegeh, mit Maleimid- und
Furanfunktionalitaten in der Seitenkeft&! Durch eine reversible Diels-Alder-Reaktion
zwischen diesen beiden Gruppen gelang es, den uQgslirad solcher Polymergele in
Wasser selektiv zu steuern, allerdings wurden zwtistéindigen Ablauf der Reaktion
Zeitfenster von bis zu einer Woche bendfitf. Dieselbe Gruppe stellte dartiber hinaus ein
Konzept fur schaltbare Poly(2-oxazolin)e durch Bild von Chelatkomplexen zwischen den
Amidstickstoffen an der Polymerhauptkette und Mietaén vort**® 3% C?*-lonen bilden
einen kinetisch labilen divalenten Komplex mit dBawlymer und kdnnen dadurch mit diesem
nur in schwache Wechselwirkung treten. Durch Erimghuder Oxidationsstufe der
Cobaltionen von +2 auf +3 lassen sich entropisahkinetisch bedeutend stabilere trivalente
Komplexe zwischen C&-lonen und dem Polymerstickstoff darstellen. Dieswiokt die
Bildung von deutlich stabileren Gelen. Dadurch athésich die Wasseraufnahmefahigkeit
solcher Hydrogele signifikant um einen Faktor vahezu 56'*° Reversible Gelierung von
Poly(2-oxazolinen) ist ebenfalls mdglich, wenn diemit Mercaptogruppen an den
Seitenketten funktionalisiert siftf® Y Durch Oxidation der Thiolfunktionen kommt es zur
Bildung von Disulfidbriicken zwischen den Polymet&et und somit zur Gelierung. Die
Reaktion ist umkehrbar, durch anschlieBende Rewolukhit geeigneten Reagenzien kdnnen
die Disulfidbindungen wieder vollstandig in den Aasgszustand dberfuhrt werden
(Abbildung 2.17).
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Abbildung 2.17: Gelierung thiolhaltiger Poly(2-@alin) basierter Copolymere Uber eine

reversible Redoxreaktion zwischen Mercapto- urelfidgrupper**!

Die bedeutendste Gruppe der stimulussensitivenniRaly bilden hingegen die thermisch
schaltbaren Polymere, da der Parameter Temperatwallem bei Anwendungen vivo ohne
grolBere invasive Eingriffe und ohne Massentranspottam einfachsten geregelt werden
kann'*?! Derartige Makromolekiile weisen eine charaktedkthigher bzw. lower critical
solution temperaturdHCST, bzw. LCST) auf, welche den Umschlagspurekt ldbslichkeit
der Polymere in Wasser anzeigt. So fallt eine solkrbindung, die eine LCST aufweist,
beim Uberschreiten dieser Schwellentemperatur niefsirhalb von Sekunden aus. Dieser
Befund ist vollstandig reversibel - wird diese Tergiur unterschritten, ist das Polymer
wieder l6slich. Aus thermodynamischer Sicht handslsich bei diesem Phanomen um einen
entropischen Effekt, der nur moglich ist, wenn dissungsentropie, des Polymers negativ ist
d.h. die Gesamtentropie des Systems durch dessbmtiSierung verringert wird:*?
Weiterhin muss hierfir die Losungsenthalpie positilso die Wechselwirkung zwischen
Polymer und L6sungsmittelmolekilen energetisch eibraft sein. Mit zunehmender
Temperatur wird der Beitrag der Entropie zur frei@ibbs-Enthalpie und damit die
hydrophoben Wechselwirkungen zunehmend groRRerdiese schlie3lich in den positiven
Bereich verschoben wird, d.h. die Solvatisierungs dBolymers thermodynamisch
benachteiligt ist. Dies bewirkt wiederum Separatiawischen wassriger Phase und
Polymerphase, was sich als starke Tribung der Igob@merkbar macht. Die Temperatur,
bei der dies eintritt, wird deshalb auch alsud pointbezeichnet:****®' Wird ein Polymer,
welches eine LCST aufweist, unterhalb dieser Teatpein Wasser gelost, so wird dieses,

bedingt durch Wasserstoffbriickenbindungen, zunaetisteiner Hydrathiille umgebé&’
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Ist die Starke der Wechselwirkung zwischen Wasskkiigen, also die Losungsenthalpie, zu
hoch, kann diese bis zum Siedepunkt von Wasser atiteospharischen Bedingungen nicht
durch entropische Beitrdge kompensiert werden. rlgea Polymere weisen somit keine
LCST auf. Setzen sich die Polymere hingegen ausopyberen Segmenten zusammen, so
wird dessen Hydratisierung erschwert und somitLdieungsenthalpie verringert (Abbildung
2.18). Mit zunehmender Verschiebung daydrophil/lhydrophoben Balanc¢HLB) der
Polymerkomposition in Richtung des hydrophoben Bégeverringert sich somit auch die

LCST zunehmenf?tt 148159
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Abbildung 2.18: Auswirkung der Temperatur auf diarimisch schaltbares Polymer. Nach
Ubertretung der LCST erfolgt Entmischung zwischetyfer und wassriger Phase, da ab

diesem Punkt hydrophobe Wechselwirkungen gegeuiébenydrophilen tiberwiegét?®

Die genaue Lage desloud pointswird auf3er durch die Polymerstruktur durch das
Wechselspiel von mehreren Faktoren beeinflusstrzdieahlt auch die Beschaffenheit des
Losungsmittels. Zwar wurde das Auftreten einer LCE3her vornehmlich in wassrigen
Losungen beschrieben. Durch Mischung von polarehunpolaren Losungsmitteln I&sst sich
dagegen die Starke der Wechselwirkungen zwischeygmieo und Solvens mit hoher
Genauigkeit steuern und somit auf die Lage der gtegstemperatur gezielt Einfluss
nehmer®® Y Ein ahnlicher Effekt kann durch die Zugabe von iiddn wie Salzen oder
Detergenzien ins wassrige Medium erreicht werdegiche eine Verringerung der LCST
bewirken!!®*1%¥  Dariiber hinaus besteht ein enger Zusammenhang chmvis der
Konzentration der Polymerlosung und der Lage desd points Diese féllt zunachst mit
zunehmender Konzentration auf ein Minimum, steagoch mit zunehmendem Polymeranteil

schlieRlich wieder stark an und &hnelt dadurchreifigp | Flory-Huggins Verhalteh®® ¢
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Herausragende Bedeutung auf die LCST hat auchebelaffenheit der Polymerendgruppen.
Es wird vermutet, dass oberhalb der LCST die Emdmisg mit der wassrigen Phase an den
Polymerenden initiiert wird, aufgrund ihres héhetentropiebeitrags. Ebenfalls kann eine
Veranderung der Endgruppenpolaritat gravierendewikiangen auf die Lage desloud
points haben. Je nach deren Hydrophilie, bzw. —phobied vdreser angehoben bzw.
abgesenkit!!: 149 150, 152, 155, 138yt zunehmender Molmasse der Polymere kann zuméchs
ebenfalls die LCST verringert werden, um schlididlmuf einem konstanten Niveau zu
stagnieren. Dies wird dadurch erklart, dass migsteder Kettenlange sich sowohl Enthalpie
als auch Entropie des Polymers in Losung verrimgé&? Allerdings gilt dies fir die
Enthalpie in starkerem Ausmal3, weshalb mit zuneld@eholmasse auch die Entmischung
bereits bei immer niedrigeren Temperaturen eintBti weiter ansteigenden Kettenlangen
nahern sich jedoch beide thermodynamischen GrodemeGrenzwert an, weshalb hierdurch
dercloud pointnicht unbegrenzt gesenkt werden kann. Anhandieded Parameter kann auf
die Lage der LCST gezielt Einfluss genommen werdBmes ist insbesondere flr
biomedizinische Anwendungen von Bedeutung, wenn aeud point innerhalb eines
physiologisch relevanten Bereichs auftreten sollie Dvohl bekanntesten Vertreter
thermosensitiver Polymere stellen wohl die Polyfnide), allen voran das Poly(Ne-
propylacrylamid) PNIPAAM ) darlt?t 147, 157, 166-172]
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Abbildung 2.19: Strukturen von synthetischen, thgrinschaltbaren Polymeren. a) Poly(N-
iso-propylacrylamid) PNIPAAM), b) Poly(N-vinylcaprolactam)RVCL), c) Poly(vinylether)
(PVE), d) Poly(2-ethyl-2-oxazolin)PEtOx), e) Poly(2-isopropyl-2-oxazolin)P(PrOx), f)
Poly(2-n-propyl-2-oxazolin)RnPrOx).
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Weitere Beispiele fur thermisch schaltbare Polymesiad Poly(N-vinylcaprolactam)
(PVCL)™*" und Poly(vinylether)RVE) (Abbildung 2.19), aber auch Biopolymere wie eénig
Poly(saccharid€)* ™ und Poly(peptidé)®* '® Eine aussichtsreiche Klasse von
Polymeren, welche vor allem in jingster Zeit intertgnsichtlich thermischer Schaltbarkeit
untersucht wurde, stellen Poly(2-oxazolin)e &4r.*?° %von diesen sind insgesamt drei
Homopolymere bekannt, welche eine LCST aufweisemnkiket handelt es sich dabei um
Poly(2-ethyl-2-oxazolin) FEtOx), Poly(2iso-propyl-2-oxazolin) PiPrOx), sowie Poly(2a-
propyl-2-oxazolin) PnProx).*%* 16 1%pjese Polymere weisen gegentiB&tIPAAM den
entscheidenden  Vorteil auf, dass sie Uber einen endn  ionischen
Polymerisationsmechanismus darstellbar sind, wasiits@®ine genaue Kontrolle der
Polymerstruktur und eine Korrelation dieser mit deesultierenden physikalischen
Eigenschaften zulasst. Dadurch eroffnet sich darlineaus auch eine Vielzahl an
Moglichkeiten, gezielt auf die HLB und damit aufediLage descloud points der
Polymerldsungen Einfluss zu nehmen (Abbildung 2.20)

hydrophile Polymerhauptkette Polymerseitenkette

'

| \ 0

Endgruppe Endgruppe

Abbildung 2.20: Grundstruktur eines Poly(2-oxazydin und Moglichkeiten  zur
Funktionalisierung zur Einflussnahme auf die LCST.

Poly(2-oxazolin)e verfiigen Uber eine polare, hytiigpPolymerhauptkette. Bei Polymeren
wie dem Poly(2-methyl-2-oxazolin) mit kurzen Alkglsenketten Uberwiegen im wassrigen
Medium die hydrophilen Wechselwirkungen gegentiteer lsydrophoben so stark, dass keine
LCST beobachtet werden kann. Mit zunehmender Hywb@ der Seitenketten wird die

Losungsenthalpie reduziert, weshalb bereits ab Eely(2-ethyl-2-oxazolin) eircloud point
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unter 100 °C beobachtet werden kann. Zusatzlichn kdarauf auch durch Einfuhrung
entsprechend hydrophober oder hydrophiler Polyntgnemppen Einfluss genommen werden.
So konntenHuber und Jordad™* %% 15U zeigen, dass sich durch Copolymerisation
verschieden substituierter 2-Alkyl-2-oxazoline di€CST analoger Polymere Uber den
gesamten Bereich zwischen 0 — 100 °C erstrecken. Kdnpolare Endgruppen an einem
Polymerende wien-Nonyl koénnen die Hydrophilie entsprechend weitexduzieren.
Interessanterweise erhoht sich die Lage der LCRjEmjioer diesen, wenn auch am anderen

Polymerende derselbe Substituent eingefiihrt #itd.

extrazellulares

Abbildung 2.21: Polymer Tethered Membrane mit thech schaltbarem inkorporiertem
Lipopolymer. Eine Konformationsanderung der Polyke#&e, bedingt durch dessen
veranderte physikalisch-chemische Eigenschaftemr tibe LCST, erzwingt ebenfalls eine

Verkirzung des Abstandes zwischen Modellmembrafestet Phase.

Thermosensitive Poly(2-oxazolin) basierte Lipopotymn versprechen Zugang zu
Jntelligenten* polymerunterstitzten Modellmembranemit thermischer Schaltbarkeit
(Abbildung 2.21). So kdnnte durch einen auReremitsehen Stimulus gezielt Einfluss auf
den Abstand zwischen Lipidmembran und fester Satudierflache genommen werden.
Weist das schaltbare Lipopolymer dartber hinaugeremembranspannenden Lipidanteil auf,
konnte gar die Verfiigbarkeit eines mit diesem kewnalerknipften ,extrazellularen* Motivs
selektiv geregelt werden. Derartige Eigenschafteirden Zugang zu biomimetischen
Funktionen gewahren, wie sie bis heute noch indaiartifiziellen Membranmodell realisiert

werden konnten.
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3 ZIELSETZUNG

Ziel dieser Arbeit ist die Synthese funktionalepdjpolymere mittels lebender kationischer
Ringoffnungspolymerisation von 2-Oxazolinen zur $elung polymergebundener,
artifiziellerer Modellmembranen auf Festkorperolsatien nach einem voRingsdorf!*””!

postulierten Konzept. Ausgehend von entwickeltemtSgsefi” % %% % definierter

Lipopolymere sollten in diese weitere Merkmale gntert werden. Dabei soll es sich auch
speziell um Lipopolymere handeln, welche proximdleansmembranlipide aufweisen.
Hierflir sollte ein geeigneter Syntheseweg entwickerden, der gezielt die asymmetrische
Funktionalisierung solcher bifunktionaler Lipidetrfoly(2-oxazolin)en ermdglicht, ohne zu
unerwunschten Nebenprodukten zu fuhren. Alle arRéaktion beteiligte Schutzgruppen und
Reagenzien sollten quantitativ von den gewulnsch®eadukten abtrennbar sein, bei
gleichzeitiger Wahrung von mdglichst hohen Ausbeute Um fortfilhrende

Funktionalisierungen der Zielstrukturen zu erlaybsallten polymeranaloge Reaktionen
ausgearbeitet werden, die eine quantitative Desieating der Polymere ermoglichen. Die
zum Aufbau der gewlnschten Polymere erforderlichignde sollten entweder synthetisch
dargestellt werden bzw. direkt durch Extraktion deilsenden extremophilen Organismen
gewonnen werden. Schliel3lich sollten durch Copolygagon geeigneter Monomere mit
unterschiedlichen Lipiden und Polymeren thermischakbare, Poly(2-oxazolin) basierte
Lipopolymere entwickelt werden, welche bislang noeitht bekannt waren und der
Zusammenhang zwischen deren LCST und chemischan#usnsetzung untersucht werden.

Hierdurch soll zu den daraus aufgebauten Membrastkakten weitere Dynamik und

Funktion hinzugefiugt werden, zwecks weiterfihrendaantitativer Untersuchungen von
membranassoziierten Phanomenen wie Transmembrsptnan Zellerkennung und —ad-

hasion[87, 88, 90, 91, 111, 151]
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4 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

4.1 Verwendete Lipide

Lipopolymere setzen sich, dem Namen entsprechersdeiaer Polymerkette sowie einem fur
den jeweiligen Verwendungszweck geeigneten Lipidsamumen. Um Lipopolymere
darzustellen, welche ausreichend stabile Membraildan kdnnen, mussten die im Rahmen
dieser Arbeit eingesetzten Lipide, neben ausredéeHydrophobizitéat, noch einer Reihe an
weiteren Anforderungen gentigen. So ist wichtigsdgiae gute Mischbarkeit zwischen dem
hydrophoben Lipidanteil und den Membranlipiden geslgistet ist, d.h. es darf nicht zu
Phasenseperation bzw. Segregation zwischen Lipom@lynd freiem Lipid kommen. Auch
sollte die kunstliche Membran durch die Inkorpamativon Lipopolymeren nicht in ihrer
Stabilitat beeintrachtigt werden. Dies ware beispreise bei sterisch nicht mit der Membran
kompatiblen Lipiden zu erwarten.

Die vorrangig in biologischen Membranen vorkommendgpide bestehen zumeist aus
einem Glycerinderivat mit zwei hydrophoben KettBres verleiht den Membranen durch den
groReren sterischen Anspruch héhere mechanischentrapische Stabilitat. Jedoch sind in
den meisten biologischen Membranen die Lipide atssBuren Uber Esterbindungen mit dem
Glycerinanteil verbunden, was diese wiederum berdiei kleineren pH-Anderungen
empfindlich gegentber Hydrolyse macht. Um Lipopodymaus thermodynamisch stabileren
Lipiden darstellen zu kdnnen, welche gegeniuberRkstingungen der Initiatorsynthese und
Polymerisation inert waren, wurden aus diesem Gaiatl Estern nur Etherlipide, wie diese
auch in archaealen Zellmembranen vorkommen, angitwan

Zur Darstellung der im Rahmen dieser Arbeit synsiatten Lipopolymere wurde sowohl mit
synthetischen Lipiden gearbeitet, als auch mitnatien bzw. naturidentischen. Verwendet
wurden hierfir zum einen monofunktionale Lipide.den vorliegenden Féllen handelte es
sich bei der funktionellen Gruppe stets um einerdygdfunktion. Zum anderen wurden mit
der Absicht, membranspannende Lipide zu derivaénieauch bifunktionale, welche zwei

OH-Gruppen aufweisen, eingesetzt.
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4.1.1 Monofunktionale Lipide
4.1.1.1 2,39-Dioctadecylglycerol

Bei n-Octadecanséaure (Stearinsaure) handelt es sich e &ufig in der Natur
aufzufindende Fettsaure. Sie kann aus tierischdrptlanzlichen Olen gewonnen werden und
ist Bestandteil zahlreicher kommerzieller Produkie z.B. in Waschmitteln oder wird als
Lebensmittelzusatzstoff verwendet. Der Diglycidigkst des homologem-Octadecanolsréc-
2,3-0-Dioctadecylglycerol, Abbildung 4.1) wurde als ggester Lipidbaustein fir Poly(2-
oxazolin) basierte Lipopolymere ausgewahlt. Diasetkommerziell erhaltlich und verfigt
Uber eine derivatisierbare Alkoholfunktion. Zuskfzl weist er mit den Etherbindungen

hinreichend die hierfiir erforderliche Stabilitaf.au

—(CHy)47—0

—(CHy)47—0

OH
Abbildung 4.1: Struktur von rac-2,3-O-Dioctadecyiggrol.

Hohere, nicht verzweigte Alkylketten neigen schen\erhaltnismafiig kurzen Kettenlangen
zu Kiristallisation. So liegt bereitsn-Heptadecan bei Raumtemperatur im festen
Aggregatszustand vor. Derivatisiert man derartigebihdungen zusatzlich mit einer polaren
Gruppe, die intermolekulare Wasserstoffbriickenbmgdun ermoglicht, wie z.B. einer

Alkoholfunktion, so senkt sich der Schmelzpunktteehin zu noch kirzeren Kettenlangen,

wie in Tabelle 4.1 zu sehen.

Tabelle 4.1: Ausgewahlte lineare aliphatische Kallasserstoffe und deren Schmelz- und
Siedepunktd!

Verbindung Summenformel Ji°C] by [°C]
n-Hexadecan €Hza 18 287
n-Heptadecan GH3s 20-22 302
n-Octadecan GHas 26-29 317
n-1-Decanol GoH20 5-7 231
n-1-Undecanol @H2.0 11 230

n-1-Dodecanol GH-c0 22-26 260-262
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Folglich ist auch fur 2,%-Dioctadecylglycerol eine Neigung der Seitenkettear
Kristallisation zu erwarten. In kinstlichen Membean kann es unterhalb der
Ubergangstemperatur zu Phasenseperation fest digkiistallin kommen und damit zu
Anisotropie. Solche Unregelmafigkeiten bedeutenru@tgien der Membran und deren
Destabilisierung.

Die Natur umgeht diesen Effekt zumeist durch denb&il von ungeséttigten Fettsauren,
welche einen niedrigeren Schmelzpunkt aufweisere. $ eingefiihrten Doppelbindungen
storen die Ausbildung homogener Kristallstrukturend senken damit wiederum den
Schmelzpunkt biologischer Membranen. Diese Loswstgiedoch aufgrund der zu hohen
Reaktivitat solcher Fettsduren gegentber Nucleephihicht mit der kationischen

Polymerisation von 2-Oxazolinen kompatibilisierbar.

4.1.1.2 Phytanol (3,7,11,15-Tetramethyl-2-hexadeicat)’®!

Ein weiterer Ansatz, welchen die Natur zur Umgehjarges Problems gefunden hat, ist der
Aufbau von biologischen Membranen aus verzweigtgnden. Dieses Konzept findet man
bei den sogenannten Archaea vor, Lebewesen weicheusf extreme 6kologische Nischen
spezialisiert haben. Deren Membranlipide basieremf &3,7,11,15-Tetramethyl-
hexadecanylderivaten, also aus auf aus Isoprentnhaufgebauten Terpenoiden. Durch
zahlreiche Verzweigungen wird so die Kristallisatider Membranen erschwert. Ferner
erhoht sich noch die Hydrophobizitat solcher Lipiden so die Zellwande noch weiter zu
stabilisieren. Ein Beispiel fur ein einfacheresaitges, natirlich vorkommendes, Lipid ist
das Isoprenoid Phytol (3,7,11,15-Tetramethyl-2-kdexan-1-ol). Es stellt die hydrophobe
Seitenkette des Chlorophylls dar, womit es sichhdks wahrscheinlich um eine der am
haufigsten in der Natur Uberhaupt vorkommende S8irukandelt. Die Verbindung ist
kommerziell erhéltlich. Mittels Hydrierung kann diéir Folgereaktionen stdrende
Doppelbindung reduziert werden, um so das homolBggtanol zu erhalten (3,7,11,15,
Tetramethyl-2-hexadecan-1-ol, Abbildung 4.2).
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/‘\/\)\/\/k/\/K/\OH

Raney-Ni

EtOAc
Ho

WGH

Abbildung 4.2: Darstellung von Phytanol aus Phytuitels katalytischer Hydrierung.

Unter Katalyse von Raney-Nickel wurde die gewiinscfierbindung dargestel. Hierbei
war es wichtig, darauf zu achten, dass die Wasdgiashosphare wahrend der Reaktion
mehrmals erneuert wurde. Zur schnelleren Sattigules Katalysators wurde die
Reaktionsmischung heftig geriihrt. Nach funf Tagemde die feste Phase abfiltriert. Durch
Einengen des Filtrats und Trocknung im Hochvakuuhe# man das gewtunschte Produkt
guantitativ. Da die Hydrierung nicht enantioselektblauft, lag ein racemisches Gemisch der
R- und S-Enantiomere vor. Obwohl es sich bei demiegenden Lipid bereits um ein
potentiellen Kandidaten zur Darstellung von Polgg&zolin) basierten Lipopolymeren
handelte, wurde die Verbindung noch weiter zum Yaiglylether umgesetzt, um die

Darstellung thermodynamisch stabilerer Membranearmbglichen.

4.1.1.3 Archaeol (2,8-Diphytanylsn-glycerol)?

Der Diglycidylether des Phytanols, das Archaed,Hauptbestandteil der Zellmembranen
jungerer Archaea. Dieses Lipid ist synthetisch mgfjgh, wenn auch nicht enantiomerenrein.
Dies hat jedoch keine nennenswerten Auswirkungein deei Membraneigenschaften der
daraus dargestellten Lipopolymere. Da Archaeol inegé&hsatz zum Phytanol zwei
hydrophobe Seitenketten aufweist, hat dieses eusginstarkeren Einfluss auf die hydrophile-
lipophile Balance (HLB) der daraus synthetisierteipopolymere. Lipopolymere mit
verhaltnismaRig zu kleinem Lipidanteil verhalterhsiinsbesondere an der Wasser-Luft-
Grenzflache instabil, da ein zu dominanter hydrigpshPolymeranteil das Lipopolymer
solubilisiert. Zur Darstellung von Archaeol wirdréachst Phytanol in das korrespondierende
Mesylat Uberfihrt. Dies wird durch direkte Umseigundes Fettalkohols mit
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Methansulfonséurechlorid erreicht (Abbildung 4.8B)ach Extraktion und Trocknung im
Vakuum wurde das gewinscht Sulfonat quantitatialézh.

)\/\/k/\/k/\/kﬁw

(@]
—$—CI Pyridin
(@]
)\/\/'\/\/k/\/k/\ ﬁ
O—S—

Il
O
Abbildung 4.3:. Pyridinkatalysierte Sulfonierungnehytanol.

Im Folgenden wurderac-1-Benzyl-glycerol mittels Kaliumhydrid quantitativn das
korrespondierende Dialkoholat umgewandelt. Uber\8&g einer Williamson Ethersynthese
erfolgte Umsetzung von zwei Aquivalenten des zusirthetisierten Methansulfonats zum
rac-1-Benzyl-2,30-di-(3,7,11,15-tetramethylhexadecwgi-glycerol (Abbildung 4.4).

—-Q— + I
o

NaH DMSO

Abbildung 4.4: Darstellung von rac-1-Benzyl-2,3-0(817,11,15-tetramethylhexadecyl)-sn-
glycerol durch Ethersynthese nach Williamson.

Das Reaktionsprodukt wurde nach anschlie3endealdidn mittels Saulenchromatographie
aufgereinigt, um so das gewilnschte benzylgeschiiztbaeolderivat zu erhalten. Die
Abspaltung der Schutzgruppe erfolgte hydrogenalfitisanalog der zuvor beschriebenen
Hydrierung des Phytols, mit dem Unterschied dassfim Palladium auf Aktivkohle als

Katalysator eingesetzt wurde (Abbildung 4.5). Nddhf Tagen Reaktionsdauer war die

Reaktion vollstandig. Durch saulenchromatograptaséufarbeitung wurde darauf das
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gewlnschte Produkt 2,3-O-di-(3,7,11,15-tetrametwdtdecyl)snglycerol (Archaeol)
erhalten.

OH

Abbildung 4.5: Darstellung von 2,3-0O-di-(3,7,11 tEiramethylhexadecyl)-sn-glycerol
(Archaeol).

Als Ausgangsprodukte fur diese Substanz wurden ilewRacemate der Glycerin-, bzw.
Phytanolderivate eingesetzt. Deshalb lag auch dadiasem Weg dargestellte Archaeol als
racemisches Gemisch vor, mit undefinierten Konfigwnen an der 3-Position der
Seitenketten sowie der 2-Position am Glycerin. Decld diesen Befund keine Auswirkungen
auf die membranspannenden Eigenschaften der nsiémid.ipid dargestellten Lipopolymere
erwartet wurden, wurde von der Entwicklung eineamdigeren, zum enantiomerenreinen

Produkt fuhrenden Synthese abgesehen.
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4.1.2 Bifunktionale Lipide

Neben monofunktionalen Lipiden eignen sich auchbrs®init zwei funktionellen Gruppen fur
die Synthese von Lipopolymeren zur Darstellung waodellmembranen. Zur Modifikation
derartiger Substanzen mit einer hydrophilen Polkee sind grundsatzlich zwei

Moglichkeiten vorstellbar.

So kann eine bifunktionale Verbindung einerseitmmsetrisch funktionalisiert werden, d.h.
es erfolgt gleichzeitige Polymerisation in beideciRungen, ausgehend vom Lipid zur
Synthese von ,ABA“ Lipopolymeren. Alternativ ist mkbar, solche Lipide zunéchst
asymmetrischan nur einer Funktion mit einer Polymerkette zudifibieren. Dieser Weg

erfordert den Einsatz von Schutzgruppenchemie ueigthdie Mdglichkeit, die Verbindung

nach erfolgter Darstellung anschlieend polymemnalzum entschitzten Polymer
umzusetzen. Dabei kann es sich beispielsweise umktibnalisierung mit einer weiteren

Polymerkette oder Modifikation mit einer unter d@&edingungen der Polymerisation
inkompatiblen funktionellen Gruppe handeln. Produkblcher Umsetzungen sind dann
entweder asymmetrische ,ABC" Lipopolymere bzw. ,XBARelechele mit einer zusatzlichen

chemischen Funktion an der distalen Kopfgruppegleahe Abbildung 4.6).

a)
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Abbildung 4.6: Aus bifunktionalen Lipoinitiatorenardtellbare Blockcopolymere. Der
mittlere Block représentiert den Lipidblock, diedanen identische bzw. unterschiedliche
Poly(2-oxazolin)-Ketten. X steht fir eine defiregostoximale chemische Funktionalitat.

a) ABA-, b) ABC-Lipocopolymer, c) Lipopolymer mdtaler funktioneller Gruppe.
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4.1.2.1. Poly(dimethylsiloxan) Oligomere (PDMS)

Neben natirlichen Lipiden gibt es verschiedene rstigche Mimetika, welche den
Anforderungen  zum  Aufbau von  biomimetischen, Polyxazolin)-basierten
Membrankonstrukten gerecht werden.

Bei Poly(dimethylsiloxan) R DMS) handelt es sich um eine Polymerklasse welchelise
Zwecke aus mehreren Grunden gut geeignet ist. PBD&ig aufgrund der geringen inter- und
intramolekularen  Wechselwirkungen sowie der zatliven Verzweigungen am
Polymerrickgrat in Form der Methylgruppen nur inriggem Mal3 zur Kristallisation.
Weiterhin weist es hohe Biokompatibilitat auf ursd fur lebensmitteltechnologische und
medizinische Anwendungen zugelassen. PDMS Teleddeleen sowohl kationisch als auch
anionisch synthetisiert werden und sind kommerzaddl Oligomere mit einer Vielzahl an
definierten Endgruppen erhdltlich. Fur die Darstelj Poly(2-oxazolin)-basierter
Lipopolymere eignen sich dabei PDMS Oligomere mirkinol-Endgruppen, welche
terminal Uber eine Alkylgruppe direkt ans Oligonaeigebunden sind. Diese enthalten keine
chemisch labilen -Si-O-C- Bindungen, sondern bestedusschliel3lich aus chemisch auf3erst
stabilen Komponenten, weshalb sie fur die katidres®olymerisation von 2-Oxazolinen
geeignet sind, wie bereikgaier et all*’®*8?zeigen konnten (Abbildung 4.7).

Als die am geeignetsten bifunktionalen Lipomimetfida Experimente zur Darstellung von
Poly(2-oxazolin) basierten Lipopolymeren wurden goRDMS-Oligomere einer mittleren
Kettenlange von ~10 Wiederholungseinheiten mintealen Carbinolfunktionen betrachtet.
Bei diesem Polymerisationsgrad wurde erwartet, digssdurch dieses Transmembranlipid
gebildeten Lipidschichten vergleichbare Durchmessdweisen wie jene Doppellschichten,
welche in archaealen Zellembranen durch monofunktie Lipide, wie dem Archaeol,

geformt werden.

HO ‘ / | \ OH
Si 0] Si

Abbildung 4.7: Struktur von,o—bis(3-propyloxy)-Poly(dimethylsiloxan).
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4.1.2.2 10,12-Docosadiin-1,22-diol

In der Literatur finden sich nur wenige Beispiel synthetisch ohne grof3en Aufwand
darstellbare symmetrische bifunktionale Lipide bzmimetika, welche zu den Bedingungen
der kationischen Polymerisation von 2-Oxazolinempatibel sind. Um ein solches Lipid
handelt es sich bei 10,12-Docosadiin-1,22-diol, @im mit terminalen Hydroxidfunktionen.
Diese Verbindung ist aus kommerziell erhaltlichembS8raten zugangliéﬁ’?ﬂ Ausgehend
vom 10-Undecin-1-ol erhalt man das gewinschte Rutodber eine Glaser-Kupplung unter
Einsatz stochiometrischer Mengen Kupfer(ll)acetatPyridin (Abbildung 4.8 a)). Nach
Filtration, Extraktion, Umkristallisation, sowie schlieRender Sdulenchromatographie erhalt

man das gewinschte Produkt in Ausbeuten von 93%.

a) b)
HO—(CH,p)g—== < R
Cu(OA), | Pyridin \ \
\\ R hv R
HO—(CHy)g—==—==—(CH,)g—OH \:’> .
AL
s !
n
H203PO_(CH2)9 — = (CH2)9_0P03H2 R R

Abbildung 4.8: a) Darstellung von 10,12-Docosadii22-diol aus 10-Undecin-1-ol durch
Glaser-Kupplung gefolgt von anschlieRender Phosgiesung.
b) UV-Initiierte Polymerisation geordneter Diin-Keh 8!

In dieser Form ist das Lipid bereits fur die Ddtateg von Poly(2-oxazolin) basierten
Lipopolymeren geeignet. Jedoch wird diese Verbmgdin der Literatur als noch nicht
amphiphil genug fiir die Ausbildung von stabilen ilipembranen im wéassrigen Medium
beschriebe®® Aus diesem Grund wurden dessen beide OH-Funktioweh zusatzlich
phosphoryliert.Dies wurde quantitativ durch Umsetzung des Diol$ Rhosphorylchlorid
sowie anschlieBender wassriger Aufarbeitung erteldlerbei war unter Lichtausschluss zu
arbeiten, auf Grund der Neigung der konjugierterifachbindungen zur UV-initiierten
Polymerisation, wenn diese in geordneter raumlidtiéne vorliegen (vgl. Abbildung 4.8 b).
Dies trifft vor allem auf jene mit terminalen Phbspséureestern funktionalisierten Lipide zu,

da durch die wesentlich starkeren intermolekulanémsserstoffbriickenbindungen fiir eine
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engere raumliche Distanz zwischen den Diineinheitgesorgt wird. Obwohl die
Reaktionsmischung homogen, d.h. das Substrat &otlgy solvatisiert war, verfarbte sich die
Losung bei Kontakt mit Sonnenlicht sofort ins tiefle, was auf die Entstehung von
derartigen Photopolymerisationsprodukten hinwieges® Eigenschaft wurde andererseits
durchaus als interessant fur mit diesem Lipid figridlisierte Lipopolymere betrachtet. Die
durch diese Lipide gebildeten Schichten konntenclduBestrahlung mit UV-Licht

polymerisiert und damit fixiert werden, flr evertaeveiterfihrende Untersuchungen.

4.1.2.3 Dodecan-1,12-diol

HO_(CH2)12_OH
Abbildung 4.9: Struktur von 1,12-Dodecandiol.

Zur Entwicklung der polymerchemischen Reaktionerchae zur Entwicklung von ABA-,
ABC-, sowie XBA-Lipopolymere erforderlich waren, vde Dodecan-1,12-diol als
Modellsystem gewéhlt (Abbildung 4.9). Diese Verhing ist kommerziell erhaltlich und
insofern gut geeignet, da auch hier beide Hydraxiylgen ausreichend raumlich voneinander

getrennt sind, um als chemisch unabhangig voneerandgelten.
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4.1.2.4 Bifunktionales Lipid auglethanothermobacter thermoautotrophicum

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden fur dielgrukturen Lipide aus naturlicher
Quelle verwendet. Wie bereits berichtet, weisen Mliembranen der Archaea eine im
Vergleich zu den Eukaryoten voéllig unterschiedlidhpidkomposition auf, was diese als
Ausgangsmaterialien fur kationisch darzustellendgopolymere interessanter macht.
Dartber hinaus enthalten jene Membranen vor all@uptséachlich bei ausgewachsenen
Archaeen membranspannende Lipide wie das Caldathamd dessen Isomer
Isocaldarchaeol (Abbildung 4.10). Nach UntersuclemgonGrather et al*®! liegen beide
Lipide in den Organismen im nahezu statistischemh&énis von 55:45 vor. Die relative
Orientierung der Glycerineinheiten spielt somit esobar keine bedeutende Rolle fir die
biologischen Funktionen dieser Naturstoffeguchi et al*®® beschrieben 1998 einen
elfstufigen Weg zur Totalsynthese von Caldarchaaibleiner Gesamtausbeute im Bereich
von ~1% bezogen auf die eingesetzten Substratelid3ar Naturstoff somit synthetisch nur
in geringen Ausbeuten bei groBem Syntheseaufwariidgler ist, wurde Caldarchaeol direkt

Abbildung 4.10: Oben: Strukturen von Caldarchaealben) und Isocaldarchaeol (unten).
Darunter: Octopus Spring im Yellowstone Nationalpadrt der ersten Entdeckung von M.
thermoautotrophicum  (link$®!  Lichtmiskroskopische Aufnahme von M. thermoauto-

trophicum (rechts}:?”!
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aus Zellkulturen vonM. thermoautotrophicunmgewonnen, welche langer als funf Tage
kultiviert wurden, was einen maximalen Caldarchaetil in deren Zellmembranen
versprach (vergleiche Tabelle 4'%). Um diese Verbindung in der fir kationische
Polymerisation benotigten Reinheit zu erhalten, sters die Lipide dieser Lebewesen
zundchst von den restlichen Zellbestandteilen agplwerden. Eines der gangigsten
Extraktionsverfahren von Lipiden aus biologischeb&anz stammt voBligh und Dyer 8!
welches urspringlich zur Extraktion von Fetten Risshgewebe entwickelt wurde. Bei dieser
Methode wird der Zellaufschluss mit einer ternakiachung aus Methanol, Chloroform und
Wasser aufgenommen (Abbildung 4.11). Dabei werdam jenen drei Losungsmitteln die
jeweiligen Anteile so gewahlt, dass die resultideeischung einphasig vorliegt, bewirkt
durch Methanol als Phasenvermittler zwischen osgdr@r und wassriger Phase. Eine solche
Mischung bietet den Vorteil, Gber Aufnahmevermé@i@nextrem polare Komponenten, wie
Salze zu verfugen, aber auch fur lipophile Substanzvelche sonst unléslich im polaren
Medium waren. Durch anschlieRende Zugabe von Cldoro und Wasser erfolgt dann
Aufspaltung in zwei Phasen, von welchen die ungotiie Lipide, die polare die restlichen
Zellbestandteile enthalt. Der Einsatz eines deyamtiLosungsmittelgemisches zur Isolierung
von Lipiden ist gegentber einer Extraktion mit aldiel3lich unpolaren Chemikalien wie
Chloroform grundsatzlich zu bevorzugen. Grund dadtir dass der Gberwiegende Teil der
Lipide in biologischem Zellmaterial mit polaren Emdppen modifiziert vorliegt, wie z.B. in

Form von Phosphorsaurederivaten.

0 80 90
waTER ° & - Sl : = . B CHLOROFORM
o

Abbildung 4.11: Ternares Phasendiagramm des Gemssater Losungsmittel Wasser /
Methanol / Chloroform. Unterhalb der Kurve liegewez Phasen vor, oberhalb ist das
Gemisch einphasig®®
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Da Archaea, im Vergleich zu Eukaryoten bzw. Bakterinen vollkommen anderen Aufbau
der Zellmembranen aufweisen, kommt fur die Exteaktihrer Lipide dasBligh-Dyer
Verfahren jedoch nur bedingt in Frage. Fir solcheake wurden allerdings bereits weitere
Verfahren, aufbauend auf dieser Methode, entwick8ti finden sich in der Literatur
Vorschriften, in der die wassrige Komponente demdeen Mischung durch 0.1 M
Natriumacetatlosudf® ersetzt wurde, bzw. durch 0.1 M Natriumchloridiégt?® und so in
beiden Fallen die Ausbeuten merklich erhdht weikiemten. Zusatzlich kénnten die Zellen
vor dem Aufschluss noch mechanisch gestresst bemstért werden, um den Zugang zu den
inneren Zellbestandteilen zu erleicht€fY In dieser Arbeit wurde jedoch eine Vorschrift
nach Nishihara und Kogd®! verwendet und weiterentwickelt, bei welcher an I8tebn
reinem Wasser eine 10%ige Losung von TrichloreésigsTCA) eingesetzt wurde, einem
gelaufigen Denaturierungsreagenz fir Proteine. Eisghematische Ubersicht der

angewandten und im Folgenden diskutierten Prozietlur Abbildung 4.12 dargestellt.

unbehandeltes Zellmaterial von
Methanothermobacter thermoautotrophicum

4.1.2.4.1
Aufschlul3 und Extraktion

freie Lipide liegen isoliert von
restlichen Zellbestandteilen vor

4.1.2.4.2
Acetolyse

Phospholipide umverestert zu Acetylestern
Glycolipide liegen unverandert vor

4.1.2.4.3
Methanolyse

Glycolipide und Acetylester aufgespalten

4.1.2.4.4
Aufarbeitung der unléslichen Ricksténde

4.1.2.4.5
flissigchromatographische
l Aufarbeitung

isoliertes Caldarchaeol

Abbildung 4.12: Ubersicht zur Vorgehensweise zutraktion von Caldarchaeol aus

Zellmaterial von M. thermoautotrophicum mit dengdigen Kapitelangaben.
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4.1.2.4.1 Aufschluss und Extraktion

Fur einen typischen Extraktionsdurchgang wurden §0én nasser Zellmasse einer sechs
Tage alten Kultur vorM. thermoautotrophicunverwendet, welche einen, den Erwartungen
entsprechend hohen Anteil an Caldarchaeol enthiédt.Zellmasse wurde tber Dr. Harald
Huber vom Archaeenzentrum am Institut fir Mikrobmike der Universitdt Regensburg
(Leitung: Prof. Dr. Michael Thomm) bezogen. Nachfrigetrocknung der grauen Masse
verblieben noch 61.8 g trockenes Zellmaterial zkwrddm die darin enthaltenen Archaea
unter Stress zu versetzen, was wiederum einen ufstlaluss erleichtert, wurden diese
abermals in 250 mL Wasser suspendiert und der Vigrdeeimal wiederholt. Der verbliebene
Feststoff wurde zuletzt in 1.75 L Wasser suspehdied mittels einescell disruptors
aufgeschlossen. Hierbei erwiesen sich die in dep&usion enthaltenen Lebewesen, wie ihrer
extremophilen Natur nach zu erwarten, als extregergtandsfahig. So reicht beispielsweise
fur E. coli ein einziger Durchgang bei einem Druckgefalle yor 1.60 kbar, um einen
kompletten Aufschluss zu erreichen. Fur die algite@ulerst stabil geltenden Hefen muss

hierfuir bereits ein Druck von p = 2.45 kbar angettaverden.

Abbildungen 4.13: Lichtmiskroskopische
Untersuchungen der Lipidextraktion aus
M. thermoautotrophicum. A) Vor dem Auf-
schluss B) nach einem Durchgang im cell
disrupter C) nach finf Durchgéangen.
BildmalR3e (Hohe x Breite): 106,967 pum x
133,709 pm.
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Wurden diese Bedingungen dagegen aif thermoautotrophicunangewandt, so liel3 sich
lichtmikroskopisch keine nennenswerte Verringerwhgr intakten Zellanteile erkennen.
Stattdessen war es erforderlich die Suspensionnfihhintereinander bei einem Druck von p
= 2.45 kbar zu behandeln. Zwischen den einzelnerchigdngen wurde der Aufschluss
zudem jeweils mit Ultraschall behandelt, um die ridieenden Zellen zusatzlich zu
schwachen, und jeweils anschliel3end in Lichtmikopskintersucht.

Wie in den Abbildungen 4.13 zu sehen, nahm die atration der noch intakten Zellen mit
zunehmender Zahl an Durchgédngen ab, bis schliel¥iabh finf Durchgangen der
vollstandige Aufschluss aller Zellen festgestellerden konnte. In der so erhaltenen
wassrigen Suspension wurden insgesamt 175 g TCdstgeaiefolgt von 4,50 L Methanol
sowie 2,25 L Chloroform. Somit betrug das Verh&ltnvassrige Phase / Methanol /
Chloroform 0,21/ 0,53 / 0,26 und fuhrte damit Bildung einer homogenen Mischung in der
flissigen Phase. Nach heftigem Ruhren Uber dree Vagrde eine Phasenseperation durch
Zugabe von weiteren 0,26 eq Wasser und Chlorofgewefls 2,25 L) induziert. Die
Suspension enthielt nunmehr drei Phasen. Nebenrderen organischen Phase, welche die
Lipide enthielt und der oberen polaren, lag nundizigh eine feste Phase dazwischen vor.
Diese enthielt die unldslichen festen Zellricks&ndie Mischung wurde zentrifugiert und
die feste, mittlere Phase abfiltriert und sepaiiatdie weitere Aufarbeitung aufbewahrt. Die
organische Phase wurde abgetrennt und die pola@ztich mehrmals gemal dem oben

beschriebenen Verfahren extrahiert, um sicherZastelass alles Lipid daraus isoliert wurde.
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4.1.2.4.2 Acetolyse

Die vereinigten organischen Phasen enthielten rauptsachlich polare Phospho-, Glyko-
und Phosphoglykolipide. Um das Lipid in der gewimsn freien Form zu erhalten, war es
notwendig, die polaren Lipidkopfgruppen abzuspaltBas hierfir géangige Verfahren ist
zunachst die Acetolyse. Dabei wird der Lipidauszug Essigsaure und Acetanhydrid
versetzt und bei 160 °C refluxiert. Hierbei werd#ta Phosphoester aufgespalten, wahrend
die dadurch entstandenen freien Hydroxyfunktionenmgehend acetyliert werden (Abbildung
4.14). Auf Glycolipide hat diese Behandlung dagegech keine Auswirkung.

0]

ﬁ ACOH / Ac,0 )k
0—P—0—X > RiOu,, 0
|

160 °C

R1O//’//,

OH
R,0 R,0

Abbildung 4.14: Acetolyse von Phopholipidestern.

4.1.2.4.3 Methanolyse

Um die glycosidischen Bindungen zwischen Lipiderd u-Glycosylresten aufzuspalten,
wurden die aus der Acetolyse erhaltenen lipophil&silextrakte einer Methanolyse
unterzogen. Diese wurden hierfir in methanoliscdnorwasserstofflosung tber vier
Stunden im Autoklaven auf 100 °C erhitzt. Um eired&n der Loésung und damit die
Korrosion des Autklaven zu vermeiden, wurde deshaiter einer Argonatmosphare bei
einem Druck von 40 bar gearbeitet. Weiterhin war lzu beachten, dass als Reagenz keine
Losung aus wassriger Salzsaure in Methanol verwemdeden durfte. Da durch Wasser die
Aciditat des Hydrogenchlorids nivelliert werden wér musste wasserfreies methanolisches
HCI verwendet werden, um die gewlnschten hohen éutsbh zu erzielen. Unter den
Bedingungen der Methanolyse wurden saurekatalyslert O-glycosidischen Bindungen
gespalten und das als Zwischenstufe entstehend@$yjumion durch Methanol abgefangen
(Abbildung 4.15). Weiterhin wurden im vorherrschendaciden Medium alle noch in Folge
der Acetolyse vorhandenen Acetylgruppen abgespditaoh Aufarbeitung mit dem ternaren
Bligh-DyerSolvens wurden so 4,29 g an Lipiden erhalten.
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Abbildung 4.15: Methanolyse von Glycolipiden m#tetethanolischem HCI. Unter diesen

Bedingungen werden auch die vorhandenen Acetydlipidthanolysiert.

4.1.2.4.4 Aufarbeitung der unldslichen Riickstande

Die aus dem Extraktionsprozess verbliebenen feRigérkstande wurden abschlielend mit
methanolischem 4 N HCI versetzt, um noch enthaltépiele freizusetzen. Nach Erhitzen auf
100 °C uber 18 Stunden wurde die wassrige Losurajogndem zuvor beschriebenen
Extraktionsprozess mit defligh-Dyer Solven§® behandelt. Nach Phasenseperation und
mehrmaliger Extraktion der wassrigen Phase konstemochmals 1,83 g Lipid gewonnen

werden.

4.1.2.4.5 Aufreinigung

Die Produkte der Methanolyse wurden mit den durgtraktion aus den festen Rickstanden
enthaltenen Produkten zu insgesamt 6,12 g Lipidktdn vereinigt. Durch
saulenchromatographische Aufreinigung konnten daréi4 mg reines Caldarchaeol

gewonnen werden. Insgesamt wurden mit der hiernbetenen modifizierten Aufarbeitung
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nach Nishihara und Koga, 7,63 nmol Caldarchaeol pro mg Zelltrockenmasseogeen.
Ferner wurden noch mehrere Archaeol enthaltendetiBnen isoliert und mit den

bestehenden, zuvor synthetisch dargestellten vgtein

Tabelle 4.2: Lipidextraktion aus Zellen der Familiethanothermobactéf”

Zellen Wachstums Extraktions- MLipid / Mzelien Narchaeol/
-dauer solvens [%0] Ncaldarchaeol
Intakt @94 >5d neutral 2,0
Aufgeschlossef!!?? >5d neutral 3,9 41:59
Intakt® 193! 5d neutral 0,98 35:36
Intakt 1% 5d sauer 5,6 10:83
Aufgeschlossef**?! 5d neutral 5,3 9:83
Intakt” 194 >5d neutral 3,0 52:48
Aufgeschlossefi*** >5d sauer 5,8 19:81
Intakt 211°°! 2d neutral 1,6 41:59
Intakt? 9] 4d neutral 80:20
Intakt? 9] 6d neutral 89:11

3 Methanothermobacter thermoautotrophictiviethanothermobacter arboriphilicus.

Setzt man die gewonnen Lipide von 6,12 g ins Vénmsl mit der eingesetzten
gefriergetrockneten Zellmasse von 61,8 g, so wuideLipidanteil von insgesamt 9,9 %
isoliert. Dieser Wert Ubertrifft vergleichbare,direder Literatur berichtet werden deutlich, im
Mittel um den Faktor zwei (vergleiche Tabelle 422)Fiir diesen Befund finden sich mehrere

maogliche Erklarungen:

- Bei M. thermoautotrophicunkann der Pseudomureingehalt von Kultur zu Kultur
stark variieren und damit den relativen Lipidanteil der Trockenzellmasse stark

beeinflussen.

- Die Werte fur die Lipidausbeute wurden in deret#tur stets entweder durch
Extraktion mit wassriger TCA LOosung ermittelt odiirch Zellaufschluss gefolgt von
anschlieBender neutraler Extraktion. Dabei wurderdihgs nicht immer wie im
Rahmen der vorliegenden Arbeit lichtmikroskopiscie &erstérung aller Zellen
Uberprift. Es stellte sich hier heraus, dass zulistéadigen Aufschluss aller Zellen
ein deutlich hoheres Druckgefalle benétigt wurderd weine gréRere Anzahl an

Durchgéngen, als sie fir andere Organismen erficevar.
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- Bei jedem Extraktionsschritt wurden die wasgrigdhasen mehrmals nacheinander
mit Chloroform extrahiert, wodurch die Gesamtausbean Lipid weiter erhoht

werden konnte.

Das so aufgereinigte Caldarchaeol wurde anhandiennd**C-NMR-Spektroskopie sowie
MALDI-TOF-MS charakterisiert. Die entsprechenderei&pen sind in den Abbildung 4.16
gezeigt. Im MALDI-TOF wurden neben der erwartetepe8es beim/z = 1324 g/mol
(entspricht [M-Na]) noch zwei weitere Verteilungen mit einem Abstarah jeweils 14
Einheiten beobachtet. Diese konnten den SpeziesN@HNa] bzw. [(M+2Me)+Na]
zugeordnet werden. Bei ihnen wurde jeweils ein Wiassffatom gegen eine Methylgruppe
ausgetauscht. Diese Annahme korrelierte auch nmt W&NMR Spektrum, hier lagen die
Integrale der Methylprotonen leicht Uberreprasenti®r. Eine prazisere Quantifizierung
dieser Protonen konnte allerdings mittels NMR-Spedkiopie nicht vorgenommen werden,
da die Glycidylprotonen im Bereich zwischen 3,4,8 8om aufgrund der Breite ihrer Signale
nur bedingt als Kalibrierstandard geeignet warefenaue Angaben zur Anzahl der
Methylprotonen konnten jedoch spéater anhand der N8@Bktren von auf Caldarchaeol
basierenden Derivaten getroffen werden, was im enait Lauf dieser Arbeit diskutiert

werden wird (siehe Kapitel 4.5.6).

Diese Befunde mégen zunachst ungewohnlich ersameflkerdings ist darauf hinzuweisen,
dass es sich bei dem extrahierten Lipid um eineniisff handelt, der direkt aus lebendem
Archaeen isoliert wurde. So beobachteten ABgoni et al™® im Rahmen ihrer Arbeiten
zur Untersuchung der Biosynthese von Caldarchakas, Auftreten von ,,ungewdhnlichen®
Methylierungsreaktionen an den Bisphytanolketteme BReaktion erfolgt unter Retention
bezuglich der eingefihrten Methylgruppe und unteretsion am methylierten Zentrum und
tritt besonders dann haufig auf, wenn Archaebaltetnter Stressbedingungen Kkultiviert
werden!*® Die gewohnlichen Lipidether Caldarchaeol und I&tea@haeol werden dann an
der 13-, bzw. 20-Position der Bisphytanolkette 2m &erbindungen Homocaldarchael und
Isocaldarchaeol methyliert (Abbildung 4.15). Did®eaktionen kdnnen durchaus mehrmals
an ein und demselben Lipidmolekil ablaufen. Dahleeriaschte es auch nicht, in der
besprochenen Analytik Hinweise auf das Vorhandenzeisatzlicher Methylgruppen zu
finden bzw. dass selbige iftH-NMR Uberreprasentiert erschienen. Aufgrund deingen
Unterschiede zwischen den genannten Verbindungesichilich Polaritat und sterischem
Anspruch ist es deshalb auch nicht verwunderlichssddiese chromatographisch nicht

voneinander aufzutrennen sind. Somit enthielt dsslierte Lipidmaterial nicht nur
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Caldarchaeol, sondern noch verschiedene homolodasoemere Verbindungen, die jedoch
stets die fur geplante Folgereaktionen erfordeglicterminalen OH-Gruppen aufwiesen.

HO OH

HO

Abbildung 4.15: Enzymatische Methylierung einepBiganolkette an der 13-Position, wie in

Untersuchungen zu Biosynthese von Caldarchaeolawét!*®
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Abbildung 4.16: Oben:H-NMR-Spektrum des aufgereinigten CaldarchaeolsCIBCls.
Unten:Entsprechendes MALDI-TOF Massenspektrum.
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4.2  Funktionale Lipopolymere basierend auf monofunk tionalen Lipiden

4.2.1 Strukturvariabilitaét von Polymeren mit funkti onalen Lipiden

Lipopolymere setzen sich definitionsgemald aus dfotymerkette und einem hydrophoben,
meist terminal gebundenen Lipidrest zusammen. Adsobders vielseitiges Polymer zur
Darstellung von Lipopolymeren erwiesen sich aus nereim Griinden Poly(2-oxazolin)e. So
eignen sich diese durch kationische Ring6ffnungspeltisation dargestellten Polymere
bestens fir die Darstellung definierter Polymeidtiten zum Aufbau kinstlicher

Zellmembranen. Ferner lassen sich diese mit hotnekt8rdefinition an fast allen Bereichen
realisieren (Abbildung 4.17).

1 -

aus Startreaktion aus Abbruchsreaktion

Abbildung 4.17: Schematische Darstellung eines &dly(2-oxazolin) und einem

monofunktionalen Lipoinitiator basierenden Lipopubrs.

Der Rest R wird quantitativ Gber die Startreaktion am proxiema Ende des Polymers
eingefuhrt. Durch Polymerisation mit den gewinscht®onomeren erfolgt Wachstum der
Poly(2-oxazolin) Kette mit den entsprechenden Isfgéwiinscht funktionalen - Resten R an
den Seitenketten. Uber die Abbruchsreaktion kannRiest R eine Endgruppe eingefihrt
werden, wie beispielsweise eine Kupplungsgruppe kovalenten Verknipfung vom
Lipopolymer an eine stationare Phase oder einetivea& Gruppe fir weiterfiihrende

polymeranaloge Reaktionen.

Im Falle von Poly(2-oxazolin) basierten Lipopolymerwird R Uber einen entsprechenden
Lipidinitiator eingebaut. Polaritat, Verzweigungadrund Grol3e des Lipidrests Raben

entscheidenden Einflul3 auf das Aggregationsvennaégartiger Polymere in Losung und an
Grenzflachen. Langere und sterisch anspruchsvollepde sowie solche mit zwel

Alkylketten bewirken eine hdhere StabilisierunggemMembranen. Durch diese Reste und
durch die Komposition der Reste R an der Polymé&kehtscheidet sich die hydrophile/
lipophile Balance (HLB) und damit der amphiphile afdikter der so dargestellten
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Lipopolymere. Als Monomere eignen sich hierfir amgig 2-Oxazoline mit kirzeren
Alkylketten als Rest und dadurch bedingter hohétgdrophilie. Am geeignetsten hierfur
erschienen 2-Methyl-2-oxazolin sowie 2-Ethyl-2-oslaz. Beide erlauben die Synthese von
Polymeren mit guter Wasserloslichkeit. Weiterhinisga sie eine geringe Neigung zu
Nebenreaktionen wie Abbruchs- oder Ubertragungsimasn auf und gestatten so die
Darstellung von Polymeren mit geringer Polydisgétsund definierter Kettenlange, wie es
vor allem zur Realisation polymerunterstitzter Meanen winschenswert ist. Falls
erforderlich, kann weiterhin Uber die Poly(2-oxazplKette eine Feineinstellung der HLB
durch statistische Copolymerisation mit hydropheberMonomeren wie 2-Butyl-2-

oxazolin erreicht werden.

4.2.2 Darstellung monofunktionaler Lipidinitiatoren

Zur Darstellung von Poly(2-oxazolin)en mit enger IMassenverteilung eignen sich
insbesondere Trifluormethansulfonate. Durch dieehBblaritdt und die damit einhergehende
Labilitat der Esterbindung weisen diese eine vérgkveise starke Elektrophilie auf und
somit hohe Inititiationsgeschwindigkeiten;)(Kur die kationische Polymerisation von 2-
Oxazolinen. Ferner handelt es beim korrespondiemntriflation um ein sehr weiches,
resonanzstabilisiertes Gegenion, das mit dem aktiebenden Kettenende in geringer
Wechselwirkung steht und somit eine schnelle Warhsteaktion () ermdglicht.
Trifluormethansulfonsaureester kénnen direkt mibdrmo Ausbeuten aus den entsprechenden
Alkoholen durch Umsetzung mit Trifluormethansulf@oseeanhydrid gewonnen werden.

Ein geeigneter Lipoinitiator besteht somit aus eipelaren Sulfonatgruppe und einem
hydrophoben Rest. Die hierflir verwendeten Lipidéesokeine funktionellen Gruppen wie
—C=C- Doppelbindungen oder Carbonséaureester émhalie gegentiber den Bedingungen
der Triflatisierung bzw. der darauf folgenden Paotyisation als nicht inert bekannt waren.
Fur die Synthese von Poly(2-oxazolin)en, die auhafonktionalen Lipiden basieren, wurden

daher ausschlieR3lich Glycidylether eingesetzt.
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4.2.2.1 Dioctadecylglycerylinitiat6t

Bei diesem Initiator handelt es sich um den Glyidaither des zur Stearinsaure homologen
Alkohols. Aus der Ausgangsverbindung D)3Dioctadecylglycerol kann auf in der Literatur
beschriebener Vorgehensweise das korrespondier@nifleaormethansulfonat dargestellt

werden fac-2,3-O-Dioctadecylglycerlytrifluormethansulfonat, Bilwlung 4.18).

I I
F3C_S_O_S_CF3

—(CHg)17—O0— (”) (”) —(CH2)17—0—
—(CHg)17—O0— —(CH2)17—0— 0
K,CO |
—OH 2 ——0—S—CF;
CHCl, I

Abbildung 4.18: Darstellung von rac-2,3-O-Dioctaglegycerlytrifluormethansulfonat.

Zu einer Suspension von Kaliumcarbonat in Chlomfavurde unter Schutzgasatmosphare
der Lipidalkohol zugegeben und anschlieBend untErrkem RUhren tropfenweise
Trifluormethansulfonsaureanhydrid. Durch Einsats é@hydrids im Uberschuss wurde ein
guantitativer Umsatz zum korrespondierenden Trifelisiert. Um die entstandene Saure
vollstandig abzufangen, wurde die heterogene Misghiiber Nacht weitergerthrt. Zur
Aufarbeitung wurden die zurickbleibenden anorgdrée  Salze unter trockener
Argonatmosphéare abfiltriert. Noch in der Reaktiorsrhung verbliebenes Triflatanhydrid
wurde im Olpumpenvakuum entfernt. Zur endgiiltigenufréinigung wurde der
zurtickbleibende weilRe Feststoff in trockenem Bemzdgenommen und gefriergetrocknet.
Die quantitative Umsetzung aller Hydroxyfunktionen Triflate wurde mittels'H-NMR
Spektroskopie, die Abwesenheit von Nebenproduktainnsichichtchromatographisch

nachgewiesen.
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4.2.2.2 Diphytanylinitiator (2,3-O-Di(3,7,11,15tatmethyhexadecyl)glyceryl-trifluormethan-
sulfonat}?

/k/\/K/\)\/\/k/\O

o) o)
I I KoCO3
F3C_S_O_S_CF3
I I CHCl,

)\/\)\/\)\/\/L/\ (P
o O

Abbildung 4.19: Darstellung von 2,3-0O-Di(3,7,11 tEsramethyhexadecyl)glycerol.

Wie unter 4.2.2.1 beschrieben, erfolgte die Umsejzuon Archaeol (2,3-0-Di(3,7,11,15-
tetramethyhexadecyl)glycerol) in den entsprechendérifluormethansulfonsaureester
(Abbildung 4.19). Zu Beginn zeigte die Reaktiongrhisng dabei bisweilen leicht gelbliche
Farbung, welche jedoch nach Ruhren tGber Nacht veresad. Nach Aufarbeitung lag der
Initiator als hellgelbes Ol vor. Die vollstandigendetzung allen Substrats konnte wie zuvor
durch*H-NMR Spektroskopie bestatigt werden.

4.2.3 Polymerisation von 2-Oxazolinen

Der Lipidinitiator wurde in Chloroform oder Dichlmethan gel6st und in einem druckdicht
verschlieBbaren Reaktionsgefald vorgelegt. Ansaié? wurde das Monomer im
gewilnschten molaren Verhaltnis zugegeben. Die Raigation von 2-Oxazolinen wird
bevorzugt im polaren, aprotischen Solvens wie Auétb bei Temperaturer> 80 °C
durchgefuhrt. Dieses System ist jedoch fur die Reakmit Lipidinitiatoren ungeeignet, da
diese nur in unpolareren Ldsungsmitteln loslichdsibeshalb wurde die Reaktion in
lipophilen Lésungsmitteln wie Chloroform oder Diohinethan durchgefuhrt. Die fur die
Polymerisation bendtigte Energie wurde in Chlorofdhermisch zugefiihrt durch Erhitzen
der Reaktionsmischung in einem Olbad bei 60 - 65 @Bwohl sich im Vergleich zur
Durchfuhrung in Acetonitril die Reaktionsgeschwiickit einerseits verlangsamte, so hatte

dies andererseits auch den positiven Effekt, dass\Vdahrscheinlichkeit unerwinschter
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Nebenreaktionen wie Kettenibertragungen oder —ahbrm diesem System deutlich
verringert war.

Alternativ konnten die Reaktionen auch an Stellemzthermischen Verfahren im
Mikrowellenfeld durchgefihrt werden. Hierbei werdeevorzugt polare Gruppen mit hohem
Dipolmoment der in der bestrahlten Loésung vorhardeklolekile angeregt. Im Falle der
kationischen Polymerisation handelt es sich dabeiangig um die polaren Kettenend&ti!
Hierdurch konnte die zum vollstdndigen Umsatz aN@mmomers bendtigte Zeit von z.B. 26
Stunden unter gleichen Konzentrationsverhaltnisset0 Minuten durchgefiihrt werdé&r®
1201 Allerdings sind nicht immer alle Reaktanden bzsémittel, welche sich bei thermischer
Reaktionsfihrung als stabil erweisen, inert gegenibden Bedingungen der
Mikrowellenpolymerisation. Auf beiden beschriebenéfegen konnten so Polymere von
niedrigen Polydispersitaten bei mittleren Polymaiesgraden vorDP = 80 dargestellt
werden. Nach AbschluR der Reaktion wurde die Poligaton durch Zugabe des
gewulnschten Terminationsreagens terminiert. Hierflirden drei verschiedene Substanzen
eingesetzt. Zum einen Piperidin als sekundares Amim anderen 1-Boc-piperazin, welches
Uber eine weitere, geschitze Aminofunktion verfligte gegebenenfalls Zugang zu
polymeranalogen Reaktionen ermaglicht. Drittens deur auch mit
Trimethoxyaminopropylsilan terminiert, zur kovalent Pfropfung des Lipopolymers auf
oxidischen Oberflachen. Die so eingefuhrte Trimeyienktion erlaubt die anschlie3ende
kovalente Verknupfung mit einem Substrat, welchegdrbixygruppen prasentiert, wie
beispielweise die Oberflache von Siliciumdioxid. tdteres primares Amin wurde in
deutlichem Uberschuss zugegeben, um Zweifachtetimimem zu vermeiden. Nach Riihren
Uber funf Stunden wurde das Polymer durch Zugalre Kaiumcarbonat neutralisiert. Die
gewulnschten Produkte wurden durch Filtration despSnsion, gefolgt von Fallung in kaltem
Diethyl- oder Petrolether isoliert. Durch abschéieBe Gefriertrocknung wurden so die
Polymere als weil3e, bisweilen hygroskopische Pudrbalten und unter trockenem Argon
gelagert. Dies war vor allem im Falle von mit Trimaxysilan terminierten Polymeren

wichtig, um so eine Polykondensation der trifunktiten Alkoxysilangruppe zu vermeiden
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4.2.4 Lipohomopolymere basierend auf Poly(2-methylind 2-ethyl-2-oxazolin)

Zunéchst wurden mit den zuvor diskutierten monofiamalen Lipidinitiatoren verschiedene
Homopolymere synthetisiert. Hierfir wurden 2-MetRybxazolin MeOx) sowie 2-Ethyl-2-
oxazolin EtOx) als Monomere gewahlt, da aus diesen Polymerkgtiarhoher Hydrophilie
darstellbar sind, welche wiederum eine geeignetd Hler resultierenden Lipopolymere

gewahrleisten. Eine Ubersicht tiber die so dartiestd®olymere ist in Tabelle 4.3 gegeben.

Tabelle 4.3: Dargestellte Poly(2-oxazolin) basierienofunktionale Lipohomopolymere.

# Polymer Initiator  [MY/[l]lo0 Technik T [°C] Reaktions-
3) zeit
270 diGgMeOx7Piperidin diGg-OTf 30 M.W. 90 70 min
039 diPhyMeOxPiperidin  diPhy-OTf 52 thermisch 60 72h
470 diGsMeOxsoSil diC,g-OTf 50 M.W. 90 90 min
469 diGgMeOxssPipBoc diGg-OTf 50 M.W. 90 90 min
401 diPhyMeOxPipBoc diPhy-OTf 30 M.W. 90 90 min
125 diPhyMeOxPipBoc diPhy-OTf 35 thermisch 60 96h
380 diGsEtOx4PipBoc diGg-OTf 15 M.W. 90 45 min
342 diGgEtOx7/PipBoc diGg-OTf 25 M.W. 90 75 min
341 diGgEtOxssPipBoc diGg-OTf 50 M.W. 90 180 min
471 diGsEtOxzgPipBoc diGgOTf 100 M.W. 90 210 min
497 diPhyEtOxsPipBoc diPhy-OTf 25 M.W. 90 75 min
499A diPhyEtOx;PipBoc diPhy-OTf 50 M.W. 90 180 min
336 diPhyEtOxsPipBoc diPhy-OTf 100 M.W. 90 120 min
499B  diPhyEtOx;Sil diPhy-OTf 50 M.W. 90 180 min

3 vorgegebene Temperatur bei thermischer Polyménisatbei mikrowellenunterstiitzter Polymerisation
eingestelltes Temperaturmaximum. Nomenklatur: ;i€ 2,3-O-Dioctadecylglyceryl;diPhy = 2,3-O-di-
(3,7,11,15-tetramethylhexadecyl)-sn-glyceryl; PipBol-Boc-Piperazin; Sil = 3-Aminopropyltrimethyliskan.
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Abbildung 4.20*H-NMR Spektrum von diPhyEt@RocPip in CROD mit Signalzuordnung.

Die dargestellten Polymere wurden zunachst mitteldsNMR Spektroskopie untersucht.
Dabei wurde durch Endgruppenanalyse die Kettenladge jeweiligen Verbindungen
ermittelt. Durch den Vergleich der Integralverhéds® zwischen den Signalen der
Methylgruppen an der Lipidendgruppe und der Pohkette wurde der Polymerisationsgrad
bestimmt.

In Abbildung 4.20 liegen die Signale der Methylgrep am Lipidrest bei einer chemischen
Verschiebung von 1,00 ppm bis 1,14 ppm. Die Sigmaldiesem Bereich entsprechen 30
Protonen. Die Resonanz der Protonen der Alkylskgien lag zwischen 1,20 — 1,34 ppm
(-CH»-CHy), 2,48- 2,73 ppm (-B,-CHs), wahrend die Signale der Hauptkette zwischen 3,55
bis 3,83 ppm zu finden waren. Durch die geringetaiionszeitert; sind die Signale der
Polymerketten verbreitert. Da die endstandigen MWgthppen der Seitenketten mit den
restlichen Signalen der Lipidketten teilweise Ubdgern, wurden zur Bestimmung des
Polymerisationsgrades die Integrale der Methyletgmen des Polymerrickgrats verwendet.
Falls die Uber Polymerseitenketten- und Ruckgramiteglten Werte leicht voneinander

abwichen, so wurde der Mittelwert hieraus verwendet
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Waren die Polymere mit 1-Boc-piperazin terminiesp konnte durch Vergleich der
Alkylintegrale mit demtert.Butylintegral ein weiterer Anhaltspunkt fir die Rkeeit der
dargestellten Verbindungen erhalten werden. Wurd&/erhaltnis von pethyi / liertauyt = 30 /

9 beobachtet, so zeigte dies die Abwesenheit vaterga Lewis-aciden Verunreinigungen
iIm Ausgangsmaterial sowie Termination mit auss@il mit dem gewiinschten Reagenz
an. Uber H-NMR Spektroskopie konnte somit der Polymerisagrad durch
Endgruppenanalyse relativ genau bestimmt werdeerdihgs waren damit keine Aussagen
Uber Breite und Modalitat der jeweiligen Molmassemeilungen moglich. Der
Polydispersitatsindex POI) der synthetisierten Verbindungen durch
Gelpermeationschromatographi&RC) mit N,N‘-Dimethylacetamid DMAc) als mobile
Phase bestimmt. Fir die Kalibrierung wurden Polyfiylenethacrylat) - Standards
verwendet, wahrend die Detektion Uber einen RI-Kieteerfolgte. Die so erhaltenen
Molmassen waren auf Grund der eingeschrankten ®lerdglarkeit zwischen eingesetztem
Standard und dem untersuchten Poly(2-oxazolineb@si Lipopolymeren jedoch nur bedingt
aussagekraftif®® Dies traf jedoch nicht auf die so ermittelten \¢dungen der Molmassen

zu, welche in Tabelle 4.4 gezeigt sind.

Tabelle 4.4: Ergebnisse d&i-NMR und GPC Messungen.

# Polymer Ausbeute "H-NMR GPC
[%] DP M Mn PDI
[g/mol] [g/mol]

270  diGgMeOxyePiperidin 90 26 2877 4651 1,05
039  diPhyMeOxoPiperidin 86 60 5146 7567 1,05
470  diGgMeOxsoSil 82 50 5014 5984 1,07
469  diGgMeOxssPipBoc 80 55 5446 7666 1,04
401  diPhyMeOxPipBoc 78 34 3375 5196 1,07
125 diPhyMeOxPipBoc 79 40 4226 7897 1,05
380 diGgEtOx4PipBocC 76 14 2153 n.b. n.b.
342  diGgEtOx7PipBoc 83 27 3443 4528 1,08
341  diGgEtOxs3PipBoc 81 53 6019 7198 1,08
471  diGgEtOx;gPipBoc 72 77 8398 10849 1,03
497  diPhyEtOyPipBoc 82 26 3399 5239 1,04
499A diPhyEtOx,PipBoc 77 51 5877 7950 1,06
336  diPhyEtOxsPipBoc 38 95 10239 13565 1,07

499B diPhyEtOx;Sil 78 52 5969 8128 1,03
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Zum Vergleich sind die ibéH-NMR Spektroskopie ermittelten Polymerisationsgradwie
die daraus rechnerisch bestimmten entsprechendedmaddsen mit angegeben. Wie zu
erkennen ist, lasst sich allgemein relativ gute reimstimmung zwischen angestrebtem sowie
dem durch Endgruppenanalyse aus deAiNMR Daten bestimmten Polymerisationsgrad
feststellen. Eine Ausnahme bildet das Polymern glitOx;o0BocPip bei welchem zwar ein
Polymerisationsgrad von 100 beabsichtigt war, abmir ein solcher von 78
Wiederholungseinheiten ermittelt wurde. Grund figsédn Befund ist, dass es sich hierbei um
das erste von einer solch langen Kettenlange datjesLipopolymer handelt, fir dessen
Synthese der Parameter Reaktionszeit erst nochieptiwerden musste. Die GPC Spektren
hingegen weisen eine signifikante Abweichung vanzu 30% sowohl vom erwtiinschten als
auch im'H-NMR beobachteten Polymerisationsgrad auf. Diesii bereits erwahnt, auf die
begrenzte Vergleichbarkeit zwischen Kalibrierstaddaund untersuchtem Polymer
zurtckzufuhren. Im Gegensatz hierzu waren die gsemesn Polydispersitaten reprasentativ
und niedrig. Die ermittelten Werte lagen zwischef31und 1,08 wie fiur eine lebende
Polymerisation zu erwarten. Die engen Molmasseaiengen legen zudem den Befund
nahe, dass es wahrend der Polymerisationsreaktior2sMethyl-2-oxazolin und 2-Ethyl-2-
oxazolin in keinem nennenswerten Umfang zu Abbruckier Ubertragungsreaktionen kam.
Dartber hinaus wiesen alle aufgenommenen Spektamomodale Verteilungsmuster auf,

was auf die ausschlie3liche Bildung jeweils einpzigen Polymerspezies schlief3en lasst.

Zusatzlich wurden die Lipopolymere mittels MALDI-FeMS untersucht. Bei dieser
massenspektroskopischen Methode wird mittels diasers auf besonders schonende Weise
lonisation der untersuchten Proben erreicht. Didnistzheinlichkeit einer Fragmentierung des
Materials ist hierdurch deutlich reduziert. Jedamtwiesen sich nicht alle dargestellten
Polymere unter diesen Bedingungen als ionisieNair.allem fir jene mit Kettenlangen50
war es bisweilesn schwierig, Spektren von ausrebe Signal- / Rauschverhaltnis
aufzunehmen. Die massenspektroskopisch ermittBls@n sind in Tabelle 4.5 gegeben. Die
so bestimmten Molmassen waren in guter Kongruendezu beabsichtigten und den zuvor
Uber 'H-NMR Spektroskopie ermittelten. Hingegen waren ditwlmassenverteilungen
signifikant enger bzw. geringer als die zuvor nstt&PC bestimmten. Dieser Befund ist
jedoch mit gewisser Vorsicht zu interpretieren, [ufig im MALDI-TOF-MS hdohere
Molmassen diskriminiert werden, was zu einer Vensglerung und damit Verfalschung der
Massenverteilungsmuster fihren kann. Der Abstantchen den einzelnen detektierten
Signalen der Populationen entsprach stets den ljgaiMonomermassen von 85,1 g/mol
(Mumeoy), bzw. 99,1 g/mol (Mioy).
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Tabelle 4.5: Ergebnisse der MALDI-TOF Massenspakinpie.

DP Mn My PDI
Polymer
[g/mol]  [g/mol]
470 diGgMeOxsoSil 47 4821 4850 1,01
469 diGsMeOxsoPipBoc 51 5164 5200 1,01
401 diPhyMeOxsPipBoc 33 3710 3987 1,07
125 diPhyMeOx,PipBoc 37 4030 4086 1,01
380 diGgEtOxsPipBoc 15 2087 2137 1,02
342 diGsEtOxsPipBoc 28 3390 3476 1,03
341 diGsEtOxseBocPip 48 5327 5379 1,01
471 diGsEtOx00BOCPip 68 7538 7596 1,01
497 diPhyEtOxsBocPip 28 3470 3531 1,02

Im Falle von auf 2-Methyl-2-oxazolin basierendepdpolymeren konnten die Verteilungen
immer der gewlnschten Spezies zugeordnet werdanP@w(2-ethyl-2-oxazolin) basierter
Verbindungen wurde diese bisweilen erst an zwétetle beobachtet. Die Hauptverteilung
konnte in solchen Fallen mit —OH terminiertem Patynzugeordnet werden. FUr die
Termination wurden jedoch ausschliel3lich trockemadenzien eingesetzt. Darlber hinaus
ergab die Endgruppenanalyse im-NMR stets die erwarteten Integralverhaltnissesziven
den Protonen der Lipidkopfgruppe und jenen der itgattan Boc-Schutzgruppe. Ware ein
nennenswerter Anteil der aktiven Kettenenden nadblgéer Polymerisation mit einem
unerwinschten anderen Terminationsreagens zur iBeajékommen, so wirde dies zu einer
messbaren Verringerung der Integrale tit.Butylprotonen fihren. Da dies nicht zutraf,
wurde gefolgert, dass es sich hierbei nur um Netoelykte handeln kann, welche zwar in
nur geringer Menge vorhanden waren, jedoch bevoeziogisierbarkeit aufwiesen und somit
zu einer Diskriminierung der Signale des Hauptpkibelsi im MALDI-TOF-MS fihren. Ein
Grund, warum diese Beobachtung bei 2-Ethyl-2-oxazbasierten Polymeren auftrat und
nicht bei jenen auf 2-Methyl-2-oxazolin Basis, ktendarin zu finden sein, dass Poly(2-ethyl-
2-oxazolin) bereits eine geringe Amphiphilie dert&wetten ausweist, was zur Bildung von
Aggregaten und Segregation aufgrund ungenugendkristalisierbarkeit mit der Matrix
fuhren kann, wodurch wiederum die Verfugbarkeit Ralymere auf dem Target stark
eingeschrankt wird. Da hingegen samtliche andeneeredete Analytik dieser Verbindungen
einen derartigen Befund nicht aufwies, wurde vonitavren Untersuchungen dieses
Phanomens abgesehen. Eine Ubersicht aller an&lgtisDaten zu den im Rahmen dieser

Arbeit dargestellten Lipopolymeren ist in Tabellé gegeben.
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Tabelle 4.6: Zusammenfassende Ubersicht iber simattiargestellte Lipohomopolymere.
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4.2.5 Lipohomopolymere basierend auf Poly(#so-propyl-2-oxazolin)

Die zuvor dargestellten Lipoinitiatoren sollten Aumit 24so-propyl-2-oxazolin iPrOx)
umgesetzt werden. Vom Poly{&s-propyl-2-oxazolin) Homopolymer ist bekannt, dagsds

in wassriger Losung eifewer critical solution temperatur@_CST) aufweist. Initiiert durch
lipidhaltige Initiatoren sollten durch Polymerisati dieses Monomers thermisch schaltbare
Lipopolymere synthetisiert werden. Die Reaktion eaurm Mikrowellenfeld durchgefuhrt, da
bei thermischer Reaktionsfiihrung in Chloroform dahge Reaktionszeiten bendtigt wurden,

was insbesondere unerwiinschte Nebenreaktionen stagjiin

Wurden Lipoinitiatoren analog bereits diskutieriéorgehensweise zur Umsetzung von
iPrOx eingesetzt, so war der mittéd-NMR Spektroskopie bestimmte Polymerisationsgrad
durchwegs hoéher als Uber [M]]o erwartet. Im Falle einer mit Dioctadecylinitiator
dargestellten Verbindung wurde beispielsweise lv&ine gewiinschten DP von 25 tatsachlich
45 gemessen. Derart signifikante Unterschiede tiefieh nicht durch Abweichungen im
Rahmen der Messgenauigkeit erklaren. Bei der Aealger Integralverhéltnisse der
Endgruppen stellte sich heraus, dass die termiré@aProtonen im Vergleich zu jenen der
proximalen Lipidprotonen um ungeféhr das Doppelierieprasentiert waren, was zunéchst

die Anwesenheit von Verunreinigungen im Initiatmplizierte.

Diese Annahme wurde jedoch widerlegt. Denn setzi@n naus derselben Quelle
stammenden Initiator mit 2-Methyl-2-oxazolin sovite einem separaten Ansatz mit iPrOx
um, so erhielt man im ersten Fall stets das gewiies€rodukt mit dem erwarteten
Polymerisationsgrad, wahrend im letzteren Falldy biger Befund wiederholte. In den
MALDI-TOF Spektren wurden fir die aus iPrOx dargdstn Polymere stets bimodale
Massenverteilungen beobachtet, wobei sich die tegeisentierte dem gewlnschten Produkt
und die dominantere einer mutmalllich protonenerigin Spezies zuordnen lie3. Die
Polymerisationen wurden bis zu diesem Punkt stetsChloroform als Lo&sungsmittel
durchgeflhrt, einer Verbindung die eine gewisse Beitlitdt aufweist. Um einen madglichen
Einfluss des Solvens als unerwiinschten ProtonetolonaszuschlieRen, wurde hierfur die
Polymerisation in einer Reihe von weiteren aproesc Losungsmitteln durchgefuhrt, zum
einen mit Tetrachlormethan, zum anderen wurde eméates Losungsmittelgemisch
entwickelt, aus Toluol, Acetonitril und Hexan, weds hinreichend lipophil ist, um alle an der
Polymerisation beteiligten Komponenten zu I6sen gietchzeitig ausreichend polar, um eine
hinreichend hohe Reaktionsgeschwindigkeit zu geleiten. Dennoch wiederholten sich

auch in diesen beiden Fallen die zuvor getrofferBeobachtungen. Daraus wurde
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geschlossen, dass ein Effekt des verwendeten SokisnGrund fur die unerwartet hohen
Polymerisationsgrade ebenfalls ausschied.

Dessen ungeachtet konnte das gewilnschte Polymainier Form isoliert werden. So
wurde beobachtet, dass wassrige Losungen der Besftodukte wie Poly(&o-propyl-2-
oxazolin) eindower critical solution temperaturaufwiesen. Diese lag allerdings mit ca. 32
°C deutlich niedriger als fiir die entsprechendembipolymere um 41 °€* 2% 5lparays
wurde gefolgert, dass die Erniedrigung dekud points mit der Einfihrung der
Lipidkopfgruppe einherging. Da die beiden Tempaext hinreichend weit voneinander
entfernt lagen, konnten beide im Produktgemischadtgnen Polymere erfolgreich separiert
werden. Hierfir wurde eine wassrige 2,5 gew.-% bgswes Polymergemisches in
Zentrifugenglaser gefillt in einer auf 35 °C vorfmrerten Zentrifuge bei 4000 rpm
behandelt. Nach 15 min setzte sich volumindser eveN8ederschlag ab. Die lUberstehende
Losung wurde dekantiert und weiter aufbewahrt, wétr der ausgefallene Feststoff zur
weiteren Aufreinigung nochmals in Wasser gelost, sielben Prozedur unterzogen und
anschlieBend gefriergetrocknet wurde. Die dufidANMR spektroskopische Untersuchung
erhaltenen Spektren dieser Substanz waren identmsthien fir das gewtnschte Produkt
erwarteten und die Endgruppenintegrale befanddn isickorrekten Verhaltnis (Abbildung
4.21).

Nach Gefriertrocknung der dekantierten Uberstehentdésung verblieb ebenfalls ein
Feststoff zurtick, dessen Spektrum protonenini@rarund mit 1-Boc-Piperazin terminiertem
Poly(24so-propyl-2-oxazolin) zugeordnet werden konnte. Im MA-TOF-MS wurde dieser
Befund bestétigt. Neben dem Homopolymer waren darbilmaus noch geringe Mengen des
Lipopolymers zu detektieren. Das entsprechendet&peldes niedergeschlagenen Feststoffs
wies neben der dem gewinschten Produkt zugeordnetauptverteilung eine zu
saureinitiiertem Polymer gehdrige Subverteilung mommehr weit geringerer Intensitat auf.
Angesichts der Tatsache, dass eine nennenswertgeftxi dieses Nebenprodukts in der
Substanz zu einer Uberrepréasentierung der Signete Bic-Schutzgruppe intH-NMR
Spektrum fihren miusste, wurde gefolgert, dassashserbei nur noch um Spuren handeln
konnte, welche im MALDI-TOF-MS, bedingt durch dientarschiedliche lonisierbarkeit
beider Verbindungen, Uberreprasentiert erschielmeiabelle 4.7 ist die Zusammenfassung

typischer, aus solchen Experimenten gewonnenemRpggeben.
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Abbildung 4.21: Uberlagerungen d&d-NMR und MALDI-TOF Spektren der beiden mittels

der LCST praparativ voneinander separierten PolyaneDie kleineren Subverteilungen
entsprechen den Spezies [MHind [M-K]".
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Tabelle 4.7: diGgiPrOxssBocPaz vor und nach Aufarbeitung.

Substanzmenge '"H-NMR MALDI-TOF-MS
DP M, M, DP PDI
[mg] [g/mol]  [g/mol]
Produktgemisch 96 (100%) 61 - -9 - -
Wassrige Phasé | 27 (28%) 33 3695 3189 27 1,05
Niederschlad’ 57 (60%) 31 4499 4440 32 1,01

Y Nach Zentrifugation? Scheinbarer DP gemessen an Lipidintegraféflicht bestimmbar, da Produktgemisch

mit teilweise Uberlagernden Signalen.

Wie zu erkennen, waren die fur die jeweiligen Fakn bestimmten Kettenldngen
durchwegs niedriger als im Falle désl-NMR des Produktgemisches und in guter
Ubereinstimmung mit den Erwartungswerten. Die UB@ALDI-TOF-MS erhaltenen
Molmassenverteilungen wiesen die fur lebende itr@geéolymerisationen typische niedrige
Polydispersitat auf. Fur das aus der wassrigendPérdmltene Material wurde keine auffallige
Verbreiterung entdeckt, welche beobachtbar seirstajifalls das protoneninitiierte Polymer
aus Ubertragungsreaktionen, welche wahrend derngesa Reaktionszeit stattfanden,
hervorgegangen ware.

Somit enthielt das Produktgemisch offensichtlich ezwunterschiedliche, voneinander
unabhangige Spezies an Poly(2-oxazolin)en. Wieitsedéskutiert, schieden bereits vor der
Initiationsreaktion im Initiator vorhandene Brgrsteauren als Erklarung aus, ebenso wie
Verunreinigungen im verwendeten Monomer, das vasede Umsetzung wiederholt tber
Standardverfahren getrocknet und aufgereinigt wundd aus welchem seinerseits mit
anderen Initiatoren saubere Homopolymere darsteiaen.

Als Erklarung fur die beobachteten Befunde, vorerall mit Hinblick auf die engen
Molmassenverteilungen der entstandenen Speziedjlieker somit nur, dass die zum
Nebenprodukt fihrenden aciden Protonen bereitdnier drihen Phase der Polymerisation
durch Ubertragungsreaktionen abgespalten wordennsessten. Wie bereits in Kapitel 2.3.1
erlautert, ist eine solche Nebenreaktion aus deantid der Poly(2-oxazolin)e bekannt, die
umso wahrscheinlicher auftritt, je héher der Substinsgrad am als Monomer eingesetzten

2-Oxazolin ist*®!
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Abbildung 4.22: Reaktion zwischen aktivem iPrOxtéfetnde der aktiven Spezies eines
Lipopolymers und einem iPrOx-Monomer unter Bild@nger Lipooxazolidon-Spezies sowie
Protoneninitiation am Monomer. Letzteres ist seseds zur Bildung einer

protoneninitiierten PiPrOx-Spezies befahigt.

So weist 2-Ethyl-2-oxazolin eine héhere Neigungdmser Nebenreaktion auf als 2-Methyl-
2-oxazolin. Von 2iso-Propyl-2-oxazolin ist deshalb eine noch groReredéaz hierzu zu
erwarten. Der entsprechende Mechanismus wirdt aisp®é einer durch einen Lipoinitiator
gestarteten Polymerisation in Abbildung 4.22 geizeig

Derartige Reaktionen treten allerdings bei der Ums® von iPrOx mit Initiatoren wie
Methyltriflat (MeOTf) nie in solcher Relevanz aufje im konkreten Fall festgesteltt”
weshalb dieser Mechanismus offenbar durch das Viddresein der Lipidkopfgruppe
zusatzlich begunstigt wird. Von einer noch weitti®den mechanistischen Untersuchung
des Beitrags der Lipidkopfgruppe zu diesen Ubeunagreaktionen wurde allerdings
abgesehen.

Die vermutlich so im frilhen Stadium der Polymermatgebildeten Lipooxazolidone (siehe
Abbildung 4.22) traten nach Aufarbeitung des Remidansatzes nicht mehr in Erscheinung,
da diese aufgrund ihrer hohen Hydrophobie und gerinMolmasse beim Féllen in der
etherischen Phase verblieben. Dies erklart, warum den H-NMR Spektren des
Produktgemisches die Verhéaltnisse der IntegraleEtelgruppen nicht Gbereinstimmten, wie
es beim Auftreten von Ubertragungsreaktionen gleati zu erwarten gewesen waére,

sondern die Signale des Lipids hierbei unterreprtiese erschienen.
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Somit erwiesen sich die verwendeten Lipoinitiatoeds ungeeignet fur die Polymerisation
von 2iso-Propyl-2-oxazolin. Obwohl die gewlnschten Verbingen gut aus dem
Produktgemisch isoliert werden konnten, waren ddieh Gesamtausbeuten zu gering, um
diesen Ansatz zur Synthese thermisch schaltbarpopblymere weiter zu verfolgen.
Stattdessen wurde erwogen, diese durch Copolymierisavon Monomeren mit
unverzweigten Seitenketten darzustellen, welche &irit geringere Neigung zur Bildung

von Nebenprodukten zeigen.

4.2.6 Lipocopolymere

Um Poly(2-oxazolin) basierte Lipopolymere mit eirieiner abgestimmten HLB zu erhalten,
wurde eine Reihen von Lipocopolymere durch Polysadion von Lipidinitiatoren mit
variierenden Verhaltnissen der Monomere 2-Ethykdzmlin und 2n-Butyl-2-oxazolin
(BuOx) (Abbildung 4.23) dargestellt. Bei gleichbleibend€ettenlange verschiebt eine
Erhdhung des Anteils an r2Butyl-2-oxazolin die HLB in Richtung hoherer Hydiogbie
und erlaubt somit einer feinere Einstellung und talke der Grenzflacheneigenschaften der
Polymere als dies durch einen vollstandigen Austawsnes Monomers gegen ein anderes,

hydrophoberes zu erwarten ist.

—(CHy)17—0
—(CHy)17—0

70//0

Abbildung 4.23: Statistisches Lipocopolymer, basier auf Dioctadecylinitiator, EtOX,

nBuOx, und 1-Boc-piperazin.

Die Synthese der Lipocopolymere erfolgte ausgeheach Dioctadecylinitiator. Durch

gleichzeitige Zugabe beider Monomere in den gewibescProportionen wurden statistische
Lipocopolymere dargestellt. Termination wurde stats1-Boc-piperazin vorgenommen, um
eine nachtragliche polymeranaloge Modifikation deolymere zu ermdglichen. Eine

Ubersicht tiber die dargestellten Verbindungemidtabelle 4.8 gegeben.
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Tabelle 4.8: Statistische Lipocopolymere mit anstyten Daten.

# Polymer "H-NMR GPC
DPeox  DPhsuox Mh M PDI
[g/mol]  [g/mol]
334  diGgEtOx:BuOx.BocPip 23 2 3300 4145 1,09
335  diGgEtOxgBuOx.BocPip 48 2 5778 7273 1,09
476  diGgEtOxe:BuOxsBoCPip 81 3 8680 11943 1,04
475  diGgEtOx1BuOxsBocPip 41 8 5833 7106 1,08

460 diGsEtOx37BuOx3BocPip 37 13 6087 6790 1,12

Zunachst wurde der Anteil des hydrophoberen MonerBetOx konstant bei zwei Einheiten
gehalten, wahrend dabei die Gesamtkettenl&angeexaviiurde. Weiterhin wurde bei einem
festgelegten Polymerisationsgrad von 50 der Qubtemschen beiden Oxazolinbausteinen
geandert. Auf diese Weise wurde eine Reihe von Jomyen mit abgestufter Hydrophilie
erhalten. Der Polymerisationsgrad bezuglich der ejeggen Monomere wurde durch
Endgruppenanalyse mittelsl-NMR spektroskopischer Daten durch die Integraiéiénisse
der Methylprotonen in den Seitenketten zu den Rmeisignalen an den Kopfgruppen
ermittelt (Abbildung 4.24). Da sich die Signale deButyl Protonen mit den Methylgruppen
am Lipid Uberlagern, wurden hierbei vor der Bestumig von DRByox die entsprechenden
Integralwerte abgezogen. Zur Kontrolle wurde diem8we der fur beide Monomere
errechneten Werte mit den Integralen der Protonesr @&olymerhauptkette auf
Ubereinstimmung verglichen.

Die mittels GPC erhaltenen Werte fir die mittletdolekulargewichte sind auf Grund des
bedingt vergleichbaren Kalibrierstandards etwas Zwoch eingeschatzt. Die
Molmassenverteilungen waren durchwegs eng, wiele€bpolymere zu erwarten ist, die
gemall eines lebenden Polymerisationsmechanismus shasistisch miteinander
polymerisierbaren Monomeren dargestellt wurden.

Mittels MALDI-TOF-MS konnten fir diese Verbindungéteine brauchbaren Ergebnisse
erhalten werden. Aus vorgehenden Untersuchungenbekannt, dass Poly(2-oxazolin)
basierte Copolymere unter den Bedingungen der MALOF Massenspektroskopie nur

schwer ionisierbar sind und selten interpretiert@pektren lieferi>*
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Abbildung 4.24:*H-NMR Spektrum von digEtOx¢BuOx4BocPip in CROD.

4.2.4 Polymeranaloge Reaktionen

4.2.4.1 Entfernung der Schutzgruppen

Die so dargestellten, mit 1-Boc-Piperazin termit@ierund auf monofunktionalen Lipiden

basierenden Lipopolymere wiesen nach erfolgter tBbusg eine funktionale Gruppe am

terminalen Ende auf, welche weiter polymeranaloggesetzt werden konnte. Um die

endstandige sekundéare Aminofunktion chemisch zugdmgu machen, musste zunachst die

Boc-Schutzgruppe entfernt werden. Dies musste uBgelingungen geschehen, welche die

Ubrige Polymerstruktur unberthrt lieRen. Dabei veundch einer in der Literatur berichteten

Methode, welche die Entfernung dieser Schutzgrupgplizit von Poly(2-oxazolin)en

beschreibt, vorgegangén® 2°” Hierin wurde eine aus der Peptidchemie bekanntsahoift

zur Spaltung vorert.Butylcarbamaten modifiziert. Unter Einsatz eine=agens, bestehend

aus Trifluoressigsaure, Triisobutylsilan sowie Wasa Volumenverhaltnissen von 95/ 2,5/

2,5 konnte quantitative Abspaltung der Boc-Gruppsobachtet werden, ohne dabei

unerwartete Nebenreaktionen, wie etwa die Hydrolyse Amidseitenketten, am Polymer

auszuldsen (Abbildung 4.25, Methode A).
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Abbildung 4.25: Entfernung der Boc-SchutzgruppeRoly(2-oxazolin)en.

Darlber hinaus wurde zu diesem Zweck ein weitegakRRonsweg, unter Verwendung von
Propionylchlorid in trockenem Methanol bei Raumtengpur, entwickelt (Abbildung 4.25,
Methode B). Durch Methanolyse des Carbonsaurecidoentstent dabei HGh situ als
aktive Spezies, wodurch ebenfalls eine quantitaBwfernung der Schutzgruppe erreicht
wurde. Hintergrund und Mechanismus dieser Reakltierden detaillierter in Kapitel 4.4.4
diskutiert. Eine reprasentative Ubersicht liber piglgmere, die unter diesen Bedingungen
umgesetzt wurden, ist in Tabelle 4.9 gegeben.

Tabelle 4.9: Analytische Daten zu Lipopolymerenhnantfernung der Boc-Schutzgruppe.

"H-NMR GPC
# Polymer Methode DP DP Mn Mn PDI
Eox)  (Buoxy [9/mol]  [g/mol]
346 diCigEtOxygPip A 48 - 5424 7603 1,03
502 diC1gEtOx36BuOx4Pip A 37 13 6107 8469 1,07
347 diCigEtOxs0Pip B 50 - 5223 7795 1,05
349 diCisEtOx3BuOxPip B 26 2 3569 4509 1,09

Durch*H-NMR Spektroskopie konnte die quantitative Enterg der Schutzgruppe bestétigt
werden. Die Signale deert.Butylgruppe, welche im Substrat b&i= 1,44 ppm beobachtet
wurden, waren im Reaktionsprodukt nicht mehr zueenen. Weiterhin verblieb das
Verhéltnis der Integrale der Protonen der Polymgpliette zu jenen der Seitenketten
konstant, waslarauf schlie3en lasst, dass keine Hydrolyse deidBindungen am Poly(2-
oxazolin) wahrend der Reaktion stattfand. Die gd&men Polymerisationsgrade bestatigen
die bereits fur die Ausgangsverbindungen ermitteltBie aus den GPC Elugrammen
bestimmten Molmassenverteilungen weisen eine mjedRolydispersitat auf. Dies lasst
darauf schlieBen, dass unter den gegebenen Bediegukein Abbau der Hauptkette des

Polymers auftrat.
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Tabelle 4.10: Uber MALDI-TOF-MS erhaltene analytiscDaten zu Lipopolymeren nach
Entfernung der Boc-Schutzgruppe.

MALDI-TOF-MS

# Polymer Methode DP My PDI
[gmol™]

346  diGgEtOxgPip (A) A 45 5167 1,01

502 diGgEtOx3sBuOxi4Pip A - - -

347  diGgEtOxsoPip (B) B 49 5449 1,01

349  diGgEtOx3BuOxPip B - - -

Die Uber MALDI-TOF-MS erhaltenen Spektren wiesererdhlls schmale, monomodale
Verteilungen auf, welche den gewlnschten Produktgieordnet werden konnten. Die Daten
sind in Tabelle 4.10 gegeben. Hydroxyterminiertpapolymere, welche noch zuvor in den
Spektren der Substrate primar vertreten waren, teonmur noch im Falle von digEtOxsoPip
(A) in Spuren beobachtet werden. In den UbrigereR&konnte dieser Befund dagegen
Uberhaupt nicht mehr festgestellt werden, was ablermie zuvor anhand déH-NMR
Spektren der Substrate aufgestellteese stitzt, dass es sich bei den hydroxytern@mer
Polymeren nur um eine im MALDI-TOF-MS bisweilen rtadiskriminierte, unbedeutende
Subverteilung handeln kann.

In den Spektren der gemald Methode B dargestellt@gmiére wurde eine marginale
Subverteilung festgestellt, welche der Spezies KMCOCHCHs)) + Na] zugeordnet
werden konnte, die also den Verlust einer einziBelymerseitenkette ausweist. Da keine
Verteilung gefunden wurde, bei der eine weitere dsmdung hydrolysiert wurde und auch
im *H-NMR dieser Verlust nicht nachweisbar war, wurdetahier gefolgert, dass es sich
auch nicht um eine bedeutende Nebenreaktion hanklehmte Somit genlgten beide
Methoden den gestellten Anforderungen zur Entfegnier Boc-Schutzgruppe. Bei eventuell
auftretenden Nebenprodukten konnte es sich jewerisum Spuren handeln. In keinem Fall

wurde ein Abbau der umgesetzten Poly(2-oxazolis)dsten Lipopolymere beobachtet.

4.2.4.2 Fluoreszenzmarkierung

Um die chemische Reaktivitdit der nach Entfernung &ehutzgruppen zugénglich
gewordenen terminalen sekundaren Aminofunktionedernonstrieren, wurden die Polymere

am Piperazinrest weiter modifiziert. Als Modellréak wurde hierfiir die Umsetzung mit
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dem Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodaminisaysmat (TRITC) gewdahlt (Abbildung
4.26). Nach einer modifizierten Vorschrift wurdebdawie folgt vorgegangefi’ 2°t! Nach
der Entfernung der Schutzgruppe wurde das Polymécetonitril gelést und in Gegenwart
von Kaliumcarbonat als Base mit einem UberschussFagbstoffes versetzt. Nach Ruhren
Uber drei Tage unter Lichtausschluss wurde die teamischung im Hochvakuum

vollstandig getrocknet.

~wu TRITC-SCN
L 7 oo

Acetonitril

Abbildung 4.26: Funktionalisierung eines mit Pipara terminierten Polymers mit
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITEY!

Der Rickstand wurde in Methanol aufgenommen und d@sviinschte Produkt
chromatographisch (Sephadex) als gut zu erkenneatie Bande von Uberschissigem
Reagens isoliert. Nach Gefriertrocknung wurde desddkt als stark rotviolett gefarbtes
Pulver erhalten. Die so erhaltenen fluoreszenzraesa Polymere wurden mittetsl-NMR
und GPC charakterisiert. Eine Analyse mittels MALDDF Massenspektroskopie war nicht
maoglich, da es sich beim nun kovalent ans Polymgebundenen TRITC um ein Zwitterion
handelte. Auf diese Weise wurden ausschliel3lich opgbymere, basierend auf
Dioctadecylendgruppen mit einer Poly(2-ethyl-2-adlagp - Kette von jeweils 50
Wiederholungseinheiten, dargestellt. In Tabelle14idt die erhaltene Analytik fur ein

typisches, so erhaltenes fluoreszenszmarkiertespbigmer gegeben.

Tabelle 4.11: Ergebnisse der Umsetzung eines Ligopys nach Entfernung der Boc-
Schutzgruppe mit TRITC.

Ausbeute "H-NMR GPC
# Polymer [%0] DP Mn Mn PDI
[g/mol] [g/mol]

412 diCigEtOxsoPipTRITC 72 53 5378 8167 1,20
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Der Erfolg der polymeranalogen Reaktion konnte etstt'H-NMR Spektroskopie
nachgewiesen werden. In Abbildung 4.27 sind im Reakprodukt neben den Signalen des
Polymers die der aromatischen Protonen am TRITGehen, jedoch von zu schwacher
Intensitat, als dass eine aussagekréftige Integraitber diese moglich ware. Die Signale der
Methylprotonen tberlagern sich mit den restlichegn&len des Polymers und schieden somit
ebenfalls als Referenz fir die Endgruppenanalyse &tattdessen konnte die Modifikation
des Lipopolymers durch die quantitative Signalvieieloung der Protonen der
Piperazinendgruppe nachgewiesen werden. Diese warenSubstrat aufgrund einer
Uberlagerung mit den Polymersignalen nicht beolimehiind traten nun béi= 2,9 ppm auf.
Dadurch konnte gefolgert werden, dass die Deriesiting des entschitzen Polymers mit
TRITC wie gewunscht verlief. Somit konnte auch clemische Verfugbarkeit der durch die
Entfernung der Schutzgruppen zuganglich gewordetegminalen Aminofunktion der

Lipopolymere gezeigt werden.

A (CHz);7—0
_(CH2)1?-0:|—£ G
50 N/-TRITC

c |\ D

|
G, A(TRITC) ||| | ‘| A
r A N | | F 'Hl' | ‘
CDCh | A i

.'l I'. | l'.ll II|| |\ ‘
_A—I.-_._.\. P - . —— e - —-—'/IJ I“JI"--__;'H.Ik_._,_z":ll III'LJ_.__.._f‘“JL.J"II ‘ll II'_JPIIL-.__ —
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Abbildung 4.27*H-NMR Spektrum von digEtOxPipTRITC.
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4.3 SYMMETRISCHE LIPOPOLYMERE, BASIEREND AUF
BIFUNKTIONALEN LIPIDEN

4.3.1 Strukturvariabilitat von auf bifunktionalen L ipiden basierenden Lipopolymeren

Wie bereits diskutiert, eignen sich monofunktionalgoinitiatoren zur Synthese von ,AB“-
Lipopolymeren, die sich aus einer hydrophoben kpafgruppe und einer hydrophilen
Polymerkette zusammensetzen. Durch Umsetzung vamu bionalen Initiatoren mit 2-
Oxazolinen lassen sich dagegen bolaamphiphile ,ABAblocklipopolymere darstellen. Zu
den bekannten Eigenschaften von Vertretern deeartiyerbindungen gehort die
selbstorganisierte Anordnung in wassrigem Mediumvesikularen Aggregaten, die eine
deutlich hohere Stabilitat aufweisen kdnnen, ate jelie aus ,,AB“-Lipopolymeren aufgebaut
sind!*"®182 22lper Grund dafir liegt darin, dass das Triblockdgmer bereits an beiden
Enden mit hydrophilen Resten funktionalisiert vegli, so dass in diesem Fall zum Aufbau

einer Membran keine zweite Lipid- bzw. Lipopolymahriht mehr bendtigt wird.

ST i

Abbildung 4.28: Schematische Darstellung eines [Rebxazolin)-basierten ABA

Lipopolymers mit funktionalen Endgruppen.

Die kationische Ringoffnungspolymerisation von 2a@alinen eignet sich wiederum
besonders zum Aufbau von ,ABA* Blockpolymeren, diesg¢ eine hohe Variabilitat der
resultierenden Polymerstrukturen ermdglicht. Insdra Fall findet Kettenwachstum,
ausgehend vom Initiator, in beide Richtungen stBthher unterscheiden sich die so
synthetisierten Polymere deutlich in ihrer Strukiwon den zuvor beschriebenen (vgl.
Abbildung 4.28). R steht hier fir den hydrophoben Block ,B* und wigdtsprechend Uber
den bifunktionalen Initiator eingefuihrt. Weitere B#eine sind die Monomere, aus welchen

sich die hydrophilen Blécke ,A* zusammensetzen (@&n an R) sowie die
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Terminationsreagenzien §R Um Blockcopolymere darzustellen, die in wassrigésung
stabile Aggregate bilden, wird abermals eine gesgrHLB erfordert. Die Monomere 2-
Methyl-2-oxazolin und 2-Ethyl-2-oxazolin eignenisiwiederum aufgrund ihrer Hydrophilie

besonders gut zur Darstellung bolaamphiphiler ,ABAiblockcopolymere.

4.3.2 Darstellung bifunktionaler Lipidinitiatoren

Als Initiatoren wurden, wie zuvor, auf Grund derhka Initiationsgeschwindigkeit;k
Trifluormethansulfonate entsprechender Lipidverbimgen gewéahlt. Die Umsetzung erfolgte
analog der Vorschrift fur die monofunktionalen Idiitiatoren. Die verwendeten Lipide
bzw. hydrophoben Blécke wiesen keine funktionell@ruppen auf, die inkompatibel zur
lebenden kationischen Polymerisation der 2-Oxaeobmd. Die Synthese symmetrischer
Lipopolymere war vorrangig auf die Funktionalisiegudes natlrlichen Lipids Caldarchaeol
hin orientiert. Da dieser Naturstoff jedoch nurdunf3erst geringen Mengen zur Verfigung
stand, wurde zunachst die Synthese an geeignetdelligygstemen entwickelt.

4.3.2.1 PDMS Diinitiatofo,o—bis(3-Trifluormethansulfonylpropyl)-poly(dimethyliexan)]

Bei diesem Initiator handelt es sich um das Trifftnethansulfonat eines kommerziell
erhaltlichen PDMS-Telecheles. Poly(dimethylsiloxasjellt auf Grund seiner hohen
Hydrophobie ein geeignetes Mimetikum fur das Ligididarchaeol dar. Ferner zeigen beide
Strukturen nur eine geringe Neigung zur Kristatlma in Lipidschichter! 8182 2921Bej der
Wahl eines geeigneten PDMS Polymers war zu beactigess dieses keine Silanolfunktionen
(d.h. Si-OH Bindungen) enthielt, welche nach defeiflatisierung zu Abbaureaktionen
neigen. Aus selbigem Grund durften diese auch k8if@-C Bindungen aufweisen, da sich
diese als instabil gegeniber Lewis-Sauren erweiBelglich wurden Oligomere von,o—
bis(3-Hydroxypropyl)-oligo(dimethylsiloxan) mit eem mittleren Polymerisationsgrad von
10 Wiederholungseinheiten verwendet, welche terlair@arbinolfunktionen (d.h. C-OH
Bindungen) aufwiesen (Abbildung 4.29).
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Abbildung 4.29: Termination von Carbinol-terminemtPDMS-Oligomeren.

Die zuvor griindlich getrockneten Oligomere wurdanch Umsetzung mit einem Uberschuss
an Trifluormethansulfonsaureanhydritf {O) in die korrespondierenden Sulfonate tUberfuhrt.
Nach Filtration und Entfernung von tberschissigesadgens und Losungsmittel erhielt man
den gewiinschten Initiator als klares Ol. Auf Gruleal chemischen Instabilitat des Initiators
wurde dieser direkt fur die folgenden Polymerisagio eingesetzt.

4.3.2.2 Dodecyldiinitiator (1,12-Dodecylditrifluoethansulfonat)

Der Naturstoff Caldarchaeol lag nur in sehr genm@dengen vor, weshalb damit nur im
Mikromal3stab sowie bei der anschliel3enden Polyatéris nur unter hohen Verdinnungen
gearbeitet werden konnte. Deshalb wurde mit eineeitenen geeigneten Modellsystem

gearbeitet, um die optimalen Reaktionsparametermitteln.

Tf,0 0 0

HO—(CH,)1,—OH > F3C—g—0—(CH)12—O—g—CF3
K,COs J J
CHCl,

Abbildung 4.30: Darstellung von 1,12-Dodecantrifion@thansulfonat

Hierfir wurde das Trifluormethansulfonat des komaredl erhéltlichen 1,12-Dodecandiols
gewéhlt (Abbildung 4.30). Die Verbindung liegt dfeststoff vor und konnte somit, im
Gegensatz zu den PDMS-Oligomeren, leichter durcliri€s@ocknung von Spuren an
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Wassern und Verunreinigungen befreit werden. Dias won Bedeutung, da bereits geringe
Kontaminationen die kationische Polymerisation W@xazolinen, vor allem bei Arbeiten
im MikromalR3stab, empfindlich behindern kénnen. Dumeaktion mit TfO konnte der
gewiinschte Initiator in quantitativer Ausbeute &ema werden, was mittelsH-NMR

Spektroskopie erfolgreich bestatigt wurde.

4.3.2.3 Carldarchaeoldiinitiator

Als membranspannendes, nattrliches Lipid wurde &altheol als Grundlage fir den Aufbau
amphiphiler Blockcopolymere gewahlt. Es wurde liierdls geeignet betrachtet, da es wie
oben bereits erwahnt, archaebakteriellen Zellmendmwaul3erordentliche Stabilitat verleiht.

HOJO\/\‘/\/W\‘/W\/'\/\/'\/\/'\/\/'\AZJ/\ o

K,CO
T£,0 Zos
CHCl,

o o i
” \/‘/ \/\‘/\/Y\/\‘/\/\(\/'\/\/'\/\/'\/\/'\/\OM O-?-CFs
FiC—$— 00 o '

| o)

Abbildung 4.31: Darstellung des Caldarchaeoldiiaitrs.

Analog der fur den PDMS Initiator beschriebenengétrensweise wurde die quantitative
Umsetzung beider Hydroxyfunktionen des Caldarctsaeotlie entsprechenden Triflate
erreicht und das gewiinschte Produkt als braunliCheshalten (Abbildung 4.31). Dessen
Reinheit wurde vor der anschlieRenden UmsetzuniglsiiH-NMR durch das Auftreten der

vier Methylenprotonen zwischeér= 4.4 — 4.7 ppm erfolgreich nachgewiesen (Abbitfdun
4.32).
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Abbildung 4.32*H-NMR Spektren von Caldarchaeol und Caldarchaenitiitor.

4.3.3 Polymerisation von 2-Oxazolinen

Die Polymerisation von 2-Oxazolinen mit bifunktidera Lipoinitiatoren erfolgte nach einer

analogen Vorgehensweise, wie bereits fur die maridfonalen Lipopolymere beschrieben.

4.3.3.1 Oligo(dimethylsiloxan)-haltige Lipopolymere

Gemall diesem Verfahren wurde zunachst der PDM#tbmitzur Synthese symmetrischer
Lipopolymere eingesetzt. Als Monomere dienten 2#EkR-oxazolin sowie das etwas
hydrophobere 2-Ethyl-2-oxazolin (Abbildung 4.33).etkteres wurde verwendet, um
amphiphile Copolymere von leicht hydrophoberer HOBrzustellen, welche einwer

critical solution temperatur@ufweisen sollten. Um die beabsichtigten Reakpordukte zu

erhalten, mussten die Polymerisationen ausschilefiermisch durchgefiihrt werden. Bei
mikrowellenunterstitzte Reaktionsfuhrung wurden yRare mit breiten, polymodalen
Massenverteilungen erhalten (GPC), was vermutlich Abbaureaktionen an der PDMS-

Kette zuriickzufiihren ist.
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o)
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Abbildung 4.33: Struktur der dargestellten PDMS uRdly((2-oxazolin)-b-ODMS-b-(2-
oxazolin)) ABA-Copolymere.

Die Entfernung des Uberschissigen Abbruchreageresi®in gestaltete sich schwieriger als
im Vorfeld erwartet, da davon, auch nach mehrmalkgglung in kaltem Petrolether, immer
noch Spuren imH-NMR beobachtet werden konnten. Letzte Reste perfin konnten auch
durch Gefriertrocknung des zuvor neutralisierterlyfers aus trockenem Benzol nicht
entfernt werden. Das Problem konnte jedoch durcHreigung der entsprechenden
Polymere mittels Dialyse gelést werden. Hierflr e@aireine Mischung aus Wasser und
Methanol (1 : 1 vol-%) gegenuber reinem Wasser tmigi verwendet, um die Bildung von
Aggregaten durch die stark grenzflachenaktiven Madalekile zu verhindern. Eine

Ubersicht tiber die so gewonnenen Polymere ist bell@4.12 gegeben.

Tabelle 4.12: Ubersicht tUber dargestellte Poly({Byé-2-oxazolin)-b-PDMS-b-(2-ethyl-2-

oxazolin)) Lipopolymere.

# Polymer "H-NMR GPC
DPiotal Mn My PDI
[g/mol]  [g/mol]
429  PiperidinEtOxPDMS, oEtOx sPiperidin 26 3581 4828 1,24
442  BocCPipEtOx%PDMS;;EtOx¢BOCPip 55 6353 6592 1,19

417  PiperidinEtOxPDMS; (EtOxsoPiperidin 120 13294 7175 1,14
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Eine Charakterisierung des Produkts mittels MALBA-MS war, aufgrund der fir
Copolymere typischen Vielzahl an Signalen sowiegiggen Signal / Rausch-Verhaltnisses
der Spektren nicht ndher mdglich. Jedoch konntsdven den einzelnen Massesignalen ein

Abstand, der der Masse einer Monomereinheit emtsipribeobachtet werden.

E

PO LS T PNT g

fo) . N7og (0] ?I{O T}QO N . 6

- C sl D - X

B

| A 0

[ | C |

|
/ /\ n \' \
e vy M\_ﬁ_ﬁ L___J) I\._g,__j ‘o

| T 1 | T T T T | T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T ‘ T T T T | T T T T | T T T T
3.50 3.00 2.50 2.00 1.50 1.00 0.50 0.00

ppm
Abbildung 4.34'H-NMR Spektrum des Polymers BocPipE4DRMS, EtOx:sBocPip.

Ein typischesH-NMR Spektrum von BocPipEtQgPDMS;;EtOxsBocPip ist in Abbildung
4.34 gegeben. Es besteht gute Ubereinstimmung kensbeabsichtigtem und bestimmten
Polymerisationsgrad. Die Integrale der PDMS-Ketted uder Endgruppen stehen im
erwarteten Verhaltnis. Neben den Signalen der Peidlgaupt- und Seitenketten sowie der
Endgruppen wurden keine weiteren Signale von Netoelyxten beobachtet. Weiterhin sind
die Uber GPC erhaltenen Molmassenverteilungen modahund - unter Bertcksichtigung
der bereits im Initiator vorhandenen Massenventgilu- von durchwegs geringer
Polydispersitat und korellieren, auRer im Fall Besymers mit der grofdten Kettenléange, gut
mit den aus der Endgruppenanalyse errechneten hWddiese Befunde legen nahe, dass
Initiation nur Uber die gewtnschte Initiatorspeziesl Termination ausschlief3lich durch das
gewinschte Abbruchreagens stattfand. Somit gelaeg Darstellung der gewiinschten
Polymere in hoher Reinheit.
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4.3.3.2 Dodecylinitiator-basierte Lipopolymere

Fur die Umsetzung des limitiert vorhandenen Natfifist Caldarchaeol musste eine
Reduzierung des Mal3stabs der zuvor beschriebergmé&gsationsreaktion hin zu moglichst
kleinen Ansatzgrof3en erreicht werden. Zu diesem ckweurden deshalb zunachst die
Reaktionsparameter anhand von Versuchsreihen mim deichter zuganglichen

Dodecyldiinitiator variiert und optimiert.

Aus den Erfahrungen wurde das kleinstméglich habldaee Reaktionsvolumen flur die
Polymerisation von 2-Oxazolinen auf 1 mL befund®i® thermischen Polymerisation von 2-
Oxazolinen wurde bisher bei einer Konzentration ¥ah1 mmol/mL durchgefihrt. Bezogen
auf Caldarchaeol wiirde dies einer Mindesteinsatgeme&on 98 mg entsprechen, einem Wert,
der, gemessen an der geringen Verfligbarkeit dieggds, nicht akzeptabel ist. Vielmehr
wurde eine Menge von 35 — 50 mg des Naturstoffes/aitretbare Obergrenze festgesetzt.
Dies entspricht bei einem Ansatzvolumen von 1 mhbeeiKonzentration von 36 — 52
pmol/mL bezuglich der Initiatorfunktionen. Um aushend hohe
Reaktionsgeschwindigkeiten zu erhalten, sollten Rlidymerisationen im Mikrowellenfeld
durchgefihrt  werden, zunachst unter denselben Ré&eam wie flUr die
Lipohomopolymersynthese angewandt, allerdings reirkbnzentrationen von 46 pmol/mL.
Aufgrund der durch die geringen Reaktionsvolumiedibgten relativ niedrigen Fullstande
der Reaktionsgefale war es nicht moglich, die Teatpeen jener vorherigen Versuche zu
erreichen. Verstarkung der Mikrowellenleistung téhewar zur Temperaturernbhung, jedoch
auch zum Auftreten von Nebenreaktionen wie anhardpdlymodalen Massenverteilungen
aus den entsprechenden GPC-Spektren zu erkennen Wiater Bewahrung der
ursprunglichen Feldleistung bei Variation der Remidzeiten konnten die Nebenreaktionen
vermieden werden. Tabelle 4.13 zeigt eine Ubersit#ht Reaktionsparameter sowie eine
Auswahl von Copolymeren, die auf diese Weise syisieet wurden.

In den*H-NMR Spektren befanden sich die Integrale der &guer Alkylprotonen vom
Initiatorrest und von detert.Butylprotonen an den Endgruppen im erwarteten &ents.
Durch Relation dieser Integrale mit denen der Pelkette wurde der jeweilige
Polymerisationsgrad bestimmt. Wie zu erkennensisgég dieser jeweils mit zunehmender
Reaktionsdauer, bis auf 80 % der gemald dem Versidhio/[l] o erwarteten Werte. Um
einen vollstandigen Umsatz aller Monomere zu ehnegi¢ ware eine langere Reaktionszeit

erforderlich gewesen. Hiervon wurde jedoch abgeseli@ nach vorherigen Erfahrungen, die
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Entstehung von Nebenprodukten begtinstigt wird ddieh polymodale Massenverteilungen
in den GPC in Erscheinung treten.

Tabelle 4.13: Ergebnisse fur im Mikrowellenfeld viB0 W bei ¢ = 46 pmol/mL in DCM
dargestellte Copolymere einer beabsichtigten Gelsatteinlange von [M][l] o = 50 Wieder-
holungseinheiten.

#  Polymer Reaktions- Tereicht "H-NMR GPC
dauer a) DP Mn Mn PDI
[min] [°C] (total)  [g/mol]  [g/mol]

479 BocPipMeOxsCi2 60 60 32 3262 4065 1,20
MeOxzsBocPip

483 BocPipMeOxsC;2 90 70 35 3517 4209 1,11
MeOx.sBocPip

480 BOCPIpEtOx%0sCi> 180 74 41 4504 5694 1,07
EtOx0 8BoCPip

4 Gegen Ende der Reaktion.

Somit wurde gefolgert, dass auch noch bei eineruRedung der Ansatzgréf3e bis hin zu
Reaktionsvolumina von 1 mL bei Konzentrationen ¥énumol / mL und bei richtiger Wabhl
der Reaktionsparameter, Poly(2-oxazolin)-basiedpal/mere von hoher Reinheit dargestellt
werden konnten. Dies wiederum gestattete die Umegtzles Caldarchaeoldiinitiators in
vertretbaren Mengen. Durch die Tatsache, dass digsen Bedingungen kein vollstandiger
Umsatz erreicht werden konnte, musste die Monomnsgemgskonzentration [M]

entsprechend héher bemessen werden.
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4.3.3.3 Caldarchaeollipopolymer

Anhand der aus den Vorversuchen gewonnenen Erkesatn wurde der

Caldarchaeoldiinitiator umgesetzt. Hierflr wurde bretiator in 1 mL Dichlormethan gelost.

Nach Zugabe von 50 Aquivalenten 2-Methyl-2-oxazokmfolgte Polymerisation im

Mikrowellenfeld bei einer Leistung von 150 W Ube301min. Aus analogen Experimenten
mit dem Dodecylinitiator die im Vorfeld durchgefiihwurden (Kapitel 4.3.3.2), wurde
folglich mit einem gesamten Polymerisationsgrad vogefahr 40 Wiederholungseinheiten
gerechnet. Das membranspannende ABA-Lipopolymerd&um der gangigen Weise
aufgearbeitet und mittetsi-NMR Spektroskopie untersucht (Abbildung 4.35 4n@6).

)< 7 O., N— N O
OBV s £ oy g

Abbildung 4.35: Dargestelltes Caldarchaeol-basisft&BA Lipopolymer.

Die Signale zwisched = 0,8 — 0,9 ppm entsprechen den Protonen der Nggtippen und
zwischen 2,4 — 2,6 ppm den Piperazinprotonen, vsihdée dertert.Butylprotonen der Boc-
Schutzgruppe bei 1,44 ppm zu beobachten sind. Dieale des Lipidblocks, die nicht mit
der Polymerhauptkette Uberlagerten, treten zwisdhen- 1,6 ppm auf und schlieBen somit
die Signale der Boc-Endgruppe mit ein. Aus dieseom@ wurde Uber den gesamten Bereich
von 1,0 — 1,6 ppm integriert und auf einen Wert ¥@2 Protonen kalibriert. Die Signale der
Poly(2-methyl-2-oxazolin) Seitenketten sind zwistl2zed — 2,6 ppm zu beobachten, wahrend
die der Polymerhauptkette, tUberlagert mit jenen @ircidylprotonen, zwischen 3,3 — 3,6
erscheinen.

Durch den Vergleich der Integralverhaltnisse deridprotonen zwischen 1,0 -1,6 ppm mit
den Protonensignalen an der Hauptkette wurde ditterei Gesamtkettenlange ermittelt. Die
gute Ubereinstimmung zwischen diesen Integralerdmiterwarteten Werten wies wiederum

auf die hohe Reinheit des eingesetzten Initiators h

Das entsprechende GPC-Elugramm zeigte eine mondenbtissenverteilung, mit leichtem
Nachzug (engl. tailing), was vermutlich von Aggregationsprozessen wahredebs
Chromatographievorgangs herriihrt. Die Enge der bfagsteilung lieR zudem darauf

schlieBen, dass keine Ubertragungsreaktionenastdth.
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Eine Untersuchung des Polymers mittels MALDI-TOF-Migferte keine brauchbaren
Spektren. Ein mdglicher Grund hierfir kann seinssddie amphiphilen Polymere, bedingt
durch deren Neigung zur Aggregatbildung, nichtaweit Matrix cokristallisierten.

Eine Zusammenfassung der spektroskopischen Datear (gn anhand von
Caldarchaeoldiinitiator dargestelltes Lipopolynmsdrin Tabelle 4.14 gegeben.

Tabelle 4.14: Analytische Daten zu BocPipMgORAMeOxsBocPip.

"H-NMR GPC
# Polymer DPtota| Mn Mn PDI
[g/mol] [g/mol]
485 BocPipMeOxCAMeOx0BocPip 41 5043 6871 1.06
W f~~<
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Abbildung 4.36H-NMR Spektrum von BocPipMe@@AMeOxsBocPip in CROD.
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44 LIPOPOLYMERE BASIEREND AUF ASYMMETRISCH
FUNKTIONALISIERTEN LIPIDEN

4.4.1 Synthesestrategie zur Darstellung von Lipoppieren basierend auf

asymmetrisch funktionalisierten Lipiden

Um die im Rahmen dieser Arbeit verwendetgn-hydroxyfunktionalen Lipide asymmetrisch
zu derivatisieren, musste eine geeignete Schutpgrgefunden werden, die leicht und in

hohen Ausbeuten in die Lipide eingefuhrt werdenrken

PG-X Tf,0
HO—R,—OH —> PGO—R,—OH — PGO—R,—OTf

1) MeOx |

l 2) ReH
/\/R3 /\/R3
PGO—R—N —> HO—R,—N
——0 ——0
R, R,

Abbildung 4.37: Generelle Strategie zur Darstellungon mit Poly(2-oxazolin)en

asymmetrisch funktionalisierten Diolen.

Die Hauptanforderung an eine geeignete Schutzgruppe Stabilitat gegeniber den
Bedingungen wéahrend der Initiatordarstellung, ahegd von den asymmetrisch geschitzten
Diolen (Abbildung 4.37). Um hohe Initiationsgeschdigkeiten k und damit enge
Molmassenverteilungen zu ermdglichen, sollten diefglich Triflate eingesetzt werden.
Folglich sollte sich eine geeignete Schutzgruppeterunden Bedingungen der
Initiatordarstellung inert gegeniiber dem Anhydridr dirifluormethansulfonsaure ()
verhalten. Zudem sollte sich die Schutzgruppe awe@ihrend der nachfolgenden
Polymerisation mit 2-Oxazolinen stabil verhaltemeeAbspaltung der Schutzgruppen und
dadurch unerwinschte Nebenreaktionen mit frei gdamen Hydroxylfunktionen sollten
verhindert werden. Als letzten Punkt sollte diesappe nach der Aufarbeitung des Polymers
vollstandig abspaltbar sein, ohne dabei die Polgtngttur zu verandern.
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4.4.2 Darstellung asymmetrischer Lipoinitiatoren

Um bei der Suche nach einer geeigneten Schutzgrigepee wertvolleren Lipide zu
verbrauchen, sollte hierfiir zunachst ein geeignkedssengunstiges Modellsystem eingesetzt
werden. Hierfir wurde 1,12-Dodecandiol gewahltedaelativ preisginstig bezogen werden
kann. Die meisten bekannten Hydroxylschutzgrupperden unter mehr oder weniger sauren
Bedingungen von Brgnstedt- bzw. Lewissauren abdfespaAls Hauptproblem erwies es
sich, eine Schutzgruppe zu finden, die eine auseede Stabilitit gegentber den
Bedingungen der Triflatisierung zeigte.

Samtliche Ester, die gemeinhin als Hydroxyl-Schutpgen beschrieben werden, wurden
bereits im Vorfeld als generell zu labil gegentiBeidolyse betrachtet. Deshalb wurden
ausschliel3lich als stabil geltende Schutzgruppeersuncht, welche die OH-Funktion tber
eine Etherbindung schitzen. Deren Strukturen sinkbbildung 4.38 dargestellt.

~o
|
O ~or %7S|i—OR %—Si—OR NO,
OR OR
OR

TBDMS-Ether 4-Methoxybenzylether 2-Nitrobenzylether

MEM-Ether TBDPS-Ether Benzylether

Abbildung 4.38 Untersuchte Schutzgruppen fur diesigdung mit Poly(2-oxazolin)en

asymmetrisch funktionalisierten Diolen.

Zu diesem Zweck wurden die saurelabilen Methanostiethylether (MEM), Silylether wie
tert.Butyldiphenylsilyl Ether (TBDPS) undert.Butyldimethylsilylether (TBDMS) auf ihre
Eignung hin Uberprft, ebenso der hydrogenolyskdaBenzylether und davon abgeleitete
Derivate wie der photolabile 2-Nitrobenzyl Etherduder 4-Methoxyphenyl Ether, der eine
selektive Oxidierbarkeit aufweist. 1,12-Dodecandiolurde mit den entsprechenden
Schutzgruppenreagenzien monofuktionalisiert. Die dargestellten Derivate wurden

anschlieRend auf ihre Anwendbarkeit hin untersucht.

Fur die nachfolgende Umsetzung der verbliebenenFOhRktion mit TEO waren zwei
Wege denkbar. Zum einen kann diese Reaktion entwadByridin durchgefuhrt werden,
zum anderen konnen die entsprechenden TriflatehdReaktion in aprotischen, unpolaren
Losungsmitteln wie Chloroform oder Dichlormethan, Gegenwart von Kaliumcarbonat

dargestellt werden. Es wurde der letzte Weg gewdalbei diesem keine wassrige Extraktion
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des gewinschten Produkts erforderlich war. Dadukonnten speziell bei kleineren
AnsatzgrofRen hohere Ausbeuten erzielt werden.

Es zeigte sich, dass alle fur diesen Zweck untatsacSchutzgruppen, mit Ausnahme der
TBDPS- und Benzyl Ether, nicht den vorher erwdh#eforderungen gentgten.
Zunachst wurde der Benzyl Ether untersucht, dech giegeniiber den Bedingungen der
Triflatisierung als komplett unempfindlich erwiesDie so synthetisierten 12-
(Benzyloxy)dodecyltrifluormethansulfonate wurdenselie3end direkt fur die kationische
Polymerisation von 2-Methyl-2-oxazolin eingeset2ie MALDI-TOF-Massen- und GPC-
Spektren der resultierenden Polymere wiesen dumgsiwage Molmassenverteilungen auf. In
den 'H-NMR Spektren waren keine unerwiinschten Nebenpxtedfeststellbar und der
beobachtete Polymerisationsgrad entsprach dem ¢Mief{l] o vorgegebenen. Es zeigte sich
jedoch, dass es nicht moglich war, die Benzylgrupme den Polymeren zu entfernen, ohne
dass ein Abbau der Hauptkette auftrat.
Die Abspaltung von Benzylethern erfolgt gemeinhiratitativ durch Hydrogenolyse, d.h.
unter Katalyse von Ubergangsmetallen wie Palladium Gegenwart einer
Wasserstoffatmosphare. Wurden diese Bedingungendi@ufoenzylgeschitzten Polymere
angewandt, so hatte dies die gewlnschte EntfermdergSchutzgruppe zur Folge. Die
Amidbindungen zwischen der Hauptkette und den Blegtiten des Polymers erwiesen jedoch
als nicht vollstandig stabil. Zudem lagen die Payennach der Reaktion nicht mehr als
Feststoff, sondern als stark hygroskopisches O] was zusétzlich auf die Bildung von
Poly(ethylenimin)—&hnlichen Abschnitten am der Rudyhauptkette hinwid&®®! Trotz
zahlreicher Variationen der Reaktionsparameter temiese unerwiinschte Nebenreaktion
nicht vermieden werden. Deshalb war die Benzylssdruppe, trotz ihrer hohen Stabilitat
gegenidber den Lewis-sauren Bedingungen wahrend TOditatisierung und der
Polymerisation, fur die Aufgabenstellung letzteadlungeeignet.
In den folgenden Experimenten wurde der TBDPS Edluéiseine Eignung als Schutzgruppe
hin untersucht. So stellte sich die TBDPS-Schutzgeuebenfalls als stabil gegeniber den
Bedingungen wahrend der Triflatisierung herausodededurfte es hierzu einer genaueren
Einstellung der Reaktionsparameter. So erwiesenh sdie zuvor angewandten
Standardbedingungen, speziell die Verwendung vob HAguivalenten T{O pro
Hydroxyfunktion, als zu aggressiv, um eine ausrencle Stabilitat der Silylether zu
gewadhrleisten. Die Etherbindung wurde unter die®adingungen offenbar von der
Trifluormethansulfonsaurd {OH , Abgangsgruppe bei der Triflatisierung mit@J, die noch

nicht mit Kaliumcarbonat reagiert hatte, angegnffdies bewirkte die Abspaltung der
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TBDPS-Schutzgruppe und eine anschlieRende Tri#batisg der frei gewordenen
Alkoholfunktion. Diese Nebenreaktion fihrte zur dihg von doppelt triflatisiertem 1,12-
Dodecandiol, also zur bifunktionalen Initiatorsgezi neben dem gewlnschten
monofunktionalen Reaktionsprodukt. Entsprechendseviedie GPC-Elugramme der daraus
dargestellten Poly(2-oxazolin)e bimodale Massemilerigen auf. Eine in den GPC-
Elugrammen auftretende Schulter bei ungefahr dogpélolmasse deutet auf ein durch
bifunktionalen Initiator hervorgegangenes Nebenpkbdin. Dieser Befund konnte mittels
MALDI-TOF MS verifiziert werden. Hier konnte deuth neben dem vorrangig gebildeten
gewlnschten Produkt eine weitere Polymerspeziestiidéert werden, die auf den

bifunktionalen Initiator zuriickgefiihrt werden koant

Somit mussten geeignete Triflatisierungsbedingureyemttelt werden, um die beschriebene
Nebenreaktion zu vermeiden. So galt es, die Komagoh an wahrend der Reaktion
entstehender freier TTOH so gering wie mdoglich zitén. Darlber hinaus sollte der
Uberschuss an J® aufs kleinstmogliche reduziert werden, um so &bsnwahrend des
Aufkonzentrierens bei der Aufarbeitung eine Reakti@wischen Lewissdure und
Schutzgruppe zu verhindern. Dies konnte erfolgredcinch Variation der im Folgenden
beschriebenen Reaktionsparameter erreicht werdén efhe Gesamtiibersicht Uber den
erarbeiteten Reaktionsweg siehe Abbildung 4.40).

Zum einen wurde mit wesentlich starker verdiinnteakonsmischungen gearbeitet, um so
die Reaktivitat aller beteiligten Komponenten nigdr zu halten, zum anderen wurde die
Menge an Kaliumcarbonat relativ zum eingesetztels®at verdoppelt, um so entstandene
TfOH effizienter abzufangen. Zusatzlich musste €liegesetzte Menge an U auf 0,98
Aquivalente verringert werden, um Reaktionen zwescdem Anhydrid und den Silylethern
zuverlassig auszuschlieRen. Wurden die monogedehdiitzitiatoren anschlieRend direkt zur
Polymerisation von 2-Methyl-2-oxazolin verwendetp skonnte allerdings in den
entsprechenden MALDI-TOF Massenspektren die Exasteziner protoneninitiierten
Polymerspezies festgestellt werden. Dieser Befundigvauch in den entsprechenden GPC-
Spektren durch das Auftreten einer weiteren Molmagsrteilung einer neuen Spezies bei
geringerer Masse registriert. Die protoneniniteerSpezies erschien in den MALDI-
Massenspektren mit einer dem Hauptprodukt verdb@icdn engen Polydispersitat sowie mit

ahnlichem Polymerisationsgrad.

Hieraus wurde gefolgert, dass die fur das EntsteleemMNebenprodukte ursachlichen Protonen

bereits zu Beginn der Polymerisation vorhanden seinssten und nicht erst aus
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Nebenreaktionen hervorgegangen sein konnten. Afalisrrwére eine im Vergleich zum
Hauptprodukt wesentlich breitere Massenverteilung exwarten gewesen. Daraus wurde
geschlossen, dass die fur die Triflatisierung aragelte Konzentration zu gering war, als dass

die dabei entstandene Saure durch die Base Kalnbowat abgefangen werden konnte.

Eine weitere mogliche Erklarung fur diesen Befurst, idass bedingt durch die hohe
Verdiunnung, die Reaktion noch nicht vollstdndig edmplossen war - wurde das
Kaliumcarbonat abfiltriert, so lagen dann in demR&nsmischung noch nicht umgesetzter
Alkohol und T{O vor. Beim darauf folgenden Entfernen des Losurnigsi® im Vakuum
reagierten diese Reaktionspartner weiter zum Alifigdt sowie zu TfOH. Die Saure TfOH
konnte nun nicht mehr durch das bereits abfileiétaliumcarbonat abgefangen werden und
fuhrte offenbar bei der anschlieRenden Umsetzung2sMethyl-2-oxazolin zur Bildung der

beobachteten saureinitiierten Polymerspezies.

TBDPSCI Tf,0(0.98eq)
Imidazol K,COs4 ‘ 0
Il
HO—R{OH > 7L5i—o—R1—0H > S-O—R0-$—CF;
DMF CHCI3
0]
)
0 " | 9
S-O—R{O—$—CFy > Si-O—R{fN N 0-$—CFs
0 O ’:O 0}
CHCl,
60°C -1
1. H-R,
2. K,CO,

Abbildung 4.40: Reaktionsschema zur Darstellung faty(2-oxazolin)en, basierend auf

asymmetrisch TBDPS-funktionalisierten Diolen.
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Dieses letzte Problem konnte erfolgreich behobemeve indem die Reaktionsmischung der
Triflatisierung bis zur vollstandigen Trocknung g@eengt und abschliel3end mit Chloroform
extrahiert wurde. Das zurlckbleibende anorgani€dile wurde abfiltriert und der Initiatior
direkt, ohne diesen zu isolieren, fur die nachfotigePolymerisation eingesetzt.

Die TBDPS-geschitzten Triflate erwiesen sich alenulsch instabil und neigten zur
Zersetzung, wenn sie nicht direkt nach ihrer Dé#tstg fir die Polymerisation eingesetzt
wurden. Deshalb war es nicht mdglich, diese furteveianalytische Charakterisierungen, in
reiner Form zu isolieren. Dieser Befund deckt siadbh mit Beobachtungen aus der Literatur,
in der Uber die chemische Labilitdt von Verbindumgeit TBDPS- und Triflatfunktionen
berichtet wird?®!! Als Beleg fiir die Reinheit und Struktur der so thgtisierten Initiatoren
sollte die Qualitat der daraus dargestellten Potgndénen.

Obwohl ein Unterschuss an,Tf eingesetzt wurde, also nicht sdmtliche OH-Fumleiioim
Substrat zu Triflaten reagieren konnten, wurde &eimlurch Termination mit

Hydroxyfunktionen hervorgehende Polymerspezies aeutet.

Eine mdgliche Erklarung fir diesen Befund ist, dasthrend der Initiatorsynthese, nach
Verbrauch von allem vorhandenen,Ofdie verbleibenden freien OH-Funktionen mit den
gebildeten Triflaten zu Ethern weiter reagiertemlfdung 4.41). Die so dargestellten Ether
storten nicht bei der anschlieenden Polymerisatioh wurden bei der Aufarbeitung des

Polymers nach Féallung in einem unpolaren Losungshabgetrennt.

0
— %Si—o—m—o—%—ca
TA,0 i

(0.98 eq)

K,COj4
%Si—O—RrOH —

CHCI3

L O
9

.

Abbildung 4.41: Gewlinschte TBDPS-Initiatorspezies unerwiinschtes Nebenprodukt.

Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dassdsec TBDPS Ether als Schutzgruppe fur
die weiteren Experimente als am geeignetsten eewidBies wurde nicht ohne Uberraschung
festgestellt, zumal in der Literatur davon berithted, dass sich andere Schutzgruppen, wie
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z.B. die MEM-Ether und substituierte Benzyleth@gbder gegenluber Acidolyse verhalten
wirden?® In derartigen Studien wurde jedoch meist die Stabigegeniiber protischen
Sauren untersucht und nicht die gegentber LewiseBawie z.B. TfO. Der Grund fiur die
groRere Reaktionstragheit von TBDPS Ethern gegenilig) liegt vermutlich in der
starkeren sterischen Abschirmung der Silylether rioedet, wahrend dieser
Abschirmungseffekt bei den anderen zuvor genanfemutzgruppen in weit geringerem

Mal3e ausgespragt ist.

4.4.3 Polymerisation von 2-Oxazolinen

Die kationischen Ring6ffnungspolymerisationen wuarde Chloroform unter Verwendung
TBDPS-geschutzter Initiatoren und 2-Methyl-2-oxaz¢MeOx) als Monomer durchgefihrt.
Die Terminationen wurden mittels Piperidin, 1-Bdpgrazin, sowie mit Wasser
vorgenommenkobayashi et af° berichteten tiber eine Methode zur wassrigen Textioin

in Acetonitril als Solvens. Diese Vorgehensweise yealoch hier aufgrund der geringen
Loslichkeit von Wasser in Chloroform nicht praktieh Deshalb wurden weitere Wege zur
Darstellung hydroxylterminierten Poly(2-oxazolirgetwickelt.

Dies konnte zum einen erreicht werden, indem nadbscAluss der Reaktion die
Reaktionsmischung bis zur Trockne eingeengt wubae. Rickstand wurde anschlieend in
Wasser aufgenommen.

Andere Reaktionswege erfolgten unter dem Einsatznater Mischungen aus
Chloroform/Methanol/Wasser bzw. Chloroform/Acetaiiifvasser in Gegenwart von
Kaliumcarbonat. Hierbei erwies sich vor allem letet als am besten geeignet, da auf diese

Weise Produkte gewonnen wurden, die sich analyaschm reinsten erwiesen.

Zur Synthese proximal TBDPS geschitzter Polymeredemu zunachst Initiatoren basierend
auf dem Modellsystem 1,12-Dodecandiol und auf dgmthetischen Lipid 10,12-Docosadiin-
1,22-diol angewandt und mit MeOx umgesetzt.

Die durch GPC und MALDI-TOF Massenspektroskopie  Hamhiteten
Molmassenverteilungen der so dargestellten Polymégeen geringe Polydispersitaten auf.
Die mittels '"H-NMR und MALDI-TOF-MS beobachteten Polymerisatigrede waren
zusatzlich in guter Ubereinstimmung mit [Mllo, was auf einen lebenden

Polymerisationsmechanismus hinweist sowie auf ethaelle Initiationsreaktion (k> k).
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Die entsprechenden Spektren des Polymers TBDRSM@OXssPipBoc  werden
exemplarisch in Abbildung 4.42 gezeigt, eine Zusamiassung aller so erhaltenen Analytik
ist in Tabelle 4.15 gegeben.

Diese flur die TBDPS-geschitzten Polymere gewonnémiemmationen belegen weiterhin,
dass die TBDPS Ether wahrend der thermischen Poiyatien in Chloroform bei 60 °C
vollstandig intakt verblieben. Die beobachteteregmale sind in guter Ubereinstimmung mit
den angestrebten Polymerisationsgraden.

Im Fall von TBDPSODocoMeQxPipBoc waren die Signale der TBDBPS-Gruppe'ti
NMR leicht unterreprasentiert. Auch konnte im MALDOF-MS eine kleinere Subverteilung
identifiziert werden, welche den Verlust dieser @ebruppe aufweist. Da allerdings die
GPC- und MALDI-TOF- Massenspektren, auch beim Peh##DDocoMeOx,Pip, bei dem
die Schutzgruppen entfernt wurden, wiederum engenomodale Massenverteilungen
aufwiesen, wurde gefolgert, dass die Schutzgruppt en Laufe der Aufarbeitung
abgespalten worden sein musste, was wiederum mightBildung von unerwinschten

Nebenprodukten gefuhrt haben kann.

Tabelle 4.15: Analytische Daten zu Poly(2-methgikazolin)en, basierend auf asymmetrisch
TBDPS-funktionalisierten Diolen.

# R1 Ausbeute M.,* PDP [M]¢/[l]lo DP DP
[%0] [g/mol] R

148 TBDPSOG:MeOxs/PipBoc 79 3586 1,01 35 3537
240H TBDPSOGMeOx4Piperidin 60 2259 1,02 20 2124
2061 TBDPSOG:MeOxs00OH 73 5022 1,01 53 54 50
2061l TBDPSOG:MeOxsgPip 60 4961 1,01 52 5258
200 TBDPSODocoMeOxPipBoc 70 3205 1,01 32 2932
224  HOC;,MeOxz6Pip 77 3122 1,02 35 3336
242H HOC;,MeOxzPiperidin 79 2189 1,02 20 2323
237  HOC;;MeOxs,0H 80 4728 1,01 53 5352
207 HODocoMeOxPip 76 2653 1,03 32 26 37

a) Ermittelt aus MALDI-TOF Massenspektren. b) Etaittdurch Endgruppenanalyse basierend aufiden
NMR Spektren.
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Abbildung  4.42: H-NMR Spektrum und MALDI-TOF Massenspektrum von
TBDPSOG,MeOxsPipBoc.
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Im MALDI-TOF Massenspektrum ist die fur eine leberfélolymerisation zu erwartende enge
Molmassenverteilung zu erkennen sowie eine hohe gKmmz zum angestrebten
Polymerisationsgrad. Alle beobachteten Signale temmin und derselben Polymerspezies
zugeordnet werden. Im Falle des Polymers TBDPSQ)@WeOxs7BocPip (Abbildung 4.42)
traten die Massenverteilungen [TBDPSO@ibb(MeOx):/boc-piperazin + K] mit einem
Maximum bei m/2® = 3625 g/mol auf, was einem DP = 35 entsprichz{tfi= 3626 g/mol).
Die Massendifferenzen zwischen den einzelnen Segnaktrugen m/z = 85,1 g/mol und
stimmten mit der Molmasse der MeOx Monomereinhbkéréin. Des Weiteren fand wahrend
der Polymerisationsreaktion keine Abspaltung deru&gruppe statt. Es waren auch keine
Massenverteilungen zu erkennen, die einer Polyrmeeisp zugeordnet werden konnten,
welche durch nicht umgesetzten Lipidalkohol teremiteén wurde, obwohl ein Unterschul3 an
Triflatisierungsreagenz eingesetzt wurde (Vergleiéibbildung 4.40).

Dieser Befund wiederum spricht fur die zuvor pastté Annahme, dass wahrend der
Initiatorsynthese alle zuletzt noch verbliebenemidyxyfunktionen von Triflaten abgefangen
wurden. Aus diesen Ergebnissen wurde geschlossess dlie Umstzung TBDPS-
funktionalisierten Initiatoren mit MeOx, bei Eintathg geeigneter Reaktionsparameter, ohne
Nebenreaktionen ablauft sowie lebenden kationisét@ymerisationsmechanismus folgt.

Die mittels GPC bestimmten Molmassen waren durckweight hbher im Vergleich zu den
entsprechenden tGber MALDI-TOF-MS ermittelten. Dis wie bereits zuvor diskutiert, den
fur die Kalibrierung verwendeten Poly(styrol) Stardks zuzuschreiben, die fir Poly(2-
oxazolin)e nur bedingt vergleichbare Ergebnissderie Desweiteren waren die so
beobachteten Molmassen wiederum eng verteilt. Augtden in den GPC Elugrammen, in
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen aus dem MALDFIMS, in den beschriebenen

Fallen keine bimodalen Massenverteilungen beobachte

4.4.4 Entfernung der Schutzgruppen

Die dargestellten proximal TBDPS-geschitzten  Vetbngen, wie  z.B.
TBDPSOG,MeOx3sPipBoc, enthalten immer noch die Silylschutzgruppaer sind, wie im
Falle der mit 1-Boc-piperazin terminierten Polymemusatzlich mit einer terminalen
tert.Butylcarbamat-Gruppe geschiitzt. Um allen gestelkaeforderungen zu gentigen, muss
eine geeignete Schutzgruppe nach der Polymerisatieder leicht vom Polymer entfernbar

sein. Hierfur wurden mehrere in der Literatur bestiene Methoden zur Abspaltung der
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Silylether untersucht. Derartige Reaktionen sindgaarsch-chemisch generell leicht
durchfiihrbar, aber fur polymeranaloge Synthesehnt memer ohne Vorbehalt anzuwenden.
So war es beispielsweise nicht moglich, die Sihdetnach der konventionellen Route via
Tetrabutylammoniumfluorid TBAF) abzuspalteK’® Es erwies sich so als unmdglich,
verbliebenes Reagenz und abgespaltene Schutzgreppeei gleichzeitiger Wahrung von
akzeptablen Ausbeuten, vom Polymer restlos zu e

Alternativ wurde die Abspaltung der TBDPS-Gruppe 8llylfluorid mittels Kaliumfluorid
und 18-Krone-6 untersuchf’” Die bei dieser Prozedur abgespaltenen Schutzgnugste
waren nach erfolgter Reaktion gut durch Fallung Orethylether bzw. durch Dialyse
abtrennbar. In deftH-NMR Spektren der Produkte waren auch keinerl@iwdise mehr auf
die Gegenwart der Silylether zu erkennen. Allerdimgurde eine signifikante Verringerung
des Intergrals detert.Butylprotonen an den terminalen Piperazinrestetyéssellt, selbst bei
Verwendung stochiometrischer Mengen an Fluoridioders diesem Grund erwies sich diese
Methode ebenfalls als ungeeignet.

Die komplette Entfernung aller beteiligten Schutggren wurde unter Einsatz von verdinnter
Salzsaure erreicht, gefolgt von anschliel3ender rdigsdation mit Natriumhydrogencarbonat
und Extraktion mit Chloroform. Bisweilen war im MAWL-TOF-MS ein minimaler Verlust
der Seitenketten des Polymers feststellbar. Egedaich nicht moéglich, diese Nebenprodukte
zuverlassig zu quantifizieren, da keine Informatioriilber die jeweilige lonisierbarkeit der
verschiedenen beobachteten Spezies bekannt waredH-NMR war dieser Verlust an
Polymerseitenketten hingegen nicht feststellbamiSwo/urde auch hier gefolgert, dass die im
MALDI-TOF-MS beobachteten Nebenprodukte stark Udyendisentiert auftraten. Der Grund
hierfir liegt in der offenbar besonders leichteniseerbarkeit der durch Deamidierungen an
der Poly(2-oxazolin) Hauptkette gebildeten sekwad@mine. Hierflr spricht auch, dass
keine zwei- oder dreifache Deamidierung beobackieztien konnte, wie sie bei haufigerem
Auftreten dieser Nebenreaktion statistisch zu eevagewesen ware.

Um eventuelle Nebenreaktionen noch weiter zu miaiem, wurde eine zusatzliche Methode
zur Entfernung der Schutzgruppen entwickelt. Diedamg durch Entwicklung einer
Syntheseroute nach einer modifizierten, in der rhiter beschriebenen Methode, die
Acetylchlorid in trockenem Methanol einbezog, warturin situ methanolisches HCI
dargestellt wurd&€®® In den'H-NMR Spektren der so umgesetzten Polymere konalien
Signale den gewtiinschten Produkten zugeordnet wenaiées waren auch keine Signale der

Schutzgruppen mehr zu erkennen.
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In den MALDI-TOF Massenspektren war nur noch ein@dist geringe Nebenverteilung
knapp tiber der Nachweisgrenze zu identifizierea,ddir Spezies [POx — OActugeordnet
werden kénnte (Abbildung 4.44, Zusammenfassungidatytik siehe Tabelle 4.15).
Interessanterweise wurde, wenn Acetylchlorid dutghimolare Mengen an methanolischem
HCI ersetzt wurde, eine signifikante Deamidierungdan Poly(2-oxazolin)en beobachtet und
zwar starker, als im Falle des zuvor beschriebem@&ssrigen Systems bei jeweils gleichen
Konzentrationen an HCI. Aus diesen Beobachtungemievgeschlossen, dass Deamidierung
auch wahrend der Acetylchlorid-Methode stattfindetdoch flihrt Acetylchlorid zu einee-
Amidierung an der Polymerhauptkette. Um diese Veéamg zu bestéatigen, wurde Poly(2-
ethyl-2-oxazolin) Homopolymer unter denselben Bgdimgen behandelt. In den
entsprechenden MALDI-TOF Massenspektren wurde deam.erwartet, ein Austausch der
Propioamid- gegen Acetamidseitenketten beobachtet.

Somit erwies sich die Acetylchlorid-Methanol-Metleodur Entfernung der beteiligten
saurelabilen Schutzgruppen von Poly(2-methyl-2zoka) basierten Lipohomopolymeren
als sehr gut geeignet. Fur die Entfernung der Sgnuppen von Copolymeren eignet sie sich
jedoch nur eingeschrankt. Bedingt durch die zuveschriebene Reamidierung ist eine
Verdnderung der Zusammensetzung der Seitenketten dam Copolymeren nicht

auszuschliel3en (vergleiche Abbildung 4.43).

Endgruppe Endgruppe

O
H
N MeOH N
N N T» N N
n m n m
bo Oj - AcOMe EO Oj
1) Methanolyse
einer Amidbindung

AcCl ‘

i 2) Reamidierung
-
= b
Bl

Abbildung 4.43: Veranderung der Zusammensetzun&eiéenketten eines
Poly(2-ethyl-2-oxazolin)s durch Behandlung mit Aldtlorid in Methanol.
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Abbildung 4.44'H-NMR- und MALDI-TOF Spektren des Polymers HMeOxsPip nach
Entfernung der Schutzgruppen durch AcCl in MeOH.
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Um diese Einschrankung zu umgehen, wurde eineedraigemeinkompatible Methode
entwickelt. Ein in der Literatur beschriebener umereits zuvor diskutierter Weg (siehe
Kapitel 4.2.4.1) zur Entfernung der Boc-Schutzgerpgon Poly(2-oxazolin)en wurde hierflr
entsprechend modifizieft® 2°® zu diesem zZweck wurde wieder eine Mischung aus TFA
TIBS / HHO (95 / 2,5 / 2,5) als Reaktionsmedium eingese¢r entscheidende
Reaktionspartner, den es hierbei zu optimieren galt die Reaktionszeit.

Wurde diese kurzer gewahlt, wie fur die Entferndieg Boc-Schutzgruppe bendétigt (20 min),
so lielR dies einen grof3en Teil der Silylether uibdgr Hingegen fihrte eine langere
Reaktionsdauer von einem Tag zu Schaden am Polyhtlediese unerwiinschten Effekte
konnten jedoch durch Wahl einer optimalen Reak#ieitsvon einer Stunde vermieden
werden. Die'H-NMR Spektren der so behandelten Polymere entspradem gewiinschten
Ergebnis und es wurden weder aromatische SignaleTB®PS-Gruppe gefunden, noch
solche, die einer der beid&rt.Butyl-Gruppen zugeordnet werden konnten.

Anders als bei den zuvor beschriebenen Synthesewegeaien im MALDI-TOF-MS auch
keine Nebenverteilungen beobachtet, welche der i&pdPOx-OAc] zugeordnet werden
konnten.

Es wurden drei Methoden zur einstufigen und validigen Entfernung von
tert.Butyldiphenylsilyl Ethern bzw. vontert.Butylcarbamaten an Poly(2-oxazolin)en
entwickelt. Hierbei erwies sich die Entfernung &shutzgruppen mittels Trifluoressigsaure
als am geeignetsten. Diese Route bot die hochstegbedten bei grofdter Reinheit und
gleichzeitig klrzesten Reaktionszeiten und ist lbarthinaus fur die Behandlung von
Copolymeren geeignet.

Alle drei Wege ermdglichen die Einfihrung proximalelydroxyfunktionalitaten, die
ansonsten nicht mit der Chemie der Poly(2-oxazelik)mpatibel sind. Termination mit
geeigneten Reagenzien fihrt zu Polymeren, die igtdm@® oder, falls erwinscht,
verschiedenartige und chemisch orthogonale fun&tierGruppen aufweisen. Dies wiederum
gewahrt Zugang zu weiterfihrenden selektiven porama&ogen Modifikationen.
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4.4.5 Polymeranaloge Reaktionen

Die in Kapiteln 4.4.2 sowie 4.4.4 beschriebenernyfele weisen nach Polymerisation und
erfolgter Entfernung der Schutzgruppen jeweils regtens eine funktionelle Gruppe auf, die
fortfUhrende Modifizierungen gestattet. Um dereamfsche Verfligbarkeit zu demonstrieren,

wurden auf diesen monofunktionalen Polymeren porgme&loge Reaktionen durchgefuhrt.

4.5.5.1 Fluoreszenzmarkierung

TRITC
/\NH nPrOH /\N
H0—<CH2)12(N“/Z:'J H0—<CH2)12<N“)/;J
° Acetonitril °

Abbildung 4.45 Funktionalisierung von H@®eOxsPip mit TRITC in Gegenwart von
Methanol.

Hierfir wurde die Isothiocyanatkupplung untersucffbbildung 4.45). Von dieser
Additionsreaktion ist bekannt, dass durch sie igé&svart von Alkoholen selektiv zwischen
beiden chemischen Funktionalitaten unterschiedemlemekand®® Wie bereits zuvor fiir
monofunktionale Lipopolymere beschrieben, wurdeurditionales Poly(2-oxazolin), das
proximale Hydroxy- und distale Aminofunktionen aiga, mit TRITC in Gegenwart von
Kaliumcarbonat als Base und Acetonitril als Solvemagesetzt. Zusatzlich wurden 27
Aquivalente Methanol zugegeben, um so einer als eNeaktion auftretenden
Derivatisierung der proximalen Alkoholfunktion eaggenzuwirken. Das Reaktionsgemisch
wurde chromatographisch aufgetrennt (Sephadex). Beitterionische Charakter der
Endgruppe verhinderte wiederum die Aufnahme von udivharen MALDI-TOF
Massenspektren des Produktes. Der Erfolg der Rwegktd.h. die ausschliel3liche
Derivatisierung der terminalen Aminofunktionen dgsbstrats, war mittelSH-NMR nur
schwer direkt nachzuweisen, da der eingefuhrtedtafffnur durch breite, fir die Integration
schlecht anwendbare Signale in Erscheinung traattdgissen lieferte die quantitative
Verschiebung der Piperazinprotonen im Produkt dedirekten Nachweis auf die
Umwandlung allen Substrats in das gewtinschten Reskirodukts (Abbildung 4.46).
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Abbildung 4.46:'H-NMR Spektren der Polymere H@Q®eO»:Pip und dem Produkt der
polymeranalogen Umsetzung HOMeOxsPipTRITC.

4.5.5.2 Funktionalisierung mit Phenylisothiocyanat

PhSCN

/\NH PrOH /\ N g
HO—(CH2)12J<N/\/>2 SN\/ - HO-(CH2)12<N%?\/ \<IH
O

Abbildung 4.47 Funktionalisierung von H@®eOxsPip mit Phenylisothiocyanat in

Y Acetonitril

Gegenwart eines Uberschusses an n-Propanol.

Um die orthogonale Funktionalisierung nachzuweisemurde die Reaktion mit
Phenylisothiocyanat als Reaktionspartner in Gegeneiaes Uberschusses arPropanol
durchgefiihrt (Abbildung 4.47). In diesem Fall kadurch Endgruppenanalyse ti-NMR
die erfolgreiche Einfiihrung eines Aquivalents dumie quantitative Verschiebung der
Piperazinprotonen vo®i= 3.0 ppm zu 3,9 ppm bestatigt werden. Das zuggdh&pektrum ist
in Abbildung 4.48 gezeigt. Nebenprodukte waren ini@chweisbar. Nach Kalibrierung auf
die 102 Protonen der Polymerhauptkette (3.37 — P, DRypsrat = 25) standen die
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Integrale der Signale der aromatischen Protone®4 (¥ 7.33 ppm) hierzu im gewlnschten
Verhdltnis von 5 : 102.

a c e gh NH
HO N
\_(CHZ}S_/\(N/\%QS\/’ aegh
b d o]

CD50D CD;0D

k i J
_AA. , 4JL_A )’LL

-
T
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Abbildung 4.48: 'H-NMR von HOGMeOx»sPip, bzw. HOGMeOx%sPipSCNBn nach

polymeranaloger Umsetzung.
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4.5.5.4 Click*-Chemie mit distal alkinfunktionalesten Poly(2-oxazolin)en

Zuséatzlich wurde ein alternativer Weg zur asymmeeheén Derivatisierung von Poly(2-
oxazolin)en ausgearbeitet, unter Anwendungdliek chemistry Unter diesem Begriff wird

gemeinhin die kupferkatalysierte Huisgen 1,3-dipwl&ycloaddition verstanden, welche
breite Verwendung im Bereich der Polymerchemie dtif§” insbesondere aber in der

organischer Synthesechemie, der Biochemie und deeriMiwissenschaftéf?!

Aus vorhergehenden Experimenten war bekannt, ddkglether sich gegeniber den
Bedingungen der Triflatisierung als inert erwiedeashalb wurde 1,12-Dodecandiol einseitig
mit Propargylbromid verethert, um Polymere mit eitg@minalen Alkinfunktion darzustellen.
Der ausfuhrliche Syntheseweg wird in Abbildung 4g&2eigt. Die Umsetzung des Polymers
mit (Azidomethyl)trimethylsilan in Gegenwart von ger(l)acetat fuhrte zur quantitativen
Darstellung des entsprechenden Triazolderivatebi{@mng 4.50).

Die fur diese Verbindung erhaltene Analytik declkthsmit den Erwartungen (Abbildung
4.51). Im MALDI-TOF-MS und in den GPC Spektren wemdausschlie3lich monomodale
Massenverteilungen beobachet. ItH-NMR Spektren konnten samtliche Signale dem
gewunschten Reaktionsprodukt zugeordnet werdenemebdukte wurden nicht festgestellt.

1. NaH TH,0
2. %\Br KZCOS C”)
HO—R;-OH S ORfOH ———» 0—R{~0—S—CF,4
= CHCI3 = 0
DMSO
0
1. [ >_
N
2. HN ] )<
' mN)Lo
Il
O—R~0-S—CF - O—R; N NN 0+
R S - & Q} MY
o)
CHCl, n
60°C

Abbildung 4.49 Reaktionsschema zur Darstellung Wwly(2-oxazolin)en mit distaler
Propargylfunktion.
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Abbildung 4.50: Polymeranaloge kupferkalalysierteidgen 1,3-dipolare Cycloaddition am
proximalen Kettenende eines Poly(2-Oxazolin)s GIHChemie®).

Die im MALDI-TOF-MS beobachteten Massenverteilungkonnten dem gewilnschten
Produkt, bzw. dessen Fragmenten zugeordnet werden.

Somit wurde durch die zuvor beschriebenen polyneogen Reaktionen die Moglichkeit
geschaffen, bei Poly(2-oxazolin) basierten Polymeselektiv Modifikationen sowohl an der
distalen, als auch an der proximalen Endgruppeuéihzen. Die Aufarbeitungsverluste
waren bei gleichzeitig hoher Reinheit der Produeeng. Dartber hinaus ist zu erwahnen,
dass diese Reaktionen potentiell dazu geeignet, difgbpolymere auch nach deren
Inkorporierung in artifizielle Membranen chemisahrnodifizieren.
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4.5.6 Lipopolymere basierend auf asymmetrisch funkbnalisiertem Caldarchaeol

Analog der in Kapitel 4.4.2 beschriebenen Vorgehemse wurde das extrahierte
Caldarchaeol einseitig mit TBDPS verethert. Dieozedur hierflr unterschied sich jedoch
von den zuvor diskutierten Beispielen insofern sdasfgrund der geringen Verflgbarkeit des
Naturstoffs mit bedeutend kleineren Mengen geagbaierden musste. Weiterhin konnte die
Veretherungsreaktion mit dem Schutzgruppenreagemmht nmehr in reinem DMF
durchgefuhrt werden, da das eingesetzte Lipid es&n Losungsmittel nicht I6slich war.
Dieses Problem konnte geldst werden, indem die tieain einer Mischung aus Chloroform
und DMF eingesetzt wurde. Nach vollstandigem Umseizde das gewlnschte Produkt
durch saulenchromatographische Aufarbeitung in hohasbeuten (90% d.Th.) und hoher
Reinheit erhalten. DiéH-NMR und MALDI-TOF Spektren des asymmetrisch mBOPS
funktionalisierten Caldarchaeolderivats sind in Adiling 4.52 bzw. 4.53 gezeigt.

E,113H
5 ——— | D, 57H
OH A
R SARAR AN NNy /
C D E C
CDCh
B, 10H/ C, 18H |\|| ‘
e |
' / llll r’|||
_llj _J‘J_ I w'u'k llJ"-. e J k lllb_l l\d _
T T T T | T T T | T T T | T T T T T T T T T T | T T | T
70 6.0 5.0 40 30 20 10
ppm

Abbildung 4.52*H-NMR Spektrum von asymmetrisch mit TBDPS verettme@aldarchaeol.
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Abbildung 4.53: MALDI-TOF Massenspektrum mit TBDBSymmetrisch verethertem
Caldarchaeol.

Im Massenspektrum des Produkts wurden neben deartetan Signal [M + N&]bei m/z =
1561.9 g/mol auch Signale mit einem Massenuntezdolon m/z = 14 beobachtet.
Diese weiteren Spezies lassen sich, analog zu dessévisignalen des Ausgangsproduktes,
zum gewinschten Produkt homologen Verbindungendnaor, bei welchen jeweils eine bzw.
zwei Protonen gegen Methylgruppen ausgetauscht emur®iese Verbindungen konnten
chromatographisch nicht vom Zielprodukt isoliertrden.
Im *H-NMR wurden keine weiteren Signale von Nebenproelukbeobachtet. Alle Signale
konnten erfolgreich dem gewlnschten Produkt zugestrdverden. Im Gegensatz zum
Spektrum des Eduktes lagen in diesem Fall, bedingth die eingefiihrte Schutzgruppe,
Signale vor, die eine exakte Quantifizierung ded(f&r des Integrals der Methylprotonen an
den Bisphytanylketten ermdglichten. Nach Kalibrreguauf die 10 aromatischen H der
TBDPS-Gruppe entsprach das Integral der Methylpientdc7 H, also neun Protonen mehr als
die fur das ,reine" Caldarchaeolderivat erwarted@H. Die Integrale der Ubrigen Protonen
wurden in sehr guter Ubereinstimmung mit den thiésmeen Werten bestimmt.

Das asymmetrisch geschutzte Diol wurde analog deorzbeschriebenen Methode ins
entsprechende Triflat Gberfuhrt, wobei hier im Meigh zur Vorgehensweise, die in Kapitel
4.4.2 beschrieben wurde, bei halbierter Konzemtnagjearbeitet werden musste, um bei den

kleinen umgesetzen Mengen noch eine sauberen Aldeufheterogenen Reaktion zu
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gewahrleisten. Als kleinstmogliches Volumen wurtéberanals 1 mL betrachtet. Da maximal
mit Substanzmengen von 50 mg, d.h. 31,2 pumol toitigearbeitet werden sollte, ergab sich
eine Konzentration der aktiven Spezies wahrendPiddymerisation, die nur knapp halb so
hoch war, wie in den zuvor diskutierten Fallen. Adgsem Grund wurden die
Kettenwachstumsreaktionen mit verdoppelter Reak#ieit durchgefuhrt. Als Monomere
wurden 2-Methyl-2-oxazolin, 2-Ethyl-2-oxazolin bzv2-n-Butyl-2-oxazolin eingesetzt.
Abbruchreaktion erfolgte mit 1-Boc-piperazin bzwAfino-3-(trimethoxysilyl)propan. Die
Ubersicht Uber die so dargestellten Caldarchaesieenden Lipopolymere ist in Tabelle

4.16 gegeben.

Tabelle 4.16: Auf asymmetrisch funktionalisierteald@rchaeol basierende Lipopolymere.
(CA) stent fur den Caldarchaeolrest im Polymer.

# Polymer "H-NMR GPC
M]o/[1]o DP M M PDI
[g/mol]  [g/mol]

494A TBDPSO(CA)EtOx1BUOX45 40/10 119/48 19246 14539 1,09

PipBoc
500A TBDPSO(CA)MeOxPipBoc 50 80 8534 8705 1,04
500B TBDPSO(CA)MeOxsSil 50 80 8527 8446 1,14
510 HO(CA)MeOxPip - 77 8179 9107 1,10

¥Nach Aufarbeitung tiber praparativen LCST.

Anhand von MALDI-TOF-MS waren von keinem der erwmPolymere messbare Signale
zu erhalten. Grund hierfir ist vermutlich Aggreglatling wéhrend der Probenvorbereitung
wie sie bei  Amphiphilen auftreten kann. Im Fall desCopolymers
TBDPSO(CA)EtOx;BuOx4sBocPip konnte der Polymerisationsgrad mittttsNMR  nur
schwer ermittelt werden, da alle Signale der Pohgmagruppen mit Signalen der Poly(2-
oxazolin)-Kette Uberlagerten. Allerdings errechnsieh anhand der Signalintegrale der
untersuchten Peaks ein mittlerer Polymerisatiomsgder gut doppelt so hoch war, wie
beabsichtigt. Dies ist vermutlich auf Veretherueg&tionen wahrend der Darstellung der
geringen Mengen des Initiators zurtckzufiihren, zueor in Kapitel 4.42iskutiert.

Das GPC Spektrum der entsprechenden Verbindung einesbimodale Verteilung auf, die
sich durch eine leichte Schulter bei héheren Moseasausdriickte. Es wurde daher zunéachst
angenommen, dass es sich hierbei um Nebenprodukig'm des homologen ABA Polymers
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handelte, die aufgrund des hohen Polymerisatiodsgranit der damit einhergehenden
groReren Wahrscheinlichkeit von Nebenreaktionenildgthb wurden. Deshalb wurde das
Polymer einer praparativen Aufarbeitung tber dieSIQunterzogen, wie bereits zuvor fur
diC1giPrOxs;BocPip diskutiert (Kapitel 4.2.5), da angenommendey dass das AB- und das
homologe ABA Polymer aufgrund ihrer unterschieddichHLB auchcloud points bei
entsprechend unterschiedlichen Temperaturen awweie LCST fur das Caldarchaeol-
basierte Lipopolymer wurde bei 36-38 °C beobachtieich Aufarbeitung bei 40 °C in der
Zentrifuge wurde die Uberstehende wassrige Phatekabtiert. Sowohl die feste als auch die
flussige Phase wurden gefriergetrocknet. Die gennljflengen des aus der flissigen Phase
isolierten Produkts (5-10% im Verhéltnis zur Maskes auf der festen Phase isolierten
Produkts) wiesen keine Signale fur die TBDPS-Sajruizpe mehr auf, was nahelegt dass es
sich in diesem Fall um das homologe ABA Polymerdwin

Im 'H-NMR Spektrum der festen Phase dagegen wurdeintégrale der distalen Boc-
Schutzgruppe in guter Ubereinstimmung mit den Iratlesy der aromatischen Protonen der
distalen TBDPS-Schutzgruppe beobachtet, was dasalbfieen lasst, dass hierbei das
gesuchte AB-Lipopolymer vorliegt. Allerdings wiesisdkorrespondierende GPC Spektrum
wieder eine leichte bimodale Verteilung auf, minéthen Integralverhaltnissen beztiglich
Hauptverteilung und Schulter. Zur Uberraschung wunthgegen festgestellt, dass das GPC
Spektrum des in der wassrigen Phase enthaltenelul®soeine monomodale Verteilung, bei
gleicher Molmasse wie der Hauptpeak bei der feBtease, vorwies und nicht bei doppeltem
Gewicht wie es zu erwarten gewesen ware. Somitedehi die erwahnten ,ABA*-
Nebenprodukte als Erklarung fur die gefundene Biahtit aus. Die letzte naheliegende
Erklarungsmaoglichkeit ware deshalb die Bildung vetabilen Aggregaten unter den
Elutionsbedingungen auf der GPC. Diese Annahme tiaaliferdings nicht durch Messungen
in anderen GPC-Systemen weiter verifiziert werddm,die untersuchten Poly(2-oxazolin)e
entweder zu langsam eluiert wurden (in Chloroformght I6slich waren (THF) oder keine
detektierbaren Signale lieferten (THF/Wasser/TBAB).

Im Falle der auf Poly(2-methyl-2-oxazolin) basieten Caldarchaeol-Lipopolymere konnten
mittels *H-NMR (Abbildung 4.51) die jeweiligen Kettenlangeut bestimmt werden. Im

Spektrum des Polymers TBDPSO(CA)Megsil wurde der Polymerisationsgrad durch
Relation der Integrale der Methylprotonen an despBytanylketten zu jenen der Haupt- und
Seitenketten am Polymer bestimmt. Nach Kalibrierand) die Methylprotonen, wurde das
Integral der aromatischen Protonen an der TBDP&it3ghuppe in der gewilnschten Starke

von 10 beobachtet. Im Spektrum des Polymers TBDE3{MeOxgoBocPip befanden sich
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nach analoger Kalibrierung dariiber hinaus die haegdertert.Butylgruppen an den beiden
Schutzgruppen im gewtnschten Verhaltnis 1/1. Le#z8chutzgruppen wurden zusétzlich in
einer polymeranalogen Reaktion vom Polymer entfémiAbbildung 4.54ist der Erfolg der
Reaktion an der vollstandigen Abwesenheit der $&gdar Schutzgruppen A", ,B* und ,G*
gut zu erkennen, und aul3erdem abzuleiten, dadsehienerwinschten Nebenreaktionen an
der Polymerkette stattfanden. Dies lasst daraulieftdm, dass es sich bei den erhaltenen
Verbindungen auch um die gewinschten Produkte Handem Fall von
TBDPSO(CA)MeOxiBocPip trat im GPC Spektrum abermals eine bimodaldeilung auf,
die der fiur TBDPSO(CA)EtOxBuOxysBocPip diskutierten sehr ahnlich war.

Im Falle von TBDPSO(CA)MeQxSil wurde hier ebenfalls eine leichte, aber nockemtlich
schwacher ausgepragte Schulter detektiert, wobeesedi genauso von einer
Vernetzungsreaktion zwischen den Silylendgruppemreréd der Elution bei 80 °C herriihren
kann, wie aus vorhergehenden Arbeiten bek&hnt.
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Abbildung 4.54-NMR in CRXOD von TBDPSO(CA)Me@BocPip und dem entschiitzten
homologen Pendant HO(CA)Me&Rip.
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Im Spektrum des entschitzten Polymers HO(CA)MgRip war jene Schulter hingegen
hochstens noch leicht zu erahnen.

Aus dem Zusammenschluss aller erhaltenen analgtiddhten, insbesondere aus der guten
Ubereinstimmung der Integralverhaltnisse fidi-NMR, wurde somit geschlossen, dass
Aggregatbildung die Ursache fur das Auftreten derdalalen Elutionsverteilungen war. Die
letzte Bestatigung fur diese Schlussfolgerung kdarch den Einsatz der Lipopolymere in
polymerunterstitzten Membranen bzw. anhand von rsmt¢bungen zum Platzbedarf der
Lipopolymere in Monolagen an der Wasser-Luft-Gré&ictfe erhalten werden.

Diesbezuglich wurden bereits erste Versuche dufihge Wie in Abbildung 4.55 gezeigt ist,
lassen sich aus dem Polymer HO(CA)Mefp sehr stabile Filme darstellen, die erst bei
einem sehr hohen Flaechendruck von etwa 37 mN/takketen. Lagen in den Filmen noch
zusatzlich grolRere Mengen eines Nebenprodukts im Feines ,ABA* Copolymers vor, so
wére eine Bildung derartig stabiler Filme, aufgrudet eingeschrankten Freiheitsgrade der
Copolymere, nicht erwartet worden.

35 — Isotherme von HO(CA)MeOx, Pip bei 20,4 °C
30
25 —

20 —

Filmdruck [mN/m]

15 —

10 —

I I I I
200 300 400 500

Flache / Molekl [A?)

Abbildung 4.55: Fur das Polymer HO(CA)MegRip bei 20,4 °C gemessene Isotherme an

der Wasser-Luft-Grenzflache.



120 Ergebnisse und Diskussion

4.6 SCHALTBARE POLY(2-OXAZOLIN) BASIERTE LIPOPOLYME RE

4.6.1 Thermisch schaltbare Lipopolymere

Ein weiterer Aspekt dieser Arbeit war die Darstetjuhermisch schaltbarer Lipopolymere.
Inkorporierung solcher Polymere in Lipiddoppelstiven wirde erstmalig Zugang zu
thermosensitiven Membranmodellen erméglichen. IiheRan polymer tethered membranes
kénnte so der Abstand zwischen Substratoberflacheg Membran, abhangig von der
Temperatur gesteuert werden. Dariber hinaus kodigtesterische und damit chemische
Verfugbarkeit eines an der Lipidkopfgruppe prassten Bindungsmotivs selektiv durch
einen externen Stimulus kontrolliert werden, wie Abbildung 4.56 veranschaulicht ist.
Aggregate, die in Losung durch solche Lipopolymgebildet wurden, kollabieren oberhalb
der LCST, hervorgerufen durch einen sprunghaftestidg ihrer Hydrophobie, gefolgt von
einer Entmischung aus der flissigen Phase. Sindem Aggregaten kleinere, hydrophobe
Molekdile, wie beispielsweise ein pharmazeutischek$tbff, eingeschlossen, so kann deren
Verfugbarkeit im wassrigen Medium in Abh&ngigkednvder Temperatur gezielt reguliert

werden.

extrazellulares

Abbildung 4.56: Funktionsweise einer thermisch #blaaen polymerunterstitzten Membran.

Fur den mdglichen Einsatz schaltbarer Lipopolynigranedizinische und biotechnologische
Anwendungen bzw. zur Darstellung von polymerunigesén Membranmodellen, ist die
Verwendung von Polymeren mit engen Molmassenvartgén und definierten Strukturen
notwendig. Hierfir eignen sich wiederum Poly(2-m{ape, aufgrund des Synthesewegs

mittels lebender ring6ffnender Kkationischer Polyiseron, und deren vielseitiger
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Strukturvariabilitat, in besonderer Weise. Es bnesech prinzipiell zwei Moglichkeiten, um
eine Einstellung der HLB und damit die genaue Ldge charakteristischen LCST von
Poly(2-oxazolin) basierten Lipopolymeren zu erreith Zum einen kann dies Uber die
EinfUhrung polarer bzw. unpolarer Endgruppen ednlgzum anderen kann dies durch
Variation der Polaritat der Polymerseitenketterrcwnterschiedliche Monomere und/oder
Copolymerisation von mehreren Monomeren mit unteestticher Polaritéat erreicht werden.

4.6.1.1 Bestimmung déower critical solution temperature (LCST)

Die individuellen Werte fir die LCST der jeweiligePolymere wurden mittels

Transmissionsmessung an einem UV/Vis-Spektroskgtirbet. Losungen von schaltbaren
Poly(2-oxazolin)en basierten Lipopolymeren warenethmalb dieser Temperatur klar bzw.
leicht triib. Nach Uberschreitung der LCST, erfolgie sofortiges Ausfallen der Polymere
aus der wassrigen Phase, unter Bildung eines vofisan Niederschlags. Zur Messung
wurden Losungen des zu untersuchenden Polymerginat Konzentration von 2 Gew.-%

erzeugt. Diese wurden in Kiivetten aus Quarzglasdfiiii: und anschlieBend versiegelt. Uber
ein im Probenhalter eingelassenes Peltierelementdevudie Probe erwdrmt. Um

reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten, ist beBaéstimmung der LCST neben der blo3en
Steuerung der Temperatur die Einstellung der Vdreken bei den jeweils angesteuerten
Mel3punkten wichtig. Da es sich bei diesem Phanamerinen reversiblen Vorgang handelt,
ist es erforderlich, ausreichend lange Zeiten zosteéllung des Gleichgewichts einzuhalten.
Erwarmt man beispielsweise die zu untersuchenderngygu schnell, so wird aufgrund des

langsamen Warmetransports deyud pointzu hoch bestimmt.

4.6.1.2 LCST von Lipohomopolymeren

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten, auD¥tbasierenden Lipohomopolymere
zeigten in Vorversuchen thermische Schaltbarkain& PEtOx Homopolymere lassen erst ab
Molmassen von knapp 7000 g/mol (enspricht DP ~ W@jerhalb des Siedepunkts von
Wasser, diesen Effekt erkennen. Durch Einfuhrunguigolaren Lipidkopfgruppen konnte
die HLB der Polymere so weiter in Richtung des bpthoben Bereichs verschoben werden,
dass auch relativ kurze PEtOx-Lipopolymere eicbyud pointzeigen. Das Ausfallen der

Polymere aus der wassrigen Losung erfolgte innlerbisles sehr engen Temperaturintervalls
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von < 1 °C. Wie in Abbildung 4.57 gezeigt, wurden beio€iadecyl-basierten PEtOx
Lipopolymeren, LCST-Ubergénge in einem Bereich uagefahr 45 °C bis 56 °C gemessen,
gemal dem wachsendem Polymerisationsgrad ansteigend
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Abbildung 4.57: LCST Messungen von auf Dioctadeitidtor basierenden Poly(2-ethyl-2-
oxazolin) Lipopolymeren mit Kettenlangen von n 23 und 78.

Fur das Polymer difgEtOxsBocPip konnte keine LCST Uber 0 °C gemessen werden,
weshalb es wiederum nicht moglich war, diese Vehbng in wassrigem Medium zu
solvatisieren. Wird die Lipidkopfgruppe gegen eiiEphytanoylrest ausgetauscht, hatte dies
ebenfalls Auswirkung auf die LCST (Abbildung 4.58)ie Ubergange in den koagulierten

Zustand wurden bei einer PEtOx-Kettenlange von B0~zunachst noch bei etwa gleicher
Temperatur bestimmt.

Bei der Gegeniberstellung der Ubrigen Polymereiageititischen Kettenlangen von jeweils
rund 25 Wiederholungseinheiten wurden ahnliche @/&it deren LCST beobachtet, wobei

dercloud pointdes Polymers diPhyEt@#ipBoc bei 41,5 °C lag und damit 3,5 °C tiefer als

bei diGgEtOx/PipBoc. Dieser Befund wurde der leicht hdheren Idgtiobie der

Archaeolreste an den entsprechenden Polymerkogfgrugugeschrieben, allerdings hielt
sich dieser Einfluss offenbar in engen GrenZeteressanterweise haben beide Lipidreste
einen vergleichbaren Effekt auf das LCST-Verhalt@m.beachten ist, dass die amphiphilen
Lipopolymere in wassriger Losung bereits oberhafieregeringen kritischen Konzentration
(cmg, von ca. 10 nmol/mL, Mizellen bilderDa der Lipidrest der Polymere in solche

Aggregate inkorporiert ist, kann dieser offensichtinur einen geringen Einfluss auf die
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temperaturabhéngige LOslichkeit der Polymere habéelmehr ist der Grund fur die
Herabsetzung der LCST der Lipopolymere im Verglaaldem homologen Homopolymeren
in der deutlichen Verringerung der Freiheitsgrade lolymerketten, die mit den Mizellen
verbundenen sind, zu suchen. So kann deren Sadvatig bei Lipopolymeren oberhalb der
cmcnurmehr ausgehend vom terminalen Ende erfolgennicid mehr von allen Seiten wie
im Fall des vollstdndig hydratisierten HomopolymeiBie Folge ist eine geringere
Lésungsenthalpie der Lipopolymere, was zur Entmiaghbei niedrigeren Temperaturen

fuhrt - offensichtlich weitestgehend unabhangig vder weiteren Beschaffenheit des
Lipidrests an den Polymeren.
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Abbildung 4.58: LCST Messungen von auf Archaeosibeenden Poly(2-ethyl-2-oxazolin)

Lipopolymeren mit Kettenlangen von n = 26, 51 ubd Zum Vergleich sind die Daten fir
diC1sEtOx3PipBoc angegeben.

4.6.1.3 LCST von Lipocopolymeren

Die Copolymerisation von EtOx mit dem hydrophobekamomer BuOx erwies sich fiir eine
gezielte Kontrolle der hydrophilen/lipohilen Bal@nals sehr gut geeignet. So bewirkte der
Austausch von zwei Aquivalenten EtOx gegen BuOx hgiopolymeren mit einer
Gesamtkettenlange von ~25 Wiederholungseinheitea éeutliche Absenkung der LCST
um 9 °C (vergleiche difgEtOx;PipBoc und digGEtOx3:BuOxPipBoc, Abbildung 4.59

bzw. Tabelle 4.15). Die fur die BuOx-haltigen Lippolymere gemesseneltoud pointssind
zusatzlich graphisch in Abbildung 4.60 zusammerggfa
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Mit abnehmendem relativem Anteil an BuOx in denyRarketten verschiebt sich die
Balance wieder in Richtung grof3erer Hydrophiliesheadb diese Absenkung im Vergleich zu
zu dem homologen Lipohomopolymer dann zunehmendggar ausfallt. Eine Erklarung fur
die Reduzierung der LCST kann in der Betrachtueg fceien Gibbsschen EnergieG
gefunden werden. So ist die Loésungsenthalbile der solvatisierten Polymere, bedingt durch
deren hohere Hydrophobie, deutlich reduziert. Ddudzh folglich weniger Wassermolekile
fur die Solvatisierung bendétigt werden und damithmolekile in ungeordneterem Zustand
verbleiben kdnnen, weisen diese Verbindungen ebgn&ine vergleichsweise hdhere
LosungsentropieAS auf. Weil es sich beim Phanomen der thermiscraral®arkeit von
Poly(2-oxazolin)en um einen entropischen Effekt dedh wird AG bereits bei deutlich

niedrigeren Temperaturen in den positiven Bereidrsehoben, was wiederum die
Entmischung des Polymers aus der wassrigen Phdsetbé
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Abbildung 4.59: LCST Messungen von Poly(2-ethyk&zolin) Lipopolymeren, die auf

Dioctadecylinitiator basieren, mit Kettenlangen vorr 27, 53 und 78. Zum Vergleich sind

dazu homologe Polymere angegeben, bei welchenlgemweei EtOx-Einheiten gegen BuOx
ausgetauscht wurden.
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ABBILDUNG 4.60: Veranderung der cloud points vorf &tOx und BuOx basierenden

Lipocopolymeren. Bei einem konstantens[JR= 2 erfolgte sukzessive Anhebung vor:@P

Schwerer erklart werden kann allerdings die bediedeh LCST fur das Polymer
diC1sEtOx;,6BuOx:PipBoc, welche wider Erwarten bei einer héheren gematur als bei der
entsprechenden, nur EtOx enthaltenden Verbindumgegsen wurde. Fir diesen Befund
konnte keine plausible Erklarung gefunden werdeachi\vorhergehenden Experimenten hatte
mit einer zu tieferen Temperaturen hin verschobd&dST gerechnet werden mussen.
Andererseits handelt es sich hierbei auch nichtdienerste, im Zusammenhang mit dem
LCST-Phanomen zunachst ,widerspriichlich* erschaieegefundene Beobachtuf!

Um den Einfluss der Copolymerisation genauer ziersothen, wurde der Anteil von
BuOx diesmal bei konstanter Gesamtkettenlangetsebise erhoht. Wie in den Abbildungen
4.61 und 4.62 gezeigt, war so eine noch groReréaNar der LCST als zuvor maoglich.
Besonders ist hierbei detoud pointvon diGsEtOx,,nBuOx BocPip zu erwéhnen, welcher
sich mit 36,5 °C im relevanten Bereich flr medigafie Anwendungen befindet. Je tiefer die
charakteristische LCST der Lipopolymere war, destomindser fiel auch der Niederschlag

nach deren Uberschreitung aus.
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Abbildung 4.61: LCST Messungen von Poly(2-ethyx&zolin) Lipopolymeren, die auf
Dioctadecylinitiator basieren, mit konstanten Gesleettenlangen, aber variierendem BuOx-

Gehalt in der Polymerketten. Zusatzlich sind digdbnisse fiir das schaltbare Caldarchaeol-
basierte Lipopolymer gegeben.
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Abbildung 4.62: Veranderung des cloud points voh auf EtOx und BuOx basierenden

Lipocopolymeren. Die Gesamtkettenlange wurde koh$tei DR, = 50 konstant gehalten,
wahrend DRyox Sukzessive erhdht wurde.
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4.6.1.4 LCST von symmetrischen ,ABA“-Lipopolymeren

Daruber hinaus wurde auch agoud pointvon PDMS - Lipopolymere bestimmt. Diese ABA
Copolymere weisen, im Gegensatz zu den zuvor wdetsn, einen symmetrischen Aufbau
auf und besitzen bolaamphiphilen Charakter. Sid deshalb in der Lage, Lipidmembranen
Zu spannen, ohne mit einer zweiten Lipidschichtveaschmelzen. In wassriger Losung
neigen solche Verbindungen zur Bildung von Vesikelie unter anderem bereits vbteier

et alll’®182 202 hagchrieben. Da der Bereich dieser Vesikel, der dydrophoben
Polymerblocke enthalt, ahnlich wie bei Mizellen,uka mit der wassrigen Phase in
Wechselwirkung treten kann, stehen folglich nuriEtOx-Ketten fir die Solvatisierung zur

Verfiigung. Diese Annahme wird durch die Untersugaiman BocPipEtQxPDMS;;EtOxys

BocPip bekraftigt (Abbildung 4.63). So wurde in shen Fall eine LCST von 43,5 °C

festgestellt, die den Werten der AB-Lipopolymere CdEtOxsBocPip sowie

diPhyEtOxsBocPip (45 °C bzw. 41,5 °C) nahe kommt.
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Abbildung 4.63: LCST Messungen von Lipopolymeratie, auf PDMS basieren. Zum
Vergleich ist sind die fur diigEtOxoPipBoc erhaltenen Messdaten mit angegeben.

Von der Aul3enseite betrachtet sind die durch ddaabgphiphile ABA Lipocopolymer
gebildeten Aggregate offenbar physikalisch kaum \d@n durch die zuvor genannten
kirzeren Lipopolymeren gebildeten zu unterscheid®ie auch in den zuvor diskutierten

Fallen scheint die Auswirkung der Zusammensetzwsghydrophoben Blocks auf die LCST
nur marginal zu sein. Ursache dafur

ist offenbarssda Maskierung in der
Lipiddoppelschicht.
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Dagegen trifft dieser Befund nicht auf dewrloud point des Lipopolymers
PiperidinEtOx3sPDMS;0EtOx; sPiperidin zu, welches mit 55 °C trotz eines groRerdativen
Lipidanteils bei deutlich hoéherer Temperatur geraeswurde. Jedoch ist dieses Polymer
aufgrund seiner Zusammensetzung nur bedingt mitvdeigen Verbindungen vergleichbar.
Dieses Lipopolymer wurde mit Piperidin terminierndu weist dadurch eine andere
Endgruppenpolaritat auf, als samtliche zuvor genteam mit 1-Boc-piperazin terminierten
Lipopolymere. Wahrend fur diigEtOxsBocPip tUber 0° C keine LCST festgestellt wurde,
weist dieses mit Piperidin terminierte ABA Copolymangegen thermische Schaltbarkeit
auf. Folglich fuhrt die Einfihrung von Piperidin at@rminalen Ende zu einer deutlichen
Verschiebung der HLB des Lipopolymers. VermutlicHeiehtert diese Endgruppe die
Solvatisierung der Polymerketten durch Wassermddeklie bevorzugt an den Polymerenden
initilert wird. Auf dieses Weise wird eine Auftremmg der Polymerknéuel erleichtert, was
deren Losungsenthalpie erhéht und durch die sohe&h@echselwirkung die LCST zu
hoheren Temperaturen hin verschiebt. Eine Zusanmassufhg aller gemessenen LCS-

Temperaturen ist in Tabelle 4.15 gegeben.

Tabelle 4.15: Ubersicht aller gemessener thermischaltbarer Lipopolymere und deren
LCST.

# Polymer LCST
[°C]
380 diGgEtOxy4PipBoc <0
342  diGgEtOx7PipBoc 45
341  diGgEtOxs3PipBoc 55
471  diGgEtOxzgPipBoc 55,5
497  diPhyEtOxPipBoc 41,5
499A diPhyEtOx;PipBoc 53
336  diPhyEtOxsPipBoc 63
334  diGgEtOx3BuOxPipBoc 36,5
335  diGgEtOxsBuOxPipBoc 48,5
476  diGgEtOxg:BuOxsPipBoc 64
475  diGgEtOx4;BuOxgPipBoc 36,5
460  diGgEtOx37BuOxsPipBoc 28,5
442 BocPipEtOxPDMS (EtOx¢PipBoc 43

429  PiperidinEtOxPDMS; ;EtOx;3Piperidin 53,5
494A TBDPSO(CA)EtOx;:.BuOxysPipBoc 37
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4.6.1.5 Polymerendgruppeneffekt

Um die Auswirkungen des Endgruppeneffekts auf diST weiter zu analysieren, wurden
bei einer Auswahl der Lipopolymere die Boc-Schulipgen abgespalten. Jedoch konnte in
keinem einzigen Fall das Auftreten eirdsud pointsunterhalb 100 °C festgestellt werden.
Dies traf auch auf difgEtOxsnBuOx4Pip zu, welches die homologe Verbindung zu
diC1gEtOxsenBuOx;4BOCPip ist, dem zuvor untersuchten Lipopolymer det niedrigsten
LCST, also dem grof3ten hydrophoben Charakter. @&itatlich wird durch die Entfernung
der Schutzgruppe vom terminalen sekundéaren AminHli® der Polymere so stark in
Richtung der hydrophilen Seite verschoben, daseaiilpischen Grinden unterhalb 100 °C
kein Ausfallen mehr stattfindet. Dies ist insoferachvollziehbar, als dass hier am distalen
Terminus der Polymere Piperazin als Endgruppe egttliein cyclisches Diamin. Da Amine
in wassriger Lésung zu Quartarnisierung neigemgelie somit die Enden der Polymere
zweifach ionisiert vor, was wiederum die signifikarerhéhung ihrer Hydrophilie und damit

ihre erleichterte Solvatisierbarkeit erklart.

4.6.2 Untersuchungen zu thermisch schaltbaren Lipagymeren an der Wasser-Luft-

Grenzflache

Nachdem zahlreiche dargestellte Lipopolymere ei@ST in wassriger Lésung aufwiesen,
sollte dieser Effekt auch an der Wasser-Luft-Gri&ahie untersucht werden. Hierfir wurde
eine Langmuir-BlodgettUbertragung (LB-Ubertragung) einer Lipopolymermiame
vorgenommen, wie bereits vadagner et al®® fir vergleichbare Systeme angewandt, wobei
die schnelle Reorganisation der Polymerschicht tdusorgfaltige Vororganisation der
Lipopolymerschicht unterbunden wurde. Dabei wirdneei LOsung der amphiphilen
Verbindungen in einem wasserunloslichen und velatiiosungsmittel erstellt und auf der
Wasseroberflache in einem PTFE-Trog gespreitet. hN&#erdampfen des organischen
Solvens richtet sich der lipophile Teil der Polymen Richtung der Gasphase aus. Die
hydrophilen Polymerketten wiederum sind in der Wastubphase gelost. Diese Prozedur
erwies sich zur geordneten Stabilisierung einerndsighicht aus Lipopolymeren Uber der
hydrophilen Polymerlage, die durch hydrophil/hydrope Interaktionen stabilisiert ist, als
geeignet. Diese Schicht tendiert dadurch nicht mmhrunkontrollierter Reorganisation.
Polymere, die in solche Lagen integriert sind, ixgeh nur noch Uber eine zweidimensionale,
d.h. laterale Beweglichkeit. Zunachst wurden LB-Miagen des diGiPrOxz;BocPip
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untersucht. FUr dieses System wurden zahlreichéhdsnen bei unterschiedlichen

Temperaturen aufgenommen (Abbildung 4.58). Diehlswhen implizieren bereits bei sehr
geringen Driucken einen hohen Flachenbedarf proekiae Polymerkette, was darauf

schliel3en lasst, dass die Polymere nicht vollsgaimdder wassrigen Phase solvatisiert sind,
sondern an der Wasser-Luft-Grenzflache spreiten.zurarzwingen, dass die Polymerketten
in die Subphase gedriickt werden, wurde sukzessivEilindruck erhoht.
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Abbildung 4.64: Isothermen von dgPrOxz;BocPip bei unterschiedlichen Temperaturen fir
hohe Flachen pro Molekil (oben) sowie fir niedreg@unten).

Bei hoheren Dricken als 20 mN/m wurden die unténsuic Filme jedoch instabil. Wie in
Abbildung 4.64 zu sehen, wurde eine Hysterese desditicks bei aufeinanderfolgenden
Kompressions/Expansionszyklen gemessen. Selbsixtreim hohen Driicken jenseits von 30
mN/m waren die von den individuellen Polymeren base Flachen auffallig groRer als der
Flachenbedarf der Lipidankergruppen 100 A / Molekil). Auch bei Temperaturen weit
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oberhalb der in wassriger Losung bestimmten LCSink® kein wesentlicher Einfluss auf
den gemessenen Filmdruck beobachtet werden. Eseivéisggnifikanter Anstieg des Drucks,
der zur Aufrechterhaltung einer konstanten Flaadmbgt wird, erwartet worden. Der Druck
erhohte sich mit steigender Temperatur zunachdt gleichmalig leicht. Dieser Effekt ist
jedoch von vergleichsweise geringerem Ausmal} ued @&if den erhohten Platzanspruch der
Polymerketten bei hoheren Temperaturen zurtickzaefiindie Auswirkung der LCST sollte
dagegen sprunghatft innerhalb eines Temperaturlbsreion AT ~ 1°C stattfinden. Somit
erwies sich die PiPrOx Kette der Lipopolymere aoh als zu hydrophob, um vollstandig in
der wassrigen Subphase gelost zu werden. Da kessbaeer LCST Effekt zu erwarten war,
wenn das Polymer sich immer noch an der Grenzfldobknd, wurde von weiteren
Untersuchungen an diesem System abgesehen. Sfatidesirden weitere Messungen an
diC1gEtOx:sBocPip vorgenommen, einem Lipopolymer mit deutlistarker hydrophilen
Seitenketten, bei dem deloud pointin wassriger Losung auch erst 20 °C héher, bedrein
Temperatur von 51 °C, beobachtet werden konnteclDdieses hydrophilere System wurden
wesentlich stabilere LB-Monoschichten gebildet, dietcken bis hin zu 44 mN/m
standhielten (Abbildung 4.65).
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Abbildung 4.65: Isothermen von d4EtOxBocPip bei Raumtemperatur.

Die Isotherme bei Raumtemperatur zeigt zundchstneennahernd linearen Anstieg mit
zunehmendem Filmdruck bei abnehmender Flache priekidlo Bei ~29 mN/m war ein
leichter Knick zu beobachten. Ahnliche Beobachtundér POx basierte amphiphile
Lipopolymere wurden vorroreman et al**? berichtet und konnten auf Kondensation der
Alkylketten zuriickgefiihrt werden. Ahnlich wie imIFder PiPrOx Ketten liegen die PEtOXx
Lipopolymere bei niedrigem Druck zundchst an des¥eéaLuft-Grenzflache gespreitet vor.
Anders als bei ersteren, gelingt es jedoch beiediasmter ausreichend hohem Druck, eine
Ausrichtung in die Wassersubphase zu erzwingen. diasem Grund wurden statt den
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isothermen isochore Messungen durchgefiihrt (d.lteruBeibehaltung einer konstanten
Filmflache), da nach diesen Erkenntnissen unterhalbs kritischen fir die
Alkylkettenkondensation erforderlichen Drucks ohinelkeine messbaren Auswirkungen
eines LCST Effekts zu erwarten gewesen waren. tsechwurden bei T = 20 °C und 55 °C
gemessen. Nach vorherigen Uberlegungen wurde dliecAuswirkungen dieses Effekts ein
deutlicher Einfluss auf den gemessenen Filmdruckadet. Wenn die Polymerketten
unterhalb der LCST komplett in die Subphase hinaiientiert vorliegen, so bilden sie
Schichten von vergleichsweise hoher Dicke aus. Kber dieser Temperatur tritt
Entmischung mit der wassrigen Phase ein. Bei lthezid enger Packungsdichte sollte so
oberhalb der LCST eine Verringerung der Dicke dayferschicht erfolgen, verbunden mit
einer Erhohung des lateralen Platzbedarfs. AusediesGrund wurde erwartet, die
Auswirkung des LCST-Effekts proportional zur Verandchg des lateralen

Kompressionsdrucks messen zu kénnen.
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Abbildung 4.66: Isochoren von di§EtOxBocPip, gemessen in unterschiedlichen

Temperaturbereichen.
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Die Ergebnisse der Messungen sind in Abbildung géfeigt. Sowohl Oberflachendruck als
auch Temperatur zeigen fast denselben Verlaufplnegeringer Variation des Lateraldrucks.
Dies entspricht den Erwartungen, da im untersucBemich die Oberflachenspannung von
Wasser nahezu linear mit der Temperatur korreligrte Auswirkung des LCST Verhaltens
sollte plotzlich und innerhalb eines Intervalls vioar wenigen °C auftreten. Da dies nicht
eintraf, wurde gefolgert dass dieser Effekt anhdmber Experimente nicht messbar war.

Hierfur gibt es eine Reihe mdglicher Erklarungen:

- Die Auswirkungen des Effekts auf den Oberflacheokirsind energetisch zu gering
oder unterhalb der Nachweisgrenze.

- Der LCST Effekt hangt stark von der rdumlichen Atmamng der untersuchten
Verbindungen ab bzw. war aus nicht naher definrem&srinden durch die planare,
zweidimensionale Anordnung in der Monolage, jelssddr Messgrenzen von 55 °C,

verschoben.

Der letzte Punkt konnte aufgrund experimentellensEinrdnkungen nicht weiter Gberpruft
werden. Fur effiziente isobarische Messungen wire eECST zwischen 25 — 30 °C gunstig.
Dies erzwingt jedoch die Einfihrung von hydroph@pePolymerketten, was unweigerlich zu
den fur PiPrOx getroffenen Beobachtungen einerr@iaaung der Polymere hin zur Gasphase
fuhren wirde. Dies macht es aus besagten Griinderglich, den LCST Ubergang zu
detektieren. Folglich erwiesen sich die beiden utiskten Methoden als nicht geeignet, um
diesen Effekt ndher zu untersuchen. Obwohl digserassriger Losung gut messbar war, in
welcher die Lipidkopfgruppen der Polymere ebenfalleiner zweidimensionalen, allerdings
spharischen Umgebung vorlagen, stellten sich didiri getroffenen Beobachtungen als nicht
Ubertragbar auf das zweidimensionale, planare Bysie der Wasser-Luft-Grenzflache
heraus. Als geeignete Methode hierflr konnte sietsdielsweise Ellipsometrie erweisen,
welche zur Messung von Verédnderungen der Schidtedigeeignet ist und somit einen

Ansatz fur weiterfihrende zukinftige Untersuchuniietet.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Samtliche lebenden Organismen weisen Lipidmembranén die das Zellinnere vom —
auReren trennen. Uber membrangebundene ProteidedeiirStofftransport zwischen beiden
Bereichen geregelt, so dass, neben der Schutziunggen dulRere Einflisse, die selektive
Permeabilitdt solcher Membranen eine ihrer wicthéigsEigenschaften darstellt. Ziel dieser
Arbeit war die Synthese lipopolymere Systeme, umtes@hrende Untersuchungen von
membranassoziierten Prozessen generell zu ermégli@aflr sollten Ansatze zur Synthese
von lipopolymeren Systemen, sogenannpeiymer tethered membraneangewandt und
weiterentwickelt werden. In diesen fungiert die toghile Polymerkette des Lipopolymers
als hydrophiler, flexibler Anker zwischen einer tigs Substratoberfliche und einer
Lipiddoppelschicht. Dadurch wird eine hohere phghdche Stabilitdt der Membranen
erreicht und gleichzeitig vermieden, dass dariagrierte Zellbestandteile, wie z.B. Proteine,
in Interaktion mit der Substratoberflache tretemrkn, was unspezifische Wechselwirkung
und damit Denaturierung der Proteine zur Folgeeh@er Aufbau der hierfir erforderlichen
Polymere erfolgte auf der Basis der lebenden kestttven Ringo6ffnungspolymerisation von
2-Alkyl-2-oxazolinen. Dieses System bietet Zugangemer grof3en Variation an Polymeren
mit engen Molmassenverteilungen und gleichzeitiindster struktureller Zusammensetzung
(PDI = 1,01 — 1,30). Ausgehend von Lipidinitiatoramrden so Poly(2-oxazolin)-basierte
Lipopolymere verschiedenster Strukturen dargesteNelche zur Physisorption bzw.
kovalenten Anbindung an Festkorperoberflachen gegigind. Durch das verwendete System
konnten verschiedenste Lipopolymere fur eine Viglzan denkbaren Anwendungen
synthetisiert werden.

Als Initiatoren dienten sowohl mono- als auch bitionale Lipide. Die hierfur erforderlichen
Lipide wurden entweder direkt aus lebendem Zellnedtextrahiert oder waren synthetisch
zuganglich. Synthetische Lipide wurden durch emtsipende Aufbaureaktionen, bzw. durch
Veretherung von Naturstoffen mit Glycerinderivasgrgestellt. Aus lebenden Zellkulturen
von Methanothermobacter thermoautotrophicunwurde anhand einer optimierten
Vorgehensweise das membranspannende, naturlichiel IGaldarchaeol extrahiert. Die
Ausbeuten an Lipid Ubertrafen vergleichbare, in ldegratur erwdhnte Werte bisweilen um
das Doppelte. Die Lipidalkohole wurden triflatigsieand als Initiatoren direkt fur die
Polymerisation zur Darstellung von Poly(2-oxazaim)mit distaler Lipidfunktion, bzw. mit

zentralem Lipidblock (im Falle von ABA Lipopolymergeingesetzt. Als Monomere dienten
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dabei 2-Methyl-2-oxazolin (MeOx), 2-Ethyl-2-oxazoli(EtOx) und 2-Butyl-2-oxazolin
(BuOx). Zur Synthese von Lipopolymeren mit termamalHydroxyfunktionen wurden zur
Polymerisation im unpolaren Solvens kompatible slerén entwickelt. Weiterhin erfolgte
Termination mit 3-(Trimethyoxy)silylpropan-1-amiRjperidin und 1-Boc-Piperazin, wobei
die Schutzgruppe an letzterem, nach EinfihrungPakymer, bei Bedarf entfernt werden
konnte. Die terminalen sekundéren Aminofunktioneanrkken in diesen Fallen mit
Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC) fluoreszmarkiert werden.

Die monofunktionalen Lipoinitiatoren fihrten bei Waizung mit dso-Propyl-2-oxazolin
(iPrOx) nicht zum reinen, gewilnschten Lipopolynsamndern zu einem Gemisch aus saure-
und lipidinitiierten Polymeren. Dies konnte wiederanhand préparativer Aufarbeitung unter
Ausnutzung der niedrigerelower critical solution temperaturéLCST) der Lipopolymer-
Spezies belegt werden. Die Molmassenverteilungerselearierten Polymerspezies erwiesen
sich als sehr eng. Somit neigen die iPrOx-Einhat@naktiven Kettenende offenbar bereits in
einer frthen Phase der Polymerisation zur Ubertrgsreaktion. Dies ist vermutlich durch
die hohe induktive Stabilisierung der resultierandmaminether-Spezies bedingt. Dadurch
konnte gezeigt werden, dass sich iPrOx als Monomer Darstellung Poly(2-oxazolin)

basierter Lipopolymere als ungeeignet erwies.

Um bifunktionale Lipide asymmetrisch mit Poly(2-axéin)en zu funktionalisieren, wurde
ein neues Verfahren, unter Einbeziehung temButyldiphenysilyl-Ethern (TBDPS-Ethern)
als Schutzgruppen, entwickelt (Abbildung 5.1). Dur®©ptimierung der relevanten
Reaktionsparameter, wahrend der Triflatisierung asymmetrisch mit TBDPS geschiitzten
aliphatischen Diolen, wurden,o-funktionale Lipopolymere mit definierten Endgruppe
dargestellt. Anhand der eingefiihrtéert.Butyl-Gruppen konnte die definierte strukturelle
Zusammensetzung der Polymere mittelsNMR Spektroskopie, sowie die gute Stabilitét der
TBDPS Ether unter den Polymerisationsbedingungestabgt werden. Die eingefiihrten
terminalen Schutzgruppen konnten in einem einzi§ehritt entfernt und die dadurch

erhaltenen Polymere in hoher Reinheit isoliert ward
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Abbildung 5.1: Reaktionsschema zu Darstellung astnisuh funktionalisierter Diole.

Die Polymerstruktur selbst blieb in Folge diesealR®nen unberthrt und es konnte keine
nennenswerte Bildung von Nebenprodukten festgesteliden. Dieser Reaktionsweg erlaubt
somit die Einfuhrung von terminalen funktionalenu@oen, welche sonst inkompatibel zur
ringoffnenden kationischen Polymerisation der P®igkazolin)e sind. Termination mit
entsprechenden Reagenzien fuhrte zur Darstellung®adymeren mit identischen, aber auch
orthogonalen funktionellen Gruppen, was wiederum sampunkt fur fortfUhrende
polymeranaloge Modifikationen bot. Um die chemiscReaktivitdt der eingeflhrten
terminalen Gruppen zu demonstrieren, wurden ertbprele Verbindungen polymeranalog

umgesetzt. Bei Reaktion mit Isothiocyanaten wanash sorgfaltiger Erarbeitung geeigneter
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Reaktionsbedingungen moglich, chemisch zwischerximia@en Hydroxy- und distalen
sekundaren Aminofunktionen durch selektive Umsegzder starker nucleophilen Amine zu
unterschieden. Ein weiterer Ansatz, der ebenfallsdefiniert a,0-funktionalen Poly(2-
oxazolin)en fuhrt, wurde durch die ,Click-Chemieatisiert.

Wurden Uber entsprechend modifizierte Initiatoren die proximale Polymerendgruppe
Propargylfunktionen eingefuhrt, so konnten, Uber pfetkatalysierte 1,3-dipolare
Cycloaddition mit funktionalen Aziden, gezielt anropimalen Terminus funktionale
Triazolderivate eingebaut werden.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals CaldardHa&sierte Poly(2-oxazolin)-
Lipopolymere dargestellt. Die Polymerisation ertelg entweder ausgehend vom
bifunktionalen Lipid beidseitig oder, gemalR derrebeschriebenen Technik, asymmetrisch
an nur einer Seite. Hierbei wurde ebenfalls'HANMR gute Ubereinstimmung zwischen den

TBPDS- und Boc-Schutzgruppenintegralen beobachtet.

Des Weiteren wurden verschiedenste schaltbare blgomere mit abgestufter Hydrophilie,
basierend auf PEtOx-Lipohomopolymeren bzw. Lipodpperen mit BuOx als Comonomer
synthetisiert. In diesem Zusammenhang wurden disterr bekannten schaltbaren
Poly(dimethylsiloxan)- und Poly(2-oxazolin)-basesrt Lipopolymere synthetisiert und
charakterisiert. Dercloud pointder Polymere lag je nach hydrophiler/lipophilerlddae
(HLB) in einem weit umspannenden Bereich zwisch&b 2ind 63 °C (Abbildung 5.2).
Dabei wurde ein grof3er Einflu der Endgruppen st @ST festgestellt. Lipopolymere mit
stark polaren Endgruppen wie Piperazin liegen iasnger Phase kationisch vor und erhéhen
offensichtlich die Losungsenthalpie der Polymeraved, dass eine LCST unter 100 °C nicht
mehr beobachtet werden konnte.

Mit den dargestellten thermisch schaltbaren Lipgp@ren wurden Experimente zur
Beobachtung der LCST an der Wasser-Luft Grenzfladimehgefihrt. Allerdings konnte
anhand der untersuchten Mel3gro3en der LCST-Effekit metektiert werden. Denkbare
Grunde hierfir kdnnen sein, dass die LCST in deeidimensionalen Umgebung der
Modellmembranen stark zu hdéheren Temperaturen Binsctioben auftritt oder dass die
Auswirkungen dieses Effekts energetisch zu gering,sals dass diese so nachgewiesen

werden konnten.



138

Zusammenfassung
100 mm wu]‘. .. {g%@} Ay
* f
< ‘ ’ II| ||
Y
3 - N
c
o o) r
% 50 - W | | | “ T
: | |
e R
| P | ]
| N
L] .
o] W M it - % M
| 4|0 SIO |
Temperatur [°C]

—m— diC4sEtOx;5;BuOx43PipBoc

—o— diC43EtOx23BuOx,PipBoc

—— diC4gEtOx4,BuOxgPipBoc

—C— TBDPSO(CA)EtOx;1sBuOx,sPipBoc

—«¢— diPhyEtOx,PipBoc

—>— BocPipEtOx,sPDMSoEtOx26PipBoc
<4 diC,gEtOx,;PipBoc
®  diCygEtOx4BuOx,PipBoc

—— diPhyEtOxs;PipBoc

—=— PiperidinEtOx,3PDMS;,EtOx,;Piperidin

—C— diC4gEtOxs3PipBoc

—p— diC3EtOx75PipBoc

—— diPhyEtOxgsPipBoc

—A— diC43EtOxs1BuOx;3PipBoc

Abbildung 5.2: Zusammengefasste Ubersicht der LEI83sungen aller im Rahmen der
Arbeit dargestellten thermisch schaltbaren Polyf&amlin)-basierten Lipopolymere.
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6 EXPERIMENTELLER TEIL

6.1 Gerate und Hilfsmittel

Dunnschichtchromatographie (DC)

Fa. Macherey-Nagel, Polygram® SIL G/ (SiOy)

Dialyseschlauche

Fa. Roth, Zellutrans (V-Serie), MWCO: Nominal 10U@andstarke: 28 um

EI-MS (Electron Impact Massenspektroskopie)
Fa. Finigann, MAT 8200

Elektronenenergie: 70eV

Elementaranalysen

Samtliche Elementaranalysen wurden vom Mikroansdiien Labor des Anorganisch-

Chemischen Instituts, Department Chemie an der Tldd¥ien vorgenommen.

GPC (Gelpermeationschromatographie)

Pumpe: Fa. Waters, Mod. 510
Flussrate: Y in
Temperatur: 80 °C

Eluent: N,N-Dimethylacetamid (DMAc) mit 75 mmoiBt.
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Saulensatz: PSS SDV Vorsaule 50 x 8 mm, 2x PSS Big¥r M 300 x 8
mm; Polymer Laboratories, PLgel 5um Guard, 505 im; PLgel
Sum

MIXED-V, 300, 7.5 mm; PL gel 5 um MIXED-C 600745 mm
RI-Detektor: Fa. Waters 410

Kalibrierstandard:  Lineares Poly(styrol) (Fa. PogmStandard Services)
Lineares Poly(methylmethacrylat)

Gerat: PL-GPC50 Plus, Polymer Laboratories (Faian, Inc.)
Flussrate: ™ min

Temperatur: 35°C

Eluent: Tetrahydrofuran (THF) mit 250 ppm Butydhgxytoluol (BHT)
als Stabilisator.

Séaulensatz: PLGel 5 um Mixed-C 300 x 7.5 mm, Rlpi&aH 100 x 10
mm

RI-Detektor: intern

Kalibrierstandard: ~ Poly(styrol), M= 580 — 1.57 x 10

Glovebox
Fa. M.Braun, LABmaster 130 (Arbeitsgas: Argon)
Fa. M.Braun, UNILab (Arbeitsgas: Argon)

Kernresonanz (NMR) - Spektroskopie
Fa. Bruker, ARX 300

FrequenzenmH-NMR: 300,13 Hz*C-NMR: 75.48 Hz
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Fa. Bruker, AC 250
FrequenzermH-NMR: 250,13 Hz;*C-NMR: 62.9 Hz
Temperatur: 300K

Solvens: CDGJ (StandardH: 7,26 ppm /*°C: 77.16 ppm), Methanol,d*H: 4.84
ppm /*3C: 49.0 ppm), DMSO+(2.54 / 39.52 ppm), D (4.79 ppm).

Chemische Verschiebungen) (werden in ppm, die Kopplungskonstanténn Hz
angegeben. Die Nummerierung der entsprechendeneAtonagen jeweiligen Signalen
erfolgte nicht konform nach den IUPAC-Regeln. Claohi aquivalente Systeme

wurden nur einmal nummeriert.

Kompressionsexperimente an der Wasser-Luft-Grenzfléhe

Zur Messung des Oberflachendrucks wurde ein Wilgddmucksensor (Fa. Nima,
Type PS4) verwendet. Die Wassertemperatur wurdedibéVasserheizbad (Fa.
Julabo) eingestellt und mit einem Thermometer inQidbphase, die aus doppelt

destilliertem Wasser bestand, kontrolliert.

Lichtmikroskopie

Fa. Zeiss, Axiovert 2000, 1000-fache VergréRerung

MALDI-TOF Massenspektroskopie

Fa. Bruker-Daltonic, Biflex Il
Modus : Positive lon Mode

Die Proben wurden vorbereitet durch Mischung eaioroformischen Losung des zu
untersuchenden Polymers und Dithranol als Matri rfig/mL) in einem Verhaltnis

von 1:1 (v/v).
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Saulenchromatographie:
Fa. Acros (Partikelgrof3e: 0.060 — 0.2 mm)
Fa. Fluka, Kieselgel 60 (0.060- 0.2 mm)

Die angegebenen Laufmittelmischungen verstehenassc¥olumenquotienten.

Synthesemikrowelle

CEM, Discover S-Klasse

Frequenz: 2455 MHz

Leistung: 120 - 200 W

Temperatur: 60 -120 °C (gemessen Uber IR-Sensor)
Reaktorgefal3: 10 mL Glasdruckgefal? mit Teflonsmpt

UV/Vis — Spektroskopie:

Fa. Varian, Inc., Cary 50

Klvetten: Fa. VWR, PMMA EinmalkUvetten, 4 mL, Quigiivetten 4 mL, 1.2
mL
Kivettentemperierung durch Peltierelement (Fa.argri

Software: ADL Shell Thermal Collects 1x0 TemperatGontroller

Zur Bestimmung der LCST wurde eine wassrige Losdeg zu untersuchenden
Polymers (2 Gew.-%) bei ansteigender Temperaturegsen, in Schritten von 0.25,
bzw. 0.5 °C. Vor jedem Melpunkt wurden der Losungeiz Minuten zur

Gleichgewichtseinstellung gewéhrt.

Zellaufschluss / Cell Dispruptor
Fa. Constant Systems (Warwick, UK), Basic Z

Dusendurchmesser: 0.18 pm
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Zentrifuge:

Fa. Hettich, Universal 32R

Soweit nicht anders vermerkt, wurden alle verwesléthemikalien von den Firmen Acros
Organics (Belgien), Aldrich (Steinheim, DeutschlgnBCR (Karlsruhe, Deutschland) und
Bachem (Schweiz) erworben. Deuterierte Losungshiiitedie NMR-Spektroskopie wurden

von Deutero GmbH erworben.

Alle Losungsmittel wurden vor Verwendung destilliend falls notwending nach géngigen

Methoden absolutiert. Als Inertgas diente Argon\mf der Firma Linde AG.

Fur die Polymerisation verwendete 2-Oxazoline wartdber Calciumhydrid redestilliert und

unter Schutzgas gelagert.

Alle verwendeten Reagenzien im festen Aggregatamdstwurden vor Anwendung

gefriergetrocknet und unter Schutzgas aufbewabhrt.
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6.2 Lipidsynthesen und —extraktionen

6.2.1 Monofunktionale Lipide

Phytanol (3,7,11,15-Tetramethylhexadecan-1-ol) Y122

2 2 2 2 2 2 2

200 mL einer 10%-igen Raney-Ni-Losung werden dekantdreimal mit 75 mL Ethylacetat
gewaschen und in 100 mL Ethylacetat suspendierdarauf 25.6 g (86.3 mmol, 1 eq) Phytol
(3,7,11,15-Tetramethylhexadecen-1-ol) zugegebens Raaktionsgefald wird vorsichtig
evakuiert, mit einer Wasserstoffatmosphare versehnedndie Reaktionsmischung Uber 5 Tage
heftig geruhrt. Der Katalysator wird abfiltriert dinMethanol im Vakuum entfernt. Mit
quantitativer Ausbeute erhalt man das gewtinsclueuRt (25.6 g, 86.3 mmol).

'H-NMR (250 MHz, 293K, CDG): & = 0.8 - 0.9 ppm (b, 15Hm 1.0 - 1.6 (b, 24H, B,
3.5-3.7 (b, 2H, B).

Methansulfonsaure-3,7,11,15-tetramethylhexade®iest

In 34 mL trockenem Pyridin werden 12.5 g Phytadd.9 mmol, 1eq) geldst und auf 0 °C

gekunhlt. Es erfolgt langsame Zugabe von 7.51 g Wtetblfonséurechlorid (65.5 mmol, 1.56
eq). Die Reaktionsmischung wird bei Raumtemperéber 1 Stunde geruhrt. Die Suspension
werde in 150 mL 2 N HCI tberfihrt und drei Mal r@ihloroform extrahiert. Die organische

Phase wird gewaschen mit jew. 100 mL konz. NahC&ung sowie konz. NaCl-Lésung.

Das Uberschissige Losungsmittel wird im Membranmmapgkuum entfernt, woraufhin das

gewinschte Produkt erhalten wird (13.9 g, 36.9 m&&#b6 d.Th.).

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293 K):5 = 0,8 - 0,9 ppm (b, 15 H,%{ 1,0 - 1,8 (b, 24H, B,
3,0 (s, 3H, H), 3,5-3,7 (b, 2H, B.
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1-Benzyl-2,30-di-phytanylglycerol (129)

1 1 1 1

2 2 3
1 2 2 2 2 2 2 2 S
/]\/\/k/\/k/\/k/\ ° 5
o) 3
4 5
3 0 5 5

In 16 mL DMSO (anh.) werden 1,63 g Natriumhydri® w.-% Suspension in Mineraldl,
40,8 mmol, 3,3 eq) suspendiert. Es erfolgt Zugadre +Benzylglycerol (2,28 g, 12,5 mmol,
1 eq). Die Suspension wird tber 1 h geruhrt. Daeafdlgt Zugabe von Methansulfonsaure-
3,7,11,15-tetramethylhexadecylester (11,6 g, 25miom 2,06 eq). Die Reaktionsmischung
wird auf 45 °C erwarmt und Uber 7 d heftig geriBg.werden 60 mL halbgesattigte MG
LAsung zugegeben und mehrmals mit Chloroform eidralDie organischen Phasen werden
vereinigt und Uber Natriumsulfat getrocknet. Nachitr&ion und Entfernung des
Losungsmittels im Membranpumpenvakuum erfolgt s@alieomatographische Aufarbeitung
Uber Kieselgel (Laufmittel: Hexan / Ethylacetat@01 1). Ausbeute: 5,06 g (6,80 mmol, 54%
d.Th.).

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293 K):5 = 0,8-0,9 ppm (b, 30 H, % 1,0-1,8 (b, 48H, B, 3,5-
3,7 (b, 9H, H), 4,6 (s, 2H, ¥, 7,2-7,4 (b, 5H, B).

Archaeol (2,30-di-phytanylglycerol) (117)

OH

In 20 mL Ethylacetat werden 1,13 g 1-Benzyl-2,3}cphytanylglycerol (1,75 mmol, 1 eq)
geldst. Hierzu werden 0,5 g Pd/C (10%) zugegebber Bine Reaktionsdauer von 6 Tagen
wird die Benzylschutzgruppe unter einer Wasserstwibsphare bei 40 °C abgespalten. Der
Katalysator wird abfiltriert. Das Losungsmittel @itrm Membranpumpenvakuum entfernt.
Nach zweifach durchgefihrter sdulenchromatograpbrs8ufarbeitung (Hexan / Ethylacetat
=25/ 1) erhélt man das gewlnschte Produkt (6906if d.Th.).

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293 K):8 = 0,8 - 0,9 ppm (b, 30 H," 1,0 - 1,8 (b, 50H, §,
3,5-3,7 (b, 9H, B).
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10,12-Docosadiin-1,22-diol (165)

1 5

3
Ho/\z«:Hz» - Cra—" o

10-Undecin-1-ol (10,3 g, 61,2 mmol, 1 eq) wurdels® mL Ethanol sowie 150 mL Pyridin
gelést. Es erfolgte Zugabe von 11,6 g Kupfer(Ijac€77,4 mmol, 1,26 eq), sowie einiger
Kristalle Kupfer(l)chlorid. Die Reaktionsmischungumle acht Stunden unter Ruckfluss
erhitzt. Nach weiteren 96 Stunden Rihren bei Ramnpégatur wurde die Losung in 700 mL
5 N wassrige Salzsaure uberfiihrt. Der so entstandeéunliche wurde abfiltriert und
mehrmals mit Wasser gewaschen. Die vereinigten ng&ss Phasen wurden mehrmals mit
Chloroform gewaschen (3 x 200 mL). Die vereinigterganischen Phasen wurden
gewaschen mit 2 N Salzsaure (2 x 100 mL), geséttigéssriger NaHCOL6sung (100 mL)
sowie mit gesattigter wassriger NaCl Losung (100.nfkie organischen Phasen wurden mit
dem zuvor gewonnenen Filterriickstand vereinigt ulner NaSO, getrocknet. Die Reinheit
des Produkts wurde dunnschichtchromatographischpiilfe (Hexan / Ethylacetat = 3 /1).
Die organische Phase wurde im Rotationsverdampfegeengt, der feste Rulckstand in
trockenem Benzol aufgenommen und gefriergetrockaet, das gewlnschte Produkt als
gelbbraunes Pulver zu erhalten. Ausbeute: 9,5@4 (@mol, 95 % d.Th.).

'H NMR (250 MHz):5 = 1,26 (br, 20H, B, 1,54 (m, 8H, Aund H), 2,24 (t, 4H%J) = 6,8Hz,
H®), 3,64 (t.3J = 6,7Hz, H).

3C NMR (75,48 MHz)3 = 25,69 ppm; 25,72; 26,90; 28,30; 28,34; 28,80@929,04; 29,30;
29,34; 29,4, 32,5, 32,8; 63,1, 64,0; 127,5; 1293Ht,1; 135,6.
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6.2.2 Extraktion von Caldarchaeol aus Trockenmassevon Methanothermobacter

thermoautotrophicum

Bezeichnung des Produkts nach IUPAC:
((2S7R,11R,155195,22S,265,30R,34R,38543R 4 7R, 51S5555,58S 62S,66R,70R)-2,38-
Bis(hydroxymethyl)-7,11,15,19,22,26,30,34,43,47/55158,62,66,70-hexadecamethyl-

1,4,37,40-tetraoxacyclodoheptacontan)

Fur die Extraktion wurden sechs Tage alte KultwenM. thermoautotrophicunaerwendet.
300 g Zellmasse wurden gefriergetrocknet, was 6fr@tkenen festen Zellriickstand ergab.
Dieser wurde in 1,75 L Wasser suspendiert und Imiges Cell Disruptors viermal bei
einem Druck von p = 2,45 kbar aufgeschlossen. Aweisalen einzelnen Durchgangen wurde
die Suspension uber jeweils eine Minute mit Ultradicbehandelt.

Der Zellaufschluss wurde in einem 4 L Rundkolbert tiiP6 L Methanol und 0,98 L
Chloroform und 175 g Trichloressigsaure versetztass eine einphasige, ternare Mischung
vorlag. Diese wurde Uber 72 h hinweg heftig geriDanach wurde Phasentrennung induziert
durch Zugabe von jeweils 0,98 L Wasser und Chlarofdie tribe Emulsion wurde 30 min
bei 6000 rpm zentrifugiert, filtriert Gber einendrafilter. Die festen Filterrickstande wurden
vereinigt und die nun vorliegenden klaren flussi§rasen in einen Scheidetrichter Gberfuhrt.
Die organische Phase wurde abgetrennt und gesantigelvassrige Phase wurde erneut mit
33 vol.-% Chloroform extrahiert und die daraus Heme organische Phase mit der zuvor
erhaltenen vereinigt und im Vakuum eingeengt.

Das zuriickbleibende dunkelbraune Ol wurde mit 3Q08isessig und 200 mL Acetanhydrid
versetzt und unter Ruckfluss tGber 17 h bei 165 riitzt. Die Reaktionsmischung wurde in
600 mL Eiswasser gegossen. Es wurde zehnmal mitnll0GChloroform extrahiert. Die
organische Phase wurde mit funfmal mit 100 mL degét wassriger
Natriumhydrogencarbonatldsung gewaschen. Die wgessrPhasen wurden vereinigt und
nochmals dreimal mit 100 mL Chloroform extrahiddie vereinigten organischen Phasen
wurden mit 100 mL gesattigter wassriger Natriumgldlésung gewaschen und Uber
Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration wurdenmauEinengen des Filtrats im Vakuum 4,4

g eines dunkelbraunen Harzes gewonnen.
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Dieser Rickstand wurde aufgenommen in 200 mL whssar, methanolischer
Chlorwasserstofflosung (5 gew.-%). Die Losung wurde Autoklaven unter eine
Argonatmosphére von 40 bar gesetzt und Uber viandgh auf 100 °C erhitzt. Nach
Abkihlen auf Raumtemperatur wurde die Reaktiondmisg in einem 1 L Rundkolben
tberfuhrt, mit 200 mL Chloroform und 80 mL Wassersetzt und 72 h lang heftig geruhrt.
Die organischen Phasen wurden mittels eines Sdhielaters abgetrennt. Die wassrige Phase
wurde mit dreimal 50 mL Chloroform extrahiert. Ddaraus erhaltenen organischen Phasen
wurden mit den zuvor gewonnenen vereinigt, gewaschi# 100 mL gesattigter wassriger
Natriumhydrogencarbonatldsung und im Vakuum bisvalligen Trocknung eingeengt.

Das so erhaltene braune Ol wird saulenchromatoigeiphiber Kieselgel aufgereinigt mit
Hexan / Ethylacetat = 7 / 1 als Eluent.

So wurden insgesamt 612 mg Caldarchaeol erhalten.
R (Kieselgel, Hexan / Etylacetat = 7/1) = 0,08

'H-NMR (300 MHz, 293K, CDGJ): 6 = 0,90 - 1,20 ppm (b, 48 H,34 1,20 - 1,95 (b, 104 H,
H?), 3,60 - 3,95 ppm (b, 18 H,*{

¥C-NMR (75 MHz, 293 K, CDG): 6 = 14,13 ppm; 19,76; 19,81; 19,83; 19,85; 20,50520
20,89; 22,66; 22,70; 24,15; 24,37; 24,46; 29,366@929,70; 29,74, 29,77; 29,82; 29,98;
30,20; 31,93; 32,78; 32,81; 33,05; 33,80; 33,9628436,56; 37,03; 37,32; 37,36; 37,41,
37,51; 37,61; 45,36, 45,44, 63,06; 68,58; 70,0804178,31; 98,96.

MALDI-TOF-MS: m/z = 1324,3 g/mol [Caldarchaeol + NaJ1338,3 [Homocaldarchaeol +
Na]", 1352,3 [Homocaldarchaeol + GH NaJ
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6.2.3 Bifunktionale Lipidalkohole

12-(Prop-2-inyloxy)dodecan-1-ol

2 3 6
. /\o/\A(Cflz)SA/\OH

In einem 100 mL Schilenkkolben wird unter Schutzgfasaphéare mit 10 g 1,12-Dodecandiol
befullt (49 mmol, 2 eq) in 40 mL wasserfreiem DM8€I0st. Es erfolgt vorsichtige Zugabe
von 2.98 g einer Suspension von NaH in Mineral® @@&w.-%, 74.5 mmol, 3.04 eq). Nach
abgeklungener Gasentwicklung werden 10.3 g Profiagyid zugegeben (als 80 Gew.-%
Losung in Toluol, 69 mmol, 2.8 eq) und auf 65 °@Giizt. Nach heftigem Rlhren tber 48 h
wird die Reaktion durch Uberfilhrung der Reaktiorsrhung in 350 mL Wasser
abgebrochen. Die wassrige Phase wird vier Mal @it thL Diethylether extrahiert und mit
150 mL konz. NaCl Losung gewaschen. Nach Trockniibgr Natriumsulfat erfolgt

saulenchromatographische Aufarbeitung mit HexathylBcetat (8 / 1) als Laufmittel. Nach
Entfernung des Losungsmittels im Membranpumpenvakuwnd anschliel3ender
Gefriertrocknung aus Benzol wird das gewiunschoel&kt in einer Ausbeute von 3.25 g (36

%) erhalten.

'H-NMR (300 MHz, 293K, CDG): 6 = 1,22-1,49 ppm (b, 16H,% 1,50-1,69 (m, 4H, ),
2,44 (t, 1H* = 2,25 Hz, H), 3,53 (t, 2H31 = 7,5 Hz, H), 3,66 (t, 2H3J= 7,5 Hz, H), 4,16
(d, 2H,%J = 2,25 Hz, H).

1-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecan-12-ol (141)

2

4 (CHS) 4
: %—Si-o—g/_ 212N oH

In einem 100mL Schlenkkolben werden 1,12-Dodecdn(@i®6 g, 39,4 mmol, 1 eq) in 40
mL DMF (anh.) gelést. Imidazol (2,63 g, 38,6 mmoll eq) sowie

tert.Butylchlorodiphenylsilan (10,84 g, 39,4 mmol, 1)egerden zugegeben und die
Reaktionsmischung wurde auf 45 °C erhitzt und geriNach 48 h werden 300 mL
destilliertes Wasser zugegeben. Die wassrige Plwaseviermal mit 300 mL Diethylether
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extrahiert, die organischen Phasen werden vereumdtzweimal mit 100 mL wassriger 2M
HCI, einmal mit 200 mL gesattigter wassriger NaHQ®@sung und mit 200 mL gesattigter
NaCl Lésung gewaschen und tber,8@, getrocknet. Sdulenchromatographische Reinigung
Uber Kieselgel mit Hexan / Ethyacetat (10 / 1) Elsent ergab 7,98 g (46% d. Th.) des

gewiinschten Produkts als leicht gelbliches Ol.

'H NMR NMR (250 MHz, 293K, CDG): 5 = 1,05ppm (s, 9H, B, 1,26 (br, 16H, B), 1,58

(m, 4H, H), 3,65 (m, 4H, F), 7,40 - 7,69 (m, 10 H,

13C NMR (75 MHz, 293K CDG): & = 19,2 ppm; 25,7; 25,8; 25,9; 29,3; 29,4; 29,5862

32,6; 32,8; 63,1; 64,0; 127,5; 129,4; 134,1; 135,6.

1-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-10,12-docosadiin-22-ol (165

3 5 6 6 5 7
’ _
1 D807 (CHs “=—=""(CHo)s— OH

Die Synthese von lidrt.Butyldiphenylsilyl)oxy-10,12-docosadiin-22-ol elfpe analog der
Synthesevorschrift flur 1t€rt.Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecan-12-ol in vergleiciten
Ausbeuten unter Verwendung von 10,12-Docosadii@-tljdl als Diolkomponente.
Umsetzung von 10,12-Docosadiin-1,22-diol 9,40 g ,X28mol, 1 eq) ergab nach
anschlieBender saulenchromatographischer Aufarzeiiber Silicagel (Hexan / Ethylacetat
=9/ 1) das gewiinschte Produkt 6,50 g (11,1 mAG34).

'H NMR (250 MHz, 293K CDG): & = 1,05 ppm (s, 9H, B, 1,26 (br, 20H, B, 1,53 (m, 8H,
H%, 2,24 (t, 4H3J = 6,8Hz, H), 3,64 (t, 2H,% = 6,5Hz, H), 3,65 (t, 2H2J = 6,5Hz, H),

7,40 - 7,69 (m, 10H,8.
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Asymmetrisch TBDPS-geschutztes Caldarchaeol (490)

(2S5 7R,11R,155195,22526S 30R,34R,38543R,47R,51S 5555856 2S,66R, 70R)- 2-
(tert.Butyldiphenylsilylmethyl)-38-(hydroxymethyl)7,11,119,22,26,30,34,43,47,51,55,
58,62,66,70- hexadecamethyl-1,4,37,40-tetraoxadgtieptacontan

2
0 4

3 4 O
© 3 3 474 4 4 /1, Z OH
1%—Si—o Ko 5

<

In einem ausgeheizten Schlenkrohr werden unter t3gas 540 mg Caldarchaeol (0,415
mmol, 1 eq), 117 mgert.Butylchlorodiphenylsilan 0.,425 mmol, 1,02 eq) uB@ mg
Imidazol (0,824 mmol, 2 eq) geldst in einer Mischuaus wasserfreiem DMF (0,6 mL) und
Chloroform (0,8 mL). Die Reaktionsmischung wird 4% °C erhitzt. Nach Rihren tber 7
Tage wird die Reaktion durch Zugabe von 20 mL Waabgebrochen. Die wassrige Phase
wird extrahiert mit drei Mal 10 mL Diethylether. ®brganische Phase wurde anschlielend
gewaschen mit 2 x 2 N HCI (10 mL) und NaH{§@0 mL). Die wassrige Phase wird noch
einmal mit Chloroform extrahiert (5 mL) und die g&rgten organischen Phasen tber Nacht
Uber Natriumsulfat getrocknet. Nach Filtration ulshtfernung des LOsungsmittels im
Hochvakuum bleibt ein gelbliches Ol zuriick, welckéslenchromatographisch aufgereinigt
wird (Hexan / Ethylacetat = 12 /1). Nach Trocknuiliger Natriumsulfat erhalt man das
gewiinschte Produkt als farbloses Ol. Durch Spiilen Kieselgelsdule mit 1,2 L eines
Gemisches aus 5 / 1 Hexan / Ethylacetat wird niclireagiertes Caldarchaeol
wiedergewonnen (169 mg). Die Fraktionen im Vorlawelche doppelt geschitztes
Caldarchaeol enthalten, werden zur RickgewinnusgSidstrats vereinigt und aufbewabhrt.
Ausbeute des gewinschten Produkts: 287 mg (90 %.,d46 % bez. des eingesetzten
Caldarchaeols).

'H NMR (300 MHz, 293K CDG): 0,72 - 0,92 ppm (57 H,} 0,95 - 1,70 (109H, H H%),
3,4 -3,7 (18H, B), 7,30 -7,76 (10H, B,

13C NMR (75 MHz, 293K, CDG): 14,13 ppm; 19,21; 19,67; 19,76; 19,80; 19,835Q0
20,56; 20,90; 29,70; 29,72; 29,76; 29,81; 29,8692929,98; 30,19; 31,93; 31,73; 32,78;
32,81; 32,85; 33,05; 33,80; 33,97; 34,29; 36,5568636,66; 36,89; 36,92; 37,03; 37,07;
32,25; 37,32; 37,37; 37,43; 37,52; 37,62; 45,3543563,06; 63,58; 68,57; 68,80; 69,89;
70,07; 79,88; 71,07; 78,31; 79,46; 127,59; 129]88,56; 133,62; 135,61; 221,63.
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6.3 Initiatorsynthesen
Darstellung ungeschitzter Lipoinitiatoréfriflatisierung A)

In einem ausgeheizten Schlenkrohr werden der pemiépidalkohol (1 eq) sowie
wasserfreies Kaliumcarbonat (~7 eg¥Os) vorgelegt und in Dichlormethan suspendiert (~ 1
mL / 0.1 mmol Alkohol). Unter Schutzgasatmosphérafolgt Zugabe von
Trifluormethansulfonsaureanhydrid (1,3 eq), bei flatisierung von Diolen wurde
entsprechend die Doppelte Menge verwendet. Nadigeef Rihren Uber Nacht wird unter
Luft- und Feuchtigkeitsausschluss die feste Plise einen PTFE — Spritzenfilteb (= 0,2
um, VWR) abfiltriert. Das Filtrat wird anschlieReimd Hochvakuum bis zur vollstadndigen
Trocknung eingeengt. Der Initiator wird darauf &irdélir die nachfolgende Polymerisation

eingesetzt.

Darstellungo-TBDPS-geschitzter Initiatordiriflatisierung B)

Unter Schutzgasatmosphéare wird ein Schlenkrohr @ eq feinst gemorsertem
Kaliumcarbonat befillt und ausgeheizt. Nach Abkaglauf Raumtemperatur wird 1 eq des
o-TBDPS-geschutzten Lipidalkohols zugegeben und imere Stammlbsung aus
Trifluormethansulfonsaureanhydrid in absolutem @flarm geldst (75 pmol / mL, 0,95 —
0,99 eq), woraufhin Uber 15 h lang heftig gertuhirdwDanach wird unter starkem Rihren
das Solvens vollstandig im Hochvakuum eingezogesr. Rickstand wird in der gleichen
Menge absolutem Chloroform wie zuvor aufgenommet die Suspension noch insgesamt
zweimal nach diesem Vorgang eingeengt. Anschliel3gimd der Rickstand abermals in
demselben Volumen an absolutem Chloroform aufgenemumd unter Schutzgasatmosphare
mittels eines Spritzenfilters (PTFB, = 0,2 um) das Kaliumcarbonat abfiltriert. Das railt
wird nicht im Vakuum eingeengt aufgrund der cheimésc Instabilitdt des dargestellten
TBDPS-geschutzten Triflats sondern stattdessen ktdirals Stammlésung fur die

anschlieBende Polymerisation verwendet.
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6.3.1 Monofunktionale Lipidinitiatoren

2,3-Di-On-octadecyl-1-trifluormethansulfongrglycerol (448)
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Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Adargestellt.

2,3-Di-O-n-octadecylsn-glycerol 514 mg (0,862 mmol, 1eq)

KoCOs 1,26 g (9,13 mmol, 10 eq)
Tf,0 330 mg (1,17 mmol, 1,4 eq)
Solvens 12 mL Chloroform
Ausbeute 447 mg (98 % d. Th.)

'H-NMR (300 MHz, CDC} 298 K): 6 = 0,88 ppm (m, 6H, B, 1,26 (b, 60H, B, 1,56 (b,
4H, H%), 3,34-3,74 (m, 7H, B, 4,56 — 4,49 (m, 2H, Bt

2,3-Di-O-phytanyl-1-trifluormethansulfonysnglycerol

Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Adargestellt.
1-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecan-12-ol 132 mg (0,282nol, 1eq)
K,COs 130 mg (0,36 mmol, 5 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 101 mg (0,36 mr eq)
Solvens 2,8 mL Chloroform

Ausbeute 134 mg (gelbes Ol, 84 % d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 298 K):5 = 0,86 ppm (m, br, 30 H, %] 0,95 — 1,70 (b, 52H,
H?), 3,36-3,79 (m, 7H, B, 4,42-4,66 (m, 2H, §.
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12-(Prop-2-inyloxy)dodecyl Trifluoromethansulfonat

o
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Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Adargestellt.

12-(Prop-2-inyloxy)dodecan-1-ol 105 mg (0,438 mnialq)

Kaliumcarbonat 650 mg (4,71 mmol, 10 eq)

Trifluormethansulfonsaureanhydrid 191 mg (6,79 mrd5 eq)

Solvens 5 mL Chloroform

Ausbeute 142 mg (rétlicher Feststoff, 87 % d.
Th.)

Der Initiator wurde ohne weitere Analytik umgeheitid die nachfolgende Polymerisation

eingesetzt.

6.3.2 Bifunktionale Initiatoren
PDMS-Initiator f,0—bis(3-Trifluormethansulfonylpropyl)-oligo(dimethgloxan)]

o] o]
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Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Adargestellt.

a,0—bis(3-Hydroxypropyl)-oligo(dimethylsiloxan) 410 n@,482 mmol, 1 eq)

Kaliumcarbonat 910 mg (6,59 mmol, 13,7 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 425 mg (1,51 mBdl3 eq)
Solvens 15 mL Chloroform

Ausbeute 210 mg (farbloses Ol, 40 % d. Th.)

Aufgrund der chemischen Instabilitat des Initiatersrde dieser direkt und ohne weitere

Analytik fur die nachfolgende Polymerisation eingjzs.



156 Experimenteller Tell

Dedecylinitiator (1,12-Dodecylditrifluormethansufiat) (459)
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Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Adargestellt.

1,12-Dodecandiol 108 mg (0,534 mmol, 1 eq)
Kaliumcarbonat 1,03 g (7,46 mmol, 14 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 391 mg (1,39 mra@ eq)

Solvens 14 mL Chloroform

Ausbeute 248 mg (farbloser Feststoff, quantitativ)

'H-NMR (300 MHz, 293K, CDG): & = 1,22 — 1,50 ppm (b, 16H,H4 1,75 - 1,89 (m, 4H,
H?), 4,49 - 4,58 (t, 4HJ = 6 Hz, H).

Caldarchaeoldiinitiator (484)

(2S7R,11R,15519522S 26S,30R,34R,38543R,47R,515 555 58S 6 2S5, 66R, 70R)-2,38-
Bis(trifluormethansulfonylmethyl)-7,11,15,19,22,26,34,43,47,51,55,58,62,66,70-

hexadecamethyl-1,4,37,40-tetraoxacyclodoheptacontan
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Der Initiator wurde gemalf3 der Vorschifftiflatisierung Adargestellt.

Caldarchaeol 44,8 mg (34,4 umol, 1 eq)
Kaliumcarbonat 75 mg (0,543 mmol, 15,8 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 30,4 mg (0,108ah18,13 eq)
Solvens 1 mL Chloroform

Ausbeute 40 mg (farbloses Ol, 70% d. Th.)

'H-NMR: (CDCL, 300 MHz, 293K):5 = 0,84 ppm (m, 52H, #, 0,97 — 1,70 (m, br, 107H,
H3), 3,40 — 3,75 (m, br, 14H,% 4,60 — 4,70 (m, br, 4H,
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6.3.30-TBDPS-geschutzte Initiatoren

12-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecyl-1-trifluoromethankbonat

%5?—0{%2);0-%—05
Q

Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Bdargestellt.

1-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecan-12-ol 103 mg (0,28vnol, 1 eq)
Kaliumcarbonat 320 mg (23,4 mmol, 10 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 64,8 mg (0,2300110,98 eq)
Solvens 3,2 mL Chloroform

Der Initiator wurde aufgrund seiner chemischendbiitat ohne Analytik gleich nach der

Aufarbeitung fur die Polymerisation eingesetzt.
22-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-10,12-docosadiin-1-trifluomethansulfonat (198)

o)
%Si—O-(CHZ)—:%(CHZ 0—8-CF,
9 9 ('5

Der Initiator wurde nach der Vorschriftiflatisierung Bdargestellt.

1-(tert.Butyldiphenylsilyl)oxy-10,12-docosadiin-22-ol  1%& (0,303 mmol, 1 eq)

Kaliumcarbonat 400 mg (2,90 mmol, 9,6 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 61,2 mg (0,2920110,96 eq)
Solvens 3,85 mL Chloroform

Der Initiator wurde aufgrund seiner chemischendbiitat ohne Analytik unmittelbar nach

der Aufarbeitung in Form einer Stammldsung furietymerisation eingesetzt.
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Caldarchaeolmonoinitiator (498)
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Der Initiator wurde nach der Vorschrifriflatisierung Bdargestellt, mit den Modifikationen,
dass aufgrund des geringen Gesamtvolumens deri®eskischung die Konzentration von
Trifluormethansulfonsaureanhydrid nur halb so haeln. Weiterhin wurde mit einer grol3eren
Menge Kaliumcarbonat gearbeitet, um wegen der gueringen Substratmenge zuverlassig

alle entstehende Trifluormethansulfonsaure abz@fiang

o-TBDPS-Caldarchaeol 55,8 mg (36,2 umol, 1 eq)
Kaliumcarbonat 150 mg (1,09 mmol, 30 eq)
Trifluormethansulfonsaureanhydrid 9,73 mg (34,5 UM®5 eq)
Solvens 0,9 mL Chloroform

Der Initiator wurde aufgrund seiner chemischendbiitat ohne Analytik unmittelbar nach

der Aufarbeitung in Form einer Stammldsung firRladymerisation eingesetzt.
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6.4 Polymersynthesen
Allgemeine Polymerisationsvorschriften
Thermische Polymerisatidi?olymerisationsvorschrift A)

Der Initiator wird im zu verwendenden Solvens gelddnter starkem Ruhren wird der
Loésung das Monomer zugegeben. Das Reaktionsgef@dmickdicht verschlossen und in
ein auf 60 °C vorgeheiztes Olbad Uberfiihrt. Nacknbeter Reaktion wird das gewiinschte
Terminationsreagenz zugegeben. Die Losung wird @bér bei Raumtemperatur geruhrt,
anschlielend mit einer Spatelspitze an trockeneiiuidearbonatversetzt und dber 14h
heftig weiter gerthrt. Das Lésungsmittel wird im ¢choakuum entfernt bis nur noch ein
schaumiger Ruckstand zurick blieb, welcher in GHom aufgenommen wurde. Das
Kaliumcarbonat wurde via PTFE — Spritzenfiltér € 0,2 um, VWR) abfiltriert, das Polymer
im zehnfachen UberschuR3 an eiskaltem Diethyl- &trolether gefallt und gegebenenfalls
im Kuhlschrank nachgeféllt. Das Polymer wird abréumgiert, die tberstehende flissige
Phase dekantiert und das verbleibende LdsungsmittelHochvakuum entfernt. Das

zurtckbleibende Polymer wird je nach Ldslichkeis 8&nzol oder Wasser gefriergetrocknet.

Fur die Synthese statistischer Copolymere erfdjthyzeitige Zugabe beider Monomere.

Mikrowellenunterstiitzte Polymerisati¢Rolymerisationsvorschrift B)

Die Polymerisation von 2-Oxazolinen erfolgt wieNfethode A beschrieben, jedoch mit dem
Unterschied dass die Reaktion in Dichlormethan eimem Mikrowellenfeld mit einer
Leistung von 150 W durchgefiihrt wird. Nach Ende Beaktion erfolgt Aufarbeitung der
Reaktionsmischung identisch zu Methode A.



160 Experimenteller Tell

6.4.1 Monofunktionale Lipohomopolymere

diC1sMeOxzoPiperidin (270)
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Das Polymer wurde nadbolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Cu48H271N27028

M, (theoretisch) 2877 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 85,3 mg (0,117 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 292 mg (3,43 mmol, 30 eq)
Piperidin 60,0 mg (0,705 mmol, 6 eq)
Solvens 3,5 mL Chloroform
Reaktionszeit 70 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 328 mg (90% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, O , 293K):5 = 0,84 ppm (m, 6H, B, 1,07 — 1,63 (m, br, 64H,%9),
2,06 (m, br, 76H, B, 2,44 (m, HPe9N 3 47 (m, br, 112H, #).

GPC (DMAC): M, = 4651 g/mol, PDI = 1,05
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diPhyMeOxgPiperidin (039)

Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel CasgH517N61062

M, (theoretisch) 5146 g/mol
2,3-Di-O-phytanyl-1-trifluormethansulfonysn

glycerol 134 mg (0.171 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 750 mg (8.81 mmol, 52 eq)
Piperidin 290 mg (3.41 mmol, 20 eq)
Solvens 8 mL Chloroform
Reaktionszeit 42.5 h (60 °C)

Ausbeute 657 mg (86% d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293K):5 = 0,83 ppm (m, br, 30H, % 0,92 — 1,60 (m, br, 50H,
H?), 2,10 (m, br, 178H, B, 3,45 (s, br, 240H, #),

GPC (DMAC): M, = 7567 g/mol, PDI = 1,05
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diClgMeOX5oSi| (470)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestelit.
Summenformel C245H445N51055SI
My, (theoretisch) 5014 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn
glycerol 67 mg (0,920 umol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 397 mg (4,67 mmol, 51 eq)
3-Aminopropylmethoxysilan 294 mg (2,21 mmol, 24 eq)
Solvens 2,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 90 min (90 °C, 150 W)
Ausbeute 378 mg (82% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): 8 = 0,64 (br, 2H, ¥, 0,87 (t, 6H2J = 7 Hz, H), 1,24
(s, br, 60H, H), 1,51 (m, 4H, B), 2,10 (m, br, 151H, #, 3,47 (m, br, 203H, #).

GPC (DMAC): M, = 5984 g/mol, PDI = 1,07

MALDI-TOF: M, = 4821 g/mol, PDI = 1,01
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diC1sMeOxsoBocPip(469)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Ca68H481N57059

M, (theoretisch) 5446 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonygn

glycerol 69 mg (0,947 umol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 408 mg (4,80 mmol, 51 eq)
1-Boc-piperazin 100 mg (0,538 mmol, 5,7 eq)
Solvens 2,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 90 min (90 °C, 150 W)
Ausbeute 380 mg (80% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,86 ppm (m, 6H, B, 1,25 (br, 60H, B), 1,41 (s,
8H, H), 1,50 (m, 4H, B), 2,07 (m, br, 166H, #), 2,38 — 2,58 (m, br, B4, 3,49 (m, br,
229H, H9).

GPC (DMAC): M, = 7666 g/mol, PDI = 1,04

MALDI-TOF: My = 5164 g/mol, PDI = 1,01
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diPhyMeOx BocPip (401)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestelit.

Summenformel C204H307N 40042

M, (theoretisch) 4055 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 72,7 mg (96,5 umol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 246 mg (2,89 mmol, 30 eq)
1-Boc-piperazin 160 mg (0,86 mmol, 9 eq)
Solvens 1,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 90 min (90 °C, 150 W)
Ausbeute 368 mg (78% d. Th.)

'H-NMR: (CDsOD, 300 MHz 293K)3 = 0,77 — 0,88 ppm (m, 30H,’H 0,92 — 1,37 (m, br,
H?), 1,37 -1,42 (s, 9H, B 1,42 — 1,63 (m, 6H, H, 2,06 (m, br, 110H, B, 2,44 (m,
HPPeraziy 3 47 (m, br, 157H, &).

GPC (DMAC): M, = 5196 g/mol, PDI = 1,07

MALDI-TOF: My, = 3710 g/mol, PDI = 1,07
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diPhyMeOxsBocPip (125)

Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C212H384N42044

M (theoretisch) 4226 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 58 mg (73,8 umol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 220 mg (2,58 mmol, 35 eq)
1-Boc-piperazin 500 mg (0,50 mmol, 6,8 eq)
Solvens 3 mL Chloroform
Reaktionszeit 90 min (60 °C)

Ausbeute 247 mg (79% d. Th.)

'H-NMR: (CDCl, 250 MHz, 293K)3 = 0,83 ppm (m, br, 30H, % 0,92 — 1,60 (m, br, 48H,
H?), 1,44 (s, 9H, B), 2,09 (m, br, 123H, B, 2,35 — 2,55 (m, br, 4H,% 2,81 (t, 4H3I =5
Hz, H), 3,45 (s, br, 159H, §).

GPC (DMAC): M, = 7897 g/mol, PDI = 1,05

MALDI-TOF: My = 4030 g/mol, PDI = 1,01
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diC,gEtOxsBocPip (380)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C118H220N16018

My, (theoretisch) 2152 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 122mg (0,167 mmol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 250 mg (2,52 mmol, 15 eq)
1-Boc-piperazin 186 mg (1,00 mmol, 5,9 eq)
Solvens 4,8 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 45 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 285mg (76% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,85 ppm (m, 6H, B, 1,06 (m, br, 34H, B 1,25
(s, br, 60H, H), 1,41 (s, 9H, B, 1,51 (m, 3H, B), 2,34 (m, br, 28H, H, 3,49 (m, br, 57H,

H>9).

MALDI-TOF: My, = 2087 g/mol, PDI = 1,02
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diC1gEtOxsBocCPip (342)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Ci78H330N 28030

M, (theoretisch) 3243 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonygn

glycerol 57,1 mg (78,3 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 194 mg (1,96 mmol, 25 eq)
1-Boc-piperazin 170 mg (0,914 mmol, 11,7 eq)
Solvens 2,7 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 75 min (100 °C, 150W)
Ausbeute 210 mg (83% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): 5 = 0,86 ppm (t, 6H3J = 7 Hz, H), 1,11 (m, br, 75H,
H®) 1,24 (s, br, 60H, B, 1,45 (s, 9H, B), 1,51 (m, 4H, B), 2,37 (m, br, 55H, B, 3,44 (m,
br, 106H, K.

GPC (DMAC): M, = 4528 g/mol, PDI = 1,08

MALDI-TOF: My = 3390 g/mol, PDI = 1,03
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diC;gEtOxs0BoCPip (341)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.
Summenformel C313H573N550s57
My, (theoretisch) 6019 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn
glycerol 63,4 mg (87,0 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 433 mg (4,36 mmol, 50 eq)
1-Boc-piperazin 150 mg (0,81 mmol, 9,3 eq)
Solvens 3 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 180 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 402 mg (81% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 0,86 ppm (t, 6H3J = 7 Hz, H), 1,11 (m, br, 155H,
H°) 1,24 (s, br, 60H, B, 1,45 (s, 9H, B), 1,51 (m, 4H, B), 2,37 (m, br, 108H, #, 3,44 (m,
br, 218H, K.

GPC (DMAC): M, = 7198 g/mol, PDI = 1,08

MALDI-TOF: M, =5327 g/mol, PDI = 1,01



Experimenteller Teil 169

diC1gEtOx77BocPip (471)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Ca3H78dN790s1

M, (theoretisch) 8398 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonygn

glycerol 38,0 mg (52,1 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 518 mg (5,22 mmol, 100 eq)
1-Boc-piperazin 70,0 mg (0,376 mmol, 7,2 eq)
Solvens 2,65 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 210 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 401 mg (72% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): 8 = 0,86 ppm (t, 6H3J = 7 Hz, H), 1,11 (m, br, 224H,
H®) 1,24 (s, br, 60H, B, 1,44 (s, 9H, B), 1,51 (m, 4H, B), 2,37 (m, br, 159H, ), 3,44 (m,
br, 304H, K.

GPC (DMAC): M, = 10849 g/mol, PDI = 1,03

MALDI-TOF: My, = 7538 g/mol, PDI = 1,01
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diPhyEtOxsBocPip (497)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C17H329N27059

M, (theoretisch) 3399 g/mol
2,3-Di-O-phytanyl-1-trifluormethansulfong@r

glycerol 82,2 mg (0,105 mmol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 260 mg (2,62 mmol, 25 eq)
1-Boc-piperazin 137 mg (0,737 mmol, 7 eq)
Solvens 2 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 75 min (90 °C)

Ausbeute 283mg (82% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CQOD, 293K):8 = 0,75 — 0,85 ppm (m, br, 30H,"H 1,03 (m, br,
83H, H), 0,90 — 1,6 (m, br, 48H,% 1,38 (s, 9H, B), 2,34 (m, br, 52H, B, 3,43 (m, br,
104H, H).

GPC (DMAC): M, = 5239 g/mol, PDI = 1,04

MALDI-TOF: My, = 3470 g/mol, PDI = 1,02
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diPhyEtOx%oBocPip (499A) / diPhyEtOxSil (499B)

Die Polymere wurden nacPFolymerisationsvorschrift Bdargestellt. Die Polymerisation
wurde zunachst in einem gemeinsamen Ansatz angesmiz dann mit dem jeweiligen

Terminationsreagens abgebrochen zu werden:

2,3-Di-O-phytanyl-1-trifluormethansulfongdn

glycerol 79,9 mg (10,2 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 505 mg (5,09 mmol, 50 eq)
Solvens 1,95 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 180 min (90 °C, 150W)

diPhyEtOx¢BocPip (499A):
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Der Reaktionsmischung wurden 1.6 mL (82% des Gegdumens) entnommen und mit 1-

Boc-piperazin terminiert.

Summenformel Cz0H563N530s5

M (theoretisch) 5877 g/mol
1-Boc-piperazin 106 mg (0,57 mmol, 7 eq)
Ausbeute 365 mg (77% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):5 = 0,85 ppm (m, br, 28H, % 0,95 — 1,41(m, br, 185H,
H*), 1,41 — 1,48 (s, 9H, i 1,48 — 1,60 (m, 4H, B, 2,35 (m, br, 102H, B, 3,45 (m, br,
203H, H').

GPC (DMAC): M, = 7950 g/mol, PDI = 1,06
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diPhyEtOx%cSil (499B)
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Die verbleibenden 0.35 mL (18% des urspringlichenesantvolumens) der

Reaktionsmischung wurden mit 3-Aminopropyltrimetiisilan terminiert:

Summenformel Cs09H571N53057Si

M, (theoretisch) 5969 g/mol
3-Aminopropyltrimethoxysilan 60 mg (0,335 mmol, 4¢)
Ausbeute 91,8 mg (78% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):6 = 0,77 — 0,92 (m, 30H, ¥ 0,92 — 1,61 (m, br, 200H,
H%9, 2,19 — 2,54 (m, br, 102H), 2,80 (m, 4H,% 3,54 (m, br, 215H).

GPC (DMAC): M, = 8128 g/mol, PDI = 1,03

diPhyEtOxsBocPip (336)
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Das Polymer wurde nadbolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Cs27Hg59N97099
M, (theoretisch) 10239g/mol
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2,3-Di-O-phytanyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 79,7 mg (0,102 mmol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 1,01 g (10,2 mmol, 100 eq)
1-Boc-piperazin 146 mg (0,785 mmol, 8 eq)
Solvens 3mL Dichlormethan
Reaktionszeit 120 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 400 mg (38% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): & = 0,83 ppm (m, br, 30H, ¥ 0,94 — 1,40 (m, br,
311H, H%, 1,40 — 1,58 (m, 18H, #), 2,35 (m, br, 191H, #, 2,80 (t, 3H,%J = 5 Hz,
HPPeraziy 3 43 (m, br, 380H, Bf).

GPC (DMAC): M, = 13565 g/mol, PDI = 1,07

diC15i PrOs%sPipBoc (283/291)
1 2 3
—(CHp)is—" 0
—(CHp)1s—" 0

Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Ci98H371N27029

M (theoretisch) 3594 g/mol

2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonygn

glycerol 83,1 mg (0,114 mmol, 1 eq)

2-iso-Propyl-2-oxazolin 320 mg (2,83 mmol, 25 eq)

1-Boc-piperazin 144 mg (0,775 mmol, 7 eq)

Solvens Acetonitril / Toluol / Heptan
(2/1/0,5mL)

Reaktionszeit 30 min (130 °C, 150W)

Ausbeute 201 mg (49 % d. Th.)
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Anschlie3ende praparative Aufarbeitung des erhattétolymergemisches Uber die LCST:

Da Polymergemisch (96 mg) wird in 4.8 mL Wassedgelund auf 40 °C erwarmt, bis
deutliche Tribung eintritt (die LCST wurde zuvor 82 °C bestimmt). Die Losung wird in
ein 15 mLfalcontube Uberfihrt und Gber 40 min bei 40 °C zentrifugi®te flissige Phase
wird dekantiert und aufbewahrt, der feste Nieddesghwird abermals gemald obigem
Verfahren behandelt. Der Niederschlag wird in Wagséist. Die geldste feste Phase und die
vereinigten flissigen Phasen werden getrennt ggéteocknet.

Feste Phaséenthalt diGgPrOxPipBoc):
Ausbeute: 57 mg (60 Gew.-% der eingesetzten Gesangte)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 0,87 ppm (t, 6HJ = 6,5 Hz, H), 1,10 (m, br, 199H,
H°) 1,24 (s, br, 60H, B, 1,45 (s, 9H, B, 1,51 (m, 4H, F), 2,50 — 3,04 (m, br, 33H, %/
3,45 (m, br, 138H, Ff).

MALDI-TOF: My, = 4440 g/mol, PDI = 1,01

Wassrige Phasgenthalt HiPrOxPipBoc):
Ausbeute: 27 mg (28 Gew.-% der eingesetzten Gesangte)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):5 = 1,10 ppm (m, br, 198H,% 1,44 (s, 9H, ), 2,50 —
3,04 (m, br, 31H, B, 3,45 (m, br, 121H, Bf).

MALDI-TOF: My, = 3189 g/mol, PDI = 1,05
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6.4.2 Monofunktionale Lipocopolymere

diC1gEtOx:3BuOx,BocPip (481)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C17H32dN 27029

M (theoretisch) 3300 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonyn

glycerol 67,7 mg (92,8 umol, 1eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 212 mg (2,14 mmol, 23 eq)
2-n-Butyl-2-oxazolin 23,6 mg (0,184 mmol, 2 eq)
1-Boc-piperazin 108 mg (0,581 mmol, 6 eq)
Solvens 2,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 90min (90 °C, 150W)
Ausbeute 247 mg (81% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 0,75 — 0,95 ppm (m, br, 12H>H), 0,95 — 1,18
(m, br, 69H, H), 1,18 — 1,40 (m, br, #%, 1,40 — 1,46 (s, 7H, 1), 1,46 — 1,67 (m, 6H, ),
2,14 — 2,56 (m, br, 52H, % 3,44 (105H, /).

GPC (DMAC): M, = 3371 g/mol, PDI = 1,15
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diC1gEtOx4BuOx:BocPip (335)
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Das Polymer wurde nadbolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C302H544N52054

My, (theoretisch) 5778 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 124 mg (0,171 mmol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 837 mg (8,44 mmol, 49 eq)
2-n-Butyl-2-oxazolin 53 mg (0,413 mmol, 2 eq)
1-Boc-piperazin 182 mg (0,978 mmol, 6 eq)
Solvens 5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 90min (100 °C, 150W)
Ausbeute 808 mg (82% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,87 ppm (m, br, 13H,* "), 1,13 (m, br, 144H,
H®), 1,15 — 1,62 (m, br, 77H,4°%, 2,22 — 2,50 (m, br, 102H,*8), 3,46 (m, br, 213H,
HE".

GPC (DMAC): M, = 7273 g/mol, PDI = 1,09
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diC1sEtOx9gBuOx:BocPip (476)
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Das Polymer wurde nadPolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C474H864N86Oss

M, (theoretisch) 9176 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonyn

glycerol 38,0 mg (52,1 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 507 mg (5,11 mmol, 98 eq)
2-n-Butyl-2-oxazolin 13,7 mg (0,107 mmol, 2 eq)
1-Boc-piperazin 67,8 mg (0,365 mmol, 7 eq)
Solvens 2,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 210 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 439 mg (88% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,87 ppm (m, br, 15H,%, 1,06 (m, br, 246H,
H®), 1,18 — 1,59 (m, br, 77H,%¥°3, 2,20 — 2,51 (m, br, 170H,*9), 3,15 (t, 4H3J =55
Hz, HPe@2Y 3 46 (m, br, 332H, #).

GPC (DMAC): M, = 11943 g/mol, PDI = 1,09
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diC1gEtOx42.BuOxgBocPip (475)
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Das Polymer wurde nadbolymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C309H569N51053

My, (theoretisch) 5847 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfongn

glycerol 67,7 mg (92,8 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 387 mg (3,93 mmol, 42 eq)
2-n-Butyl-2-oxazolin 99 mg (0,772 mmol, 8 eq)
1-Boc-piperazin 102 mg (0,548 mmol, 6 eq)
Solvens 2,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 120 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 414 mg (76% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):5 = 0,91 ppm (m, br, 29H, %), 1,11 (m, br, 120H,
H®), 1,24 (m, br, 63H, %, 1,45 (s, 9H, 1), 1,55 (m, br, 17H, &), 2,13 — 2,51 (m, br,
103H, H'®), 3,44 (m, br, 196H, B¥).

GPC (DMAC): M, = 7106 g/mol, PDI = 1,08
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diC]_sEtO)%GBUOX]ABOCPi P (460)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Cz24H508N52054

M, (theoretisch) 5778 g/mol
2,3-Di-O-n-octadecyl-1-trifluormethansulfonyn

glycerol 62,0 mg (85,3 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 304 mg (3,07 mmol, 36 eq)
2-n-Butyl-2-oxazolin 153 mg (1,20 mmol, 14 eq)
1-Boc-piperazin 150 mg (0,806 mmol, 9 eq)
Solvens 2,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 120 min (90 °C, 200W)
Ausbeute 396 mg (76% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 0,88 ppm (m, br, 45H,%, 1,04 (m, br, 111H,
H®), 1,22 (br, 60H, A9, 1,39 (s, 9H, £f), 1,49 (m, br, 29H, &), 2,18 — 2,47 (m, br, 103H,
H*9), 3,44 (m, br, 202H, &).

GPC (DMAC): M, = 6790 g/mol, PDI = 1,12
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6.4.3 Polymeranaloge Reaktionen mit monofunktionaleLipopolymeren

6.4.3.1 Entschitzungsreaktionen

Allgemeine Reaktionsvorschrift zur Entschitzung eschitzter Lipopolymere mittels
TFA (Entschiutzungsvorschriff)A

Das proximal Boc-geschutzte Lipopolymer wird in exinMischung aus TFA / Tiso-

butylsilan (TIBS) / Wasser (95 / 2,5/ 2,5 vol-9%,0~-mg Polymer / mL) gel6st. Nach 10 min
Reaktionsdauer (60 min bei distal TBDPS-geschutti@opolymeren) im Ultraschallbad
wird das Uberschissige Losungsmittel im Hochvakaibgezogen. Der Rickstand wird in 2
mL Chloroform aufgenommen und es wird eine SpaitzispKaliumcarbonat zugegeben.
Nach Entfernung des Solvens im Hochvakuum wirdRigckstand in 2 mL einer Mischung
aus Methanol und Chloroform (2 / 1 vol-%) aufgenaemmdas Polymer in 0 °C kaltem

Petrolether gefallt, in Wasser aufgenommen undegggtrocknet.

Allgemeine Reaktionsvorschrift zur Entschitzung #eschitzter Lipopolymere Uber

methanolysiertes AcetylchloridEftschitzungsvorschrift)B

Das proximal Boc- und/oder distal TBDPS-geschlitzigopolymer wird in trockenem
Methanol unter einer trockenen Argonatmospharestiglél mL / 40 mg Polymer). Ist ein
Poly(2-methyl-2-oxazolin) basiertes Polymer zu enigzen, erfolgt Zugabe von 10 mg
Acetylchlorid (0,318 mmol) pro mL Methanol. Im Fallvon Poly(2-ethyl-2-oxazolin)
basierten Polymeren wird die entsprechende &aqummolenge an Propionylchlorid
zugegeben. Die Losung wird heftig gertihrt. Die Rieakwird nach 48 h durch Zugabe von
2,5 mL konzentrierter wassriger NaHg00sung abgebrochen. Das Losungsmittel wird so
weit moglich im Hochvakuum abgezogen und der Rigridstaus Wasser gefriergetrocknet.
Der zuriickbleibende Feststoff wird mit Chloroforitrahiert (~1 mL / 40 mg Polymer) und
das Polymer in 0 °C kaltem Petrolether gefallt. ¢ghiieRende Gefriertrocknung aus Wasser

liefert das gewtinschte Produkt.
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Allgemeine Reaktionsvorschrift zur Entschitzung eschitzter Lipopolymere uber

methanolysiertes AcetylchloridE(tschitzungsvorschrift)C

Das proximal Boc- und/oder distal TBDPS-geschiitgpepolymer wird in 2N Salzséure
geldst (~ 3 mL / 100 mg Polymer) und gertihrt. Nadh wird die resultierende Suspension
mit NaHCQ; neutralisiert, filtriert (Cellulose — Spritzenéit ® = 0,2 um, VWR) und
gefriergetrocknet. Der feste Ruckstand wird GbbkrBit Chloroform extrahiert (3 mL / 100
mg Polymer). Das Polymer wird bei Raumtemperatw@inem zehnfachen Uberschuss an

Diethylether gefallt und aus Wasser gefriergetretkn

1 2 3
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Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift dargestellt.

Summenformel Ca293H53aN52052

M (theoretisch) 5622 g/mol

diC1gEtOxs,PipBoc (341) 72 mg (12,6 umol)

Solvens 1 mLTFA/TIBS/HO
(95/2,5/2,5 vol-%)

Reaktionszeit 10 min

Ausbeute 50 mg (71% d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293K):8 = 0,86 ppm (t, 6HJ = 6,6 Hz, H), 1,11 (m, br, 137H,
H®), 1,24 (s, br, 59H, 8, 1,51 (m, 5H, B), 2,37 (m, br, 94H, 8, 3,45 (m, br, 198H, ).

GPC (DMAC): M, = 7603 g/mol, PDI = 1,08

MALDI-TOF: My, = 5167 g/mol, PDI = 1,01
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diClgEtO)Q,eBUOXMPip (502)
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Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift dargestellt.

Summenformel C312H594N5205,

M, (theoretisch) 6014 g/mol

diC1gEtOx37BuOxsPipBoc (460) 60 mg (9,81 pmol)

Solvens 0,6 mL TFA/TIBS / HO
(95/2,5/2,5 vol-%)

Reaktionszeit 50 min

Ausbeute 54 mg (92% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,89 ppm (m, 45H, ), 1,05 (m, br, 113H, B,
1,14 - 1,40 (m, br, 64H, 19, 1,50 (m, 28H, B), 2,34 (m, br, 104H, #), 3,45 (m, br, 200H,
H®Y.

GPC (DMAC): M, = 8469 g/mol, PDI = 1,07
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diC]_sEtOXE,oPip (347)

1 2 3
—(CHp)is—" O
—(CHis—" 0 6 7
N/\>—N
o N\
0 \\n

Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift @argestellt.

Summenformel C293H53aN52052

M (theoretisch) 5622 g/mol
diC1gEtOxs0PipBoc (332) 105 mg (18,3 pmol, 1 eq)
Propionylchlorid 25,5 mg (0,267 mmol, 15 eq)
Solvens 2,5 mL Methanol
Reaktionszeit 66 h

Ausbeute 54 mg (92% d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293K): 6 = 0,89 ppm (t, 6H3J = 6,5 Hz, H'), 1,05 (m, br,
146H, H), 1,24 (br, 50H, B, 1,52 (m, 5H, B), 2,27 (m, br, 100H, &, 2,86 (br, 4H,
HPPeraziy 3 45 (m, br, 198H, #).

GPC (DMAC): M, = 7795 g/mol, PDI = 1,05

MALDI-TOF: My = 5449 g/mol, PDI = 1.01
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diClgEtOngBUOXzPip (349)

1 2 3

—(CHp1s— 0

—(CHp1s—" 0 6 7 6 7

N/\%—QN N
30 2 \/\
(0] (@] stat. NH
4 8
5 9

Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift @argestelit.

Summenformel C207H3844N34034

M, (theoretisch) 3894 g/mol
diC,gEtOxsoPipBoc (334) 105 mg (18,3 umol, 1 eq)
Propionylchlorid 25,5 mg (0,267 mmol, 15 eq)
Solvens 2,5 mL Methanol
Reaktionszeit 66 h

Ausbeute 54 mg (92% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):5 = 0,87 ppm (m, br, 12HH*), 1,11 (m, br, 81H, B,
1,24 (br, 64H, B9, 1,54 (m, 8H, &%, 2,34 (m, br, 62H, ), 3,45 (m, br, 117H, &).

GPC (DMAC): M, = 4509 g/mol, PDI = 1,11
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6.4.3.2 Fluoreszenzmarkierung

diC1sEtOXsPip TRITC (412)
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Vom Polymer diGgEtOxsoPip (411) werden 49 mg (9,1 pumol, 1 eq) in einemmb
Schraubdeckelglas in 1 mL trockenem ACN gel6stelisigt Zugabe von 60 mg trockenem
Kaliumcarbonat (0,44 mmol, 48 eq) sowie von 7 mgITkR (16 umol, 1,7 eq). Die
Reaktionsmischung wird bei Raumtemperatur untehtaigsschluss gerthrt und nach 64 h
ohne weitere Behandlung, mittels praparativer Gnéfdsschlusschromatographie
aufgearbeitet (Sephadex LH-20). Die das gewinséhtmdukt enthaltenden Fraktionen
werden vereinigt und das Losungsmittel im Membuanpenvakuum abgezogen. Nach
Gefriertrocknung aus Wasser wird das Produkt afskirschrotes Pulver erhalten. Ausbeute:
42 mg (76% d.Th.).

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 0,85 ppm (m, 9H, B, 1,07 (m, br, 133H, B, 1,22
(br, 60H, H), 1,45 (m, 6H, B"Pe19N 2 37 (m, br, 92H, #), 2,94 (m, 6H, H7Pe82Y 3 43 (m,
br, 190H, K, 6,30 — 8,16 (m, & ).

GPC (DMAC): M, = 8645 g/mol, PDI = 1,06
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6.4.4 ABA Lipopolymere

PiperidinEtOx;0DMS;;EtOx; sPiperidin (429)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C1s8H300N 280355110

M, (theoretisch) 3433 g/mol
a,0—bis(3-Trifluormethansulfonylpropyl)-

oligo(dimethylsiloxan) 320 mg (0,29 mmol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 680 mg (6,85 mmol, 24 eq)
Piperidin 405 mg (4,76 mmol, 17 eq)
Solvens 4 mL Chloroform
Reaktionszeit 41 h (60 °C)

Ausbeute 842 mg (83% d. Th.)

Das Polymer wurde abschliel3end durch Dialyse (MethaWasser = 1 / 1) aufgereinigt, um

noch vorhandenes tberschissiges Terminationsreagemdfernen,

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): 5 = 0,04 ppm (m, 60H, §, 0,47 (m, 4H, ), 1,11 (m,
br, 81H, H), 1,57 (m, br, 18, 2,37 (m, br, 53H, B, 3,45 (m, br, 103H, £f).

GPC (DMAC): M, = 4828 g/mol, PDI = 1,24



Experimenteller Teil 187

BocPipEtOxsPDMS (EtOx.sBocPip (442)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C316H584N60066Si10

M (theoretisch) 6609 g/mol
a,0—bis(3-Trifluormethansulfonylpropyl)-

oligo(dimethylsiloxan) 195 mg (0,172 mmol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 625 mg (6,30 mmol, 37 eq)
1-Boc-Piperazin 237 mg (1,27 mmol, 7,4 eq)
Solvens 2 mL Chloroform
Reaktionszeit 72 h (60 °C)

Ausbeute 474 mg (96% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): 6 = 0,06 ppm (m, 61H, ¥, 0,47 (m, 4H, &), 1,11 (m,
br, 162H, H), 1,44 (s, 9H, B, 1,54 (m, br, H), 2,37 (m, br, 117H, &, 3,44 (m, br, 219H,
H?39).

GPC (DMAC): M, = 6592 g/mol, PDI = 1,19
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PiperidinEtOxoPDMS,oEtOxsoPiperidin (417)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel Co2eH114dN 12201265110

M, (theoretisch) 12751 g/mol
a,0—bis(3-Trifluormethansulfonylpropyl)-

oligo(dimethylsiloxan) 300 mg (27 umol, 1 eq)
2-Ethyl-2-oxazolin 313 mg (3,15 mmol, 116 eq)
Piperidin 74 mg (0,87 mmol, 32 eq)
Solvens 3mL Chloroform
Reaktionszeit 70 h (60 °C)

Ausbeute 150 mg (43% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):5 = 0,04 ppm (m, 60H, B, 1,09 (m, br, 367H, ), 2,31
(m, br, 245H, H), 3,42 (m, br, 486H, H).

GPC (DMAC): M, = 7175 g/mol, PDI = 1,14
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BocPipMeOxsC1,MeOxsBocPip (479)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Ci58H282N36036

M (theoretisch) 3262 g/mol
1,12-Dodecyltrifluormethansulfonat 16,3 mg (35 pmoéq)
2-Methyl-2-oxazolin 149 mg (1,75 mmol, 50 eq)
1-Boc-piperazin 89 mg (0,478 mmol, 14 eq)
Solvens 1,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 60 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 78 mg (68% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 1,26 ppm (br, 16H, &, 1,44 (s, 9H, &, 1,48 — 1,61
(m, 3H, H), 2,10 (m, br, 97H, #, 2,37 — 2,54 (m, br, 10H, T4 § 323 (m, 4H, B,
3,44 (m, br, 128H, ).

GPC (DMAC): M, = 4065 g/mol, PDI = 1,20
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BocPipMeOxsC1,MeOxsBocPip (483)

Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C170H303N 39039

M, (theoretisch) 3517 g/mol
1,12-Dodecyltrifluormethansulfonat 13,3 mg (29 punoéq)
2-Methyl-2-oxazolin 121 mg (1,42 mmol, 50 eq)
1-Boc-piperazin 52 mg (0,280 mmol, 10 eq)
Solvens 1,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 90 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 105 mg (99% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 1,27 ppm (br, 16H, ®, 1,42 (s, 17H, B, 1,47 —
1,63 (m, 3H, H), 2,06 (m, br, 99H, #, 2,38 — 2,61 (m, br, 13H, 4" § 312 (m, 7H,
HPiPerazing 3 47 (m, br, 143H, #).

GPC (DMAC): M, = 4029 g/mol, PDI = 1,11
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BOCPipEtO)§5C]_2EtOX25BOCPip (480)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel C205H373N39039

M, (theoretisch) 4008 g/mol
1,12-Dodecyltrifluormethansulfonat 16,3 mg (35 pmoéq)
2-Ethyl-2-oxazolin 175 mg (1,76 mmol, 50 eq)
1-Boc-piperazin 92 mg (0,50 mmol, 14 eq)
Solvens 1,5 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 180 min (90 °C, 150W)
Ausbeute 120 mg (86% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):& = 1,11 ppm (m, br, 121H,¥),1,26 (br, 13H, ),
1,46 (s, 18H, 1, 1,48 — 1,59 (m, B, 2,37 (m, br, 87H, §, 3,21(m, br, 4H, HPea2"§ 3 44
(m, br, 158H, HK?).

GPC (DMAC): M, = 5694 g/mol, PDI = 1,07
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BocPipMeOx,CAMeOx,0BocPip (485)
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Das Polymer wurde gem&®dlymerisationsvorschrift Bargestellt.

Summenformel Co64H294N 44048

M, (theoretisch) 5043 g/mol
a,m-Caldarchaeyltrifluormethansulfonat 34,5 mg (22 hrhaeeq)
2-Methyl-2-oxazolin 95 mg (1,12 mmol, 51 eq)
1-Boc-piperazin 62 mg (0,333 mmol, 15 eq)
Solvens 1,2 mL Dichlormethan
Reaktionszeit 180 min (60 °C, 150W)
Ausbeute 116 mg (92% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,84 ppm (m, 57H, B, 0,94 — 1,65 (m, br, 126H,
H6H, 2,06 (m, br, 119H, #), 2,36 — 2,57 (m, br, 9H, 193" 3,47 (m, br, 173H, #f).

GPC (DMAC): M, = 6871 g/mol, PDI = 1,06
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Asymmetrische Lipopolymere

6.4.5 Synthese distal TBDPS-geschutzter Lipopolymer

TBDPSOG,MeOxsPipBoc (148)
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Das Polymer wurde gem&®dlymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C185H319N39040SI

M, (theoretisch) 3758 g/mol
12-(tert,Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecyl-1-

trifluoromethansulfonat 125mg (0,218 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 650 mg (7,65 mmol, 35 eq)
1-Boc-piperazin 406 mg (2,18 mmol, 10 eq)
Solvens 6 mL Chloroform
Reaktionszeit 24 h (60°C)

Ausbeute 644 mg (79% d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CDC}, 293K):5 = 1,02 ppm (s, 9H, B, 1,24 (br, 17H, ¥, 1,38 — 1,63
(m, br, 17H, H>%Y, 2,13 (m, br, 106H, B, 2,34 — 2,79 (m, br, 4H, ¥4y 2 79 (m, 2H,
H®), 3,12 — 3,69 (m, br, 167H,°*39, 7,29 — 7,72 (m, br, 9H,%

GPC (DMAC): M, = 5626 g/mol, PDI = 1,27

MALDI-TOF: M, = 3586 g/mol, PDI = 1,01
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TBDPSOG MeOxy4Piperidin (240H)
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Das Polymer wurde gem&®dlymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C120H221N25025Si

My, (theoretisch) 2550 g/mol
12-(tert,Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecyl-1-

trifluoromethansulfonat 1,09 g (1,90 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 3,15 g (37,0 mmol, 19,5 eq)
Piperidin 0,85 g (10 mmol, 5 eq)
Solvens 35 mL Chloroform
Reaktionszeit 26 h (60°C)

Ausbeute 3,16 g (94% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 1,09 ppm (s, 8H, B, 1,24 (br, 16H, B, 1,54(m,
br, 6H, H®FPe 1,84 (m, br, 4H, AP, 2,13 (m, br, 73H, B, 2,41 (m, br, P,
3,10 — 3,71 (m, br, 100H,*39, 7,28 — 7,71 (m, br, 10H,%

GPC (DMAC): M, = 4463 g/mol, PDI = 1,18

MALDI-TOF: My = 2259 g/mol, PDI = 1,02
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TBDPSOG,MeOxscOH (206-1)
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Das Polymer wurde gem&®dlymerisationsvorschrift Aargestellt.

Die Termination der Reaktion erfolgte durch Zugabmer Losung von 433 mg
Natriumhydrogencarbonat in 4.5 mL Wasser und 9.4Methanol. Nach Ruhren Gber Nacht
wurde das Losungsmittel im Hochvakuum abgezogen; Béckstand in Wasser
aufgenommen und gefriergetrocknet. Nach ExtraktminChloroform (8mL), Fallung in 0 °C
kaltem Diethylether und anschlieRender Gefriertnoelg (Wasser) wurde das gewiinschte

Produkt als weil3es Pulver erhalten.

Summenformel C228H394N50052Si

M (theoretisch) 4696 g/mol
12-(tert,Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecyl-1-

trifluoromethansulfonat 89 mg (0,17 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 736 mg (8,65 mmol, 53 eq)
Solvens 4,5 mL Chloroform
Reaktionszeit 48 h (60°C)

Ausbeute 586 mg (73% d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CROD, 293K):8 = 1,03 ppm (s, 8H, B, 1,24 (br, 16H, B, 1,52 (m,
br, 4H, H9, 2,13 (m, br, 145H, 8, 3,09 — 3,84 (m, br, 208H,*8'9, 7,34 (m, 6H, H), 7,65
(m, 4H, H).

GPC (DMAC): M, = 7286 g/mol, PDI = 1,08

MALDI-TOF: My, = 5022 g/mol, PDI = 1,01
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TBDPSOG,MeOxssPip (206-11)
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Das Polymer wurde gemalPolymerisationsvorschrift Adargestellt. Die endgultige

Aufarbeitung erfolgte mittels Dialyse aus Wasser.

Summenformel CoeadH251N5¢058Si

M, (theoretisch) 5360 g/mol
12-(tert,Butyldiphenylsilyl)oxy-dodecyl-1-

trifluoromethansulfonat 89 mg (0,17 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 720 mg (8,46 mmol, 50 eq)
Piperazin 450 mg (5,23 mmol, 20 eq)
Solvens 4,5 mL Chloroform
Reaktionszeit 48 h (60°C)

Ausbeute 551 mg (60% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 1,01 ppm (s, 8H, B, 1,22 (br, 16H, B), 1,54 (m,
br, 3H, H®), 2,11 (m, br, 173H, §, 2,41 — 2,82 (m, br, FP*??%, 3,11 — 3,75 (m, br, 234H,
H*%19 7,31 — 7,74 (m, br, 234H,°819, 7,34 (m, 6H, ), 7,64 (m, 4H, H).

GPC (DMAC): M, = 8144 g/mol, PDI = 1,24

MALDI-TOF: My, = 4961 g/mol, PDI = 1,01
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TBDPSODocoMeOxPipBoc (200)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C175H296N34035Si

M, (theoretisch) 3464 g/mol
TBDPSODocoMeOxPipBoc (200) 203 mg (0,288 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 788 mg (9,26 mmol, 32 eq)
Solvens 6 mL Chloroform (60 °C)
Reaktionszeit 23 h

Ausbeute 699 mg (70% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 0,98 ppm (s, 5H, B, 1,16 — 1,37 (m, br, 19H,
H*%), 1,37 = 1,41 (s, 9H, 1), 1,41 — 1,62 (m, 8H, H), 2,06 (m, br, 94H, B}, 2,18 (t, 3H3J
= 6,75 Hz, B®), 2,47 (m, br, P2 3,47 (m, br, 129H, #9%, 7.28 -7.65 (m, 6H, #.

GPC (DMAC): M, = 6170 g/mol, PDI = 1,23

MALDI-TOF: My = 3205 g/mol, PDI = 1,01
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6.4.6 Entfernung der Schutzgruppen von distal TBDP§jeschitzten Lipopolymeren

HOC1,MeOxsaPip (224)
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Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift @argestellt.

Summenformel CisoH286N38037

M, (theoretisch) 3334 g/mol
TBDPSOG:MeOxssPipBoc (148) 50 mg (14 pmol)
Solvens 1,5 mL Salzsaure (4,8%)
Reaktionszeit 63h

Ausbeute 36 mg (77% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 1,26 ppm (br, 16H, B, 1,54 (m, 4H, &%, 2,14
(m, br, 114H, 19), 2,48 (m, br, By 3 00 (m, br, A% 3,17 — 3,65 (m, br, 137H,
H1,5,7,53.

GPC (DMAC): M, = 7646 g/mol, PDI = 1,30

MALDI-TOF: My, = 3122 g/mol, PDI = 1,02
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HOC:MeOxyoPiperidin (242H)
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Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift @argestellt.

Summenformel C113H20N 25055

M (theoretisch) 2312 g/mol

TBDPSOG MeOxssPipBoc (148) 250 mg (0,11 mmol)
Acetylchlorid 42 mg (0,54 mmol, 5 eq)
Solvens 2,5 mL Methanol
Reaktionszeit 94 h

Ausbeute 201 mg (79% d. Th.)

'H-NMR: (250 MHz, CDCJ, 293K): 6 = 1,28 ppm (m, 16H, B, 1,56 (m, br, 10H,
H24FPend 2,15 (m, br, 66H, B, 2,42 (m, br, AP, 3,47 (m, br, 92H, F). - DP = 22,
Mn = 2142 g/mol.

GPC (DMAC): M, = 4730 g/mol, PDI = 1,18

MALDI-TOF: My, = 2189 g/mol, PDI = 1,02
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HOC;:MeOxs,OH (237)
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Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift @argestellt.

Summenformel Co20H390N52054

M, (theoretisch) 4628 g/mol
TBDPSOG;MeOxssPipBoc (148) 356 mg

Solvens 4 mL Salzséaure (4%)
Reaktionszeit 42 h

Ausbeute 270 mg (80% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):& = 1,26 ppm (br, 16H, ¥, 1,54 (m, 4H, &%, 2,13
(m, br, 161H, ), 2,80 (m, br, {Pe?4Y 3 11 — 3,83 (m, br, 205H,'1"5.

GPC (DMAC): M, = 9590 g/mol, PDI = 1,20

MALDI-TOF: M, = 4728 g/mol, PDI = 1,01
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HODocoMeOx/Pip (207)
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Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift @argestellt.

Summenformel Ci55H271N34033

M, (theoretisch) 3551 g/mol
TBDPSODocoMeOxPipBoc (200) 217 mg (62.6 umol, 1 eq)
Acetylchlorid 16.5 mg (210 pmol, 3.35 eq)
Solvens 5 mL Methanol (anh.)
Reaktionszeit 72h

Ausbeute 149 mg (76% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 1,19 — 1,60 ppm (m, br, 28H28, 1,96 — 2,27 (m,
br, 112H, H*%, 2,50 (br, HPe4 2 94 (br, HPe22Y, 3,12 — 3,64 (m, br, 150H 2.
— DP =34, M, = 3309,2 g/mol.

GPC (DMAC): M, = 6165 g/mol, PDI = 1,16

MALDI-TOF: My, = 2653 g/mol, PDI = 1,03
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6.4.7.1 Polymeranaloge Reaktionen entschutzter bifilktionaler Lipopolymere
6.4.7.1.1 Fluoreszenzmarkierung

HOC1,MeOxsPipTRITC (501)
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Vom Polymer HOGMeOxsPip (491) werden 45 mg (18 umol, 1 eq) in eineml&dtrohr

in 0,95 mL trockenem ACN gelost. Es erfolgt Zugam 60 mg (0,44 mmol, 23 eq)
trockenem Kaliumcarbonat, von 12,6 mg TRITC (27/8ali 1,5 eq) sowie von 14,5 mg
trockenem Methanol (0,453 mmol, 24 eq). Die Reaisinischung wird bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss gerthrt. Nach 93 h wird dasubgsmittel im Hochvakuum abgezogen
und gegen 1 mL Methanol ausgetauscht. Die Reaktimetiung wird mittels préparativer
GroRRenausschlusschromatographie aufgearbeitet §8ephLH-20). Die das gewunschte
Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigtd un das Losungsmittel im
Membranpumpenvakuum abgezogen. Nach Gefriertrockrawus Wasser wird das Produkt

als gelbliches Harz erhalten. Ausbeute: 26 mg (d8%h.).

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):8 = 1,13 — 1,65 ppm (br, 20H2F%, 2,06 (m, br, 73H,
H®), 2,56 (m, br, B3 3. 47 (m, br, 94H, "9, 6,57 — 8,10 (m, A").

GPC (DMAC): M, = 4018 g/mol, PDI = 1,26
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6.4.7.1.2 Kupplung mit Phenynlisothiocyanat

HOCleer25PipSCNPh (503)
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Vom Polymer HOGMeOxsPip (491) werden 56 mg (23 pumol, 1 eq) in eineml&dtrohr

in 0,9 mL trockenem ACN gel6st. Es erfolgt Zugaloe 84 mg trockenem Kaliumcarbonat
(0,25 mmol, 11 eq), von 20 mg Phasgthiocyanat (0,15 mmol, 6 eq) sowie von 27 mg
trockenemrm-Propanol ( 0,45 mmol, 19 eq). Die Reaktionsmischuinrd bei Raumtemperatur
unter Lichtausschluss gerihrt. Nach 62 h wird ddsubhgsmittel im Hochvakuum abgezogen
und gegen 1 mL Methanol ausgetauscht. Die Reaktizetiung wird mittels praparativer
GrolRenausschlusschromatographie aufgearbeitet 48ephLH-20). Die das gewinschte
Produkt enthaltenden Fraktionen werden vereinigtd un das Losungsmittel im
Membranpumpenvakuum abgezogen. Nach Gefriertrockraws Wasser wird das Produkt

als gelbliches Harz erhalten. Ausbeute: 26 mg (d4%h.).

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 1,17 — 1,66 ppm (br, 20H,°H 1,47 (m, 4H, &%,
2,06 (m, br, 74H, B, 2,56 (m, K™Y 3 47 (m, br, 95H, F), 3,90 (m, HP#, 7,22 (m,
5H, H).

GPC (DMAC): M, = 4463 g/mol, PDI = 1,07



204 Experimenteller Tell

6.5 Click-Chemie mit distal alkinfunktionalisierten Poly(2-oxazolin)en
PgOG ,MeOx7PipBoc (212)
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Das Polymer wurde gem&blymerisationsvorschrift Aargestellt.

Summenformel C13:H233N29030

My, (theoretisch) 2706 g/mol
12-(Prop-2-inyloxy)dodecyl Trifluoromethansulfonat 364 mg (0,977 mmol, 1 eq)
2-Methyl-2-oxazolin 1,67 g (19,6 mmol, 25 eq)
1-Boc-piperazin 933 mg (5,02 mmol, 6 eq)
Solvens 6 mL Chloroform
Reaktionszeit 22 h (60°C)

Ausbeute 1,78 g (84% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 1,25 ppm (br, 20H, B, 1,44 (s, 11H, &), 1,55 (m,
4H, H*), 2,13 (m, br, 81H, B, 2,36 — 2,55 (m, br, 7H, Py 313 — 3,68 (m, br, 116H,
H"%19 4,11 (d, 2H?J = 2,4 Hz, H).

GPC (DMAC): My = 4541 g/mol, PDI = 1,16

MALDI-TOF: M, = 2540 g/mol, PDI = 1,03
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(Azidomethyl)trimethylsilan (204)

N3
Das gewiinschte Produkt wurde nach einer vemderson et af** beschriebenen
Synthesevorschrift dargestellt. Die Umsetzung V8122 g (Chloromethyl)trimethylsilan (206
mmol, 1 eq) mit 15.22 g Natriumazid (234 mmol, 1eiy) in 100 mL 1,3-Dimethyl-3,4,5,6-
tetrahydro-2(1H)-pyrimidinon (DMPU) als Loésungsreitiergab 13.05 g (101 mmol, 49%
d.Th.) des Zielprodukts als leicht gelbes Ol.

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):8 = 0,12 ppm (s, 9H, ), 2,76 (s, 2H, B.

3C-NMR: (75,48 MHz, CDQ, 293K): 6 = -2,62; 42,03.
Elementaranalyse:  Theoretisch: C 37,17; H 8,582[%1; Si 21,73

Gefunden: C 36,94; H 8,65; N 30,37; Si 20,40

Click-Polymer (217) MgSiTriazMeOx-PipBoc
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In einem 5 mL Schraubdeckelglas werden 154 mg dsrfers PgO&MeOx/PipBoc (212)
(56,9 umol, 1 eq) in 1.5 mL einer Mischung aus \Wassdtert.Butanol (1 / 1 vol-%) gelost.
Es erfolgt Zugabe von 4 mg Kupfer(ll)sulfat pentdia¢ (16 pmol, 0,3 eq), 8 mg
Mononatriumascorbat (40 umol, 0,7 eq) sowie vom#0(Azidomethyl)trimethylsilan (204)
(310 umol, 5,4 eq). Die Reaktionsmischung wird Uk&h gertihrt. Das Lésungsmittel wird
im Hochvakuum abgezogen und der Rickstand in 2 rhlorGform aufgenommen. Das
gewinschte Produkt wird nach Féallung in 0 °C kaltBmethylether und anschlieRender
Gefriertrocknung (Wasser) erhalten. Ausbeute: 1§Dmangerotes Pulver (99% d. Th.).

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K): 5 = 0,12 ppm (s, 9H, B, 1,23 (br, 21H, B, 1,54 (s,
13H, H®), 1,55 (m, 4H, &%, 2,12 (m, br, 86H, &), 3,43 (m, br, 121H, #**'3, 3,89 (s,
2H, H), 4,58 (br, 2H, F), 7,38 (br, 1H, F).

GPC (DMAC): M, = 4339 g/mol, PDI = 1,24

MALDI-TOF: My, = 2246 g/mol, PDI = 1,02
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6.6 Lipopolymere basierend auf w-TBDPS-funktionalisiertem

Caldarchaeol
6.6.1 Darstellung

TBDPSO(CA)EtOx;:BuOxssBocPip (494A / 511)
2 o}

O 3 3 3 3 ; 7 N
NP e T
1%&—0 K's) o 114 o 41 A<
@ 4 40

10

Das Polymer wurde gemdflymerisationsvorschrift Alargestellt. Nach Darstellung wurde
das Polymer zusatzlich praparativ Uber dessen LC&lIfgearbeitet (vergleiche
diC1giPrOxsPipBoc 281/293).

Summenformel Cs31H766N520s7

My, (theoretisch) 18225 g/mol
o-tert.Butyldiphenylsilyloxycaldarchaeyt-

trifluormethansulfonat 30,2 mg (23,3 pmol, 1 &q)
2-Ethyl-2-oxazolin 93,8 mg (0,946 mmol, 41 eq)
2-n-Butyl-2-oxazolin 31,5 mg (0,248 mmol, 11 eq)
1-Boc-piperazin 30 mg (0,16 mmol, 7 eq)
Solvens 0,75 mL Chloroform
Reaktionszeit 22 h (60°C)

Ausbeute 97 mg (23% d. Th?

4 Aufgrund seiner geringen chemischen Stabilitatdeuder Initiator nicht in reiner Form isoliert, semn
stattdessen direkt aus der Stamml&ésung eingeﬁmzan%egebenen Werte sind Schatzwerte nach Erfgéru
aus entsprechenden vorhergehenden ExperimenténBeziglich des tber [M[l]o eingestelltes
Polymerisationsgrades.

H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 0,87 ppm (m, br, 187H,443, 1,06 (m, br, 407H,
H*9, 1,14 — 1,41 (m, br, 156H,°H), 1,42 — 1,44 (s, 9H, V), 1,44 — 1,61 (m, br, 76H,
H319, 2,35 (m, br, 312H, Bf), 3,46 (m, br, 637H, i),

GPC (DMAC): M, = 14539 g/mol, PDI = 1,06 (Hauptpeak)
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TBDPSO(CA)MeOxsBocPip (500A) / TBDPSO(CA)Me@Sil (500B)

Die Polymere wurden nacPFolymerisationsvorschrift Adargestellt. Die Polymerisation
wurde zunachst in einem gemeinsamen Ansatz angesmiz dann mit dem jeweiligen

Terminationsreagens abgebrochen zu werden:

o-tert.Butyldiphenylsilyloxycaldarchaeyi-

trifluormethansulfonat 46,5 mg (27,2 pmdl)
2-Methyl-2-oxazolin 116 mg (1,36 mmol, 50 eq)
Solvens 1 mL Chloroform
Reaktionszeit 72 h (61°C)

4 Aufgrund seiner geringen chemischen Stabilitatdeuder Initiator nicht in reiner Form isoliert, stemn
stattdessen direkt aus der Stammlésung eingeBitzangegebenen Werte sind Schatzwerte der Ausbaate
Erfahrungen aus entsprechenden vorhergehendenibemen.

TBDPSO(CA)MeOxsBocPip (500A):

Die Termination erfolgte mit 1-Boc-piperazin

@ jmmw

S|—O

Summenformel C431H766 Ng2057Si

M (theoretisch) 8517 g/mol
1-Boc-piperazin 31 mg (0,17 mmol, 9 eq)
Ausbeute 78 mg (52% d. Th?)

3 Beziiglich des tber [M]I] o eingestelltes Polymerisationsgrades.

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 0,84 ppm (m, 57H, ), 0,97 — 1,02 (m, 10H, }),
1,02 — 1,41 (m, br, 99H, ¥ 1,41 — 1,45 (m, 10H, }¥), 1,45 — 1,62 (m, br, 10H,% 2,06
(m, br, 234H, ), 3,48 (m, br, 327H, &), 7,30 — 7,74 (m, br, 10H,%

GPC (DMAC): M, = 8705 g/mol, PDI = 1,04 (Hauptpeak)
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TBDPSO(CA)MeOxcSil (500B):

Die Termination erfolgte mit 3-Aminopropyltrimethgsilan

4 -
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Summenformel CuoH716N7405:Sio

My, (theoretisch) 7914 g/mol
3-Aminopropyltrimethoxysilan 28 mg (0,16 mmol, 1% e
Ausbeute 43 mg (57% d. Th.)

 Beziiglich des tber [M]] ; eingestelltes Polymerisationsgrades.

'H-NMR: (300 MHz, CDC}, 293K):5 = 0,84 ppm (m, 57H, ), 0,90 — 1,65 (m, 111H,H),
2,14 (m, br, 218H, B, 3,45 (m, br, 2190H, #), 7,36 (m, 6H, H), 7,70 (m, 4H, H).

GPC (DMAC): M, = 8446 g/mol, PDI = 1,14
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6.6.2 Entfernung der Schutzgruppen

HO(CA)MeOxgoPip (510)

WS feesn ot

Das Polymer wurde gem&htschitzungsvorschrift dargestellt.

Summenformel Ca293H53aN52052

M (theoretisch) 8180 g/mol (DP=80)

TBDPSO(CA)MeOxoBocPip(500A) 41 mg (4,81 umol)

Solvens ImLTFA/TIBS/HO
(95/2,5/2,5 vol-%)

Reaktionszeit 78 min

Ausbeute 37 mg (95% d. Th.)

'H-NMR: (300 MHz, CROD, 293K):5 = 0,84 ppm (m, 57H, §, 0,89 — 1,64 (m, 112H, )
2,05 (m, br, 224H, B, 3,47 (m, br, 299H, £f).

GPC (DMAC): My = 9107 g/mol, PDI = 1,10
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