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EINLEITUNG

1 Einleitung

Die organische Chemie stellt heutzutage die zentrale Naturwissenschaft in Bereichen wie
Pharmaforschung, Pflanzenschutz, Lebensmittelchemie und Umweltschutz dar.
Urspriinglich auf reine Losungssynthese beschrénkt, ist seit Beginn der sechziger Jahre die
festphasenunterstiitzte Synthese ein weit verbreiteter Begriff. Die Synthese des ersten
Tetrapeptids an einer vernetzten Polystyrolmatrix von Merrifield"" war die Geburtsstunde
der organischen Festphasensynthese, welche bis heute in vielen Bereichen der Chemie
Einzug erhalten hat. Dabei werden an einem polymeren Trigermaterial iiber ein spezielles
Linkermolekiil Verbindungen sukzessive aufgebaut und nach der Synthese das Zielmolekiil
vom Polymer abgespalten. Die Vorteile der Festphasenchemie gegeniiber der
konventionellen Synthese in Losung sind vor allem die schnelle und einfache Aufarbeitung
der Reaktion durch Abfiltrieren und Waschen des Polymers und die Maoglichkeit des
Finsatzes von hohen Reagenzieniiberschiissen, um Reaktionen vollstindig ablaufen zu
lassen. Durch die neuen Entwicklungen in der Automatisierungstechnik konnen mit Hilfe
des Prinzips der Kombinatorischen Chemie viele Verbindungen in kurzer Zeit
festphasengebunden synthetisiert werden. Dies wird bei der Leitstruktursuche eines neuen
Wirkstoffes in der Arzneimittelforschung intensiv genutzt. Konnten frither nur wenige
Verbindungen pro Woche synthetisiert werden, so ist heute mit Hilfe der Kombinatorischen
Chemie die Herstellung von tausenden Verbindungen in kurzer Zeit kein Problem mehr,
welche anschliefend im so genannten High-Throughput-Screening auf ihre biologische

Wirkung getestet werden. Viele dieser Synthesen laufen festphasenunterstiitzt ab.

In den letzten Jahrzehnten wurden alle wichtigen Reaktionstypen der organischen Chemie
an die feste Phase iibertragen. Heterozyklensynthese, Naturstoffsynthesen,
Oligonukleotidsynthesen, C-C-Kniipfungsreaktionen, wie auch die Immobilisierung von
Katalysatoren wurden mit groem Erfolg entwickelt. Ein weiteres und in letzter Zeit viel
beachtetes Konzept basierend auf der Festphasenchemie, ist die Verwendung von
funktionalisierten Polymeren in der polymerunterstiitzten Losungssynthese (Polymer-
Assisted-Solution-Phase Synthesis, PASP-Synthese).!”) Hier kénnen durch Kombination
mit Automatisierungstechniken eine Vielzahl potentieller Wirkstoffmolekiile in Ldosung
hergestellt werden. Der grofite Erfolg der festphasenunterstiitzten Chemie liegt aber in der

Peptidsynthese. Hier hat die Festphasenchemie die Synthese in Losung nahezu vollstindig
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verdrdangt. Durch Einsatz von Syntheserobotern kénnen mit Hilfe der Synthese an fester

Phase Peptidsequenzen von bis zu 40 Aminosduren schnell und effizient aufgebaut werden.

Die Entwicklung der Trigermaterialien fiir die organische Festphasensynthese war anfangs
fokussiert auf die Verwendung von Polystyrol, welches auch heute noch der am meisten
verwendete polymere Trager ist. Von Beginn der siebziger Jahre bis heute wurden eine
Vielzahl neuer polymerer Trager entwickelt, die die Schwachstellen des Polystyrols, wie
z. B. die Wasserinkompatibilitét, deutlich verbesserten, so dass die Festphasenchemie auch

Einzug in Gebiete der Biochemie und Biologie erhielt.

Jedoch blieb der Chemie an fester Phase der ganz groBe Durchbruch in der chemischen
Industrie verwehrt. Fast alle Feinchemikalien werden heute in Losung synthetisiert. Die
Kosten fiir Herstellung und Funktionalisierung der polymeren Triger sind fiir
Anwendungen in industriellen Prozessen zu hoch. Dies liegt u. a. an der geringen
Atomdkonomie der Trigermaterialien gegeniiber der Synthese in Losung.”) Auch gibt es
Schwierigkeiten mit dem Upscaling, dem Ubertragen der einzelnen Reaktionsschritte vom
Labormalfistab (mg bis g) in den kg-Mafistab. Die Anforderungen an einen polymeren
Trager sind auferdem sehr hoch: Zum Einen muss eine chemische, thermische und
mechanische Stabilitdit des Polymers wéhrend den einzelnen Reaktionsschritten
gewihrleistet sein, zum Anderen sollte der Triger eine breite Ldosungsmitteltoleranz
besitzen. Ein grofBer Nachteil ist die geringe Beladung der Polymere, welche durch die
Wahl des Monomers und die Art der Funktionalisierung beschrinkt ist. Die normal
verwendeten Triagermaterialien weisen eine Beladung von 0.2 — 1.5 mmol/g auf. Durch
Verwendung von niedermolekularen, funktionalisierten Monomeren fiir die Herstellung
neuer polymerer Trédger sollte es moglich sein, die angefithrten Nachteile der kommerziell
erhiltlichen Harze zu vermeiden und Einsatzmdglichkeiten in chemischen und biologischen

Prozessen aufzuzeigen.

Die vorliegende Arbeit befasst sich zundchst mit der Synthese, Charakterisierung und
Evaluierung eines neuen Trigermaterials auf der Basis von vernetztem Polyethylenimin
(Ultraharz). Weitere Teile untersuchen den Einsatz der neuen hochbeladenen Polymere in
der Peptidsynthese und als polymeres Reagenz. Im letzten Teil wird ein neues Konzept zur
einfachen Synthese von peptidfunktionalisierten dendritischen Polymeren mit Hilfe von

reversibel vernetzten Polyethyleniminen vorgestellt.
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2 Allgemeiner Teil

2.1 Festphasensynthese

Das Prinzip der Festphasenchemie ist heute eine der wichtigsten Strategien zur Synthese
kombinatorisch erzeugter Substanzbibliotheken.*” Entwickelt zu Beginn der sechziger
Jahre von Bruce Merrifield, wurde sie zunichst nur in der Peptidchemie (Solid-Phase-
Peptide Synthesis; SPPS) und Oligonukleotidsynthese eingesetzt. Anfang der neunziger
Jahre wurde das Konzept der festphasenunterstiitzten Chemie sehr stark flir die Synthese

von Heterozyklen und Pharmakophoren verwendet.

Die Festphasenchemie besticht durch ihre Einfachheit. Das Prinzip basiert auf der
Verwendung eines unloslichen, polymeren Trigers, an den iiber ein spezielles
Linkermolekiil ein Substrat kovalent angebunden wird. Die Bindungsstelle Linker-Substrat
muss wihrend dem Aufbau der Reaktionssequenz chemisch stabil sein, sollte aber unter
genau definierten Bedingungen labil sein, um eine Abspaltung vom Polymer jederzeit zu
ermoglichen. Umgekehrt muss die Bindung zwischen Linker und Polymer - sowohl
wiéhrend der Synthese als auch unter den Abspaltbedingungen - stabil bleiben. Die
Reaktionen werden 1. A. durch Schiitteln des Polymers in einem Losungsmittel mit den
entsprechenden Reagenzien in einem Glas- oder Plastikreaktor durchgefiihrt, welcher mit
einer Fritte ausgestattet ist. Bei Verwendung von Riihrwerken besteht die Gefahr der
Zerstorung der Polymerpartikel, was eine Verstopfung der Fritten zur Folge haben kann.
Die Aufreinigung erfolgt durch einfaches Abfiltrieren und Waschen des Polymers mit einer
speziellen Folge von verschiedenen Ldsungsmitteln, welche abhingig von dem
verwendeten Tragermaterial und den eingesetzten Reagenzien ist. Nach der Abspaltung
vom Polymer wird das Filtrat eingeengt und mit Hilfe von chromatographischen und
spektroskopischen Methoden charakterisiert. Wahrend der Synthese am Polymer kann der
Reaktionsverlauf mit einer Reihe von verschiedenen analytischen Verfahren verfolgt

werden (siehe Kap. 2.6).
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1. Reaktionsschritt 2. Reaktionsschritt

Q=i (& ﬂ-@—»ﬂl—&

\Llnker

Polymerer Trager

—»3 R
_—> \ f :F
Abspaltung
weitere Schritte der Reaktionsfolge

vom Trager

Abb. 2-1: Schematische Darstellung des Prinzips der Festphasensynthese.

Die Vor- und Nachteile der Chemie an fester Phase sollen im Folgenden kurz erldutert

werden.

Die Aufarbeitung der einzelnen Reaktionsschritte durch Abfiltrieren und Waschen des
Polymers gestaltet sich wesentlich einfacher als bei der Ldsungssynthese, da
zeitaufwendige Reinigungs- und Isolierungsschritte durch die kovalente Bindung von

Produkt und Edukt am Triger entfallen.

Durch Verwendung hoher Uberschiisse an Reagenzien konnen Reaktionsverliufe
thermodynamisch und kinetisch beeinflusst werden. Dadurch koénnen Reaktionen
beschleunigt und vollstindige Umsetzungen erzielt werden, was eine problemlose
Automatisierung von Reaktionssequenzen ermdoglicht. Allerdings ist dies auch sehr
wichtig, da unvollstindige Umsetzungen in einer mehrstufigen Reaktionsfolge die
Ausbeute stark reduzieren (Tab. 2-1).1*) Auch miissen die Bedingungen so gewihlt werden,
dass keine unerwiinschten Nebenreaktionen auftreten. Andere Moglichkeiten zur
Vervollstindigung einer Reaktion an fester Phase sind Temperatur- und

Konzentrationserhdohung, sowie die mehrfache Wiederholung der Reaktion.
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Tab. 2-1: Ausbeute an Endprodukt als Funktion der Ausbeute pro Stufe und der Anzahl an
Stufen.

Ausbeute Anzahl an Stufen

pro Stufe 2 3 4 5 6 7 8 9 10

99 % % 97% 9% 95% 94% 93% 92% 91% 90%
95 % 9% 8% 82% T77% T4% T0% 66% 63% 60%
90 % 81% 73% 66% 59% 53% 48% 43% 39% 35%
85 % 2% 61% 52% 44% 38% 32% 27% 23% 20%

80 % 64% 51% 41% 33% 26% 21% 17% 13% 11%

Durch Wahl geeigneter Abspaltungsbedingungen und Linkergruppen kann der polymere
Tréager regeneriert und erneut in der Synthese eingesetzt werden. Dies konnte vor allem bei
der industriellen Synthese kleiner Molekiile mit wenigen Reaktionsschritten eine Rolle
spielen. Bei aufwendigen und mehrstufigen Synthesen sind die Kosten fiir die Harze eher

unerheblich.

Die Nachteile der festphasenunterstiitzten Synthese liegen in der eingeschriankten Wahl der
Reaktionsbedingungen, Reagenzien und Ld&sungsmitteln, welche durch die polymeren
Tréger und die Linkergruppierungen bedingt ist. Bei der Verwendung von Polystyrolharzen
konnen z. B. keine Reaktionen in Wasser oder Methanol ausgefiihrt werden, da die
Quelleigenschaften des Polystyrols in diesen Losungsmitteln sehr schlecht sind. Weitere
Beispiele fiir den limitierenden Einsatz von funktionalisierten Polystyroltrigern sind
Friedel-Crafts-Reaktionen und Reaktionen bei Temperaturen iiber 120 °C iiber einen
lingeren Zeitraum.!®! Heterogen-Katalysierte Reaktionen kénnen mit wenigen Ausnahmen
nicht an polymeren Tragern durchgefiihrt werden. Ein weiteres Problem ist oft die
Transferierung einer Reaktionssequenz in Losung direkt an die feste Phase. Hier miissen
zuerst zeitaufwendige Syntheseprotokolle erarbeitet werden. In den letzten Jahren sind
jedoch fiir viele Probleme Standardlésungen entwickelt worden.”'?! Die Méglichkeiten zur
,on-bead“ - Verfolgung des Reaktionsfortschrittes sind immer noch begrenzt, da viele in
der Losungssynthese iiblichen Routineverfahren wie Diinnschichtchromatographie und

UV/VIS-Spektroskopie nicht eingesetzt werden konnen. Auch miissen generell mehr



ALLGEMEINER TEIL

Reaktionsschritte am Polymer durchgefiihrt werden, um das Produkt anzukniipfen und

wieder abzuspalten.

2.2 Polymerunterstiitzte Lésungssynthese (PASP-Synthese)

Um ein Teil der oben angefiihrten Nachteile fiir den Einsatz der Festphasenchemie in der
kombinatorischen ~ Synthese von  Substanzbibliotheken zu umgehen, wurden
funktionalisierte Polymere in der Losungssynthese eingesetzt, um ein Substrat zu einem
oder mehreren Produkten umzusetzen. Der Unterschied zur Festphasenchemie liegt darin,
dass zu keiner Zeit eine kovalente Bindung zwischen Polymer und Substrat vorliegt. Dieses
Prinzip der polymerunterstiitzten Losungssynthese (Polymer-Assisted-Solution-Phase
Synthesis; PASP-Synthese) findet auch Anwendung beim Abfangen von Nebenprodukten
und Edukten,!”! als Triger in der heterogenen Katalyse!'” und zur Aufreinigung von
Reaktionen nach dem ,catch-and-release“-Prinzip.!'”) Auch hier kann das polymere
Reagenz im Uberschuss eingesetzt werden, um Reaktionen schnell und vollstindig
ablaufen zu lassen. Toxische Substrate konnen durch Immobilisierung an die
Polymermatrix in eine stabile und gut handhabbare Form gebracht werden. In Bezug auf
Effizienz und Selektivitit unterscheiden sich viele Reaktionen in Losung interessanterweise
kaum von der entsprechenden Festphasenvariante.'” Die Aufarbeitung besteht aus
einfachem Abfiltrieren und Einengen des Filtrats, was eine wichtige Voraussetzung zum
Aufbau von kombinatorischen Bibliotheken ist. Die Produkte kénnen zu jedem Zeitpunkt
der Synthese mit konventionellen Methoden charakterisiert werden. Durch die
Filtrationstechnik besteht die Moglichkeit, die verbrauchte polymergebundene Spezies
wiederzugewinnen und zu reaktivieren. Bei der polymerunterstiitzten Synthese in Losung
kann auch mehr als ein Reagens simultan eingesetzt werden. Dabei kdnnen sogar Spezies,
die in homogener Losung inkompatibel sind, in der polymergebundenen Form miteinander
kombiniert werden und in Eintopfreaktionen eingesetzt werden. Man kombiniert mit dem
Konzept der polymerunterstiitzten Losungssynthese die Vorteile der Festphasensynthese

mit den Vorteilen der Synthese in Losung.

Die Entwicklung dieser polymeren Reagenzien und Scavenger-Harzen hat in den letzten
zehn Jahren einen rasanten Aufschwung erfahren, was sich in einer groen Zahl an

Publikationen auf diesem Gebiet niederschldgt. Die Bandbreite reicht dabei von einzelnen
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Reaktionsschritten bis hin zu kompletten Reaktionssequenzen zur stereoselektiven
Synthese von Naturstoffen, inklusive Produktisolierung und —aufreinigung.””! Der Einsatz
von lonenaustauscherharzen in der Katalyse ist aber schon sehr lange bekannt, der erste
Review erschien im Jahre 1957.'") sechs Jahre vor Merrifield’s Pionierartikel der
Festphasenchemie.!"! Dennoch bleibt kritisch anzumerken, dass der breite Einsatz von
polymeren Reagenzien in der Losungssynthese oft wirtschaftlich fragwiirdig ist, da sie

bislang in der Regel zu teuer sind.

In den folgenden Abschnitten sollen die verschiedenen Konzepte der polymerunterstiitzten

Synthese kurz erldutert werden.

2.21 Polymerunterstiitzte Scavenger

Polymerunterstiitze Scavenger werden in der Losungssynthese verwendet, um Reaktionen
abzubrechen oder Nebenprodukte und iiberschiissige Edukte abzufangen. Die Aufarbeitung
erfolgt durch einfaches Abfiltrieren und Waschen des Polymers. Es gibt grundsétzlich nur
zwei Klassen von Scavengerharzen: Die in ihrer Ursprungsform ionischen (saure und
basische Reagenzien) und die kovalenten (elektrophile und nukleophile Reagenzien). Einen
Uberblick iiber den Einsatz von Scavengerharzen in der Losungssynthese gibt ein Review

von Eames.['*!

GX Filtration
A+B—> AB+A—>AB+ (XA ——> AB

Abb. 2-2: Schematische Darstellung einer Loésungssynthese unter Verwendung eines

polymeren Scavengers.

sauer basisch elektrophil nukleophil

Q—coH Q—NMe; Q—Nco Q—H:

Q—sosH O—@N Q-—cHo O*N\_/NHZ

Abb. 2-3: Reprasentative Beispiele fiir Scavengerharze.
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2.2.2 Polymerunterstiitzte Reagenzien

Hier wird eine polymergebundene aktive Spezies benutzt, um die Umsetzung eines oder
mehrerer Substrate zu neuen Substraten zu erreichen. Verbrauchtes oder iiberschiissiges

Polymer kann durch Filtrieren entfernt werden.
Q-+
—_—

Abb. 2-4: Prinzip eines polymerunterstiitzten Reagenzes.

A

223 Polymerunterstitzte Katalysatoren

Polymerunterstiitzte Katalysatoren sind aktive Verbindungen, die mit einem Polymer
assoziiert sind und in substdchiometrischen Mengen eingesetzt werden, um Reaktionen
auszulosen oder zu beschleunigen. Die Anbindung des eigentlichen Katalysators an das
Polymer kann dabei auf verschiedene Arten vorliegen: Der Katalysator kann sukzessive am
Polymer aufgebaut werden, der Katalysator wird in Losung synthetisiert und in einem
Schritt auf ein entsprechend funktionalisiertes Polymer gekuppelt, oder der Katalysator
wird wéhrend des Polymerisationsprozesses durch einen entsprechend funktionalisierten
Katalysatorbaustein in das Polymer eingebaut. Auch hier erfolgt die Aufarbeitung der
Reaktion durch einfaches Abfiltrieren und Waschen, wobei der polymergebundene

Katalysator in der Regel wiedergewonnen und -eingesetzt oder recycelt werden kann.

Abb. 2-5: Prinzip des polymergebundenen Katalysators.

2.2.4 ,Catch-and release*

Bei dieser Hybrid-Technik wird das Konzept der Festphasenchemie mit der Idee der
polymerunterstiitzten Scavengern verbunden. Die fiir diese Technik funktionalisierten

Tragermaterialien fangen das gewlinschte Produkt einer Fliissigphasenreaktion ein und
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halten es als reaktives, polymergebundenes Intermediat fest. Edukte und Nebenprodukte
konnen durch Abfiltrieren und Waschen entfernt werden. In einem zweiten Schritt erfolgt
eine chemische Umsetzung an dem immobilisierten Substrat, was auch die Abspaltung des
neuen Produktes vom Polymer zur Folge hat. Oft dient der zweite Schritt auch nur der
chemischen Transformation, und das Produkt wird durch Zugabe eines weiteren Substrats

in einem dritten Schritt vom Polymer ,,befreit*.

A — QBA —> AC + QD

Abb. 2-6: Prinzip der ,catch-and release“ Methode.

2.3 Die Tragermaterialien

Die zentrale Rolle in der Festphasenchemie spielen die Tragermaterialien. Seit Beginn der
polymerunterstiitzten Synthese sind eine Vielzahl verschiedener Polymere mit vollig
unterschiedlichen Eigenschaften entwickelt worden. Eine grobe Einteilung lédsst sich in
gelformige, makropordse und 16sliche Polymere vornehmen, wobei die gelféormigen Trager
heute die grofite Bedeutung haben. Die folgenden Kapitel befassen sich mit den wichtigsten
Vertretern dieser Klassen, weitere Informationen bieten zahlreiche Biicher und

Reviews, 814 19-24]

2.31 Gelformige Polymere

Gelformige Triagermaterialien sind unldsliche Polymere, die die Eigenschaft haben,
Losungsmittel aufzunehmen und somit ihr Volumen zu vergrofern. Dies erleichtert die
Diffusion der Substrate in die Polymerpartikel. Das Quellverhalten eines Trigers in dem
verwendeten Losungsmittel ist eine zwingende Voraussetzung fiir eine effiziente
Festphasensynthese. Gelformige Polymere sind nur relativ schwach vernetzt. Der Anteil an
Vernetzermolekiilen hingt stark von der Natur der verwendeten Monomeren und
Crosslinkern ab. Die am weitesten verbreitete Form der Polymere sind kugelformige

Partikel, sog. Beads, mit einem Durchmesser zwischen 0.04 und 0.15 mm.
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2.3.1.1 Polystyrol

Wenn man zu den Anfingen der Festphasenchemie zu Beginn der sechziger Jahre des
letzten Jahrhunderts zuriickgeht, sto3t man automatisch auf die Pionierarbeiten von Bruce
Merrifield und Robert Letsinger. Beide arbeiteten unabhingig voneinander an der
Verwendung von Polymeren fiir die organische Synthese. Der eigentliche Vater der
Festphasenchemie ist Bruce Merrifield, der im Jahre 1963 die erste Synthese eines
Tetrapeptids an einem polymeren Trager aus vernetztem Polystyrol verdffentlichte und der
fiir seine herausragenden und richtungsweisenden Entwicklungen 1984 mit dem Nobelpreis

fiir Chemie ausgezeichnet wurde.

Die Idee, Polymere fiir die organische Synthese zu verwenden, kam Merrifield im Jahre
1959. War die Verwendung von lonenaustauscherharzen schon seit Mitte der dreiBiger
Jahre bekannt, verfolgte er ein neues Konzept: Das Polymer sollte als Ankermaterial fiir
Aminosduren dienen, die in weiteren Reaktionsschritten zu einer Peptidsequenz am
Polymer aufgebaut und anschlieBend wieder abgespalten werden sollte. Die ersten
Experimente befassten sich mit der Verwendung von Cellulose als Trdger zur Synthese
eines Dipeptids, was ihm schlieBlich auch gelang, allerdings in schlechten Ausbeuten und
nur unter drastischen Reaktionsbedingungen. Auch die Verwendung von Polyvinylalkohol
brachte keine Verbesserung. Anfang 1960 benutzte er fiir seine Versuche einen kduflichen
Ionenaustauscher, der zu 94 % aus Methylmethacrylat und zu 6 % aus Divinylbenzol
(DVB) bestand. Hier machte er bereits die Entdeckung, dass nur wenige der funktionellen
Gruppen auf der Oberfldche der Harzbeads lokalisiert sind. Daraus folgerte er, dass nur die
Tragermaterialien geeignet sein werden, die pords genug sind, um den
Aminosdurenderivaten Zugang zu den funktionellen Gruppen im Inneren der
Polymerpartikel zu verschaffen. Mit Hilfe dieses Trigers auf Polyacrylamidbasis gelang
ihm die erste erfolgreiche Synthese eines Dipeptids. Leider waren alle Anstrengungen, die
Peptidkette an diesem Polymer zu verlangern, zum Scheitern verurteilt. Auf der Suche nach
einem neuen geeigneten Triger, verwendete er kdufliche, makroporése Copolymere aus
Styrol und DVB. Die Synthese eines Tripeptids gelang, nur waren die Ausbeuten
inakzeptabel. Merrifield stellte fest, dass die Verwendung von hochgradig vernetzten
Polymeren fiir seine Zwecke nicht zum Ziel fiihrte. Der Durchbruch kam durch die
Herstellung und Entwicklung von Chlormethylcopoly(styrol-DVB), anfangs noch mit 16
bzw. 4 % DVB-Anteil, spiter mit nur 2 % DVB als Crosslinkeranteil. Dieses

chlormethylierte Harz ist heute noch unter dem Namen ,,Merrifieldresin® bekannt. Die

10
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Reduzierung des Crosslinkeranteils brachte eine Verbesserung der Quelleigenschaften und
dadurch eine wesentliche Erhohung der Ausbeuten. Gleichzeitig reichten 2 % DVB aus, um
ein mechanisch stabiles Harz zu erhalten. Mit Hilfe dieses Polymers gelang die erste
erfolgreiche Synthese des Tetrapeptids Leu-Ala-Gly-Val an fester Phase, die Geburtsstunde

der Festphasenchemie.

Nahezu gleichzeitig arbeitete Robert Letsinger ebenfalls an der Entwicklung einer
Peptidsynthese mit Hilfe von funktionalisierten Polymeren. Als Tragermaterial verwendete
er ein carboxyliertes Popcornpolymer aus 99.5 % Styrol und 0.5 % DVB, ! welches er
mit verschiedenen funktionellen Gruppen derivatisierte. Das hydroxymethylierte Polymer
wurde fiir die erfolgreiche Synthese des Dipeptides Leu-Gly verwendet, die Spaltung des
Benzylesters erfolgte mit Bromwasserstoff. Diese Synthese wurde nur kurz nach
Merrifields Pionierartikel publiziert.*®! Letsinger hatte den Wettlauf nur um wenige
Monate verloren, er realisierte aber, dass Merrifield auf diesem neuen Gebiet zu dieser Zeit
weiter war als er. Deshalb fokussierte er seine Anstrengungen auf die Entwicklung der

festphasengebundenen Oligonucleotidsynthese, als dessen Vater er heute gilt.!*”

Heute ist das mit 1 % DVB vernetzte Polystyrolharz das Trdgermaterial, welches am
weitesten verbreitet ist und mit einer Vielzahl von verschiedenen funktionellen Gruppen
und Linkern kéuflich erhiltlich ist. Es wird durch radikalische Suspensionspolymerisation
von Styrol und DVB hergestellt. Durch geeignete Wahl der Polymerisationsbedingungen
kann die GroBe der Beads gesteuert werden.” Das Quellverhalten von Polystyrol ist in
dipolar aprotischen Losungsmitteln sehr gut, aber schlecht in Alkanen, acyclischen Ethern,
protischen Losungsmitteln und in Wasser. Mit zunehmendem Anteil an Crosslinker nimmt
das Quellvermdgen ab. Das Polystyrol zeigt gegeniiber starken Basen und Sauren keine
Verdnderungen, aber starke Oxidationsmittel bei hohen Temperaturen und starke
Lewissduren greifen das Polystyrol an.* ! Die Einfiihrung funktioneller Gruppen kann
entweder nach der Polymerisation erfolgen oder durch Verwendung geeigneter
Monomerbaustein, wie z. B. 4-Chlormethylstyrol wihrend der Polymerisation. Die
Beladung der Triagermaterialien liegt zwischen 0.5 und 1.5 mmol/g, letzteres entspricht
einer Derivatisierung von 20 % der vorhandenen Phenylringe. Hoher beladene Polystyrole
konnen zwar auch hergestellt werden, allerdings haben sie bisher keine breite Anwendung

gefunden.

11
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Abb. 2-7: Ausschnitt aus mit DVB vernetztem Polystyrol.

2.3.1.2 Polyacrylamidharze

Anfang der siebziger Jahre befasste sich Bob Sheppard mit dem Problem, dass Polystyrol
nur in apolaren Losungsmitteln gut quillt, diese aber nicht immer fiir die Peptidsynthese
geeignet sind. Inspiriert durch Dimethylformamid als das meist eingesetzte Losungsmittel
in der Peptidsynthese, verwendete er Polyacrylamid als Triger, ein Material, das aus der
Molekularbiologie bekannt war. Die Weiterentwicklung, ein Copolymer aus
Polydimethylacrylamid und Ethylenbisacrylamid wurde unter dem Namen ,,Pepsyn‘
bekannt, welches ein sehr guter Tréiger fiir die Festphasenpeptidsynthese aufgrund seiner

hervorragenden Quelleigenschaften in DMF ist.*%>%!

Jim Sparrow verbesserte 1991 die Polyacrylamidharze von Sheppard, indem er mit
N,N’-bisacrylyl-1,3-diaminopropan einen flexibleren Crosslinker verwendete und den

(33

Emulsionspolymerisationsprozess verfeinerte.”*! Auch dieser Trager wurde erfolgreich in

der Peptidsynthese eingesetzt und ist unter dem Namen SPAR 50 im Handel erhéltlich.

Eine weitere Variante der Polyacrylamidharze sind die 1996 von George Barrany
entwickelten CLEAR-Harze (Cross-Linked Ethoxylate Acrylate Resin; CLEAR), die durch
radikalische Copolymerisation von diversen PEG-modifizierten Acrylbausteinen gewonnen

werden.P!

Diese  hochvernetzten polymeren  Tridgermaterialien haben  gute
Quelleigenschaften in einem breiten Spektrum an Losungsmitteln und sind unter
Standardbedingungen der Peptidsynthese stabil. Allerdings sind sie instabil gegeniiber

starken Basen.

Reza Arshady beschéftigte sich Anfang der achtziger Jahre mit der Copolymerisation von
Styrol und Acrylamid, um ein amphiphiles Tragermaterial herzustellen. Durch Verwendung
von aktivierten Acrylaten, Styrol und DVB gelang ihm die Herstellung von alternierenden
Copolymeren welche durch anschlieBende Aminolyse in ein Tragermaterial iiberfiihrt
wurde. Dieses Polymer zeichnete sich durch seine generelle Losungsmittel- und

Substrattoleranz aus. Durch Verwendung flexiblerer Crosslinker als DVB, wie z. B.

12
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N,N’-dimethyl-1,6-hexandiacrylamid, und durch Variation der Menge an Crosslinker, schuf
Arshady ein System, das es ihm erlaubte, amphiphile Polymere mit entweder gelférmiger

oder pordser Morphologie zu erhalten.>~"!

I O 0
Backbone Monomere /\H/N\ /\H/N /\n/@
(0]

0]
Crosslink N =
rosslinker /\ﬂ/ M;\”)J\/ /\H/N\)

CO,Me H o ©O2Me H
Funktionalisierte g N N._~_ NHsCl
Monomere N
)
0 )

Abb. 2-8: Typische Bausteine fiir den Aufbau von Polyacrylamidharzen.

2.3.1.3 PEG-PS-Copolymere

Zu Beginn der achtziger Jahre arbeiteten Wolfgang Rapp und Ernst Bayer an der
Modifizierung von vernetztem Polystyrol mit Polyethylenglycol (PEG). Durch die
Einfiihrung von PEG-Ketten auf die Polystyrolmatrix sollte die Toleranz beziiglich polarer
Losungsmittel wesentlich verbessert werden. Ende des Jahres 1981 wurde das erste
Propfcopolymer aus Polystyrol und PEG erfolgreich hergestellt. Es bestand aus einer mit
1 % DVB vernetzten Polystyrolmatrix, auf die durch anionische Propfcopolymerisation mit
Ethylenoxid PEG-Ketten iiber eine Benzyletherbindung angebracht waren. Das Harz zeigte
gutes  Quellverhalten in nahezu allen géingigen Losungsmitteln, exzellente
Reaktionskinetiken in der Peptidsynthese und eine hohe mechanische Stabilitit. Ab 1989
wurde es unter dem Namen TentaGel vertrieben.*® Allerdings war das Polymer aufgrund
der Benzyl-Ether-Bindung instabil gegeniiber stark sauren Bedingungen. Deshalb wurde
1992 ein neues TentaGel entwickelt, bei welchem die Sdureanfilligkeit dadurch verbessert
wurde, dass die PEG-Ketten iiber eine Ethylfunktion an die Matrix gebunden waren.

TentaGele haben eine Beladung von 0.2 — 0.5 mmol/g und werden in nahezu allen

13
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Bereichen der Festphasenchemie eingesetzt.’” Auch konnen aufgrund der hohen
Beweglichkeit innerhalb des Polymers 16sungsdhnliche NMR-Spektren von an TentaGelen

immobilisierten Substraten erhalten werden.*!

1996 wurde eine weitere Variante von PEG modifiziertem Polystyrol von Godding
publiziert. Die Einfilhrung einer Verzweigung durch ein 1,3-Diolfunktionalisiertes
Polystyrol ermdglichte das Aufpolymerisieren von bifunktionellen PEG-Ketten mit Hilfe
von Ethylenoxid, was nahezu eine Verdopplung der Beladung gegeniiber dem TentaGel
bedeutete. Gleichzeitig wurde die Stabilitdt gegeniiber Sduren durch die Alkyletherbindung

erhoht. Diese Harze sind heute unter dem Namen ArgoGel bekannt.*!]

OH
o —— - 9%
Me OH

ot %WQS@V

Abb. 2-9: Darstellung und Struktur von TentaGel (links) und ArgoGel (rechts).

2.3.1.4 Polyacrylamid-PEG Copolymere

Morten Meldal befasste sich Anfang der neunziger Jahre ebenfalls mit der Verwendung
von PEG zur Herstellung neuer Trdgermaterialien. Er erkannte, dass das hohe
Solvatationspotential von PEG in vielen Losungsmitteln auf die amphiphile Natur der
PEG-Ketten zuriickzufiihren ist. Die von ihm entwickelten polymeren Triger bestehen aus
PEG, das mit modifizierten PEG-Ketten vernetzt ist, was auch eine Neuerung war, im
Vergleich zu den bisher verwendeten kurzen Crosslinkern fiir Polystyrolharze. Durch
Variation der Lange und Verteilung der PEG-Ketten und durch Zugabe von Copolymeren,
die die Einfiihrung funktioneller Gruppen wéhrend der Polymerisation erlaubten, konnten
die Eigenschaften der Trigermaterialien reguliert werden. Dies wurde durch die Reaktion
von linearem bis- und verzweigtem tris-2-aminopropyl-PEG mit Acryloylchlorid in einer

von Arshady entwickelten radikalischen inversen Polymerisation erreicht. Die Harze, die

14
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unter dem Namen PEGA bekannt wurden, waren mechanisch weniger stabil als PS und
zeigten ausgezeichnete Quelleigenschaften in allen Losungsmitteln. Sie wurden vor allem
in der Peptidsynthese und fiir on-bead Reaktionen von Enzymen eingesetzt, was mit den
bisherigen Trigermaterialien nicht méglich war.[** **! Fiir den Einsatz in der organischen
Festphasensynthese waren die PEGA-Harze nur bedingt geeignet. Dies lag vor allem an der
hohen Zahl sekundidrer Amidbindungen im Polymerbackbone, die bei Reaktionen mit
Carbeniumionen und starken Basen wechselwirken. Die chemische Stabilitit wurde
dadurch erhoht, dass nur noch Etherbindungen im Polymer vorhanden waren. Dieses
Polymer, was als POEPOP auf den Markt kam, wurde durch anionische Polymerisation von
PEG, welches teilweise mit Chlormethyloxiran derivatisiert war, erhalten und zeigte die
gleichen guten Quell- und Reaktionseigenschaften wie das PEGA-Harz.** **! Allerdings
war die chemische Stabilitdt gegeniiber stark sauren Bedingungen durch die Anwesenheit

sekundérer Etherbindungen sehr schlecht.

Eine weitere Verbesserung brachte die Synthese des SPOCC-Harzes, welches dem
POEPOP sehr dhnlich ist, aber keine sekunddren Etherbindungen mehr enthélt. Dies wurde
durch die Polymerisation von PEG-Oxetan Makromonomeren mit BF;-Et,O als Katalysator

erreicht. Die Tragermaterialien zeigten sehr gute Quelleigenschaften und eine hohe

mechanische und chemische Stabilitit.! % 7]

i
- OHM ﬁ"o{mﬂw */
S givoi g%f \H/vo‘ﬁ[ﬂo%nvovg/

PEGA POEPOP SPOCC

Abb. 2-10: Struktur von PEGA-, POEOP- und SPOCC-Harzen.

Eine spezielle Weiterentwicklung des SPOCC-Harzes fiir den Einsatz in enzymatischen
Essays ist das EXPO3000.[48] Bei diesem Trdger wird ein hochfunktionalisierter

Silylcrosslinker bei der Polymerisation eingebaut, welcher durch Zugabe von Sdure oder

15
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Fluoridionen anschlieBend wieder entfernt werden kann. Dadurch verbessert sich das

Quellverhalten des Harzes enorm und die Aufnahme von Proteasen wird ermdglicht.

2.3.1.5 Modifizierte Polystyrolharze

Viele Arbeiten der letzten Jahre auf dem Gebiet der Entwicklung polymerer
Trégermaterialien befassen sich mit der Verbesserung bereits bestehender Harze und deren
Feinabstimmung auf bestimmte Syntheseanspriiche. Oft geht es um die Erweiterung der
Losungsmitteltransparenz  der polymeren Trager, um auch Reaktionen in polaren
Losungsmitteln wie Wasser und Alkohole besser durchfiihren zu konnen. Dabei werden
Polystyrolharze modifiziert, indem flexiblere Crosslinker, meist auf PEG-Basis, flir die

Polymerisation mit Styrol verwendet werden.*”!

Kim Janda entwickelte 1999 das Jandalel, welches aus einem mit Polytetrahydrofuran
vernetzten Polystyrol besteht."" °'! Diese Harze weisen einheitlichere und bessere
Quelleigenschaften in polaren wie unpolaren Losungsmitteln auf, verglichen mit normalen

Polystyrolharzen und Tentagelen.

Weitere Beispiele fiir modifizierte Polystyrolharze sind die Poly(oxyethylen glykol)
Polymere (POP) von Sutherland,”* die Polystyrol-Methoxypoly(ethylen glykol) Polymere

von Bradley,”!

sowie Arbeiten von Kumar, der zur Vernetzung von Styrol
Tri(propylenglykol) glycerolat diacrylat verwendete. Bei diesem Harz werden die

funktionellen Gruppen iiber die Hydroxygruppen des Crosslinkers eingefiihrt.**!

2.3.1.6 Hochbeladene Tragermaterialien

Ein weiterer Schwerpunkt bei der Synthese neuer Trigermaterialien in den letzten Jahren
ist die Erhohung der Beladung der Polymere. Herkdmmliche Polystyrolharze haben
Beladungen zwischen 0.5 — 1.5 mmol/g, die PEG-basierten Triager liegen sogar noch
deutlich darunter (0.2 — 0.5 mmol/g). Dies schrinkt den Einsatz polymerer Tréger in vielen

Bereichen der Chemie stark ein.

Roger Epton nutzte als erster bereits Mitte der achtziger Jahre sog. ultra-hochbeladene
polymere Tragermaterialien in der Festphasenpeptidsynthese. Durch Verwendung von
Poly[N[-2-(4-hydroxyphenyl)ethyl]acrylamid] konnte quasi an jedem Monomerbaustein

55]

eine Peptidkette aufgebaut werden.”” Die Ergebnisse waren schr zufriedenstellend.
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Allerdings geriet die Idee, hochbeladene Tragermaterialien in der Festphasenpeptidsynthese
zu verwenden, wieder in Vergessenheit, da allgemein die Meinung vorherrschte, dass bei
sehr hoch beladenen Harzen die Interaktion der einzelnen Peptidketten untereinander zu

grof3 wird.

Eine Moglichkeit zur Erhohung der Beladung von Polystyrolharzen besteht in der
Entwicklung von effizienteren Funktionalisierungsreaktionen. Durch Friedel-Crafts-
Alkylierung von 1 % DVB-Polystyrol mit N-(Chlormethyl)phthalimid unter Verwendung
von Eisen(Ill)chlorid als Katalysator und anschlieBender Hydrazinolyse konnte ein
hochbeladenes Aminomethylpolystyrolharz erhalten werden (7.3 mmol/g), bei dem 96 %
der zur Verfiigung stehender Benzolringe funktionalisiert sind."® Allerdings besteht bei
hochbeladenen Polystyroltrigern generell das Problem, dass die Quelleigenschaften mit
zunehmender Beladung stark abnehmen, was die Zugénglichkeit zu den reaktiven Gruppen

deutlich herabsetzt und somit Ausbeute und Effizienz der Festphasensynthese minimiert.

John Hodges schlug im Jahr 2000 einen neuen Weg vor, um hdher beladene, gelférmige
Polystyrole zu erhalten. Durch Reaktion von TEMPO-Polystyrolharz mit funktionalisierten
Styrolderivaten wird bei 130 °C eine sog. ,,Living Free Radical Polymerization* ausgelost,
bei der die Styrolderivate zwischen dem Polystyrol und dem TEMPO-Molekiil in langen
Ketten eingebaut werden."”! Dadurch kommt es zu einem enormen Massenzuwachs (bis
zum 6.7 fachen) und einer Vergroferung des Durchmessers der einzelnen Beads (bis zum
2.8 fachen). Da jedes aufpolymerisierte Styrolmolekiil eine funktionelle Gruppe enthilt,
nimmt die Beladung stark zu. Diese Harze werden aufgrund ihrer langen Ketten um den
Polymerkern ,Rastaresins® genannt. Durch den Einsatz der mikrowellenunterstiitzten
Synthese konnte die Herstellung der Rastaresins noch verbessert werden.”®! Sie weisen

Beladungen von 4.0 bis 5.8 mmol/g auf und werden vor allem als Scavenger benutzt.

R
A
R —
. mgﬁ
O/\jN;) 130 °C g f‘ﬁ} i

Abb. 2-11: Synthese der ,,Rastaresins*.

Eine weitere Moglichkeit, die Beladung von Harzen zu erhéhen, besteht im Aufbau von

Dendrimerstrukturen an herkdmmlichen Tragern. Bradley publizierte 1997 die Darstellung
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von Polyamidoamin (PAMAM) Dendrimeren und deren Immobilisierung auf TentaGel.>”!

Die vierte Generation dieser PAMAM-Harze hatte bereits eine Beladung von 2.8 mmol/g.
Andere Beispiele unter der Verwendung von dreifach verzweigten Isocyanaten zum
Aufbau von Dendrimeren sowohl an Polystyrol als auch an TentaGel folgten, wobei die
dritte Generation dieser Dendrimerharze eine 10 fache Erhohung der Beladung zeigte.[®* ©!
Das Quellverhalten der Trager ist stark abhingig sowohl vom Ausgangspolymer als auch

von der Generation der immobilisierten Dendrimere. Sie werden in Gebieten des Single

Bead Screenings eingesetzt.

Durch Verwendung von niedermolekularen, funktionalisierten Monomeren konnen
ebenfalls hochbeladene Harze erhalten werden. Auf diesen Sachverhalt wird an spiterer
Stelle noch ausfiihrlich eingegangen. Beispiele aus der Literatur sind Materialien auf der

Basis von 1,4-Butandiol vinylether (bis zu 8.5 mmol/g)'®*! und Poly(methylenamin).**!

Eine weitere Variante der Verwendung von niedermolekularen, funktionalisierten
Monomeren bei der Herstellung polymerer Triger sind die sog. ROMPgels. Diese
Polymere werden durch eine Ring6ffnungs-Metathese Polymerisation (ring-opening
metathesis polymerization, ROM polymerization) von substituierten Norbornenen unter
Verwendung von Grubb’s Rutheniumkatalysator erhalten. Hier wird die funktionelle
Gruppe bereits vor der Polymerisation eingefiihrt. Da jedes Monomer eine funktionelle
Gruppe tragt, sind die Beladungen der ROMPgels sehr hoch. Sie werden vor allem als
Scavenger und polymere Reagenzien eingesetzt. Einen Uberblick iiber Herstellung und

Verwendung von ROMPgels bietet ein Review von Tony Barrett.!*!

2.3.2 Makroporose Polymere

Eine andere Klasse polymerer Triger besteht aus makroskopischen Poren, die in einer
extrem starren Struktur eingebettet sind, welche keinerlei Quellen der Matrix zulésst. Die
makropordsen Polymere haben eine extrem grofle innere Oberfliche, an der chemische
Umsetzungen erfolgen konnen. Durch ihre groBe mechanische Stabilitit werden sie vor
allem bei Durchflussreaktionen, in der Chromatographie und als Ionenaustauscher
eingesetzt. Da bei diesen Trdagern der Einfluss des Losungsmittels auf Quellverhalten und

Diffusionsgeschwindigkeit irrelevant ist, sollte die Ubertragung einer Reaktion in Losung
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an die feste Phase einfacher sein. Verunreinigungen und Nebenprodukte konnen leichter

entfernt werden als bei gelformigen Harzen.

Abb. 2-12: Schematische Darstellung des Aufbaus gelférmiger (links) und makroporéser

Polymere (rechts).

2.3.2.1 Makroporoses Styrol-DVB-Copolymer

Durch Polymerisation einer Suspension von Styrol und DVB gewinnt man gelformige
Polystyrole. Im Unterschied dazu werden makropordse Polystyrolpartikel mit einer hohen
inneren Oberfliche erhalten, wenn man eine Losung von Styrol und DVB unter Zugabe
von Porenbildnern, sog. Porogene, polymerisiert. Als Losungsmittel dient z. B. Toluol oder
Xylol. Wihrend der Polymerisation werden die Porenbildner, meist lineares Polystyrol oder
hohere Alkohole, in das vernetzte Polymer eingebaut und erzeugen so gro3e Poren. Die
Porogens werden nach der Polymerisation durch Waschen oder Evaporieren wieder
entfernt.”) Makroporoses Polystyrol hat einen DVB-Anteil von mind. 10 %. Es wird vor
allem als Ionenaustauscherharz nach Sulfonylierung oder Aminomethylierung oder in der
Chromatographie verwendet. In letzter Zeit finden diese Polymere auch immer mehr
Anwendung im Bereich der Festphasensynthese.'®” Aufgrund ihrer makropordsen Struktur
gibt es keine Einschrinkung bei der Wahl des Losungsmittels. Die Kapazitdt dieser Triger

liegt zwischen 0.8 und 1.0 mmol/g.

2.3.2.2 Silica (Kieselgel)

Verschiedene Formen von Siliziumdioxid wurden als Triger flir Festphasensynthesen
verwendet. Silica ist ein starres, unldsliches Material, das in organischen Losungsmitteln
nicht quellfahig ist. Kommerziell erhéltliche Silicagele unterscheiden sich in Partikelgrofe,

Porengrofle und innerer Oberfldche. Triger mit groen Porengrofen (25 — 300 nm) werden
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als ,,Controlled Pore Glass“ (CPG) bezeichnet und finden vor allem in der
Oligonukleotidsynthese Anwendung.!®”! Sie haben gegeniiber normalen Kieselgelen durch
ihre regelméBigere PorengroBenverteilung und ihre hohere mechanischen Stabilitét
Vorteile. Obwohl durch den Sol-Gel-ProzeB viele organisch modifizierte Silicagele

[68]

hergestellt und auch teilweise in der Festphasensynthese eingesetzt wurden,” sind sie nie

zu einem etablierten Trigermaterial geworden.

2.3.2.3 Verbundmaterialien aus makroporésen und gelférmigen Tragern

Hier werden die Vorteile der beiden Triagerklassen kombiniert. Die Verwendung einer
makropordsen, starren Matrix als Grundgeriist liefert die mechanische Stabilitdt. Durch
Einpolymerisieren eines gelférmigen Tridgermaterials in die Porenstruktur des
makropordsen Tragers wird ein Compositmaterial erhalten, was vor allem in
Durchflusssynthesen eingesetzt wird. Das erste Polymere dieser Art ist das ,,PepsynK* von
Sheppard aus dem Jahr 1981.°7 Hier wird in die Poren von Kieselguhr ein
Polyacrylamidharz einpolymerisiert. Die physikalische Stabilitit des Polymers ist jedoch
sehr unbestindig und die Beladungen mit funktionellen Gruppen niedrig (0.1 —

0.2 mmol/g).

Der Einsatz von makropordsem Polystyrol als Grundmatrix, in die ein auf Polyacrylamid
basierender gelformiger Triger eingebaut wird, liefert einen mechanisch stabileren Triager
mit einer Beladung bis zu 1 mmol/g. Hier wird die Polyacrylamidphase mit dem
makropordsen Polystyrol chemisch verbunden. Dieses Tragermaterial von Sherrington

findet Verwendung in der Durchflusspeptidsynthese.!””’

233 Losliche Polymere

Die optimale Kombination aus der Fliissig- und Festphasenchemie sollte die Synthese an
16slichen Polymeren darstellen. Fiir den Einsatz in der polymerunterstiitzten Synthese
miissen sie eine geringe Polydispersitit aufweisen, da die Eigenschaften von Polymeren mit
stark unterschiedlichen Kettenlingen differieren. Das Molekulargewicht sollte nicht zu
niedrig gewéhlt werden, so dass die Polymere bei Raumtemperatur fest oder kristallin sind,
aber auch nicht zu hoch, damit die Loslichkeit in diversen Losungsmitteln nicht darunter

leidet. Prinzipiell sollten Reaktionen an 16slichen Polymeren unter den gleichen oder sehr
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dhnlichen kinetischen Bedingungen ablaufen, als die entsprechende Synthese in Lésung. Es
besteht kein Diffusionsproblem mit der Zugénglichkeit zu den reaktiven Zentren und die
Verwendung von hohen Uberschiissen an Reagenzien ist ebenfalls moglich. Zur Analytik
von loslichen Polymeren stehen alle gidngigen Losungsmethoden zur Verfiigung. Die
Reaktionsverfolgung mit Hilfe von NMR, UV und sogar Diinnschichtchromatographie ist
durchaus mdglich. Ein Nachteil von Idslichen Polymeren ist, dass sie generell nur in
Losungsmitteln eingesetzt werden konnen, in denen sie gut 16slich sind, da ansonsten alle
Vorteile verloren gehen. Die Abtrennung des Polymers erfolgt meist iiber Féllung
(klassisch) und Mikro- oder Ultrazentrifugationsmethoden, die relativ teuer sind und in
Syntheselabors oft routinemiflig nicht eingesetzt werden konnen. Die Ausfillung mit
einem das Polymer nicht 16senden Losungsmittel kann problematisch sein, wenn es nach
der Féllung als klebrige Masse anfillt, die nicht filtrierbar ist. Auch die Tatsache, dass
Polymerknduel in Losung nur bei einer Konzentration unter 1 — 2 % isoliert voneinander zu
betrachten sind, muss bedacht werden. Bei hoherer Konzentration kann es zu Interaktionen
der einzelnen Polymerketten untereinander kommen. Wenn die Konzentration auf mehr als
5 % ansteigt, liegen viele Polymerlosungen als viskose Fliissigkeit vor. Dennoch haben
16sliche Polymere Anwendung in nahezu jedem Feld der klassischen Festphasenchemie
gefunden. Sowohl in der Peptid- und Oligonukleotidsynthese, in der
Oligosaccharidsynthese, in der kombinatorischen Synthese von Substanzbibliotheken
kleiner organischer Molekiile als auch als hochbeladene polymere Reagenzien und als
Katalysatoren gibt es Beispiele fiir den Einsatz 16slicher Polymere. Eine Auswahl der
verwendeten 18slichen Polymere ist in Abb. 2-13 aufgefiihrt. Einen Ubersichtsartikel iiber

organische Synthese an 16slichen polymeren Trigern hat Kim Janda geschrieben.”"!

ﬁjf”u?ﬁ ﬁﬁn%oﬁ

Polystyrol Polyviny- Polyethylen- Polyacryl- Polyacryl- Polyethylen-
alkohol imin saure amid glycol

Abb. 2-13: Beispiele fiir I6sliche Polymere.
Als Zwischenstufe zwischen gelformigen und loslichen Polymeren sind die ,,Microgele*
anzusehen.’” Sie bestehen aus vernetzten Polystyrolen, die die Eigenschaft haben, sich in

einem geeigneten Losungsmittel komplett zu Idsen. Erreicht wird dies durch die

Verwendung niedriger Monomerkonzentrationen bei der Polymerisation und durch
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geeignete Wahl der Polymerisationsdauer. Die Abtrennung des Polymers erfolgt durch
Ausfillen mit Methanol. Microgels weisen Beladungen von 0.4 bis 1.2 mmol/g auf und
konnen als polymere Reagenzien, Scavenger und zur Synthese von Substanzbibliotheken

verwendet werden.!”’!

2.4 Linker

Linkermolekiile stellen das Bindeglied zwischen Polymer und zu dem immobilisierenden
Substrat dar. Sie sollten die Anbindung des ersten Substrats an das Polymer erleichtern,
stabil gegeniiber einer breiten Vielfalt an Reaktionsbedingungen sein und die selektive
Abspaltung am Ende der Synthese ermdglichen, ohne dass das Produkt dabei Schaden
nimmt. Viele Harze tragen zwischen Polymer und Linker noch ein Spacermolekiil, das
durch die daraus resultierende hohere Beweglichkeit der funktionellen Gruppen die
Diffusion der Reaktanden erleichtern soll. Allerdings ist dieser Effekt bei der Darstellung
kleiner Molekiile nur von untergeordneter Bedeutung. Er kann eine wichtige Rolle bei der
Synthese von schwierigen Peptidsequenzen spielen und verbessert die Qualitdt der NMR-
Spektren von polymergebundenen Substraten. Die Linkermolekiile miissen chemisch fest
am Polymer verankert sein, damit sowohl wéhrend der Synthese als auch bei der
Abspaltung keine Linkerspaltung auftritt. Viele Linker tragen aus diesem Grund eine
Carboxylgruppe, iiber die sie meist unter Ausbildung einer Amidbindung an das Polymer
gebunden sind. Es empfiehlt sich generell, die Harze vor dem Abspaltungsschritt griindlich
zu waschen und zu trocknen, da einige Losungsmittel und Reagenzien die Tendenz haben,
am Polymer zu adsorbieren, was zu einer Verunreinigung der Produkte oder auch zur
Verhinderung der Abspaltungsreaktion fiihren kann. Viele sdurelabile Linker und
Schutzgruppen, die in der Festphasensynthese eingesetzt werden, fiihren wéhrend der
sauren Abspaltung zur Bildung von Carbokationen. Dadurch konnen elektronenreiche
Substrate, wie z. B. Pyrrole, Indole, Thiole oder Phenole, irreversibel alkyliert werden, was
in niedrigen Ausbeuten oder Mischungen von Produkten resultiert. Dies kann durch den
Zusatz von Scavengern, wie z. B. EDT oder TIS vermieden werden. Eine besondere
Abspaltungsmethode ist die Verwendung von ,Safety-Catch-Linkern®. Diese Linker

werden in einem separaten Schritt aktiviert und erlauben dann in einem weiteren Schritt die
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selektive Abspaltung des Produkts. Dadurch kann eine hohere Orthogonalitit erreicht

werden.

Die Linker lassen sich in verschiedene Klassen einteilen, je nach Art der
Abspaltungsreaktion. Man unterscheidet zwischen elektrophiler Abspaltung, nukleophiler
Abspaltung, photochemisch induzierter Abspaltung, metallinduzierter Abspaltung,
Abspaltung unter reduktiven bzw. oxidativen Bedingungen und Abspaltungen, die auf
Cycloadditionen bzw. -reversionen basieren. Allerdings gibt es innerhalb dieser Klassen oft

Uberschneidungen.”"

241 Elektrophil spaltbare (sdurelabile) Linker

Elektrophile Abspaltungen werden vor allem durch Protonen ausgelost. Durch
protoneninduzierte Abspaltung kann eine ganze Reihe von Substraten, wie Siuren,
Alkohole, Amide, Thiole, Amine und Sulfonamide, erhalten werden. In Tab. 2-2 ist eine
Auswahl an gingigen Linkern mit den entsprechenden Abspaltungsbedingungen

aufgefiihrt.

Tab. 2-2: Elektrophil spaltbare Linker.

Linker Eigenschaften
Q ¢ Immobilisierung von Carbonsduren, Phenolen.
Chlormethy]-Linker”s] Abspaltung mit HF, TFMSA, BF;-Et,0.

L™
N
Immobilisierung von Carbonséuren.

PAM (phenylacetamldomethyl)- Abspaltung mit 50 % TFA/DCM.

Linker!"®!

NH,

Immobilisierung von Carbonsduren.

MBHA (4-methylbenzhydrylamin)- Abspaltung mit TFMSA, HBF4/Thioanisol.

Linker!””!
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Linker Eigenschaften

OH
Og Og Immobilisierung von Carbonsduren, Phenolen.

Abspaltung mit 20 % TFA/DCM

Wang-Linker!’®!

OMe

/©/\OH
O qe - o
Immobilisierung von Carbonsauren.

Abspaltung mit 1 % TFA.
SASRIN-Linker (Super Acid Sensitive
Resin)!"”

NH, OMe

Immobilisierung von Carbonsduren, Sulfonsduren.
o OMe
Og Abspaltung mit 20 — 95 % TFA/DCM zum

Rinkamid-Linker™® entsprechenden Amid.
inkamid-Linker

O Immobilisierung von Carbonséuren, Aminen,
Cl
O O Alkoholen, Hydrazinen, Phenolen, Thiolen.
Cl
Q Abspaltung mit 1 — 10 % TFA/DCM, Eisessig,

2-Chlor-Trityl-Linker!®"! Hexafluoroisopropanol.

24.2 Nukleophil spaltbare Linker

Hier ist vor allem die Esterspaltung, die Aminolyse und der Gebrauch von Safety-Catch-

Linkern zu nennen, welche nach Aktivierung sensitiv gegeniiber Nukleophilen sind.
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Tab. 2-3: Nukleophil spaltbare Linker.

Linker Eigenschaften

O/QAHJ‘\@\/OH Immobilisierung von Carbonsduren.

Abspaltung mit Aminen, Hydrazinen,
HMBA (Hydroxymethylbenzoeséure)-

Alkoholaten.
Linker®
N,OH ige . o
O | O Immobilisierung von Carbonsduren.
Q NO: Abspaltung mit Hydrazinen, Aminen,
Kaiser (Oxim)-Linker!*> ** Aminosdureester.
o Immobilisierung von Carbonsiuren.
\\S . 2
k)

Nach Aktivierung mit z. B. Diazomethan

oder Iodacetonitril kann Abspaltung mit
) 1 [85, 86]
4-Sulfamylbenzoyl-Linker Aminen, Thiolen oder Hydroxiden erfolgen.

243 Photochemisch spaltbare Linker

Die Photolyse bietet eine milde Abspaltungsmethode, die unter neutralen Bedingungen
ablduft. Das Hauptproblem bei der Verwendung von Photolinkern ist das Erzielen hoher
Ausbeuten bei der Abspaltung. Das verwendete Licht sollte aulerdem nur von der
Linkergruppe absorbiert werden, um eventuelle chemische Transformationen mit anderen
funktionellen Gruppen im Produktmolekiil zu vermeiden. Als Photolinker dienen vor allem

o-Nitrobenzylderivate (Tab. 2-4).

244 Metallinduzierte Abspaltungsmethoden

Zwei Reaktionstypen werden in dieser Sparte angewendet: Die Aktivierung von Olefinen
durch Ubergangsmetalle und die Aktivierung bzw. Polarisierung von Kohlenstoff-
Heteroatomaren Bindungen durch Lewissduren. Der groBe Nachteil dieser

Abspaltungsmethoden ist eine resultierende Verunreinigung der Produkte mit der
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eingesetzten  Metallspezies, welche beim Screening von  pharmazeutischen

Substanzbibliotheken zu Problemen fiihren kann.

Tab. 2-4: Beispiele fiir Photolinker und metallinduziert spaltbare Linker.

Linker Eigenschaften
o OMe
O/\NJK/\/O Immobilisierung von Carbonsduren.
H OH
NO, Abspaltung durch Bestrahlung mit UV-Licht
Aminoethyl-Photolinker'™” (= 365nm) als Amid
(o}
NJJ\/\/OH
Og " Immobilisierung von Carbonsduren
HYCRAM (Hydroxycrotonylamido)- Abspaltung mit Pd(PPhs)s.
Linker!®"

245 Abspaltungen unter reduktiven Bedingungen

Reduktionen présentieren eine wichtige Klasse von Abspaltungsreaktionen, die zu vielen
anderen Methoden orthogonal sind. Es gibt vier Typen der reduktiven Abspaltung, die an
polymeren Trégern bekannt sind: Katalytische Hydrierung, die Reduktion von
Disulfidbindungen (DTT,™ TCEPY), die Reduktion von Sulfiden bzw. Seleniden
(Tributylzinnhydrid, AIBNP'Y) und der nukleophile Angriff von Hydriden
(Lithiumborhydrid, DIBAHP ).

2.4.6 Abspaltungen unter oxidativen Bedingungen

Die Oxidation stellt eine zu vielen existierenden Bedingungen orthogonale Strategie dar. Es
werden vor allem zwei Ansdtze verfolgt, die die Abspaltung vom polymeren Triger
ermdglichen: Der Aufbau eines Linkermolekiils, welches oxidativ spaltbar ist (Ozonolyse
von Alkenen, Oxidation von auf schwefel- und selenbasierender Linker), oder die
Verwendung von besonderen Eigenschaften bereits existierender Linker. Beispiele hierfiir

sind die Oxidation von p-Alkoxybenzylgruppen mit DDQ,”" die Abspaltung von
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Glykosiden mit NBS,”" oder die Herstellung von Peptidaldehyden durch Ozonolyse.”

Oxidative Abspaltungen sind nicht kompatibel mit sensitiven Gruppen innerhalb des

Zielmolekiils.

2.5 Parameter in der Festphasensynthese

Die Chemie an fester Phase hat sich in den letzten Jahrzehnten zu einer wichtigen Methode
bei der Herstellung von Substanzbibliotheken entwickelt. Jedoch gibt es immer noch ein
groles Defizit beim Verstindnis der Mechanismen einer Festphasenreaktion, was oft zu
unerwiinschten Nebenreaktionen, einem groferen Zeitaufwand und erhohten Kosten fiir
Reagenzien, die in extremen Uberschiissen eingesetzt werden, filhren kann. Um zu
verstehen, was in einem Polymer wihrend einer Reaktion ablduft, miissen viele Parameter
in Betracht gezogen werden. Die Natur des Polymers spielt dabei die entscheidende Rolle.
Durch die Komplexitit dieser heterogenen Reaktionen ist es schwierig, die kinetischen und
mechanistischen Abldufe einer Reaktion generell vorherzusagen. Auch die Einschrinkung
in der Auswahl analytischer Methoden erschwert eine detaillierte Untersuchung hiufig. In

den folgenden Abschnitten werden die wichtigsten Parameter in SPOS vorgestellt.

251 Stabilitat des Tragermaterials

Um eine einwandfreie Filtrierbarkeit zu gewéhrleisten, muss das eingesetzte Polymer
wihrend der gesamten Synthese eine gewisse Feinkornigkeit aufrechterhalten. Oft gibt es
bei der Verwendung von Rithrwerken Probleme mit der Zerschlagung von Polymerbeads,
was zu ineffizienten Synthesen und schwierigen Aufarbeitungsschritten durch das

Verstopfen der Fritten fithren kann.

Das polymere Triagermaterial muss aullerdem gegen alle in der Synthese eingesetzten
Reagenzien chemisch inert sein, um keine Nebenprodukte bzw. Verunreinigungen zu

erhalten. Die chemische Stabilitit hidngt auch stark vom verwendeten Linkersystem ab.

Die thermische Stabilitdt des Polymers sollte iiber einen relativ grolen Temperaturbereich
gegeben sein. Hier gibt es Einschrinkungen gegeniiber der Synthese in Losung, da sich

viele Triger bereits oberhalb von 120 °C teilweise zersetzen.!™ Durch den Einsatz der
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mikrowellenunterstiitzten Synthese in SPOS-Reaktionen kann dieser Nachteil wieder
ausgeglichen werden.”® Die mikrowellenunterstiitzte Synthese bietet den Vorteil eines sehr
effizienten und reproduzierbaren Heizens. Es besteht auch die Mdglichkeit, Reaktionen
unter erhohtem Druck ablaufen zu lassen, wobei Temperaturen erreicht werden, die weit

iiber dem Siedepunkt des Losungsmittels liegen.

Fiir den FEinsatz in Durchflussreaktoren muss das Harz einem hoheren Druck Stand halten
konnen. Diese Eigenschaft besitzen vor allem makropordse Trigermaterialien aufgrund

ihrer starren Grundstruktur.

252 Die Kapazitat polymerer Trager

Die Kapazitit oder Beladung von polymeren Tragern gibt die Stoffmenge an, die an eine
bestimmte Menge Harz immobilisiert werden kann. Thre Einheit ist i. A. mmol/g, bei
Macrobeads kann auch die Beladung eines einzelnen Beads in nmol/Bead angegeben
werden. Generell gilt, dass eine hohe Beladung die Ausbeute und die Wirtschaftlichkeit
oder Effizienz einer Reaktion erhdht, wihrend nieder beladene Trager den Einfluss von
Nebenreaktionen und Wechselwirkungen von benachbarten Substraten am Polymer
minimieren. Allerdings muss es bei der Verwendung von hochbeladenen Tragern nicht

automatisch zu vermehrten Nebenreaktionen kommen.

253 Das Quellverhalten

Die Fahigkeit, Losungsmittel im Polymer aufzunehmen und dadurch das Volumen des
Polymers zu vergroBern, ist die wichtigste Eigenschaft gelformiger Tragermaterialien. Das
Quellvermdgen eines Polymers hidngt von der Struktur und vom Vernetzungsgrad des
Polymers, von der Art anwesender funktioneller Gruppen, von der Beladung und vom
verwendeten Losungsmittel ab. Das Quellen eines vernetzten, unldslichen Polymers in
einem Losungsmittel ist vergleichbar mit dem Losungsvorgang eines loslichen Polymers.
Die treibende Kraft fiir das Quellen geht aus Beitriigen hervor, die aus Anderungen der
Enthalpie und Entropie bestehen, welche mit der Mischung von Ldsungsmittel und
geldstem Stoff assoziiert sind, zusammen mit Anderungen der Konfigurationsentropie, die

auf die Losung flexibler Ketten zuriickzufiihren sind.””! Zur physikalischen Beschreibung
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des Quellvorgangs dient die Flory-Rehner Theorie.”™ Der eigentliche Quellvorgang erfolgt
von auBBen nach innen. Das bedeutet, dass zunichst die dullere Hiille des Beads aufquillt
und im Inneren des Beads ein ,glasartiger Kern zuriickbleibt. Mit der Zeit nimmt die
Dicke der Hiille zu, bis der innere Kern letztendlich verschwindet. Bei Verwendung eines
»Hguten® Losungsmittels kann das polymere Netzwerk bis zu seinem elastisches Limit
quellen, was durch die Vernetzung definiert ist. Durch Zugabe von ,schlechten®
Losungsmitteln wird der umgekehrte Vorgang zum Quellen ausgeldst, dem Kollabieren des
polymeren Netzwerks. Auch hier verlduft der Vorgang des ,,Schrumpfens® des Polymers

von auBen nach innen.®!

Zeit

>

o & @) &)

Abb. 2-14: Schematische Darstellung des Quellvorgangs eines Polymerbeads in einem
»guten“ Losungsmittel.

Polystyrol bildet ein dichtes Netzwerk von aromatischen Wechselwirkungen innerhalb
seines kovalenten Netzwerks. Das Quellvermogen in einem Losungsmittel ist durch die
Féhigkeit des Losungsmittels gegeben, diese intrapolymeren aromatischen
Wechselwirkungen zu unterbrechen. In Polyacrylamidharzen bilden die Amide
untereinander Wasserstoffbriickenbindungen aus, was zur Folge hat, dass nur
Losungsmittel, die Wasserstoffbriickenbindungen durchbrechen kénnen, diese Polymere
durchdringen konnen. Bei der Verwendung von Copolymeren, wie z. B. TentaGel, wird
durch die Anwesenheit einer hydrophoben Polystyrolmatrix und hydrophilen PEG-Ketten
ein breites Spektrum an gut quellenden Losungsmitteln erhalten. Tab. 2-5 zeigt die
Quellfaktoren von Wang-Polystyrolharz und einem mit einem Rinklinker modifizierten

TentaGel.[*”!
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Tab. 2-5: Quellfaktoren von Polystyrol und TentaGel in verschiedenen Lésungsmitteln

angegeben in ml/g Harz.

Losungsmittel Wang-PS-Harz (2 % DVB) Rinkamid-TentaGel
THF 6.0 4.0
DMF 52 4.4
DCM 54 5.6
Methanol 1.6 3.6
Wasser 1.6 3.6
Diethylether 2.8 2.0
Dioxan 5.6 4.2
Toluol 4.0 3.6
Chloroform 5.6 5.6

254 Verteilung funktioneller Gruppen

Wenn man sich mit kinetischen Abldufen an Polymeren befasst, ist die Frage nach der
Verteilung der funktionellen Gruppen, die unmittelbar an der Reaktion teilnehmen, von
groBer Bedeutung. Frithe Untersuchungen haben eine homogene Verteilung postuliert.!'®”
Jedoch wurde dies in einer spiteren Arbeit der Gruppe von Stuart Schreiber am Scripps-
Institut, die zur Untersuchung der Verteilung der funktionellen Gruppen
fluoreszenzmikroskopische Studien vornahmen, angezweifelt. Es war eine deutlich hohere
Fluoreszenz auf der Oberfliche des Beads zu sehen, verglichen mit der Fluoreszenz im
Inneren. Daraus wurde auf eine inhomogene Verteilung der reaktiven Zentren

U Eigene Arbeiten konnten dies wiederum widerlegen. Durch konfokale

geschlossen.
fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen von Mikrotomschnitten rhodamingelabelter
Polystyrolbeads konnte gezeigt werden, dass eine homogene Verteilung der funktionellen
Gruppen innerhalb eines Beads vorliegt (Abb. 2-15). Die félschliche Annahme der
inhomogenen Verteilung ist auf die starke Absorption des Fluoreszenzlichts durch die

immobilisierten Rhodamingruppen zuriickzufiihren.!'*
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Abb. 2-15: Konfokale Fluoreszenzaufnahme von Mikrotomschnitten rhodamingelabelter

Polystyrolbeads.

Als wichtige Folge dieser Untersuchungen gilt die Tatsache, dass sich die Mehrheit der
funktionellen Zentren im Inneren des Harzes befindet. Bei einer Oberfldchentiefe von
0.1 pm sind 99 % der reaktiven Gruppen innerhalb eines Beads lokalisiert.!"””! Aus diesem
Grund sind die Zuginglichkeit zu diesen Gruppen und die Beweglichkeit innerhalb des

Polymers fiir den Erfolg einer Reaktion von allergrofSter Wichtigkeit.

255 BeadgroRe

Der Einfluss der Beadgroe auf die Geschwindigkeit einer Reaktion sollte laut klassischer
Literatur in einem inversen Zusammenhang zwischen Kugelradius und der

(104 Allerdings basiert diese Theorie

Geschwindigkeitskonstante einer Reaktion bestehen.
auf Reaktionen, die diffusionskontrolliert ablaufen. Auch hier missen wieder mehrere
Parameter betrachtet werden: Zum Einen spielt das Quellverhalten eine wichtige Rolle, je
besser das Harz quillt, desto weniger ist die Diffusion eingeschriankt. Zum Anderen muss
man  unterscheiden  zwischen  einer  diffusionskontrollierten = und  einer
geschwindigkeitskontrollierten Reaktion. Wenn die Diffusion viel schneller ablduft als die
eigentliche Reaktion, so sollte nach relativ kurzer Zeit die Diffusion in das Kugelinnere

abgeschlossen sein, bevor die eigentliche Reaktion stattfindet. Das bedeutet, dass es bei

diffusionskontrollierten Reaktionen sehr wohl eine Abhingigkeit zwischen Beadradius und
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11951 Da die kommerziell erhéltlichen Trigermaterialien

Geschwindigkeit der Reaktion gibt.
immer aus einer relativ breiten GroBenverteilung bestehen (z. B. 40 — 75 pm, 75 — 150
um), kann dies vor allem bei der Synthese von ,,one-bead-one-compound®“-Bibliotheken
einen grofen Einfluss nehmen. Eine Alternative dazu ist die Verwendung von

monodispersen Beads, welche jedoch sehr teuer sind.

2.5.6 Kinetische Betrachtungen

Die Unterschiede in der Reaktionsgeschwindigkeit einer Reaktion in Losung und an fester
Phase lassen sich nicht generell beschreiben. Auf Grund von Diffusion, geringer
Beweglichkeit und Zuginglichkeit bei der polymerunterstiitzten Synthese, sollten
Reaktionen an der festen Phase langsamer ablaufen als in Losung. Bing Yan widmete sich
ab Mitte der neunziger Jahre sehr ausfiihrlich dem kinetischen Ablauf von Reaktionen an
unterschiedlichen polymeren Tridgern wund verglich die Ergebnisse mit der
Losungssynthese. Dabei untersuchte er unterschiedliche Reaktionstypen auf verschiedenen
polymeren Trigern, wie TentaGel und Polystyrol.l'®* 19 1971 zysammenfassend lisst sich
feststellen, dass nicht alle Reaktionen an fester Phase langsamer ablaufen als in Losung und
dass man keine Vorhersage treffen kann, ob eine Reaktion an einem beweglicheren,
polaren Triger wie TentaGel generell schneller ablduft, als an einem unbeweglicheren
Polystyroltrager. Auch hier miissen wieder viele Parameter, wie Art der Reaktion,
Quellverhalten des Tragers im verwendeten Losungsmittel, die Beweglichkeit der reaktiven
Zentren und der Einfluss der Struktur der eingesetzten Reagenzien auf die Polymermatrix,

beriicksichtigt werden.

Wechselwirkungen zwischen rdumlich benachbarten funktionellen Gruppen miissen in der
Festphasenchemie ebenfalls beachtet werden. In Losung héngt das Auftreten von inter- und
intramolekularen Reaktionen von der Zahl der ZusammenstoBe zweier verschiedener
Molekiile (intermolekular) und zweier funktioneller Gruppen im gleichen Molekiil
(intramolekular) ab. Die freie Beweglichkeit der Molekiile in Losung beschrinkt
intermolekulare Reaktionen jedoch nicht von vornherein. Der Tridger beschrinkt diese
Beweglichkeit jedes gebundenen Molekiils, was zu einer Beglinstigung von inter- und
intramolekularen Reaktionen fiihrt. Allerdings fiihrt die gute Solvatation der Beads zu einer
l6sungsdhnlichen Umgebung, was wiederum eine Abnahme der Wechselwirkungen zur

Folge hat. Generell ist die Konzentration funktioneller Gruppen in einem Polymerbead sehr
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hoch. Bei einem mit 1 mmol/g beladenen Triager, der in einem Losungsmittel um das
dreifache seines Volumens quillt, betrigt die Konzentration der reaktiven Zentren
0.33 mmol/ml. Die Unzuginglichkeit der reaktiven Zentren tritt vor allem bei hoéher

vernetzten Polymeren auf.!'®!

2.6 Analytische Methoden in der Festphasenchemie

Im Unterschied zur Losungschemie, bei der jede Zwischenstufe isoliert und mit den
gingigen Analysenmethoden wie NMR-Spektroskopie, Masenspektrometrie oder
chromatographische Verfahren charakterisiert werden kann, ist die Analytik bei
polymergebundenen Substraten komplizierter und fordert die Entwicklung spezieller
Verfahren. Eine Mdglichkeit, den Fortschritt der Synthese am Polymer zu verfolgen,
besteht in der Abspaltung einer kleinen Menge des jeweiligen Zwischenprodukts (off-bead-
Analytik). Dies kann anschlieend iiber HPLC, NMR und MS vollstindig charakterisiert
werden. Dieses Vorgehen ist jedoch sehr zeit- und eventuell kostenaufwendig, wenn nur
wenig Harz fiir die eigentliche Synthese zur Verfligung steht. Auch kann es
Schwierigkeiten mit unter den Abspaltbedingungen instabilen Zwischenstufen geben. Aus
diesen Griinden ist es notwendig, eine Reihe von analytischen Verfahren zur Hand zu
haben, die es erlauben, den Fortschritt einer Reaktion direkt am Polymer zu verfolgen

(on-bead-Analytik).

Spezielle Methoden werden zur Charakterisierung der Polymere im Hinblick auf
Beweglichkeit, Diffusionsverhalten und zur Bestimmung von Beladungen verwendet. Die
folgenden Abschnitte geben einen Uberblick iiber die in der Festphasenchemie eingesetzten

analytischen Methoden.

2.6.1 Elementaranalyse

Die Elementaranalyse dient zur Bestimmung von Halogen-, Schwefel- und Stickstoffgehalt
eines Polymers und gibt somit Informationen {iber die Beladung des Trigers. Auch kdnnen
mit Hilfe der Elementaranalyse durch das Verschwinden von Heteroatomen bei einer

Synthese Aussagen iiber die Vollstindigkeit der Reaktion gemacht werden.
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2.6.2 Farbreaktionen

Farbreaktionen sind schnelle und einfache Methoden, um die Vollstindigkeit einer
Reaktion am Polymer zu tiberpriifen. Eventuell noch am Polymer vorhandene funktionelle
Gruppen gehen mit den Fiarbereagenzien eine Reaktion ein. Der bekannteste Farbtest ist der
sog. Kaiser-Test, eine Reaktion von Ninhydrin mit primdren Aminen, die zu einem
tiefblauen Farbstoff fiihrt.!"””! Weitere Tests sind der Chloraniltest auf sekundire Amine!''"
und diverse Tests auf Alkohole,!''"! Aldehyde!'' und Carbonsduren,!''” welche aber

weniger Anwendung finden.

Bei der Immobilisierung von Indikatoren auf der Basis von Bromphenolblau am Harz kann
die Vollstandigkeit der Reaktion durch einen Farbwechsel des Harzes angezeigt werden.

Diese ,,Self-Indicating Resins* dienen zur in situ Verfolgung von Peptidsynthesen.!''*!

2.6.3 Infrarotspektroskopie

Die IR-Spektroskopie ist die meist eingesetzte Methode in der Festphasenchemie. Das
getrocknete Harz kann direkt zu Herstellung von KBr-Presslingen verwendet werden. Noch
einfacher ist die Probenvorbereitung bei der FT-ATR-IR-Spektroskopie (abgeschwichte
Totalreflexion; ATR), bei der das Harz direkt vermessen werden kann. Hier werden im
Unterschied zu Aufnahmen in Transmission nicht ganze Kugeln durchstrahlt, sondern
durch die geringe Eindringtiefe des IR-Strahls in die Probe werden nur oberflichennahe
Bereiche detektiert. Die IR-Spektroskopie bietet die Moglichkeit, den Verlauf einer
Synthese iiber die An- bzw. Abwesenheit charakteristischer Banden von funktionellen
Gruppen zu verfolgen.!''> '"® Um die Absorptionen der Polymermatrix zu eliminieren,

dient ein Differenzspektrum von belegtem und unbelegtem Harz.

Es existiert eine Vielzahl spezieller IR-Verfahren. Die FT-IR-Mikroskopie ermoglicht die
Aufnahme qualitativ guter IR-Spektren von einzelnen Harzkugeln. Dabei werden die Beads

in einen KBr-Pressling eingedriickt und in Transmission vermessen. Die IR-Mikroskopie

117]

dient zur Single Bead-Analytik von kombinatorischen Substanzbibliotheken!"'” und zur

18191 7ur Quantifizierung von Reaktionen kénnen

[120]

Aufnahme von Reaktionskinetiken.
IR-spektroskopische Verfahren in Verbindung mit der Chemometrie eingesetzt werden.
Auch Raman-Techniken sind mittlerweile in der Festphasenchemie verbreitet, welche z. B.

[121]

zu Untersuchungen der Zuginglichkeit von Enzymen und der Homogenitét
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funktioneller Gruppen im Polymer verwendet werden.'” Weitere IR-Methoden wie

DRIFT- und Photoakustikspektroskopie werden ebenfalls eingesetzt.['*

2.6.4 NMR-Spektroskopie

Durch Quellen in deuterierten Lésungsmitteln kénnen am Polymer verankerte Substrate
wie in Losung NMR-spektroskopisch untersucht werden. Allerdings liefern bei dieser
Methode nur Kerne mit groBer chemischer Verschiebung, wie 13C, ISN, 31P, 19F, qualitativ
gute Spektren. Die Aussagekraft von 'H-Spektren ist aufgrund der starken
Linienverbreiterung nur mifig. Eine groBe Verbesserung der Qualitdt von Gelphasen-
NMR-Spektren bringt der Einsatz der MAS-NMR-Spektroskopie. Mit ihrer Hilfe kénnen
'H-NMR-Spektren von gelférmigen Polymeren mit guter Aufldsung erhalten werden.!'**
Die MAS-NMR-Spektroskopie liefert auch die Moglichkeit, Reaktionen am Harz

11251 §ogar NMR-Spektren von einzelnen Macrobeads konnten mit

quantitativ zu verfolgen.
Hilfe dieser Technik aufgenommen werden.*”) Messungen von Diffusionskoeffizienten in
diversen Polystyrolharzen konnen durch Anwendung spezieller Pulsprogramme

[126]

durchgefiihrt werden. Der Einfluss der Polymermatrix kann durch geeignete

Pulssequenzen (Spin-Echo-Experiment) minimiert werden.['*”

2.6.5 Massenspektrometrie

Die Verwendung von photosensitiven Linkern ermoglicht die direkte Analyse
polymergebundener Zwischenstufen durch MALDI-TOF MS.!'"** 1 Nicht photolabil
angebundene Substrate konnen mittels TOF-SIMS direkt analysiert werden.*” Um im
MALDI MS detektiert werden zu kdnnen, miissen die Molekiile positiv geladen sein. Um
die Detektion aller polymergebundener Komponenten zu ermdglichen, hat sich die
Verwendung von speziellen Linkern als besonders niitzlich erwiesen. Diese Linker tragen
einen geladenen Spacer (z. B. ein quartires Ammoniumsalz), der bei der Abspaltung

freigesetzt wird.!'*"!
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2.6.6 ESR-Spektroskopie

Die ESR-Spektroskopie wird zur Untersuchung der Beweglichkeit reaktiver Zentren
eingesetzt. Durch Anbinden eines Spin-Labels an das Polymer konnen iiber die
Linienbreite des erhaltenen Signals Aussagen iiber die Mobilitit des Spin-Labels im
Polymer gemacht werden.["*'"** Weitere Anwendungen der ESR-Spektroskopie sind die

(351 ynd eine Methode zur Beladungsbestimmung von

Optimierung von Peptidsynthesen
Harzen.!**) Anders als bei der NMR-Spektroskopie, bei der die gesamte Polymermatrix mit
erfasst wird, erhdlt man in der ESR-Spektroskopie nur Informationen iiber das Verhalten
des Spin-Labels in seiner Umgebung. Dies macht die ESR-Spektroskopie zu einer sehr

sensitiven Methode. Weitere Details zur Theorie folgen in Kapitel 4.2.8.

2.6.7 UV/VIS- und Fluoreszenzspektroskopie

Durch Kuppeln von Fmoc-geschiitzten Aminosduren kann nach Abspaltung der Fmoc-
Gruppe die Beladung von polymeren Trigermaterialien iiber die UV-spektrometrische
Quantifizierung des Dibenzofulvens bestimmt werden. Dieses Verfahren wird routineméfig

eingesetzt und ist eine sehr exakte Methode fiir Beladungsbestimmungen.

Die Fluoreszenzspektroskopie ermdglicht durch Anbringen eines Fluorophors an das
Polymer Untersuchungen zu Beweglichkeiten und Quellverhalten.!*” **! Die konfokale
Fluoreszenzmikroskopie erlaubt die Aufnahme einzelner Beads. Dabei wird die
Polymerkugel optisch in Schichten zerlegt und von jeder Schicht die Fluoreszenzintensitét
gemessen. Beispiele hierfiir sind Informationen zur Homogenitdt der funktionellen
Gruppen und Aussagen iber den Ablauf einer Reaktion innerhalb eines Beads.!'"”
Allerdings miissen Quenchingeffekte beriicksichtigt werden, die die Interpretation der
Ergebnisse oft erschweren.!'*”! Eine Verbesserung dazu bringt der Einsatz der Zwei-

Photonen Fluoreszenzmikroskopie.!'*"’
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2.7 Polyethylenimin

Polyethylenimin (PEI) ist ein wasserlosliches Polymer, das aufgrund seiner hohen
Reaktivitit heute in vielen industriellen Prozessen eingesetzt wird. Es wird nur von zwei
Firmen weltweit hergestellt, der Nippon Shokubai Company, Ltd. (Japan) unter dem
Handelsnamen EPOMIN® und der BASF-AG Ludwigshafen (Deutschland) unter dem
Handelsnamen Lupasol®. PEI besteht aus einer Mischung verzweigter Polymere mit
unterschiedlichem  Molekulargewicht. Auf dem Markt sind Polymere mit
durchschnittlichen Molekulargewichten zwischen 300 und 2 000 000 erhéltlich, sowohl in
wasserfreier Form, als auch als wissrige Losung. PEI und seine Derivate werden heute vor

allem in der Papierindustrie eingesetzt.

271 Darstellung

PEI wird durch Ringdéffnungspolymerisation des Aziridins (Ethylenimin) unter
Sdurekatalyse hergestellt. Bei dieser Art der Polymerisation kommt es wiéhrend des
Prozesses zu hoch verzweigten Polymeren, die primire, sekundire und tertidre Amine in

einem Verhéltnis von ungeféhr 1:2:1 besitzen.

Das Aziridin ist eine farblose, entflammbare, leicht fliichtige Fliissigkeit, die mit fast allen
organischen Losungsmitteln und Wasser in jedem Verhiltnis mischbar ist, dagegen
unldslich in alkalischen Losungen und in aliphatischen Kohlenwasserstoffen. Aziridin ist
bei Inhalation und Beriihrung mit der Haut sehr toxisch und kann bei Kontakt mit
Lewissduren zu explosiven Polymerisationen fithren. Es wird mit Hilfe des Dow Prozesses
kommerziell hergestellt.'*"] Dabei reagiert Ethylendichlorid mit Ammoniak zu
2-Chlorethylamin, was in Gegenwart von Calciumoxid zum Imin zyklisiert. Das
wasserfreie Imin wird an der spontanen Polymerisation, die durch Verunreinigungen mit

Sauren ausgeldst werden kann, durch Lagern iiber Natriumhydroxid gehindert.

CICH,CH,CI + NHy *+ CaO ONH  + caCl, + H,0

Abb. 2-16: Darstellung von Aziridin nach dem Dow Verfahren.
Die Polymerisation des Aziridins lauft durch einen Kettenwachstumsmechanismus ab.!'*
Ausgelost wird die Polymerisation durch kleine Mengen an kationischen Reagenzien,

welche das Aziridin in ein elektronenarmes Alkylierungsmittel {iberfiihren. Diese

37



ALLGEMEINER TEIL

intermedidre Spezies kann nun sehr leicht eine Ringéffnung durch Nukleophile eingehen.
Als kationische Reagenzien werden z. B. Sduren, Wasser, organische Halogenide und

Phenole eingesetzt.

H
DNH + o —— D'G:H

H

H
DQ:H + DNH —— > DN =———= [ON-CH,CH,NH;"

“CH,CH,NH,

Abb. 2-17: Initialisierung der Polymerisation durch Protonierung von Aziridin und
Dimerbildung.

Das Kettenwachstum kann durch Reaktion des protonierten Aziridins mit einem
unprotonierten ausgelost werden. Genauso erfolgt der Kettenaufbau durch Reaktion des
protonierten Aziridins mit primdren, sekunddren und tertidren Aminen von bereits

aufgebauten Polymerketten, was zu vielen Verzweigungen in der Polymerkette fiihrt.

+
DNH\ I>N_CHZCHQNHCHZCHZN|-|3
20 /
° +,H

1 7/ +
[>N—CH,CH,NH, —— [N —— [>N—CH,CH,NH-CH,CH,NHCH,CH,NH;

“CH,CH,NH,
30
\ +
>N DT—CHZCHQNHCHZCHZNHZ

“CH,CH,NH, -
2 2 2

Abb. 2-18: Kettenwachstumsreaktionen bei der Polymerisation von PEI.

Der Kettenabbruch erfolgt durch intramolekulare makrozyklische Ringbildung, wobei die

entstehenden Ringe groBer als sechs Monomereinheiten sind.['*!

Um lineares PEI herzustellen, miissen entweder andere Monomerbausteine verwendet
werden oder die Polymerisation mit Aziridin muss unter bestimmten Bedingungen
durchgefiihrt werden. Die sdurekatalysierte Polymerisation von 2-substitutierten
2-Oxazolinen fiihrt zu Poly(N-acylethyleniminen), welche nach Hydrolyse lineares PEI

[144

ergibt."**) Durch Verwendung von BF3-Et,O als Initiator kann eine nahezu vollstindige

Hydrolyse von Poly(N-formalethylenimin) mit Natriumhydroxid erreicht werden.'* Mit
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dieser Art der Polymerisation konnen Polymere mit einem Molekulargewicht von bis zu
10 000 hergestellt werden.

Wenn die Polymerisation von Aziridin bei niedrigen Temperaturen (unter 40 °C)

47l Hier wurden sogar

durchgefiihrt wird, erhilt man ebenfalls lineares PEL!*®
Molekulargewichte von 25 000 erreicht. Im Gegensatz zu verzweigtem PEI, ist lineares PEI

ein kristallines Polymer, das wasserunloslich ist.

Kationische

N Kat. H* oder OH"
R—</Oj — —{T—CHZCHZ}y— ~{NH-CH;CH )
7
R

Abb. 2-19: Darstellung von linearem PEI.

2.7.2 Eigenschaften von verzweigtem PEI

Verzweigtes PEI ist eine klare, hochviskose Fliissigkeit, die je nach Molekulargewicht
leicht gelblich bis farblos ist. Die Viskositét ist stark abhédngig von Molekulargewicht,
Konzentration und Temperatur. Der Festpunkt von PEI liegt bei Polymeren mit niedrigen
und mittleren Molekulargewichten unter -20 °C und bei hdhermolekularen Polymeren unter
-5 °C. Die Zersetzungstemperatur liegt zwischen 240 °C und 310 °C. PEIs sind in jedem
Verhiltnis mit Wasser mischbar und I6sen sich sehr gut in niederen Alkoholen und Aceton,
sowie in THF, Toluol oder Ethylacetat. Die Toxizitit von PEI fdllt mit einer LDsy von
0.8-3.0 g/kg Korpergewicht bei oraler Applikation unter die Rubrik schwach toxisch bis
nahezu nichttoxisch. Dennoch konnen durch die hohe Basizitit des PEIs bei Kontakt mit
Augen, Schleimhduten und offenen Wunden Entziindungen hervorgerufen werden. Die
Vernetzungspunkte innerhalb des PEIs befinden sich groBtenteils 3 bis 3.5 Stickstoffatome
voneinander entfernt.'*> ¥ Durch diese Vernetzungsverteilung liegen wahrscheinlich

1491 welche viele geladene Stickstoffatome beinhalten

spheroidal geformte Molekiile vor,
konnen. PEI kann als ein kationischer Polyelektrolyt fungieren und wird sehr stark von
anionisch geladenen organischen und anorganischen Materialien, Kolloiden und
Oberfldachen angezogen. Durch die eingebauten Aminogruppen in den Polymerketten zeigt
PEI eine hohe chemische Reaktivitit.">” Es kann Reaktionen eingehen mit Aldehyden,

Ketonen und Halogeniden, welche bei Verwendung von difunktionalisierten Molekiilen
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eine dreidimensionale Vernetzung des PEIs bewirken. Isocyanate, Thioisocyanate,
Acrylnitril, Guanidine, Harnstoffe und Carbonsdurederivate werden zur Derivatisierung
von PEI ebenfalls eingesetzt und liefern fiir viele Sparten der Industrie technische

Rohstoffe.

273 Verwendung von PEI

PEI wird vor allem in der Papierindustrie eingesetzt. Hier findet es eine ganze Reihe von
Anwendungen, wie zur Erhohung der Papierfestigkeit, zur Verbesserung von Fiill-,
Pigment- und Farbstoffprozessen und zur Klirung von Abwéssern, welche bei der
Papierherstellung anfallen, um nur einige zu nennen. Viele Derivate des PEIs werden bei

der Herstellung spezieller Papiersorten verwendet.

Viele andere industriellen Anwendungen des PEIs und dessen Derivate seien an dieser

Stelle nur aufgelistet:!"*"!

als Klebstoffe

zur Verbesserung der Qualitit von Druckerfarben
zur Verbesserung der Eigenschaften von Textilfasern
als Zusatz in Haarpflegemitteln und Seifen

als Flockungsmittel

als Rostschutzmittel

als Schmiermittel

als Dispergiermittel

als Schwermetallscavenger

als Ionenaustauscherharz

als Zusatzstoff bei der Galvanisierung

Auf die biologischen, medizinischen und enzymatischen Anwendungen des PEIs wird in

Kap. 4.4 extra eingegangen.

40



ZIEL DER ARBEIT

3 Ziel der Arbeit

Die vorliegende Dissertationsarbeit gliedert sich in vier Bereiche, die sich alle mit einem
neuen Tragerkonzept auf der Basis von Polyethylenimin befassen. Dieses neue Konzept der
Polykondensation von funktionalisierten Monomeren liefert einen einfachen Zugang zu

hochbeladenen, aminfunktionalisierten Ultraharzen.

Im ersten Teil der Arbeit stand die Synthese von neuen hochbeladenen Tragermaterialien
durch Vernetzung von niedermolekularem Polyethylenimin mit einem difunktionalisierten
Crosslinkermolekiil im Vordergrund. Durch Erarbeitung eines robusten Syntheseprotokolls
fiir die Herstellung des Polymers sollte die Moglichkeit geliefert werden, diese neuen
polymeren Trigermaterialien ohne Probleme auch in groBerem MaBstab herzustellen. Nach
ausflihrlicher Charakterisierung des Harzes, war die Untersuchung der chemischen und
mechanischen Stabilitdit und das Erreichen hoher Beladungen durch verschiedene

Funktionalisierungesreakionen das Ziel.

Der zweite Teil befasst sich mit der Synthese und Evaluierung verschiedener Ultraharze.
Ausgehend von einer genauen Charakterisierung diverser Polyethylenimine, sollte eine
Reihe von Ultraharzen mit unterschiedlichen Anteilen an Crosslinker und unterschiedlichen
PEIs hergestellt und charakterisiert werden. Die Harze sollten mit einer Reihe von géingigen
Linkermolekiilen derivatisiert werden, mit dem Ziel hohe Beladungen zu erreichen.
Untersuchungen des Quellverhaltens und der Mobilitdt der einzelnen Polymere sowie ihre
Verwendung als Trigermaterial in der Peptidsynthese sollten Aussagen zulassen, welches
der hergestellten Harze sich am besten fiir den Einsatz in der festphasenunterstiitzten

Synthese eignet.

Im dritten Teil sollte das Ultraharz-Konzept auf die Anwendung als polymeres Reagenz
iibertragen werden. Ziel war die Herstellung eines hochbeladenen polymeren
Borhydridharzes. Die Idee war, durch Quarternisierung der Amine des Polymers ein
polykationisches Harz herzustellen, welches durch einfachen Ionenaustausch zum
polymeren Borhydrid umgesetzt wird. Das hochbeladene polymere Reagenz sollte in einer
Reihe von in der Literatur beschriebenen Anwendungen als Reduktionsmittel getestet

werden.
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Der vierte Teil befasst sich mit der Synthese von peptidfunktionalisierten dendritischen
Strukturen. Durch Vernetzung von PEI mit einem speziellen Crosslinker, sollte ein
Tragermaterial hergestellt werden, das nach entsprechender Funktionalisierung wieder in
seine 10slichen Ausgangspolymere zerlegt werden kann. Die Aufgabe bestand in der
Synthese eines reversiblen Vernetzers und in der Etablierung der Polymerisation mit PEI.
AnschlieBend sollten an diesem reversibel vernetzten Trager Peptide in hohen Beladungen
aufgebaut werden. Nach Auflésen der Vernetzung, sollten die erhaltenen
peptidfunktionalisierten PEI-Polymere charakterisiert und auf ihre Zellverfiigbarkeit und

Cytotoxizitdt untersucht werden.
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4 Ergebnisse

4.1 Synthese von Ultraharzen

411 Einleitung

Polymere Trigermaterialien werden klassischerweise iiber die Copolymerisation von
monovalenten Monomeren zusammen mit einem kleinen Anteil von bivalenten
Monomeren, welche zur Vernetzung des Polymers fiihren, hergestellt. Funktionelle
Gruppen werden entweder durch entsprechende Monomerbausteine wihrend der
Polymerisation eingefiihrt, oder aber die Funktionalisierung erfolgt nach der
Polymerisation. Die Eigenschaften der Polymere konnen durch Variation von Lénge und

Menge des Crosslinkers beeinflusst werden (Abb. 4-1, A).

Generell leiden aktuelle polymerunterstiitzte Synthesemethoden an ihrer geringen
Atomékonomie im Vergleich zur konkurrierenden Synthese in Lsung.”*! Dadurch wird die
festphasenunterstiitzte Chemie an konventionellen Harzen von ressourcen- und
kostenintensiven Anwendungen, wie Synthesen im groBeren oder sogar technischen
Malistab ausgeschlossen. Durch Entwicklung neuer, effizient funktionalisierbarer Polymere
sollte es moglich sein, die Trigerkapazitit erheblich zu steigern und somit der

Festphasenchemie Zugang zu neuen Feldern in der Chemie zu verschaffen.

Ein alternatives Konzept zu dem oben beschriebenen herkommlichen Verfahren fiir die
Herstellung von polymeren Tragern, ist die Vernetzung von Islichen Polymeren, die eine
hohe Dichte von funktionellen Gruppen tragen, und die somit eine nachtrigliche, weitere
Funktionalisierung des polymeren Tridgers erlauben (Abb. 4-1, B). Dieses Prinzip
ermoglicht sehr einfach die Herstellung von hochbeladenen Tragermaterialien und wurde

bereits bei lonenaustauschern und fiir die Enzymimmobilisierung eingesetzt.
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Einfiihrung
von
funktionellen
Gruppen
o ol 0 8 T
Monomer  Bivalentes Vernetztes Polymer Vernetztes Polymer mit funktionellen
Monomer Gruppen
Bé—?—g—?—g—?—é—?+i—>;;§% %;!E
Polymer mit funktionellen  Crosslinker Vernetztes Polvmer mit funktionellen Gruppen

Gruppen
Abb. 4-1: Alternative Konzepte fiir die Herstellung von vernetzten Polymeren.

Entscheidend fiir die theoretische maximale Beladung des Polymers ist das
Molekulargewicht des verwendeten Monomers: Je kleiner das Molekulargewicht, desto

hoher ist die Kapazitit des daraus resultierenden Polymers.

Cl
OH {/\/ HJ\
N
L —n n n
Mnonomer 152.5 44 43
[g/mol]
Beladung 6.6 22.7 23.3
[mmol/g]

Abb. 4-2: Potenzielle Bausteine fiir die Synthese hochbeladener Polymere auf der Basis von

Poly-4-chlormethylstyrol, Polyvinylalkohol (PVA) und Polyethylenimin (PEI).

Die Vernetzung von PEI fiihrt zu hochbeladenen Triagermaterialien, die liber die groBe Zahl
von Aminen im Polymerriickgrat sehr leicht und vielféltig funktionalisierbar sind. Viele
Publikationen haben sich bereits mit der Herstellung von Polymeren aus vernetztem PEI
befasst. Diese Polymere wurden vor allem als Ionenaustauscherharze und als
Schwermetallscavenger fiir Uran, Kupfer und Kobalt eingesetzt.">'"'**! Hier sind PEIs mit
unterschiedlichen Molekulargewichten (von 600 bis 50 000) vor allem mit

Dihalogenverbindungen und Epichlorhydrin vernetzt worden. Die Verwendung von

44



ERGEBNISSE

Dihalogenverbindungen als Crosslinker hat gegeniiber Epichlorhydrin den Vorteil, dass bei
Reaktion eines Alkyldibromids mit einem sekunddren Amin das gebildete tertidre Amin als
Bromid vorliegt und deshalb nicht mit einem weiteren Alkylbromid zu einem stark
basischen quartiren Ammoniumion reagieren kann. Dies kann bei Verwendung von
Epichlorhydrin nicht generell ausgeschlossen werden. Auf der anderen Seite garantiert die
hohe Reaktivitdit des Epoxidrings eine vollstindigere Reaktion. Hier verlduft die
Vernetzung iiber nukleophile Addition (Ring6ffnung), wéhrend sie bei Verwendung von

Dihalogenverbindungen iiber eine nukleophile Substitution abléutft.

Frithe Arbeiten aus dem Jahre 1957 von Shepherd verwendeten als Crosslinker
Ethylendibromid, welches mit zuvor aus Ethylenimin hergestelltem PEI in MeOH fiir 24 h

(1561 Die erhaltenen Polymere wurden

bei 95 °C zu einem klaren Gel polymerisiert wurde.
mit KOH in die freie Aminform tiiberfithrt und in Hinblick auf ihre Affinitdt gegeniiber
Anionen und Kupfer getestet. Untersuchungen zum Vernetzungsgrad der Polymere zeigten,
dass es ein Minimum an Crosslinker gibt, welches ein mechanisch stabiles Polymergel
liefert. Auch die maximale Menge an Vernetzer wurde getestet und es zeigte sich, dass bei
stochiometrischen Mengen bzw. Uberschiissen nur noch eine bestimmte Anzahl an
Crosslinkermolekiilen mit dem PEI reagiert. Allerdings zeigten diese Materialien nicht das
Verhalten von hochvernetzten Polymeren, sondern es waren elastische, quellfdhige Gele.
Daraus folgerten die Autoren, dass nur ein kleiner Teil der Dihalogenverbindung wirkliche

Vernetzungen zwischen den PEI-Ketten eingeht und der GroBteil mit einzelnen Ketten zu

kleinen, geschlossenen Ringen reagiert.

Nonogaki benutzte eine 20 % wissrige Losung von PEI, die mit Ethylendichlorid und
NaOH fiir 13 h bei 100 °C zu einem Polymer umgesetzt wurde. Die erhaltenen Harze
wurden in die Chlorid- und in die Hydroxyform iiberfiihrt, und Kupfer- und
Kobaltkomplexe mit diesen Harzen auf ihre Anionenaustauschereigenschaften

untersucht.!>”]

Rivas befasste sich in den achtziger Jahren ausfiihrlich mit der Herstellung von Polymeren
auf der Basis von vernetztem PEI fiir den Einsatz als Schwermetallscavenger.[ls1'155’ 8] Zur
Herstellung wurde eine Reihe von Dihalogenverbindungen verwendet, die mit PEI in einer
heterogenen Reaktion in Petrolether unter Zusatz eines Emulgators bei 95 °C fiir 8§ h
umgesetzt wurden. Die erhaltenen Polymere wurden mit 1 N NaOH gewaschen. Weitere

Derivatisierungen der Harze, wie N-Methylierung mit Dimethylsulfat in Acetonitril,
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N-Carboxymethylierung mit Monochloressigsdure unter basischen Bedingungen und

N-Phosphonmethylierung mittels Formaldehyd und Phosphorséure wurden durchgefiihrt.

Fiir die Immobilisierung von Enzymen wurde ebenfalls der Einsatz von vernetztem PEI
untersucht. Dazu wurden Harze mit Isothiocyanatgruppen und mit Sadureazidgruppen als
reaktiven Gruppen hergestellt. Als Crosslinker fungierte 1,4-Phenylendiisothiocyanat.
Durch Variation des Vernetzungsgrades und dem Gehalt an reaktiven Gruppen, wurde eine
Reihe von Harzen hergestellt, die auf ihre Eignung fiir die Immobilisierung von Papain,

U] Eine andere Arbeit zur

Trypsin, a-Chymotrypsin und Urease getestet wurden.
Enzymimmobilisierung benutzte fiir die Darstellung der Polymere eine 50 % wéssrige
Losung von PEI (MG 45 000), die mit Epichlorhydrin bei 40 — 50 °C fiir 1 h vernetzt

wurde.[1®)

Klotz synthetisierte vernetzte PEIs durch Derivatisierung mit Thiobutyrolacton und
anschlieBender Vernetzung der Thiolgruppen zu Disulfidbriicken bei An- und Abwesenheit
von Methylorange. Nach dem Entfernen des Methyloranges, wurden die beiden Polymere
auf ihre Bindungsaffinitit gegeniiber Methylorange untersucht. Dabei zeigte sich eine
hohere und stirkere Bindung bei dem Polymer, was in Anwesenheit von Methylorange
polymerisiert wurde. Basierend auf diesen Resultaten wurde vorgeschlagen, dass die
Konformation des Polymers durch die Anwesenheit von Substraten wihrend der

Polymerisation beeinflusst werden kann.'®!

Eine weitere Art der Vernetzung von PEI ist die Verwendung von Dialdehyden, welche in
einer Polykondensationsreaktion zu einem Polymer reagieren. In einem zweiten Schritt

werden die entstandenen Imine reduziert.'' %%

Generell lassen sich PEIs mit einer Vielzahl von bifunktionellen Molekiilen vernetzen. Die
Figenschaften der Polymere hidngen von der Gréfe und dem Vernetzungsgrad der
eingesetzten PEIs ab. Natiirlich spielt auch die Natur des Crosslinkers eine wichtige Rolle,

sowie die Art der Vernetzungsreaktion.
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4.1.2 Synthese von Ultraharzen

Fiir die Synthese der Ultraharze auf der Basis von vernetztem PEI wurde ein PEI mit einem
niedrigen Molekulargewicht verwendet. Zur Berechnung des Polymerisationsgrades n
wurde das Verhiltnis von Stickstoff zu Kohlenstoff im PEI aus den Daten der

Elementaranalyse mit der allgemeinen Summenformel fiir PEI gleichgesetzt:

N
H2N{/\/ ;|\H
n

C=2-n-12
N=14-n+14
M, =43.07-n+17.03
N _14n 14
C 24n 24n
po AN _14
24\ C 24
aus Elementaranalyse: C:53.1% H:11.9% N:34.5 %
= n=_38.74 M, = 393.5 g/mol (Angabe des Herstellers 420 g/mol)

Die Verwendung eines PEIs mit relativ kurzer Kettenlinge und daraus resultierendem
niedrigen Verzweigungsgrad sollte bei der Polymerisation ein regelmifBig aufgebautes
Polymer liefern, welches bessere Eigenschaften wie Zugénglichkeit, Beladbarkeit und
Quellverhalten hat, als ein Polymer, das aus einem hohermolekularen, stark verzweigten
PEI aufgebaut ist. Auch sollte der Polymerisationsprozess dadurch besser gesteuert werden

konnen.

Als Vernetzermolekiil wurde der Terephthalaldehyd ausgewihlt. Dieser bifunktionelle
Aldehyd reagiert in einer thermodynamisch kontrollierten Gleichgewichtsreaktion mit den
Aminen des PEIs zum entsprechenden Imin, und zwar bevorzugt mit den priméren
Aminen, was wiederum zu einem Polymer mit einer geordneten Struktur fiihrt. Diese
Reaktion dient zur Verldngerung der Ketten. Erst wenn alle primdren Amine abreagiert
haben, erfolgt die eigentliche Vernetzung durch Reaktion von noch vorhandenem
Terephthalaldehyd mit sekundéren Aminen des PEIs. Natiirlich besteht bereits durch die
verzweigte Struktur des PEIs eine vernetzte Raumstruktur. Durch die Kenntnis des
mittleren Molekulargewichts des PEIs kann der Vernetzungsgrad genau kontrolliert

werden. Die entstandenen Imine wurden in einem zweiten Schritt zu den entsprechenden
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Aminen reduziert. Durch dieses Verfahren konnten aus kostengiinstigen Ausgangsstoffen

sehr einfach die Ultraharze auch in groBeren Mafistdben hergestellt werden.

Die Polykondensation wurde in THF bei Raumtemperatur durchgefiihrt. Dabei wurden PEI
und Terephthalaldehyd separat in soviel THF geldst, damit beide Stoffe gerade noch gut
dissoziiert vorliegen. Die beiden Losungen wurden unter Riithren schnell vereint, und es
erfolgte eine spontane Erwdrmung des Reaktionsgefdfles auf 42 °C. Die Viskositit der
Losung nahm innerhalb weniger Minuten zu, und nach 10 min begann die anfangs gelbe
Losung zu einem klaren gelben Gel fest zu werden. Nach weiteren 10 min erfolgte eine
Eintribung des Polymers vom Rand des Glaskolbens. Das weiBllich-gelbe
Polykondensationsprodukt war nach 1 h vollstindig eingetriibt und hatte eine gummiartige

Konsistenz.

i THF N N
HoN <" NH, * —_—

HN-~
o | H
\\N/\/L\l\/\N/\/N\/\N/\/N\
H H H
HN-~ R H N H 7
‘N/\/N\/\N/\/N\/\N/\/N
H H I
HN/\/N\/\N/\/N\/\N/\/NH
H H /NH
HN '

NaBH,
4>
MeOH/THF

Il
Y

Abb. 4-3: Synthese der Ultraharze.
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Nach insgesamt 4 h wurde das Polymer zerkleinert und die Imine mit 3 eq.
Natriumborhydrid bezogen auf die Menge an Vernetzer in THF/MeOH 2:1 fiir 16 h bei RT

reduziert.

Um {iberschiissiges Natriumborhydrid zu eliminieren, wurde das Harz durch Behandlung
mit 1 N HCI in die Hydrochloridform {iiberfiihrt. Dabei nahm das Quellvolumen des
Polymers sehr stark zu (bis zu 180 ml/g). Die Uberfiihrung in die freie Aminform durch
Behandlung mit 2 N NaOH und anschlieBendem Waschen mit Wasser erfolgte quantitativ,
was durch eine negative Elementaranalyse auf Chlor und FT-ATR-IR-Spektroskopie

gezeigt werden konnte.

Die weitere Aufarbeitung des Harzes beinhaltete griindliches Waschen mit Wasser und
THF, um eventuell nicht umgesetzte Edukte zu entfernen. AnschlieBend wurde das
Aminharz in MeOH gequollen und durch ein Metallsieb gedriickt, um Partikel mit einer
einheitlichen GroBenverteilung zu erlangen. Nach weiterem Waschen mit THF und DCM
wurde das Harz im Vakuum getrocknet. Die erhaltenen weill-grauen Polymere zeigten
starke Adsorption untereinander, und waren bei Zugabe von Losungsmittel sehr gut
quellfdhig. Das Hydrochloridharz wurde als weiB3-graues, feinkorniges Polymer

erhalten.'®

Fiir den Erfolg der Polymerisation ist die Konzentration der Ausgangsstoffe in THF von
entscheidender Bedeutung. Bei zu niedriger Konzentration tritt keine Polymerisation auf
Grund der kleineren Wahrscheinlichkeit der Zusammenstosse zwischen PEI und
Crosslinker ein, bzw. es resultiert ein Polymer, welches mechanisch nicht gentigend stabil
ist. Bei zu hoher Konzentration ist die Loslichkeit des PEIs und vor allem des
Terephthalaldehyds in THF zu gering, so dass hier eine unvollstindige Reaktion zwischen
PEI und Dialdehyd stattfindet. Wenn die Polymerisation in anderen Losungsmitteln, wie
z.B. DCM durchgefiihrt wird, resultiert ein Polymer mit wesentlich schlechteren
Quelleigenschaften. Auf die Verwendung von unterschiedlichen Varianten und Mengen an

Vernetzer wird in Kap 4.2 ausfiihrlich eingegangen.

Fiir die Reduktion der Imine im polymeren Netzwerk wurde eine Reihe von Parametern
variiert. Die Verwendung von Natriumborhydrid in reinem MeOH resultierte oft in der
Auflosung des Iminnetzwerkes. Auch die Anwesenheit von Wasser sowohl durch die
Polykondensation als auch im verwendeten MeOH kann zur Hydrolyse der Imine fiihren.

Bei Durchfiihrung der Reduktion in reinem THF dauerte die Reduktion sehr lange und war
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meist nicht vollstindig, was sich in einer teilweisen Auflosung des Polymers bei Zugabe
von 1 N HCI und daraus folgend in niedrigen Ausbeuten zeigte. Dies kann mit der
schlechten Loslichkeit des Natriumborhydrids in THF erkldrt werden. Das in der
Losungssynthese am meisten verbreitete Reduktionsmittel fiir reduktive Aminierungen,
Natriumcyanoborhydrid, war zu schwach, um die polymeren Imine zu reduzieren. Die
Zugabe von wasserentziehenden Mitteln, wie Tetramethylorthoameisenséureester, brachte
keine Verbesserung. Die Kombination von THF und MeOH lieferte die besten und
verldsslichsten Resultate. Hier werden einmal die polymeren Imine durch das THF
stabilisiert und das Natriumborhydrid durch das MeOH geniigend solvatisiert, um die
Reduktion quantitativ ablaufen zu lassen. Der Versuch, Polykondensation und Reduktion in
einer Ein-Topf-Reaktion durchzufiihren, resultierte in einem mechanisch instabilen Harz,

was nur in niedrigen Ausbeuten erhalten wurde.

41.3 Charakterisierung der Ultraharze

Die Charakterisierung der hergestellten Ultraharze erfolgte mit Hilfe der Elementaranalyse,

der FT-ATR-IR-Spektroskopie und der 'H-MAS-NMR-Spektroskopie.

Die Elementaranalyse lieferte durch den Stickstoffgehalt eine Beladung von 14.6 mmol/g
an Aminen der Harze. Die Zahl der fiir weitere chemische Derivatisierung zur Verfiigung
stehenden Amine ist jedoch kleiner, da die im Polymer vorhandenen tertiiren Amine nicht
weiter funktionalisiert werden kdnnen. Auf die Berechnung der Anzahl tertidrer Amine im

Polymer wird in Kap. 4.2.4 eingegangen.

Tab. 4-1: Ergebnisse der Elementaranalyse der Ultraharze in der Hydrochloridform und in

der freien Aminform.

Ultraharz C [%] H [%] N [%] Cl [%]
Hydrochloridform 42.2 7.4 12.2 26.2
Aminform 64.2 10.6 20.4 0

Das Hydrochlorid-Harz zeigte ein Chlorgehalt von 26.2 %, was einer Beladung von

7.4 mmol/g entspricht. Die vollstindige Konvertierung des Hydrochloridharzes in das freie
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Aminharz mit NaOH konnte durch Bestimmung des Chlorgehaltes im Aminharzes

bewiesen werden. Hier wurde kein Chlor mehr gefunden.

Mit Hilfe der FT-ATR-IR-Spektroskopie konnte die komplette Umsetzung des
Terephthalaldehyds mit dem PEI gezeigt werden. Im IR-Spektrum des freien Aminharzes
wurden keine Carbonylbanden des Aldehyds bei 1698 cm™' sowie auch keine
Hydroxybanden des entsprechend reduzierten Alkohols gefunden. Auch die Vollstindigkeit
der Reduktion konnte durch Abwesenheit einer Iminbande bei 1640 cm™ demonstriert
werden. Die These, dass Terephthalaldehyd zundchst mit den primidren Aminen des PEIs

reagiert und erst anschlieBend mit den sekundiren die Vernetzung des Polymers eingeht,

konnte durch das Fehlen der fiir PEI charakteristischen N-H-Deformationsschwingung fiir
142]

primire Amine bei 1605 cm™ untermauert werden.!

0,25

—2809

0,20

0,15

ATR-Einheiten
(@]
>
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Abb. 4-4: FT-ATR-IR-Spektrum des Ultraharzes in der freien Aminform.

Die charakteristischen Banden des Ultraharzes in der freien Aminform sind die
N -H -Valenzschwingung ~ fiir ~sekundidre Amine bei 3260 cm™, aromatische

C-H -Valenzschwingungen  des  Crosslinkers bei 3015 cm’, aliphatische
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C-H -Valenzschwingungen bei 2888 und 2809 cm™, N-H-Deformationsschwingungen der
sekundiren Amine bei 1510 cm” und C-H-Deformationsschwingungen des PEIs bei
1451 cm™. Das IR-Spektrum der Hydrochloridform der Ultraharze zeigte aufgrund der

protonierten Amine eine breite Bande zwischen 2780 und 2200 cm'.

Die 'H-MAS-NMR-Spektroskopie konnte fiir die experimentelle Bestimmung des
Verhéltnisses zwischen Vernetzer und PEI in den Ultraharzen verwendet werden. Das
theoretische Verhéltnis berechnet sich aus der Menge an Terephthalaldehyd und der Menge
an PEI, welche durch das mittlere Molekulargewicht gegeben ist. Fiir das hier hergestellte
Ultraharz ergab sich ein theoretisches Verhéltnis von Crosslinker zu PEI von 1.67. Die
Integration der CH,-Protonen des PEIs im Polymer zwischen 2.3 und 3.1 ppm und der
benzylischen Protonen des Crosslinkers zwischen 3.5 und 4.0 ppm lieferte nach
Berechnung der Anzahl der CH-Protonen im PEI iiber den Polymerisationsgrad n das
experimentelle Verhiltnis zwischen Terephthalaldehyd und PEI, was hier bei 1.55 lag und
somit in guter Ubereinstimmung mit der Theorie steht. Ausfiihrliche Untersuchungen und
Berechnungen von Vernetzungsgraden aus den 'H-MAS-NMR-Spektren folgen in
Kap. 4.2.5.

Die Hydrochloridform der Ultraharze zeigt ein enormes Quellvolumen in Wasser
(180 ml/g), jedoch nur méBiges Quellen in organischen Losungsmitteln. Dies kann durch
die polykationische Natur der Harze erklart werden. Die freie Aminform der Ultraharze hat
ein sehr gutes Quellverhalten in allen géngigen organischen Losungsmitteln. Besonders zu
erwéhnen sind die ausgezeichneten Quelleigenschaften des polymeren Trigers in Wasser
(62 ml/g) und in MeOH (44 ml/g), was diese Harze auch fiir biologische Anwendungen
interessant macht. Weitere Quellfaktoren werden in Kap 4.2.7 aufgefiihrt.

41.4 Derivatisierung der Ultraharze

Die groBe Zahl an Aminen im Polymerbackbone ldsst eine Vielzahl von
Funktionalisierungsreaktionen, wie Acylierungen und nukleophile Substitutionen, zu. Um
Linkermolekiile in hoher Beladung am Polymer zu verankern, muss zundchst die
Zuginglichkeit zu den reaktiven Zentren, den Aminen, gewéhrleistet sein. Auflerdem muss
sichergestellt werden, dass nach dem Anbringen eines Linkers die verbleibenden Amine

des Harzes auf einfache Weise chemisch so modifiziert werden konnen, dass sie in der
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weiteren Synthese keine Nebenreaktionen mit Reagenzien eingehen konnen. Dies wiirde
eine Verringerung der Ausbeute und Reinheit der Produkte bedeuten. Die Ultraharze
wurden als polymere Reagenzien sowie mit einer Vielzahl an Linkern derivatisiert. Dabei
stand das Erreichen von hohen Beladungen bei der Optimierung der Synthesen im
Vordergrund. Abb. 4-5 gibt einen Uberblick iiber die hergestellten funktionalisierten
Ultraharze. Die Aufarbeitung der Harze erfolgte durch Waschen mit einer
Losungsmittelreihe von polar zu unpolar und anschlieBendem Trocknen der Harze im

Vakuum, analog der Aufarbeitung von Polystyrolharzen.

Abb. 4-5: Derivatisierungsmdéglichkeiten von Ultraharzen.

Um die gute Zuginglichkeit zu den Aminen im Ultraharz zu demonstrieren, wurde die freie
Aminform des Ultraharzes mit Acetanhydrid und DiPEA (1:2, v:v) komplett acetyliert. Die
Vollstindigkeit der Reaktion wurde durch negativen Kaiser- und Chloraniltest sowie durch
die Abwesenheit der N-H-Valenzschwingung bei 3260 cm™ im IR-Spektrum bewiesen. Die
gebildeten Amide zeigten eine starke Bande bei 1635 cm™, die der Carbonylschwingung

der Amidbindung zuzuordnen ist. Mit Hilfe dieser einfachen Reaktion war es generell
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moglich, die gesamten Amine des Harzes zu ,,cappen® und somit nach Funktionalisierung
mit einem Linker vom weiteren Syntheseverlauf auszuschlieBen. Aufgrund der hohen
Stabilitdt der Amidbindung, gab es bei den weiteren chemischen Transformationen

keinerlei Nebenreaktionen.

Acetanhydrid/
DiPEA 1:2

@NH — @N

Abb. 4-6: Acetylierung von Ultraharz.

Ein weiterer Test fiir die Zugénglichkeit der Amine im Hinblick auf den Einsatz der Harze
in der Peptidsynthese war die Immobilisierung von Fmoc-Glycin direkt an die Ultraharze.
Dabei wurden unterschiedliche Kupplungsreagenzien unter gleichen Bedingungen getestet.
Die Verwendung von TBTU mit DiPEA als Base resultierte nach zweimaliger Kupplung
fiir jeweils 3 h mit 2 eq. bezogen auf 15 mmol/g in einer Beladung von 5.5 mmol/g, welche
nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit 20 % Piperidin/DMF-Losung und
photospektrometrischer Quantifizierung bestimmt wurde. Durch Einsatz von DIC/HOBL als
Kupplungsreagenz wurde eine Beladung von 6.2 mmol/g erreicht, was einer Umsetzung
von tiiber 80 % der fiir die Funktionalisierung zuginglichen Amine entspricht. Die
Polymere zeigten ausgezeichnete Quelleigenschaften in organischen Losungsmitteln. Die

Masse der Harze vergrofBerte sich wéihrend der Synthese auf das 7.5 fache.

0 TBTU: 5.5 mmol/
TBTU/DIiPEA )JVNHFmOC ’
@NH +  Fmoc-Gly ——> N DIC: 6.2 mmol/g
oder
DIC/HOBt

Abb. 4-7: Kupplung von Fmoc-Glycin unter verschiedenen Bedingungen an Ultraharz.

Die Alkylierung der sekundéren und tertidren Amine des Ultraharzes mit Methyliodid in
DMEF bei RT lieferte das quarternisierte, polykationische Harz. Durch Elementaranalyse
wurde ein lodgehalt von 49.7 % ermittelt, was einer Umsetzung von ca. 88 % entspricht.
Dieses Polymer zeigte aufgrund seiner ionischen Struktur ein sehr hohes Quellvolumen in
polaren Losungsmitteln, wie MeOH und Wasser. Dabei wurde das Harz zu einem

farblosen, gelartigen Polymer.

DMF, RT

Q>N ¢ CHl ———— @N 1: 49.7 %

Abb. 4-8: Alkylierung von Ultraharz mit Methyliodid.
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Die Einfilhrung eines Linkermolekiils an die Ultraharze erfordert die Verwendung eines
bifunktionellen Substrates. Dabei muss eine funktionelle Gruppe mit den Aminen des
Polymers eine stabile Bindung eingehen, wéhrend die andere funktionelle Gruppe geschiitzt
vorliegen muss, was weitere Reaktionsschritte, wie Einfithrung einer Schutzgruppe auf das
Linkersubstrat und Abspaltung der Schutzgruppe nach Immobilisierung an das Polymer zur
Folge hat. Die Reaktion von Lactonen mit Aminen fiithrt durch nukleophile Ring6ffnung
des Lactons in einem Schritt zur Bildung von Hydroxyamiden. In der Literatur ist diese
Reaktion auf stark nukleophile Amine und sehr reaktive Lactone unter drastischen
Reaktionsbedingungen, wie hoher Druck und hohe Temperatur, beschrieben.!'*! Durch
Reaktion von 4-Butyrolacton mit Ultraharz bei 90 °C fiir 18 h wurden die entsprechenden
Hydroxyamide erhalten. Schon nach kurzer Reaktionszeit wurde der Fortschritt durch die
starke VolumenvergroBerung des Harzes deutlich. Durch den groBen Uberschuss an Lacton
kam es durch Reaktion der freien Hydroxygruppe mit 4-Butyrolacton zur Bildung der
entsprechenden Ester. Diese konnten nach Capping der restlichen Amine des Harzes mit
Acetanhydrid/DiPEA durch Hydrolyse mit Natriummethanolat wieder gespalten werden.
Um die Beladung der Ultraharze mit Hydroxygruppen zu bestimmen, wurde Fmoc-Glycin
mit Hilfe von MSNT als Kupplungsreagenz und 1-Methylimidazol als Base in DCM auf

11651 Nach Abspaltung der Fmoc-Gruppe wurde eine

die Hydroxygruppen gekuppelt.
Beladung von 3.5 mmol/g erhalten. Allerdings ist trotz Doppelkupplung und groflen
Uberschiissen von Fmoc-Glycin (5 eq. bezogen auf 5 mmol/g) nicht sichergestellt, dass alle
OH-Gruppen acyliert wurden. Alle Harze zeigten gutes Quellverhalten in DCM und DMF.
Die gesamte Reaktionsfolge wurde mit Hilfe der IR-Spektroskopie verfolgt. Die
Hydroxyamide zeigten eine starke Amidbande bei 1623 cm™, eine Esterbande bei
1730 cm™ und eine breite OH-Bande bei 3350 cm™. Nach dem Cappingschritt waren eine
Verschiebung der Amidbande zu 1637 cm™ und eine starke Zunahme der Esterbande bei
1730 cm™ sichtbar. Die vollstindige Verseifung der Estergruppen wurde durch das
Verschwinden der Esterbande und durch eine breite Hydroxybande bei 3370 cm™
bewiesen. Der immobilisierte Fmoc-Glycin-Ester zeigte eine Esterbande bei 1720, die
Carbamatschwingung bei 1750 und die fiir das Fluorengeriist charakteristische

Deformationsschwingung bei 760 und 740 cm’.
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O

N I _oH AcROIDIPEA Q=n J\/VO\”/
Q 0
Q 0
@N)J\/\/O\ﬂ/ 0.5 M NaOMe . @NJ\/\/OH
0
Q Fmoc-Gly i
O>NJ\/VOH MSNT, Melm @NJ\/\/O\([)]/\NHFmoc

Abb. 4-9: Reaktionsfolge der Immobilisierung von 4-Butyrolacton an Ultraharz mit
anschlieBendem Cappen, Entschiitzung und Beladungsbestimmung durch Kuppeln von
Fmoc-Glycin.

Die Funktionalisierung der Ultraharze mit einer Hydroxyfunktion wurde auch durch
Reaktion mit Acetoxyessigsdurechlorid erreicht. Dieses hochreaktive Saurechlorid
gestattete die Einfithrung eines Linkers in sehr hohen Beladungen, da durch das kleine
Molekulargewicht des Substrates die Ausgangsbeladung des Harzes nach der Reaktion
wesentlich weniger stark abnimmt, als bei Verwendung groferer Linkermolekiile. Diese
Reaktion diente als Test, bis zu welchen Beladungen die Ultraharze derivatisiert werden
konnen und in wie weit sich durch die hohen Beladungen die Zuginglichkeit zu den
reaktiven Zentren und die Quelleigenschaften des Harzes dndern. Dazu wurde das
Ultraharz in DCM gequollen und bei 0 °C mit 2 eq. Acetoxyessigsdurechlorid (bezogen auf
15 mmol/g) mit katalytischen Mengen an DMAP und 5 eq. Pyridin versetzt. Die
Geschwindigkeit der Reaktion zeigte sich durch die schnelle Massenzunahme des Harzes.
Die Vollstindigkeit der Acylierung wurde durch einen negativen Chloraniltest bewiesen.
Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppe mit 0.5 M Natriummethanolatlosung wurden
verschiedene Methoden fiir die Kupplung von Fmoc-Glycin zur Beladungsbestimmung

getestet. Die Ergebnisse sind in Tab. 4-2 aufgefiihrt.
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0] Pyridin

o)
t_ DMAP o
@NH + C|)JVO\H/ —’C;CM,OOC CDNJV\[A/

1. Capping 2. Deacetylierung
Acetanhydrid/ NaOMe 0.5 M
DiPEA 1:2

Fmoc-Gly
DIC/HOBt

0 j\/
0 oder OH
@NJ\/ \H/\NHFmOC Fmoc-Gly N
o MSNT/Melm

Abb. 4-10: Reaktionsschema zur Darstellung von 2-Hydroxyacetamidharzen und deren

Fmoc-Glycin-Ester.

Tab. 4-2: Ergebnisse fiir die Evaluierung der Kupplungsbedingungen von Fmoc-Glycin auf

2-Hydroxyacetamidharze.

Eq. (auf Anzahl der Beladung
Reagenz Reaktionszeit [h]
S mmol/g) Kupplungen [mmol/g]
MSNT, Melm, DCM 5 2 Ix1h,1x16h 1.7
DIC, HOBt, DMF 5 1 16 h 5.0
DIC, HOBt, DMF 5 2 2x16h 7.6

Mit einer Beladung von 7.6 mmol/g waren nahezu alle Amine acyliert und die gesamten
Hydroxygruppen mit Fmoc-Glycin verestert. Dies zeigte die sehr gute Zugéinglichkeit der
funktionellen Gruppen auch nach Einfiilhrung von Linkergruppierungen in sehr hohen
Beladungen. Die Quelleigenschaften der Harze dnderten sich mit der Natur der
funktionellen Gruppe. Die Hydroxyacetamidharze zeigten nur noch méBiges Quellen in
DCM, was auch als Grund fiir die schlechten Kupplungsausbeuten des Fmoc-Glycins bei
der Verwendung von MSNT in DCM angefiihrt werden kann. In DMF quollen sowohl die
Hydroxyacetamidharze als auch die mit Fmoc-Glycin modifizierten Harze sehr gut

(9 ml/g), was einen Einsatz in der Peptidsynthese moglich machte.

Die IR-Spektren der einzelnen Harze sind in Abb. 4-11 aufgefiihrt. Nach Kupplung des
Acetoxyessigsdurechlorids treten als charakteristische Schwingungen die Amidbande bei

1652 c¢cm” und die Esterbande der Acetylschutzgruppe bei 1739cm™ auf. Die
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Vollstindigkeit der Abspaltung der Acetylschutzgruppe wird durch das Fehlen der
Esterbande und durch die Anwesenheit einer breiten OH-Bande bei 3340 cm™ gezeigt. Die
Veresterung der Hydroxygruppe mit Fmoc-Glycin kann durch die Anwesenheit einer neuen
Esterbande bei 1720 cm™, der Carbamatschwingung der Fmoc-Schutzgruppe bei 1759 cm’™
und der fiir das Fluorengeriist typischen Deformationsschwingung bei 761 und 742 cm™

charakterisiert werden.

1652 —__
1739 ~—~—~
O
Q@O
(@]
[ I I I ' I I I I
3340 ///
/ 1639
(@)

T T T T T T T T
1720 ~_ 1652
< 761742

1759
N

T * T * T * T ' 1T T+ T * 1
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Abb. 4-11: IR-Spektren der Hydroxyacetamidharze.

Fiir den Einsatz in der Peptidsynthese wurden die Ultraharze mit einer Reihe von in der
Festphasensynthese iiblichen Linkern modifiziert. Der sauer spaltbare Hydroxylinker,
4-(4-Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxy)buttersiure (HMPB), ein wangéhnlicher Linker,
wurde nach Acetylierung der Hydroxygruppe unter Aktivierung mit DIC und HOAt mit
1 eq. bezogen auf 15 mmol/g Ausgangsbeladung mit Ultraharz fiir 16 h bei RT

166]

gekuppelt.! Nach Cappen der restlichen Amine und Deacetylierung mit
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Natriummethanolat, wurden durch zweimaliges Kuppeln von Fmoc-Glycin mit DIC/HOBt

als Kupplungsreagenz Beladungen von 2.8 mmol/g erzielt.

o o
@NH + HO)J\/\/O\Q\/ DIC/HOAt N)J\/\/O\Q\/
O\n/ o
OMe © OMe \g/
1. Capping 2. Deacetylierung
Acetanhydrid/ NaOMe 0.5 M

DiPEA 1:2

Fmoc-Gly 0

DIC/HOBt O>NJJ\/\/O

\n/\NHFmoc OH

OMe

Abb. 4-12: Kupplung des acetylgeschiitzten HMPB-Linkers an Ultraharz.

Der  basenlabile = Hydroxymethylbenzoesdure-(HMBA)-Linker =~ wurde  ebenfalls
acetylgeschiitzt, und unter den gleichen Bedingungen gekuppelt. Hier resultierte nach

Cappen, Entschiitzung und Derivatisierung mit Fmoc-Glycin eine Beladung von

3.3 mmol/g.
i o)
HO DIC/HOAt
Q >NH * O\n/ N
o)
o) g
]
1. Capping 2. Deacetylierung

Acetanhydrid/ NaOMe 0.5 M

DiPEA 1:2

O Fmoc-Gly (0]

e T L
O\n/\NHFmoc OH
(0]

Abb. 4-13: Kupplung des acetylgeschiitzten HMBA-Linkers an Ultraharz.

Als weiterer sdurelabiler und sterisch sehr anspruchsvoller Linker wurde Fmoc-geschiitztes
Rinkamid an Ultraharz immobilisiert. Auch hier wurde nur 1 eq. des p-[a-[9H-Fluoren-9-
yl)-methoxyformamido]-2,4-dimethoxybenzyl]-phenoxyessigsdure mit DIC/HOAt fiir 16 h

bei RT gekuppelt. Die Bestimmung der Beladung des Trigermaterials konnte nach dem
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Cappingschritt direkt durch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgen und ergab eine
Beladung von 2.7 mmol/g, was aufgrund des hohen Molekulargewichts des Rinklinkers

eine nahezu quantitative Umsetzung bedeutet.

Acetanhydrid/
Fmoc-HN
DIiPEA 1:2 Fmoc-HN

OMe
O>NH . HO O ‘ 1 DIC/HOAt )J\/O OMe
2. Cappmg

Abb. 4-14: Kupplung des Fmoc-geschiitzten Rink-Linkers an Ultraharz.

Generell konnte gezeigt werden, dass die Amine der Ultraharze sehr einfach und mit
niedriger Aquivalentzahl effizient funktionalisiert werden konnen. Der Einfluss des
Kupplungsreagenz bei der Immobilisierung der Linkersubstrate spielte eher eine
untergeordnete Rolle. Dennoch ldsst die Aktivierung mit DIC/HOAt den Einsatz von
equimolaren Reagenzien zu, was vor allem bei teuren Linkermolekiilen von Bedeutung ist.
Die Kupplung des Fmoc-geschiitzten Rinklinkers demonstriert nachhaltig die
ausgezeichnete Zugénglichkeit der Substrate zu den reaktiven Zentren des Polymers auch
fiir groBere Molekiile. Die nach der Funktionalisierung noch vorhandenen Amine konnten
durch Cappen mit Acetanhydrid/DiPEA jeweils vollstindig blockiert werden. Bei der
Bestimmung der Beladung von hydroxyfunktionalisierten Harzen wurde die Kupplung von
Fmoc-Glycin durch Aktivierung mit DIC/HOBt der Verwendung von MSNT als spezielles
Kupplungsreagenz fiir Hydroxygruppen vorgezogen. Durch die Doppelkupplung konnte
sichergestellt werden, dass alle fiir die weitere Synthese zugidnglichen Hydroxygruppen

verestert wurden.

Weiter wurde untersucht, ob die Basizitdt der sekunddren Amine des Polymerbackbones
ausreicht, um die Fmoc-Schutzgruppe eines Fmoc-geschiitzten Substrates wiahrend des
Kupplungsschrittes  abzuspalten. Dies wurde nur bei Verwendung von
substdchiometrischen Mengen an Reagenz und gleichzeitig langen Reaktionszeiten sowie

bei einer Erhdhung der Reaktionstemperatur beobachtet.
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41.5 Chemische Stabilitat der Ultraharze

Die chemische Stabilitét der Ultraharze wurde unter verschiedenen Reaktionsbedingungen
getestet. Die freie Aminform wurde mit Butyllithium (2.6 M in Heptan) und Kalium-tert.-
butanolat (3 M) fiir jeweils 16 h bei RT behandelt. Nach ausgiebigem Waschen und
Trocknen der Harze wurde keine Verdnderung in Bezug auf Masse, Quellverhalten und
IR-Spektren der Polymere festgestellt. Durch Reaktion mit Methyliodid/Triethylamin
entstand das quarternisierte Harz. Das stark quellende, polymere Gel hatte ein lodgehalt
von 49 %. Die Behandlung mit 3 M Salzsédure bei 70 °C fiir 16 h iiberfiihrte das Ultraharz
in die protonierte Form, welche extremes Quellvermdgen in polaren Lésungsmitteln zeigte.
Die Riickiiberfiihrung in die freie Aminform konnte durch Behandlung mit
Natriumhydroxid sehr leicht und quantitativ erfolgen. Lewis-Sduren fiihrten ebenfalls nicht
zu einer Zerstorung des Harzes. Nach Behandlung mit purem Thionylchlorid fiir 16 h bei
RT zeigte das Harz unveréndertes Quellverhalten, das IR zeigte die protonierte Spezies und
die Masse des Harzes vergroferte sich auf das 1.7fache. Die Reaktion von Ultraharz mit
Trifluormethansulfonsdure-trimethylsilylester/Acetanhydrid (1:2, v:v) fir 16 h bei RT
fiihrte zu einer vollstdndigen Acylierung der Amine, was durch IR-Spektroskopie und einen
starken Massenzuwachs um das dreifache bewiesen wurde. Auch dieses Harz zeigte sehr

gute Quelleigenschaften in organischen Losungsmitteln.

Um auch die Stabilitéit der funktionalisierten Ultraharze zu untersuchen, wurde das HMPB-
Harz unter den gleichen Reaktionsbedingungen getestet. Nach Behandlung mit starken
Basen (2.6 M Butyllithium in Heptan, 3 M Kaliumhydroxid in H,O fiir jeweils 16 h bei
RT) und mit Methyliodid/Triethylamin fiir 16 h bei RT wurden keinerlei Verdnderungen
beziiglich Quellverhalten, Masse des Harzes und IR-Spektren festgestellt. Durch
Behandlung mit starken Sduren (3 M Salzsdure bei 70 °C fiir 16 h) und Lewis-Sauren
(pures Thionylchlorid, Trifluormethansulfonséure-trimethylsilylester/Acetanhydrid 1:2, v:v
fiir 16 h bei RT) verfirbte sich das Harz rot, vermutlich aufgrund der Bildung des
Dialkoxy-substitutierten Benzylradikals. Das Quellvermdgen war reduziert, wobei die

Masse der Harze unverindert blieb.
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4.1.6 Peptidsynthese an Ultraharzen

Ultraharze mit verschiedenen Linkersystemen wurden als Tridgermaterial in der
Peptidsynthese getestet. Dabei sollte untersucht werden, ob die hohen Beladungen genutzt
werden konnen, oder ob es bei der Synthese von langen Peptidsequenzen aufgrund der
hohen Dichte von immobilisierten Peptiden am Harz vermehrt zur Bildung von
Fehlsequenzen oder zu Aggregation der einzelnen Peptidketten untereinander kommit.
Generell wird der Einsatz von hochbeladenen Trégermaterialien in der Peptidsynthese eher
abgelehnt aufgrund der oben angefiihrten Griinde. Allerdings haben schon frithe Arbeiten
von Epton gezeigt, dass es durchaus moglich ist, mit hochbeladenen Harzen, Peptide in

hohen Reinheiten zu synthetisieren.””!

Kupplung:
fe) Fmoc-AS, DIC/HOBt, 0
0.25 M, 90 min
@N)J\Linker—NHz + > @NJ\Linker—NH—geschﬂtztes Peptid
Fmoc-Entschitzung:
20 % Piperidin/DMF,
2 x 8min

Abspaltung:
95 % TFA
2.5 % H,0O
25%TIS

\ ]
Analytik
HPLC/MS - Entschitzes Peptid

Abb. 4-15: Schema fiir die Synthese von Peptiden an Ultraharzen.

Fiir die Peptidsynthese wurde ein Rinkamid-Ultraharz mit einer Beladung von 2.1 mmol/g,
ein HMPB-funktionalisiertes Ultraharz mit 2.9 mmol/g und ein 4-Hydroxyacetamid-
Ultraharz mit 2.5 mmol/g Beladung verwendet. Die hydroxyfunktionalisierten Harze
wurden zundchst mit Fmoc-Glycin durch Doppelkupplung mit DIC/HOBt als
Kupplungsreagenz vorbelegt und die Beladung photospektrometrisch bestimmt. Zum
Vergleich wurden die gleichen Sequenzen an Rink- bzw. Wangfunktionalisiertem
Polystyrolharz synthetisiert. Der Aufbau der Peptide wurde mit Hilfe eines
Syntheseroboters nach der Fmoc-Strategie unter DIC/HOBt—Aktivierung (0.25 M)
durchgefiihrt. Die Kupplungszeiten der Fmoc-Aminosduren betrugen jeweils 90 min, die
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe mit 20 % Piperidin/DMF-L&sung wurde zweimal fiir
8 min durchgefiihrt. Nach der Synthese wurden die Peptide mit 95 % TFA, 2.5 % TIS,
2.5 % Wasser bzw. fiir Peptide mit Cystein und Methionin mit 95 % TFA, 1 % TIS, 2.5 %
Wasser, 2.5 % EDT fiir 3 h abgespalten. Nach Fillung mit kaltem Diethylether wurden die
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Peptide aus fert.-But./Wasser lyophilisiert und mittels HPLC/MS charakterisiert. Die
Peptide, die an dem 4-Hydroxyacetamidlinker aufgebaut wurden, wurden mit 0.25 M
Natriummethanolat-Losung fiir 2 h abgespalten. Die Abspaltlosung wurde mit einem
Ionenaustauscherharz zur Entfernung des tiberschiissigen Natriummethanolats fiir 1 h
geschiittelt. In Tab. 4-3 sind einige ausgewéhlte Beispiele fiir die Peptidsynthese an
Ultraharzen aufgefiihrt.

Tab. 4-3: Ergebnisse der Peptidsynthese an verschieden funktionalisierten Ultraharzen.
*(HPLC 214 nm)

Sequenz Linker Beladung Masse Reinhelt?

[mmol/g] [Yo]

MICHA Rink 2.1 572 98

C-Aca-PKKKRKV Rink 2.1 1099.8 98
FPQPQQPQQSFP Rink 2.1 1426.9 92.9
RQIKIWFQNRRMKWKK Rink 2.1 22453 924
AAFAFG 4-Hydroxyacetamid 2.5 583 74.4
LKVSQAGKTLG HMPB 2.9 1100.4 83.5
FDVFKAISFKRG HMPB 29 1413.7 84.2

Die Peptide wurden in guten bis ausgezeichneten Reinheiten erhalten. Dabei konnten die
hohen Beladungen der Harze voll genutzt werden. Der Vergleich mit den Peptiden, die an
Polystyrolharzen synthetisiert wurden, ergab fiir Peptide mit bis zu 15 Aminosduren keine
Unterschiede beziiglich Reinheiten und Ausbeuten. Auch bei der Synthese von schwierigen
Sequenzen, wie Peptide mit hohem Anteil an Prolin, wurden sehr gute Reinheiten erzielt
(Abb. 4-16). Die sehr guten Ergebnisse der Peptidsynthese an Ultraharzen konnen mit dem
Quellverhalten der Triger erkldart werden. Durch die Immobilisierung der einzelnen
Aminosduren nimmt das Quellvermdégen der Harze sehr stark zu, so dass die Konzentration
der Peptide am Harz nahezu konstant bleibt und aus diesem Grund auch bei diesen
hochbeladenen Harzen geniigend ,,Platz* fiir den Aufbau der Peptide ist. Fehlsequenzen
wurden vor allem beim spéiten Einbau von Lysin und Arginin bei der Synthese von

langeren Peptidsequenzen beobachtet.
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Absorption
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Abb. 4-16: HPLC-Chromatogramm des Rohprodukts von FPQPQQPQQSFP (MG 1426.9 als

Amid) auf Rinkamid-Ultraharz.
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4.2 Evaluierung von Ultraharzen

4.2.1 Einleitung

Nach der Einfilhrung des Ultraharzkonzepts und der Demonstration verschiedener
Synthesebeispiele an den neuen Tragermaterialien, sollte nun im zweiten Teil eine
detaillierte Untersuchung verschiedener Ultraharze vorgenommen werden. Ziel war es, ein
optimiertes Harz herzustellen, welches Eigenschaften wie Quellverhalten, Mobilitit,
Zuginglichkeit zu den reaktiven Zentren und den Einsatz in der Peptidsynthese am besten
vereint. Dazu wurde zunéchst die fiir die Herstellung der Harze verwendeten PEIs genau
charakterisiert. Die Verwendung anderer Crosslinkermolekiile fiir die Synthese wurde
untersucht und nach dem Screening eine Reihe von unterschiedlich stark vernetzten
Polymeren hergestellt. Durch 'H-MAS-NMR-Spektroskopie konnte das
Vernetzungsverhiltnis in den einzelnen Harzen bestimmt und mit den theoretischen
Verhiltnissen verglichen werden. Das Quellverhalten von freien Aminharzen sowie von
funktionalisierten Harzen wurde in einer Reihe von géngigen organischen Losungsmitteln
untersucht und in Relation zu Vernetzungsgrad und Art der Funktionalitit gebracht. Die
Beweglichkeit der reaktiven Zentren wurde mit Hilfe der ESR- und der
Fluoreszenzmikroskopie untersucht und mit herkdmmlichen Trigermaterialien verglichen.
Nach Funktionalisierung mit diversen Linkersystemen in hohen Beladungen wurde ein
Peptid aus 11 Aminosduren an den verschiedenen Ultraharzen aufgebaut und die

Ergebnisse in Hinblick auf Ausbeute und Reinheit miteinander verglichen.'®”!

4.2.2 Charakterisierung von PEI

Die ausfiihrliche Charakterisierung der Ausgangspolymere war entscheidend fiir die
reproduzierbare Synthese von Ultraharzen. PEI entsteht durch Polymerisation von Aziridin.
Man erhdlt PEI als Mischung von Polymeren, die anhand der Verteilung des

Polymerisationsgrades und dem Verzweigungsgrad charakterisiert sind.

Die physikalischen Eigenschaften eines vernetzten Polymers werden durch den

Vernetzungsgrad der Ausgangspolymere stark beeinflusst. Aber auch die chemischen
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Parameter werden durch die Verteilung von priméren, sekundiren und tertidren Aminen im

Polymer bestimmt.

Der eigentliche Verzweigungsgrad in einem PEI kann mit dem speziellen Fall der
statistischen Verzweigung verglichen werden. Im Falle einer statistischen Verteilung der
Verzweigung reagieren die Aziridinmonomere mit primédren und sekundidren Aminen mit
gleicher Geschwindigkeit. Diese Kinetik wurde im Rahmen einer Kooperation von
H.-J. Egelhaaf numerisch simuliert. Dabei wurde die Polymerisation von Aziridin durch
folgende zwei Reaktionen beschrieben: Primédre Amine reagieren mit Aziridin unter
Bildung eines primdren und eines sekunddren Amins. Sekundire Amine reagieren mit
Aziridin unter Bildung eines sekundéren und eines tertidren Amins. Die Simulation dieses
Reaktionssystems ausgehend von primdren Aminen am Anfang wurde unter der Annahme
durchgefiihrt, dass Aziridin immer in hohen Uberschiissen vorhanden ist und dass die
Geschwindigkeit der beiden Reaktionen gleich ist (k; = ko = 107 s™). Nach anhaltender
Reaktionszeit wurde eine Verteilung von primdren zu sekundéren zu tertidiren Aminen wie
1.61 : 1:1.61 gefunden. Dies entspricht 38 % primére, 24 % sekunddre und 38 % tertidre
Amine. Die Ergebnisse stimmten mit experimentellen Daten fiir grole, verzweigte PEI-
Molekiile iiberein.'® Als Konsequenz dieser Simulation ergab sich, dass bei
niedermolekularen Polymeren ein hoher Grad an hochreaktiven primiren und sekundéren

Aminen erwartet werden kann.

T T T T T T T
........ prlmar -
1004 - sekundar
E tertiar
104
g ]
o
1 _ primar + Aziridin i» primar + sekundar
; sekundar + Aziridin 2w primir + tertiar
0,1 ‘_v" ki=kp =105
T T T T T T T T T
0 2000 4000 6000 8000 10000

t[s]

Abb. 4-17: Simulation der Kinetik der Polymerisation von Aziridin.
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Fiir die maximale Beladung eines vernetzten Polymers mit reaktiven Gruppen und fiir eine
grofle Variationsbreite beim Vernetzungsgrad sollten die Ausgangs-PEIs mit einem kleinen
Verzweigungsgrad gewihlt werden. Ideal wiren lineare PEls, diese sind jedoch synthetisch
schwer herzustellen, und deshalb fiir eine 6konomische Harzsynthese nicht einsetzbar.
AulBlerdem zeigen sie andere physikalische Eigenschaften. Aus diesem Grund wurden
niedermolekulare PEIs mit niedrigem Verzweigungsgrad bei niedrigen Anschaffungskosten

ausgesucht.

Die Groe von PEI  wird konventionell iiber  Viskositdtsmessungen,
Lichtbrechungsexperimente und Gelpermeationschromatographie bestimmt. Eine andere
Methode bedient sich der Daten der Elementaranalyse und berechnet aus der allgemeinen
Summenformel das durchschnittliche Molekulargewicht. Die Berechung wurde bereits in
Kap. 4.1.2 aufgefiihrt. Die Giiltigkeit dieser Formel ist durch Variation der Verzweigung
nicht beeintrachtigt.

Die Bestimmung des Verzweigungsgrades wurde fiir groBe PEIs mit Hilfe der *C-NMR-

1881 Fiir die hier verwendeten kleinen PEIs wurde eine neue

Spektroskopie bestimmt.
Methode entwickelt, die auf der 'H-NMR-Spektroskopie basiert und welche prézisere
Ergebnisse auf einem einfachen Weg liefert. Dazu wurden die zu untersuchenden PEIs mit
Acetanhydrid/Pyridin peracetyliert. Die 'H-NMR-Spektren zeigen fiir die Protonen der
PEI-CH,-Gruppen, welche einem acetylierten Stickstoff benachbart sind, eine
Tieffeldverschiebung im Vergleich zu denjenigen PEI-CH,-Protonen, die direkt neben
einem tertidren Amin liegen. Durch Bildung des Verhéltnisses zwischen diesen beiden

Integralen, kann die Anzahl an tertidren Aminen und daraus auch die Anzahl an priméren

und sekundiren Aminen berechnet werden.

Es wurden zwei niedermolekulare PEIs verwendet. Aus der Elementaranalyse folgt nach

Berechnung des N/C-Verhiltnisses flir den Polymerisationsgrad n und fiir das

Molekulargewicht:
PEI-1: n=15.27 = M, = 243.65 g/mol
PEI-2: n=_8.132 = M, =366.70 g/mol
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Abb. 4-18: "H-NMR-Spektren von PEI-1 (oben) und peracetyliertem PEI-1 (unten) (400 MHz,
CDCly).

Die Berechnung der Anzahl an tertidiren Aminen pro PEI-Molekiil soll anhand des PEI-1
erklart werden. Aus dem NMR-Spektrum des peracetylierten PEIs ergibt sich nach
Integration ein Verhéltnis von (primér + sekundir): tertidr = 1 : 0.36 (Abb. 4-18).

A: Gesamtzahl der Amine pro g fiir M, 243.65 g/mol in mmol N/g

x: tertidre Amine pro g
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A:5.27+1

= 25.73 mmol N/g

n

21000

Primér : x + X +8.208

n

Sekundér : A — primér — tertidr = 25.73 — 2x —8.208

aus NMR :—ordr 6-x ~036
sekundar + primdr  [4-(25.73—2-x —8.208)+ 2 - (x + 8.208)]

= x =3.816mmol N /g tertiireAmine = pro PEI -1 Monomer 0,93 tertidire Amine

Bei der Quotientenbildung tertidr / (sekundér + primér) gehen die Anzahl der benachbarten

CH,-Protonen der jeweiligen Amine mit in die Berechnung ein.

Die Ergebnisse der Bestimmung fiir die Anzahl primérer, sekundérer und tertidrer Amine in
den verwendeten PEIs sind in Tab. 4-4 zusammengefasst. Fiir eine statistische
Polymerisation von Aziridin héitte man 38 % tertidre Amine erwartet, was 2.4 und
3.5 tertidre Amine pro Monomer fiir die verwendeten PEIs entsprechen wiirde. Diese
niedermolekularen ~ Polymere  zeigen  eine  signifikante =~ Reduzierung  des
Verzweigungsgrades, welche vorteilhaft fiir die nachfolgende Funktionalisierung und den

Gebrauch als hochbeladenes Polymer in der polymerunterstiitzten Losungssynthese ist.

Tab. 4-4: Ergebnisse der Charakterisierung von PEI-1 und PEI-2.

PEI-1 PEI-2

Polymerisationsgrad n 5.27 8.132

M; [g/mol] 243.65 366.7

A [mmol N/ g] 25.73 24.90
Priméire Amine pro Monomer 2.93 (46.71 %) 3.52 (37.81 %)
Sekundire Amine pro Monomer 2.41 (38.42 %) 4.09 (44.78 %)
Tertidire Amine pro Monomer 0.93 (14.81 %) 1.52 (16.65 %)
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4.2.3 Variation der Vernetzer

Fiir die Optimierung der Ultraharze wurden zunichst verschiedene Crosslinker getestet.
Generell wire es 6konomischer, wenn die Herstellung der Harze in einem Reaktionsschritt
gelingen wiirde. Dazu eignen sich Dihalogenverbindungen, die mit den Aminen in einer
nukleophilen Substitution eine Vernetzung des PEIs eingehen. Viele Beispiele fiir den
Einsatz von Dibromalkanen sind in der Literatur bekannt, jedoch werden hier meist
héhermolekulare Polymere verwendet. Es muss weiter bedacht werden, in wie weit die
Natur des Crosslinkers und der Mechanismus der Vernetzungsreaktion die physikalischen

Eigenschaften der Polymere bestimmen.

Der zweite Parameter, der variiert wurde, ist die Menge an Crosslinker. Allgemein nimmt
die mechanische Stabilitdt mit zunehmendem Anteil an Vernetzer zu, wihrend gleichzeitig
die Quelleigenschaften der Polymere schlechter werden. Fiir die Vernetzung von PEI gibt
es sowohl eine minimale Menge an Crosslinker, der verwendet werden muss, um ein
mechanisch noch stabiles Polymer zu bekommen. Genauso gibt es eine Obergrenze, iiber
der keine vollstindige Reaktion des Crosslinkers mit dem PEI mehr stattfindet. Beide

Grenzen hangen stark von der GroBe des PEIs und von der Natur des Crosslinkers ab.

Br/\/Br ONO
B NN
Br/\/\/ ' o~ ~o

Br/\/\/\/Br O\\ :::
\O

P N N
Br Br

Br. :
B

Abb. 4-19: Dibromverbindungen und Dialdehyde als potentielle Crosslinker.

r

Fir die Polymerisation von PEI-1 bzw. PEI-2 mit den in Abb. 4-19 aufgefiihrten
Dibromalkanen wurden verschiedene Vorschriften getestet. Bei Verwendung der

kurzkettigen Vernetzer 1,2-Dibromethan bzw. 1,4-Dibrombutan mit Natriumhydroxid als
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Base und einer wissrigen Losung von PEI bei 100 °C.["°" wurde nur ein sehr fein verteiltes
Polymer in niedrigen Ausbeuten erhalten, welches sehr schlechte Quelleigenschaften in
organischen Losungsmitteln zeigte. Auch bei der Polymerisation in THF wurde keine
Verbesserung erzielt. In einer anderen Variante zur Herstellung von vernetztem PEI, wurde
die Polymerisation in heterogener Phase durchgefiihrt.">!) Dazu wurde 1,4-Dibrombutan in
Petrolether geldst und mit einer wissrigen Losung des PEIs unter Verwendung eines
Emulgators bei 100 °C erhitzt. Hier bildete sich auch nach lingerer Reaktionszeit kein
Polymer. Die Polymerisation mit 1,6-Dibromhexan bzw. 1,7-Dibromheptan in THF bei
50 °C lieferte mechanisch instabile Polymere. Lediglich bei der Verwendung von
Dibrom-p-Xylol (1,4-Bis(brommethyl)benzol) fiir die Polymerisation mit PEI-2 wurde ein
mechanisch stabiles Polymer erhalten. Beide Komponenten wurden in THF gelost, die
Menge an Crosslinker entsprach der Menge an Terephthalaldehyd, der zur Synthese des
Ultraharzes in Kap. 4.1.2 verwendet wurde. Dabei bildete sich spontan ein Polymer, was
nach Waschen mit NaOH und Trocknen im Vakuum &hnliche Quelleigenschaften zeigte,
als das dazu analog mit Terephthalaldehyd vernetzte Ultraharz, jedoch bei der
Funktionalisierung wesentlich niedere Beladungen lieferte.
Br. 1. Polymerisation in THF
PR \_Q_\B 2. Aufarbeitung mit NaOH O>NH

r

Y

Abb. 4-20: Synthese von Ultraharz mit Dibrom-p-Xylol als Crosslinker.

Abschlieflend lésst sich feststellen, dass die Vernetzung von niedermolekularem PEI mit
Dibromalkanen meist zu mechanisch instabilen Polymeren in niederen Ausbeuten fiihrt.
Die Verwendung von Dibrom-p-Xylol lieferte zwar ein mechanisch stabiles Harz, jedoch
zeigte es wahrscheinlich auf Grund einer unregelmifigen und auf primédre Amine
unselektive Vernetzungsreaktion schlechtere Zugénglichkeiten. Auch die hoheren Kosten
fiir das Dibrom-p-Xylol im Vergleich zum entsprechenden Terephthalaldehyd miissen fiir

eine kostenglinstige Synthese der Harze beriicksichtigt werden.

Da Dialdehyde bevorzugt mit primdren Aminen in Anwesenheit von sekundédren und
tertidren Aminen reagieren, liefern sie nach reduktiver Aminierung Polymere, mit der
hochstmoglichen Zahl an chemisch funktionalisierbaren sekunddren Aminen. Bei der
Verwendung von Glyoxalaldehyd als Vernetzer fiir die verwendeten niedermolekularen
PEIs wurde auch nach Variation des Crosslinkeranteils kein Polymer erhalten. Vermutlich
laufen hier bevorzugt intramolekulare Reaktion ab. Die Polymerisation von PEI-1 mit

Glutaraldehyd wurde in wissriger Losung bei RT durchgefiihrt. Dabei bildete sich spontan
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ein gelb-weiles Polymer, was nach Reduktion und Aufarbeitung ein gelférmiges,
mechanisch labiles Harz lieferte, welches fiir den Einsatz in der Festphasenchemie nicht
geeignet war. Die Verwendung des starreren Terephthalaldehyds als Crosslinker ergab in
einer thermodynamischen Gleichgewichtsreaktion mechanisch stabile Harze mit sehr guten
Quelleigenschaften, so dass dieser fiir die weitere Optimierung der Ultraharze verwendet

wurde.

424 Synthese von Ultraharzen mit unterschiedlichen Mengen an

Vernetzer

Durch die Synthese von unterschiedlich stark vernetzten Ultraharzen und durch den
Gebrauch von Ausgangspolymeren mit unterschiedlichen Molekulargewichten, sollte eine
Reihe von Harzen hergestellt werden, die nach Charakterisierung und Funktionalisierung
eine Aussage zulassen, welches Harz fiir den Einsatz in der Festphasensynthese am besten

geeignet ist.

Die Synthese von Ultraharzen mit unterschiedlichen PEIs und unterschiedlichen Mengen
an Terephthalaldehyd als Crosslinker wurde analog zur bereits in Kap. 4.1.2 beschriebenen
Darstellung durchgefiihrt. Um die Reproduzierbarkeit der Synthesevorschrift zu
gewdhrleisten, wurde die Konzentration des PEIs und des Crosslinkers in THF konstant
gehalten. Uber die Kenntnis der Verteilung von priméren, sekundiren und tertiiren Aminen
in PEI-1 bzw. PEI-2, konnte das theoretische Verhiltnis zwischen Crosslinker und PEI
genau berechnet werden. Unter der Annahme, dass die primidren Amine bevorzugt mit
Terephthalaldehyd reagieren, konnte auch die theoretische Anzahl an sekundéiren und

tertiiren Aminen in den einzelnen Ultraharzen ermittelt werden.

Es wurden Ultraharze mit verschiedenen Anteilen an Crosslinkern hergestellt. Dabei lagen
die Verhiéltnisse von Crosslinker und PEI zwischen 1.2 und 2.8 Molekiilen pro PEI-Kette.
Die Polymerisation wurde in THF durchgefiihrt, die Konzentration des PEI-1 betrug
1.72 mmol/ml und die des PEI-2 1.15 mmol/ml. Die Konzentration des Vernetzers variierte
zwischen 0.7 und 0.94 mmol/ml. Hier konnte die Konzentration aufgrund der Loslichkeit
des Terephthalaldehyds in THF nicht beliebig erhoht werden. Das Minimum an
Terephthalaldehyd bei der Reaktion mit PEI-1 und PEI-2 lag bei einem Crosslinkeranteil

von 1.5 Molekiilen pro PEI-Kette. Bei Verringerung dieses Verhiltnisses wurde unter den
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vorgegebenen Polymerisationsbedingungen kein Polymer mehr erhalten. Auch durch
Verkleinerung der Konzentration von PEI und Crosslinker bildete sich kein festes Polymer,
welches fiir den Einsatz in der Festphasenchemie geeignet wire. Die maximale Menge an
Terephthalaldehyd, die noch mit dem PEI vollstindig abreagierte, lag bei einem Verhiltnis
von 2.1 fiir PEI-1 und 2.8 fiir PEI-2. Bei Vergrof8erung des Vernetzeranteils wurde ein sehr
hartes, transparent bleibendes Polymer erhalten, welches sich nur unvollstindig reduzieren
und sehr schwer aufarbeiten lieB. Die Unvollstindigkeit der Vernetzung wurde durch
FT-ATR-IR-Spektroskopie aufgekldrt. Die Anwesenheit einer Carbonylschwingung bei
1698 cm™ war charakteristisch fiir den eingesetzten Terephthalaldehyd (Abb. 4-21). Bei
vernetzten PEIs, die einen sehr hohen Crosslinkeranteil haben, kann es aufgrund der hohen
Konzentration an Vernetzermolekiilen zur Bildung von intramolekularen Briicken kommen.
Dabei werden innerhalb einer PEI-Kette Ringe gebildet. Diese Crosslinkermolekiile tragen
nicht zur eigentlichen Vernetzung zwischen den einzelnen PEI-Ketten bei, so dass hier
eventuell auch eine schwichere Vernetzung vorliegen kann, als bei einem Polymer mit

niederem Crosslinker/PEI-Verhiltnis.

Tab. 4-5: Synthese von Ultraharzen (UH) durch Vernetzung von PEI-1 und PEI-2 mit
unterschiedlichen Mengen an Terephthalaldehyd (TPA) als Crosslinker.

Harz PEI n(PEI) n(TPA) Crosslinker/PEI Reaktionszeit
[mmol] [mmol] Verhiiltnis [min]

UH 1 PEI-1 17.2 25.6 1.5 13

UH 2 PEI-1 17.2 29.1 1.7 10

UH 3 PEI-1 17.2 36.2 2.1 15
PEI-1 17.2 43.2 2.5 -
PEI-2 11.5 14.1 1.2 -

UH 4 PEI-2 11.5 17.6 1.5 10

UH 5 PEI-2 11.5 24.8 2.2 10

UH6 PEI-2 11.5 32.0 2.8 60

Tab. 4-5 gibt die theoretischen Crosslinker/PEI-Verhidltnisse sowie die eingesetzten

Mengen an. Die Reaktionszeit bezieht sich auf die Zeit, wie lange der Riihrfisch noch in der
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Lage ist, sich frei zu bewegen, bevor die Ausbildung des polymeren Netzwerkes die
Viskosizitit der Losung so stark erhoht hat, dass ein freies Rotieren nicht mehr moglich ist.
Dabei erwirmten sich die Losungen unmittelbar nach Beginn der Reaktion auf 38 — 45 °C.
Die Reaktionszeiten lagen zwischen 10 und 15 min mit Ausnahme von UH 6, bei dem sich
erst nach 60 min ein festes Polymer bildete. Hier kann es aufgrund des hohen Anteils an
Vernetzer zu den oben beschriebenen intramolekularen Ringbildungen kommen, und es

erfolgt erst spiter eine intermolekulare Vernetzung der Polymerketten.
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Abb. 4-21: FT-ATR-IR-Spektrum von unvolistandig vernetztem PEIl nach Polymerisation.

Die Reduktion und Aufarbeitung der Harze erfolgte nach der in Kap. 4.1.2 beschriebenen
Vorgehensweise. Alle Harze wurden in die freie Aminform {berfiihrt. Die
Charakterisierung mittels Elementaranalyse zeigte anhand von negativen Analysen auf
Chlor die vollstindige Umsetzung in die Aminform. Die Beladung der einzelnen Polymere
mit Stickstoff ist in Tab. 4-6 aufgefiihrt. Alle FT-ATR-IR-Spektren der einzelnen Harze
bewiesen die vollstindige Polymerisation durch Abwesenheit von charakteristischen
Banden des Terephthalaldehyds sowie die komplette Reduktion der Iminform der

Polymere.
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Fiir die Berechnung der sekundédren und tertidfren Amine in den Polymeren wurden die
Ergebnisse der Charakterisierung der verwendeten PEIs als Grundlage genommen. Es
wurde davon ausgegangen, dass die primdren Amine der PEIs vollstindig mit den
Crosslinkermolekiilen unter der Bildung von sekundéren Aminen abreagieren und der
restliche Anteil an Vernetzer mit vorhandenen sekundidren Aminen unter der Bildung von
tertidren Aminen reagiert. Durch die eingesetzte Menge an PEI und Terephthalaldehyd
kann die Menge an primirer, sekundédrer und tertidrer Amine berechnet werden. Teilen
durch die Masse des entstehenden Polymers ergibt die Beladung mit sekundéren und

tertidren Aminen bei 100 % Umsatz. Die Vorgehensweise wird anhand des Harzes UH 2

erldutert.
UH2 TPA: 29.l mmol=39g¢g
PEI-1: 17.2 mmol=4.2g

mitn=5.27 = 108.1 mmol Amine

davon 50.5 mmol primir, 41.8 mmol sekundér, 16.1 mmol tertidr

Gesamtmasse des Harzes bei 100 % Umsatz: 717 g

58.2 mmol Amine sind nach Polymerisation vernetzt

Zahl der sekundiren Amine: 41.8 mmol + 101 mmol — 58.2 mmol = 84.6 mmol

Zahl der tertidren Amine:  aus PEI: 16.1 mmol

aus Vernetzung: 58.2 mmol — 50.5 mmol = 7.7 mmol
= Beladung des Harzes UH 2 an sekunddren Aminen: 11.8 mmol/g
= Beladung des Harzes UH 2 an tertidren Aminen: 3.3 mmol/g

Tab. 4-6 gibt die berechneten Beladungen an sekundiren und tertidren Aminen an. Ein
Vergleich mit der Gesamtzahl an Aminen aus der Elementaranalyse zeigt gute

Ubereinstimmungen mit den berechneten Werten.
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Tab. 4-6: Ergebnisse der Beladungsberechnungen von sekundaren und tertidren Aminen in

den Ultraharzen UH 1 bis UH 6 und Vergleich mit Daten aus der Elementaranalyse.

Beladung an N Sekundére Tertidre
Verhiiltnis
Harz aus EA Amine (theor.) Amine (theor.)
EA/theor.
[mmol/g] [mmol/g] [mmol/g]
UH 1 14.3 13.4 2.4 0.91
UH 2 13.7 11.8 33 0.91
UH 3 13.3 8.9 4.8 0.97
UH 4 14.8 15.1 2.9 0.83
UH 5 14.6 11.3 4.0 0.96
UH 6 13.8 8.3 5.5 1.00

4.2.5 'H-Gelphasen MAS NMR-Untersuchungen

Eine ausfiihrliche Charakterisierung der Ultraharze in der freien Aminform erfolgte mit
Hilfe der hochaufldsenden 'H-Gelphasen MAS NMR-Spektroskopie. Dazu wurden die
Polymere in deuteriertem Methanol gequollen und mit einer Rotationsfrequenz von
4500 Hz unter MAS-Bedingungen vermessen. Die Spektren zeigten gut aufgeldste Signale
der PEI-CH,-Protonen (Hp), sowie die benzylischen CH,-Protonen und die aromatischen
Protonen des Terephthalaldehyds (Ha). Die benzylischen Methylenprotonen spalteten in
zwei Signale auf, einmal in die Protonen, die einem sekunddren Amin benachbart sind (Hc)

und einmal in die Protonen, die einem tertidren Amin benachbart sind (Hg).
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Hc A HZO

Hc

Abb. 4-22: "H MAS NMR-Spektrum von UH 4 (400 MHz, MeOD, MAS 4500 Hz).

Durch Integration der Methylenprotonen des PEIs und des aromatischen Signals konnte das
Verhidltnis von Crosslinker und PEI im Harz experimentell iberpriift werden. Die
Aufspaltung der benzylischen CH,-Protonen gestattete die Ermittlung an tertidren Aminen,

die durch die Vernetzung entstanden sind.

Fir die Berechnung des experimentellen Verhéltnisses zwischen Crosslinker und PEI
miissen die Integrale aus den NMR-Spektren fiir die aromatischen Protonen des Vernetzers
und fiir die Methylenprotonen des PEIs entsprechend ihrer Anzahl pro Molekiil gewichtet
werden. Jedes Terephthalaldehydmolekiil hat vier aromatische Protonen, so dass der
Integralwert durch vier geteilt werden muss. Fiir die Berechnung der durchschnittlichen
Anzahl an Methylenprotonen des PEIs wird der Polymerisationsgrad n verwendet. Jede
Ethylenimineinheit hat wiederum vier Methylenprotonen, so dass sich die Gesamtzahl der
Protonen pro PEI-Molekiil zu 21.08 fiir PEI-1 (n = 5.27) bzw. 32.53 fiir PEI-2 (n = 8.132)
ergibt. Auch hier muss der Wert des Integrals durch die entsprechende Anzahl der Protonen
geteilt werden. Das Integral fiir die PEI-CH,-Protonen wird bei allen Spektren auf den Wert
100 gesetzt, die anderen Integrale ergeben sich relativ dazu. Das Verhiltnis zwischen
Vernetzer und PEI folgt durch Quotientenbildung der beiden ermittelten Werte nach
Beriicksichtigung der Anzahl der jeweiligen Protonen. Die Ergebnisse sowie ein Vergleich

mit den theoretischen Verhiltnissen sind in Tab. 4-7 aufgefiihrt.

77



ERGEBNISSE

Tab. 4-7: Ergebnisse der NMR-Untersuchungen zur Bestimmung der Crosslinkeranteile und

der Anzahl an tertiaren Aminen in Ultraharzen.

Korrigierte Crosslinker pro Tertidre Amine

Integrationswerte PEI [mmol/g]

Harz Arom.H PEI-CH; Exp. Theor. Exp./theor Exp. Theor.

UH 1 7.075 4.74 1.49 1.5 0.99 2.8 24
UH 2 7.825 4.74 1.65 1.7 0.97 3.2 3.3
UH 3 9.05 4.74 1.91 2.1 0.91 4.5 4.8
UH 4 4.925 3.07 1.60 1.5 1.06 3.5 2.9
UH 5 6.325 3.07 2.06 2.2 0.94 3.7 4.0
UH 6 8.05 3.07 2.62 2.8 0.94 5.7 5.5

Die sehr guten Ubereinstimmungen der aus der NMR-Spektroskopie erhaltenen Werte mit
den theoretischen zeigen, dass fiir alle hergestellten Ultraharze eine vollstindige

Umsetzung der Vernetzermolekiile mit den eingesetzten PEIs stattgefunden hat.

Fiir die Bestimmung der tertidfren Amine der Ultraharze, welche durch die Vernetzung
entstehen, konnen die beiden Signale der benzylischen Methylenprotonen herangezogen
werden. Durch Integration der Signale von Hg und Hc und durch Quotientenbildung kann
die Prozentzahl an tertidfren Aminen ermittelt werden, die nur durch die Vernetzung
entsteht. Dabei muss beachtet werden, dass pro Crosslinkermolekiil zwei Amine vernetzt
werden, und deshalb der erhaltene Prozentwert fiir die Umrechnung auf die Anzahl von
tertidren Aminen mit zwei multipliziert werden muss. Die exakte Berechnung wird anhand

der Ergebnisse fiir Ultraharz UH 2 erldutert.

UH 2: aus NMR: Integral fiir Hp 1.87 Integral fiir Hc 28.23
. . . H,
= Prozentwert tertidire Amine, die durch Vernetzung entstehen: 2 - T 12.425 %
B + C

In Ultraharz UH 2 sind theoretisch insgesamt 58.14 mmol Amine vernetzt, davon tertidre

Amine: 58.14 mmol - 0.12425 = 7.224 mmol.

Die Anzahl an tertidren Aminen aus dem PEI-1 betridgt 16.01 mmol.
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Die Gesamtmasse des Polymers bei einem Umsatz von 100 % betrdgt 7.17 g.
= Beladung an tertidren Aminen von UH 2 anhand von NMR-Daten: 3.2 mmol/g.

Die Ergebnisse der experimentellen Bestimmung der Gesamtzahl an tertidren Aminen der
Ultraharze sind in Tab. 4-7 aufgefiihrt. Auch hier zeigt sich wieder eine gute

Ubereinstimmung mit den in Kap. 4.2.4 errechneten Werten.

Die Bestimmung des Verhiltnisses von Crosslinker und PEI und die Bestimmung der
Beladung an tertidren Aminen unterliegen verschiedenen Fehlerquellen. Alle Berechnungen
basieren auf der Bestimmung des mittleren Molekulargewichtes der PEIs aus dem N/C-
Verhéltnis der Elementaranalyse. Hier konnen schon kleine Abweichungen relativ grof3e
Anderungen bewirken. Die guten Ubereinstimmungen der experimentellen mit den
theoretischen Werten zeigen, dass die Reaktionen vollstindig verlaufen sind und dass die

Eigenschaften der Ausgangspolymere korrekt ermittelt wurden.

4.2.6 Kupplung von Linkermolekiilen an Ultraharze

Fir den Einsatz in der Festphasensynthese mussten die Ultraharze mit geeigneten
Linkermolekiilen funktionalisiert werden. Dariliber hinaus offenbarte die Kupplung von
verschiedenen Linkern wichtige Informationen iiber die synthetische Zugénglichkeit der
hochbeladenen Ultraharze. Dafiir wurden drei Linker eingesetzt, die sich in ihrem
Molekulargewicht, ihrer sterischen Anforderung und in ihren funktionellen Gruppen fiir die
weitere Festphasensynthese unterscheiden. Alle sechs hergestellten Ultraharze UH 1 bis
UH 6 wurden mit 2-Acetoxyessigsdurechlorid, acetylgeschiitztem HMPB-Linker und
Fmoc-geschiitztem Rinkamid-Linker gekuppelt. Die Bedingungen fiir die Synthesen sind
analog zu den in Kap. 4.1.4 beschriebenen Vorschriften. Nach Immobilisierung der
geschiitzten Linker folgte fiir alle Harze ein Cappingschritt mit Acetanhydrid/DiPEA, um
noch vorhandene Amine des Polymerbackbones zu acetylieren. Die Vollstdndigkeit der
Reaktionen wurde durch negativen Chloraniltest festgestellt. Nach Deacetylierung der
2-Acetoxyacetamidharze und der acetylgeschiitzten HMPB-Harze mit 0.5 M
Natriummethanolat-Losung, erfolgte die Bestimmung der Beladung der Harze durch
Kupplung von Fmoc-Glycin unter Aktivierung mit DIC/HOBt. Nach zweimaliger
Kupplung wurden die Beladungen nach Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durch

photospektrometrische ~ Quantifizierung  des  Dibenzofulvens  bestimmt.  Der
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Reaktionsfortschritt der einzelnen Synthesen wurde anhand der FT-ATR-IR-Spektroskopie

dokumentiert.

O>NH

1. Acetylierung
2. Capping
3. Deacetylierung
der Hydroxygruppen

1. Acetylierung
2. Capping

1. Acetylierung

2. Capping
3. Deacetylierung
der Hydroxygruppen

\

(0] (0] (0]
@NJ\/OH @NJ\/\/O\Q\/ @NJ\/OOMe
OH
OMe Fmoc-HN OMe

4.6 - 6.8 mmol/g 2.4 - 3.0 mmol/g 2.4 -2.7 mmolg™

Abb. 4-23: Schema fiir die Synthese linkermodifizierter Ultraharze.

Die Beladung der Harze wurde auf die jeweilige funktionelle Gruppe der Linker bezogen.
Die Berechung der prozentualen Ausbeute erfolgte unter Beriicksichtigung des
Massenzuwachses durch Anbringen der Linker. Als effektive Ausgangsbeladung der
unfunktionalisierten Harze UH 1 bis UH 6 wurden die in Kap. 4.2.4 berechneten
theoretischen Beladungen an sekundidren Aminen zu Grunde gelegt. Die Ergebnisse sind in

Tab. 4-8 zusammengefasst.

Tab. 4-8: Ergebnisse der Linkerkupplungen an Ultraharze UH 1 bis UH 6.

2-Hydroxy-
HMPB Harze Rinkamid Harze
Harz acetamid Harze
[mmol/g] [mmol/g]
[mmol/g]
UH 1 5.5 (74 %) 2.8 (86 %) 2.4 (91 %)
UH 2 5.8 (86 %) 2.6 (81 %) 2.3 (90 %)
UH 3 4.9 (87 %) 2.9 (quant.) 2.4 (quant.)
UH 4 4.6 (58 %) 2.4 (71 %) 2.7 (quant.)
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UH 5 6.8 (quant.) 3.0 (94 %) 2.6 (quant.)

UH 6 5.6 (quant.) 2.9 (quant.) 2.4 (quant.)

Die Ergebnisse der Beladungsbestimmungen zeigen, dass die Kupplung von Linkern an
allen Ultraharzen sehr effizient und in hohen Ausbeuten durchgefiihrt werden kann. Die
Aktivierung mit DIC/HOAt ermdglicht bei manchen Harzen bei nur geringem Uberschuss

an Reagenz eine quantitative Kupplung.

Alle Rinkamidharze zeigen sehr hohe Kupplungsausbeuten (zwischen 91 % und
quantitativ), was wiederum die ausgezeichnete Zuginglichkeit zu den Aminen der
Ultraharze demonstriert. Selbst die GroBe des Linkermolekiils und die sterische Hinderung
durch die Fmoc-Schutzgruppe gestatten die Acylierung aller Amine bei nahezu allen
Harzen. Die Quelleigenschaften der Rinkamidharze sind in organischen Losungsmitteln
sehr gut. Ein Einfluss des Vernetzungsgrades der Harze auf die Kupplungsausbeuten ist

nicht zu beobachten.

Die HMPB-Harze weisen Beladungen zwischen 2.4 und 2.9 mmol/g auf, was Ausbeuten
zwischen 71 % und quantitativem Umsatz entspricht. Auch hier zeigt sich die
ausgezeichnete Zuganglichkeit der Substrate zu den reaktiven Zentren der Harze. Generell
sollten die Beladungen mit zunehmendem Vernetzungsgrad aufgrund der kleineren Zahl an
acylierbaren Aminen abnehmen. Dieser Trend ist bei den HMPB-funktionalisierten Harzen
nicht eindeutig erkennbar. Da hier fiir die Beladungsbestimmung ein extra Syntheseschritt
ndtig ist, kann dies mit unvollstdndigen Veresterungen der Hydroxyfunktionen der HMPB-

Harze mit Fmoc-Glycin erklért werden.

Die hochsten Beladungen zeigen aufgrund des kleinen Molekulargewichtes des Linkers die
2-Hydroxyacetamidharze. Hier wurden nach Kupplung von Fmoc-Glycin Beladungen von
4.6 bis zu 6.8 mmol/g erhalten. Auch hier lidsst sich wie bei den HMPB-Harzen kein
eindeutiger Zusammenhang zwischen Vernetzungsgrad und Beladung feststellen. Eine
mogliche Erklarung dafiir konnte die unvollstindige Veresterungen der Hydroxyfunktionen

sein.

Die ausgezeichnete Zuginglichkeit der Amine der Ultraharze konnte an Hand von
Kupplungen verschiedener Linker eindrucksvoll demonstriert werden. Alle Harze wurden

schnell und mit geringen Uberschiissen an Reagenzien effektiv funktionalisiert. Der
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Reaktionsfortschritt konnte ebenfalls durch einen grolen Massenzuwachs der Harze gezeigt
werden. Die Berechnung der theoretischen Beladungen fiir die linkermodifizierten Harze
beinhaltet nicht den Massenzuwachs, der durch den Cappingschritt hinzukommt. Das hat
zur Folge, dass die prozentualen Ausbeuten der Kupplungen in praxi etwas hoher liegen,
als hier angegeben. Der Einfluss des Vernetzungsgrades der einzelnen Harze auf die

Zuginglichkeit von Substraten ist nur sehr gering.

4.2.7 Untersuchung des Quellverhaltens

Das Quellen eines gelartigen Polymers in einem Losungsmittel ist eine hinreichende
Bedingung fiir eine erfolgreiche chemische Transformation. Quellfaktoren geben das
Gesamtvolumen aus Harz und aufgenommenem Ldsungsmittel an, bezogen auf die Masse
des Harzes. Es gibt allgemein zwei verschiedene Moglichkeiten zur Bestimmung der
Quellfaktoren. Durch Messen des Durchmessers eines einzelnen Beads im trockenen und
im gequollenen Zustand unter dem Mikroskop kann nach Bestimmung der Dichte des
Harzes der Quellfaktor berechnet werden.!'®” Bei einer cher makroskopischen Bestimmung
des Quellfaktors wird eine bestimmte Menge an trockenem Harz eingewogen,
Losungsmittel zugegeben und flir eine gewisse Zeit geschiittelt. Nach einer
Equilibrierungszeit von einer Stunde in Ruhe, wird das iiberschiissige Losungsmittel
abgesaugt, und das Volumen des gequollenen Harzes gemessen. Durch Quotientenbildung
aus gemessenem Volumen und eingewogener Menge an trockenem Harz, kann der

Quellfaktor berechnet werden.””!

Da die hergestellten Ultraharze keine Beadstruktur besitzen, wurde zur Bestimmung der
Quellfaktoren die zweite Variante angewendet. Alle sechs Ultraharze wurden in der freien
Aminform, als 2-Hydroxyacetamidharze und als Fmoc-geschiitzte Rinkamidharze auf ihre
Quellfahigkeiten in einer Reihe von Lésungsmitteln untersucht. Jede Bestimmung wurde

dreimal wiederholt, um einen verldsslichen Durchschnittswert zu erhalten.

Trotz ihrer hohen Polaritét zeigten alle Ultraharze in der freien Aminform in unpolaren
Losungsmitteln sehr gute Quelleigenschaften. Das Quellen in polaren Losungsmitteln ist
bei allen Harzen sehr hoch. Herausragend sind die Faktoren fiir Methanol und vor allem fiir
Wasser, wobei hier durch Absenken des pH-Wertes der Effekt durch Protonierung der

Harze noch wesentlich verstirkt werden kann (bis zu 180 ml/g bei pH 0).
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Die beiden Ultraharze mit den kleinsten Mengen an Vernetzer, UH 1 und UH 4, zeigen wie
erwartet die hochsten Quellfaktoren. Ansonsten nehmen die Quellfaktoren mit
zunehmendem Anteil an Crosslinker ab. Abweichungen in dieser Reihe innerhalb eines
Losungsmittels konnen durch intramolekulare Ringbildungen des PEIs bei der
Polymerisation der hochvernetzten Harze erkliart werden. Diese intramolekularen Ringe
tragen nichts zur eigentlichen Vernetzung bei, so dass bei diesen Harzen zwar eine
vollstindige Umsetzung des PEIs mit dem Crosslinker erfolgte, die wirkliche Vernetzung
aber geringer ist, als bei Harzen mit weniger Vernetzeranteil. Dies kann auch durch die 'H-
MAS NMR-spektroskopischen Untersuchungen der Harze nicht erfasst werden. Der

Einfluss der Kettenldnge des Ausgang-PElIs ist nur von untergeordneter Bedeutung.
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Abb. 4-24: Quellfaktoren der Ultraharze UH 1 bis UH 6 in der freien Aminform.

Durch Anbringen von Linkermolekiilen in hohen Beladungen wurden die
Quelleigenschaften der Ultraharze stark beeinflusst. Die 2-Hydroxyacetamidharze
(HAA-UH 1 bis HAA-UH 6) zeigten eingeschrinktes Quellvermdgen in unpolaren wie in
polaren Losungsmitteln mit Ausnahme von DMF. Die Fmoc-geschiitzten Rinkamidharze
(Rink-UH 1 bis Rink UH 6) wiesen dagegen ausgezeichnete und gegeniiber der freien
Aminharze bessere Quellfaktoren in unpolaren Losungsmitteln auf. Hier konnte auch sehr
gut der Einfluss des Vernetzeranteils auf die Quellbarkeit nachgewiesen werden. Auch hier
haben die leicht vernetzten Harze UH 1 und UH 4 die hochsten Werte. In sehr polaren

Losungsmitteln nimmt die Quellfdhigkeit der Fmoc-geschiitzten Rinkamidharze ab.
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Tab. 4-9: Quellfaktoren der freien Aminharze (UH), der 2-Hydroxyacetamidharze (HAA-UH)

und der Fmoc-geschiitzten Rinkamidharze (Rink-UH) in verschiedenen Losungsmitteln.

Harz Et;0O Toluol THF DMF DCM CHClz; MeOH Water

UH 1 4.0 4.4 8.1 7.1 11.3 12.6 26.9 11.2
UH 2 3.1 3.5 4.6 5.6 6.5 7.5 20.3 17.8
UH 3 3.5 3.4 52 5.5 7.0 8.7 16.5 12.4
UH 4 3.0 4.0 5.7 5.4 8.8 12.1 44.5 62.0
UH 5 3.0 4.0 6.8 5.5 7.6 8.7 13.5 10.8
UH 6 3.0 3.5 5.8 5.1 7.1 7.9 14.1 9.6
HAA-UH 1 2.0 - 2.7 34 3.0 - 34 4.0
HAA-UH 2 3.0 - 3.9 5.9 4.4 - 4.9 4.9
HAA-UH 3 2.1 - 3.3 6.4 4.2 - 4.6 3.3
HAA-UH 4 2.8 - 3.8 9.2 4.8 - 4.8 5.6
HAA-UH 5 2.8 - 33 5.6 5.6 - 4.5 4.5
HAA-UH 6 3.1 - 3.7 7.0 4.4 - 4.4 4.2
Rink-UH 1 3.8 - 6.6 10.3 8.0 - 5.6 5.6
Rink-UH 2 4.1 - 4.6 6.9 6.4 - 4.1 3.7
Rink-UH 3 34 - 4.9 59 59 - 34 2.9
Rink-UH 4 2.9 - 6.9 11.5 10.0 - 4.6 3.4
Rink-UH 5 4.4 - 6.6 9.3 7.1 - 4.4 4.9
Rink-UH 6 3.9 - 6.8 8.2 7.3 - 3.9 3.4

Generell lasst sich feststellen, dass die Natur des Linkermolekiils einen starken Einfluss auf
die Quelleigenschaften der Harze ausiibt. Durch die sehr hohen Beladungen riickt der
Einfluss des Polymers in den Hintergrund und die Quellfdhigkeit der linkermodifizierten

Harze wird nahezu ausschlief3lich durch die Art des Linkers bestimmt.
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4.2.8 Mobilitatsmessungen mit Hilfe der ESR-Spektroskopie

Die Beweglichkeit der reaktiven Zentren ist ein wichtiger Parameter zur Bestimmung der
Reaktivitdt von Polymeren. Die Elektronenspinresonanz ist eine exzellente Methode, um
Beweglichkeiten innerhalb von gequollenen und nicht gequollenen vernetzten Polymeren
zu messen. Das Verhalten von paramagnetischen Substraten, die am Polymer immobilisiert
sind, kann mit hoher Empfindlichkeit beobachtet werden, da das nicht paramagnetische
polymere Riickgrat keinen Beitrag zum ESR-Signal liefert. Aus diesem Grund bedarf es im
Gegensatz zur NMR-Spektroskopie keiner weiteren speziellen Technik fiir die Aufnahme
von ESR-Spektren polymergebundener Spin-Labels. Viele Beispiele aus der Literatur sind
bekannt, die sich dieser Methode bedienen, um Mobilititen innerhalb von Polymeren zu

untersuchen, [131: 132 134, 135]

Ziel bei Mobilitdtsuntersuchungen ist die Berechnung der Rotationskorrelationszeit tr. Sie
gibt die Zeit an, bei der ein augenblicklicher Bewegungszustand des Spin-Labels noch mit
dem des vor tr Sekunden vorhandenen korreliert ist. Anders ausgedriickt ist der
momentane Bewegungszustand fiir eine Zeit t > tr unabhingig vom Zustand des Teilchens
vor t Sekunden. In dieser Zeitspanne t wirken auf das Molekiil so viele Kréfte ein, dass
keine Beziehungen zwischen dem Anfangs- und Endzustand mehr vorliegen. Der
Zusammenhang der Rotationskorrelationszeit mit der Beweglichkeit von Spin-Labeln in
einem polymeren Triger lautet: Je beweglicher der Spin-Label, desto kleiner ist die
Rotationskorrelationszeit tr. Die Beweglichkeit hdngt vom Quellverhalten und dem
Vernetzungsgrad des Polymers sowie von der Loslichkeit des Spin-Labels im verwendeten
Losungsmittel ab.

Eine Theorie zur Berechnung der Rotationskorrelationszeit aus den gemessenen ESR-

[170

Spektren stammt von Waggoner.'’” Hier wird die Linienbreite des ESR-Signals zur

Berechnung herangezogen.!'”!!

Unter der Linienbreite wird die Gesamtbreite der Absorption beim halben Wert des
Linienmaximums verstanden. Die Linienbreite einer einzelnen ESR-Komponente ist
Ausdruck einer Energieunschirfe der Hyperfeinstrukturniveaus des Radikals, und/oder

einer experimentell bedingten Messungenauigkeit.

Die Korrelationszeiten werden aus Unterschieden in der Linienbreite des ESR-Signals
berechnet. Diese Unterschiede kommen dadurch zustande, dass das freie Elektron eines

Radikalmolekiils wéhrend seiner Brownschen Molekularbewegung zeitlich verdnderlichen
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magnetischen Feldern ausgesetzt ist, wenn die molekiileigenen magnetischen Kerne eine
anisotrope Hyperfeinstruktur zeigen oder das Radikal einen anisotropen g-Faktor besitzt.
Beide Effekte mitteln sich beziiglich der Lage der Hyperfeinstruktur-Komponenten heraus.
Diese zeitabhéngige Storung verursacht jedoch eine zusdtzliche Relaxation des
Elektronenspins, die von den fluktuierenden magnetischen Kernfeldern und damit von der

Kernquantenzahl abhéngt.

Die Formel, die fiir die Berechnung der Korrelationszeit aus den Differenzen der

Linienbreiten verwendet wurde, lautet

T =(W -W._ ){MJ

8bAbA

wobei W; und W_; der Peakabstand der Tief- bzw. Hochfeldlinie, b = 3,O6><10'8 s'l,

Ay=422x10*s"'G' und H die Magnetfeldstirke beim Zentrum des ESR-Signals

it [170.172]
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Abb. 4-25: ESR-Spektrum von spingelabeltem Ultraharz. Eingezeichnet sind die zu

bestimmenden Linienbreiten W, und W.; der beiden Extrema der Hyperfeinstruktur.
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Bei dieser Art der Auswertung werden die anisotropen Kopplungen, die sich generell auf
die Linienbreite niederschlagen, durch Differenzbildung herausgemittelt und somit nur die

isotropen Kopplungen, welche die Beweglichkeit charakterisieren, beriicksichtigt.

Eine Einschrinkung erfahrt die Theorie dadurch, dass sie nur flir gut definierte Spektren
gilt. Bei starker Verbreiterung und Deformierung der Hyperfeinstruktur, z. B. durch
Temperaturerniedrigung oder durch Messen im festen Zustand, miissen fiir die Auswertung

andere Theorien angewendet werden.!'””!

Zur Bestimmung der Mobilitit wurde die freien Aminform der Ultraharze mit 3-Carboxy-
2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-1-yloxy (3-Carboxy-PROXYL) in sehr niedriger Beladung
(10° mmol/g) mit TBTU als Kupplungsreagenz gekuppelt. Die extrem niedrige Beladung
ist Voraussetzung dafiir, dass es nicht bei zu hoher Konzentration der Spin-Label auf dem
Polymer zur Linienverbreiterung durch Spin-Spin-Wechselwirkungen kommt. Um die
Beweglichkeiten der Ultraharze mit herkommlichen Trigermaterialien vergleichen zu
konnen, wurde mit 1 % DVB vernetztes Aminomethylpolystyrolharz und Amino-Tentagel
unter identischen Bedingungen mit dem Spin-Label umgesetzt. Weiter wurde auch ein
Vergleich zwischen Spin-Label am Polymer und Spin-Label in Losung durchgefiihrt. Dabei
wurde die entsprechende Konzentration des 3-Carboxy-PROXYL in Chloroform

vermessen.

OH
TBTU, DIPEA .

. N _
®NH N “DMF,16h O> N-O

lo
Abb. 4-26: Synthese des mit 3-Carboxy-PROXYL gelabeltem Ultraharz.

Die Harzproben wurden in Chloroform gemessen und die Linienbreiten und die Integrale
der resultierenden ESR-Signale bestimmt. Die Vollstindigkeit der Acylierungen und somit
die einheitliche Beladung der hergestellten Harze mit dem Nitroxid, wurden durch ESR-
Messungen der Reaktionslosungen nach der Kupplung festgestellt. Nach Integration der
Signale konnten in keiner Losung mehr als 3 % des eingesetzten Spin-Labels gefunden

werden.
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Tab. 4-10: Rotationskorrelationszeiten der spin-gelabelten Ultraharze UH 1 bis UH 6

verglichen mit Polystyrol, Tentagel und des Spin-Labels in Lésung.

Ausgangsharz Rotationskorrelationszeit tg [x10™" s]
UH 1 14.4
UH 2 14.0
UH 3 14.4
UH 4 7.4
UH 5 14.0
UH 6 14.4
Aminomethyl-Polystyrol 13.2
Amino-Tentagel 5.76
3-Carboxy-PROXYL in Losung 2.0

Die Ergebnisse zeigen, dass die Beweglichkeit des Spin-Labels der Ultraharze im Bereich
der Mobilitdt des Polystyrols liegt oder sogar noch besser. Fiir UH 4 wurde eine
Rotationskorrelationszeit von 7.4x10™° s bestimmt, was dem Wert fiir das flexible Tentagel
von 5.78x10™"" s sehr nahe kommt. Zum Vergleich betrigt der Wert fiir den Spin-Label in
Losung 2.0x10™° s. Der Einfluss des Crosslinkeranteils auf die Beweglichkeit konnte nur
bedingt festgestellt werden. Wéhrend die Mobilitdt der mit PEI-2 vernetzten Harze (UH 4
bis UH 6) mit zunehmendem Vernetzeranteil wie erwartet abnimmt, kann diese Tendenz
bei den mit PEI-1 hergestellten Harze nicht festgestellt werden. Hier findet man nahezu

identische Werte fiir die Rotationskorrelationszeiten.

4.2.9 Vergleich der Ultraharze durch Anwendung in der
Peptidsynthese

Die Zuginglichkeit der mit verschiedenen Linkermolekiilen hochbeladenen Ultraharze
wurde beim Einsatz in der Festphasenpeptidsynthese untersucht. Dazu wurden alle sechs

HMPB- und alle sechs Rinkamid-Ultraharze getestet. An allen zwdlf Harzen wurde das
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Peptid mit der Sequenz LKVSQAGKTLG nach der Fmoc-Strategie aufgebaut. Um die
erhaltenen Peptide in Bezug auf Reinheit und Ausbeute mit einem auf Standard-
Polystyrolharz synthetisierten Peptid zu vergleichen, wurde die Sequenz zusétzlich auf
Wang-Polystyrolharz synthetisiert. Jeweils 10 pmol Harz wurden eingewogen. Die
Aktivierung der Kupplung erfolgte mit DIC/HOBt in DMF (¢ = 0.1 M), die Kupplungszeit
betrug jeweils 90 min. Die Abspaltung der Harze erfolgte mit 95 % TFA, 2.5 % TIS und
2.5 % Wasser. Nach Lyophilisieren wurden die Peptide mit HPLC und MS charakterisiert.

HMPB-UH

Kupplung:
Fmoc-AS, DIC/HOB,

O
J\/O OMe 0.1 M, 90 min
LA O UG NS
Fmoc-Entschiitzung:
25 % Piperidin/DMF
NH, OMe 5 % Pipendin/DMF,
Rinkamid-UH

3

Abspaltung:
95 % TFA,
25%TIS,
2.5 % H,0

AP L

H-Leu-Lys-Val-Ser-GIn-Ala-Gly-Lys-Thr-Leu-Gly-(OH,NH>)

Wang-PS

Abb. 4-27: Syntheseschema fiir die Peptidsynthese an verschiedenen Ultraharzen und an
Wang-Polystyrol.

Die Ergebnisse der Peptidsynthese zeigen, dass der Vernetzungsgrad und die Wahl des
Linkers entscheidend fiir den Erfolg der Synthese sind. Als Nebenprodukt wurde vor allem
das 10- und 9-Peptid gefunden, die aus Fehlkupplungen auf Valin in Position 8 resultieren.
Der sterisch sehr anspruchsvolle Rinkamid-Linker lieferte deutlich mehr Nebenprodukte als
der flexiblere HMPB-Linker. Die hochsten Reinheiten der Peptide ohne Nebenprodukte
lieferten die HMPB-Harze mit dem kleinsten Crosslinkeranteil (HMPB-UH 1 und
HMPB-UH 4). Die Ausbeuten an Rohprodukt waren mit dem auf Wang-Polystyrol
synthetisierten Peptid vergleichbar.
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Tab. 4-11: Ergebnisse der Peptidsynthese an diversen Ultraharzen. *HPLC 214 nm.

Hars Beladung Masse amol Rohprodukt Reinheit*
[mmol/g] Harz [mg] [mg] [%o]
HMPB-UH 1 2.8 3.6 10.1 11.3 100
HMPB-UH 2 2.6 3.9 10.1 11.9 98.4
HMPB-UH 3 2.9 34 9.9 9.9 97.1
HMPB-UH 4 2.4 4.2 10.1 13.4 100
HMPB-UH 5 3.0 3.7 11.1 11.3 92.2
HMPB-UH 6 2.9 3.5 10.2 11.0 85.1
Rinkamid-UH 1 2.4 4.2 10.1 9.2 92.7
Rinkamid-UH 2 23 43 9.9 9.4 90.7
Rinkamid-UH 3 24 43 10.3 12.2 90.8
Rinkamid-UH 4 2.7 3.9 10.5 14.5 88.3
Rinkamid-UH 5 2.6 3.8 9.9 11.1 85.3
Rinkamid-UH 6 24 43 10.3 12.5 82.1
Wang-PS 0.5 22.8 11.4 15.0 100

Intens.
x10°
5

1101.6 [M+H]"
0,6

551.6 [M+2H]*"
044 LKVSQAGKTLG

nach Abspaltung von HMPB-UH 4, 2.4 mmol/g 3 LKVSQAGKTLG, MG 11004

0,2

0 10 20 30 40 200 400 600 800 1000 1200

m/z
Zeit [min]

Absorption

] 406 1123.6 (M+Na]*

2273 /

Abb. 4-28: HPLC-Chromatogramm und MS-Spektrum von LKVSQAGKTLG (MG 1100.4) nach
Abspaltung von HMPB-UH 4 mit 2.4 mmol/g Beladung.
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4.3 Polymeres Borhydrid auf der Basis von vernetztem PEI

4.3.1 Einleitung

Die Entwicklung polymerer Reagenzien ist in den letzten Jahren stark fortgeschritten. Eine
signifikante Einschriankung der derzeitigen Reagenzien ist ihre relativ niedrige Beladung
(0.5 — 3 mmol/g fiir die meisten kommerziell erhéltlichen polymeren Reagenzien).
Aufgrund ihrer hohen Herstellungskosten sind polymere Reagenzien nicht sehr
wirtschaftlich, ihr Einsatz ist auf Reaktionen im kleinen Malstab beschrinkt. Durch
hochbeladene und preiswert hergestellte Reagenzien, konnte die Effizienz und die

Atomokonomie von polymerunterstiitzter Methoden stark gesteigert werden.

Das Ultraharz-Konzept erlaubt die Herstellung kostengiinstiger, hochbeladener
Trédgermaterialien. Es sollte nun auf die Herstellung eines hochbeladenen polymeren
Borhydrids angewendet werden. Polymeres Borhydrid gehort zu den dltesten polymeren

") ynd findet eine breite Anwendung in allen Bereichen der organischen

Reagenzien
Synthesechemie. Die herkdmmlichen polymeren Borhydrid-Reagenzien basieren auf einem
makropordsem Polystyrol-lonenaustauscherharz, welches mit Natriumborhydridldsung

d. "' Durch Einsatz von makroporsen Trigermaterialien kann die Toleranz

behandelt wir
gegeniiber polaren Losungsmitteln erhoht werden. Die Beladungen werden meist durch
Bor-Elementaranalyse von den Herstellern angegeben, was allerdings aufgrund der Bildung
von Borcarbid sehr fehlerbehaftet ist. Sie liegen laut Hersteller im Bereich zwischen 2.0
und 3.0 mmol/g. Polymeres Borhydrid wird vor allem =zur Reduktion von

Carbonylverbindungen und zur reduktiven Aminierung eingesetzt.!'’*"'"!

. _
O/©/\NM%BH4

Abb. 4-29: Struktur von makroporésem Borhydrid-Polystyrolharz.

Die Vorgehensweise bei der Synthese des polymeren Borhydrids auf der Basis der
Ultraharze ist gleich wie bei der Herstellung auf Polystyrol. Zuerst werden die sekundéren
und tertidren Amine des Ultraharzes alkyliert und somit ein polykationisches Harz erzeugt.

AnschlieBend erfolgt der lonenaustausch mit einer Natriumborhydrid-Lésung.
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Quarternisierung /
Q5nH - >Nix

/oo lonenaustausch A i
Qo Qron,

Abb. 4-30: Syntheseschema fur die Herstellung von polymeren Borhydrid auf

\

Ultraharzbasis.

4.3.2 Synthese eines Ultraharzes mit hochmolekularem PEI

Die Verwendung von Ultraharzen mit kurzkettigen PEls, wie in Kap. 4.1 und 4.2
beschrieben, fiihrte nach der Quarternisierung der Amine und lonenaustausch zu einem in
polaren Losungsmitteln wie Wasser und Methanol sehr stark quellenden Gel. Dadurch
musste bei den anschlieBenden Reduktionen wesentlich mehr Lésungsmittel verwendet
werden, was die Konzentration der zu reduzierenden Komponente stark verringerte und
somit die Effizienz der Reaktion wesentlich herabsetzte. Auch die Abtrennung des
Polymers vom Substrat durch Filtration gestaltete sich durch den gelartigen Charakter des
Polymers als sehr schwierig. Durch Verstopfung der Fritten und durch Wechseln zu
unpolaren Losungsmitteln beim Waschvorgang, musste die Aufarbeitungsprozedur

wesentlich verlédngert werden, was sich auch in niederen Ausbeuten bemerkbar machte.

Um die Problematik der stark quellenden Gele zu umgehen, waren zwei Moglichkeiten
vorhanden. Zum einen konnte ein Ultraharz als Ausgangspolymer verwendet werden, was
einen hohen Crosslinkeranteil hat. Dadurch sollte das Quellvolumen in polaren
Losungsmitteln abnehmen. Wie in Kap 4.2.4 bereits erldutert, gibt es allerdings hier eine
Obergrenze flir den Vernetzeranteil. Als weiteren Nachteil sinkt dadurch auch die
theoretische Beladung der Harze. Durch Alkylierung von UH 6 und anschlieBendem
Ionenaustausch wurde ein polymeres Borhydridharz erhalten, was allerdings immer noch
starke Quelleigenschaften in Methanol zeigte. Auch war die effektive Beladung bei

Testreduktionen von Benzaldehyden nicht zufrieden stellend.

Die zweite Moglichkeit bestand darin, ein hochmolekulares PEI fiir die Herstellung des
Ausgangsharzes zu verwenden. Durch das hohe Molekulargewicht und die damit

resultierende stirkere Verzweigung der Polymere, sollte nach Vernetzung ein Polymer
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erhalten werden, was deutlich weniger stark quillt, aber immer noch hohe Beladungen an
Amin liefert. PEI mit einem Molekulargewicht von 10 000 g/mol wurde mit
Terephthalaldehyd in THF zum Polyimin kondensiert. Das Verhiltnis von Crosslinker und
PEI war dabei 42 : 1. Dabei lief die Polymerisation im Gegensatz zu der Verwendung der
kurzkettigen PEIs spontan ab. Nach Reduktion mit 2 eq. Natriumborhydrid in THF/MeOH
2:1 fiir 2 h wurde das Harz mit 1 N Salzsdure in die Hydrochloridform transformiert, um
iberschiissiges Natriumborhydrid zu eliminieren. Das Harz wurde anschlieend mit Wasser
gewaschen und wieder mit 2 N NaOH in die freie Aminform iiberfiihrt. Die darauf folgende
Waschprozedur war analog zu der in Kap. 4.1.2 beschriebenen. Das weil-graue Polymer
lag als fein verteilte, kornige Substanz vor und konnte durch Sieben in Partikel von

80-170 um Durchmesser aufgetrennt werden.

H.__O

r]\j]\/\ i. Polykondensation
+
HzN{/\/ <" NH, Q>N

ii. Reduktion

PEI 10 000 O™ 'H

Abb. 4-31: Herstellung von Ultraharz aus hochmolekularem PEI. Darunter schematisch die

Struktur der verzweigten Polymere.

Die Elementaranalyse zeigte eine Beladung von 15 mmol/g Aminen. Das Quellverhalten
des Harzes war von polaren zu unpolaren Losungsmitteln sehr -einheitlich, die
Quellfaktoren waren aber niedriger als bei den mit kurzkettigen PEIs hergestellten

Ultraharzen (Tab. 4-12).
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Tab. 4-12: Quellfaktoren des Ultraharzes aus hochmolekularem PEI.

Losungsmittel Quellfaktor [ml/g Harz]

Methanol 7.8
DMF 53
DCM 53

Das FT-ATR-IR-Spektrum beinhaltete die gleichen charakteristischen Banden wie die
Ultraharze UH 1 bis UH 6. Im "H-MAS-NMR-Spektrum waren die einzelnen Signale nicht
ausreichend genug aufgelost, um eine Integration der PEI-CH,-Protonen und damit eine
Quantifizierung des Crosslinkeranteils durchzufiihren. Die Verbreiterung der Peaks kann

mit den schlechteren Quelleigenschaften des Harzes in Methanol erklért werden.

Aryl-H Benzylische

Protonen

Abb. 4-32: 1H-MAS-NMR-Spektrum von hochverzweigtem Ultraharz (400 MHz, MeOD, MAS
4500 Hz).

Alle Signale konnten eindeutig zugeordnet werden. Neben dem Signal fiir die aromatischen
Protonen bei 7.2 ppm, konnten auch hier die beiden unterschiedlichen Signale der
benzylischen Protonen bei 4.5 ppm und 3.7 ppm gefunden werden. Die PEI-CH,-Protonen
lagen bei 2.6 ppm. Die beiden scharf aufgeldsten Peaks bei 3.3 und 3.34 ppm sind dem
Losungsmittel, deuteriertem Methanol, zuzuordnen. Hier kann es allgemein zu einer

Aufspaltung des Signals kommen, da sich das Losungsmittel einmal im Polymer und
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einmal auBerhalb des Polymers befindet. Durch die unterschiedliche chemische Umgebung

werden zwei Signale fiir das Losungsmittel beobachtet.

4.3.3 Synthese polykationischer Ultraharze

Fir die Alkylierung der Amine der Ultraharze wurden  verschiedene
Methylierungsreaktionen getestet. Die Quarternisierung von vernetztem PEI wurde bereits
mittels Dimethylsulfat in Acetonitril bei 50 °C durchgefiihrt."*® Andere Vorschriften

171 Alle diese Varianten

verwenden Methyliodid in DMF unter Zusatz von NaOH als Base
wurden getestet, die Bestimmung der Beladung erfolgte mit Hilfe der Elementaranalyse
und iiber den Massenzuwachs des Harzes. Die besten Ergebnisse lieferte die Verwendung
von Methyliodid in 10fachem Uberschuss bei RT fiir 24 h. Als Losungsmittel wurde DMF
verwendet. Nach Reaktionsende wurde das leicht gelbliche Harz griindlich mit DMF und
DCM gewaschen, bis eine Losung von Silbernitrat aus dem Waschwasser kein Silberiodid

mehr ausfillt. Nach Trocknen im Vakuum wurde ein lodgehalt von 47.5 % bestimmt, was

einer Umsetzung von ca. 83 % entspricht.

CHgl .
A NI I lodgehalt 47.5 %
®NH DMF, 24 h O> ~ d
Abb. 4-33: Synthese des polykationischen Ultraharzes.

Der Zusatz von NaOH brachte keine Verbesserung. Die Verwendung von Dimethylsulfat
lieferte laut Elementaranalyse analoge Ausbeuten, aufgrund seiner stark toxischen

Eigenschaften wurde jedoch fiir die Synthese der polykationischen Harze darauf verzichtet.

Grundsitzlich koénnen quartire Amine unter basischen Bedingungen und hohen
Temperaturen eine Hofmann-Eliminierung zu den entsprechenden Olefinen eingehen. Um
die chemische Stabilitit des Harzes gegeniiber basischen Bedingungen zu testen, wurde das
polykationische Polymer mit 2 N NaOH bei 50 °C fiir 5 h behandelt. Nach Waschen und
Trocknen konnte keine Verdnderung beziiglich Quellverhalten und Form des Harzes
festgestellt werden. Die Masse des Harzes blieb konstant und im FT-ATR-IR-Spektrum

zeigten sich keine Unterschiede zum Ausgangsspektrum.
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Abb. 4-34: FT-ATR-IR-Spektren des polykationischen Ultraharzes vor NaOH-Behandlung
(unten) und danach (oben).

4.3.4 Beladung des polykationischen Ultraharzes mit Borhydrid

durch lonenaustausch

Der letzte Schritt bei der Herstellung des polymeren Borhydrids auf Ultraharzbasis bestand
im Austausch der Iodid-lonen gegen Borhydrid-Anionen. Dazu wurde das quarternisierte
Iodidharz in Wasser gequollen und mit einer 1 M wissrigen Natriumborhydridlosung fiir
15 min behandelt. Nach Abfiltrieren und Waschen mit Wasser wurde diese Prozedur noch
zweimal wiederholt. Anschlieend erfolgte ein griindlicher Waschschritt mit Wasser, um
alles iiberschiissige Natriumborhydrid zu eliminieren, und zwar so lange, bis im
Waschwasser nach Zugabe von HCI keine Gasentwicklung mehr sichtbar war.
AnschlieBend wurde das jetzt farblose Polymer mit THF und DCM gewaschen und im
Vakuum bei 80 °C fiir 5 h getrocknet.
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/ aq. NaBH /
@Nir #, ®N+\BH4'

Abb. 4-35: Austausch der lodidanionen gegen Borhydrid-Anionen.

Die Charakterisierung des polymeren Borhydrids erfolgte mit Hilfe der FT-ATR-IR-
Spektroskopie. Dabei kann die Absorptionsbande bei 2227 cm’™, die charakteristisch fiir
B-H-Valenzschwingungen ist, halbquantitativ fiir die Bestimmung der Beladung mit

Borhydrid benutzt werden.

0,12

2227 cm™:
0,10 + BH-Valenzschwingung

0,08
0,06

0,04 -

ATR-Einheiten

0,02

0,00
T T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Wellenzahl [cm™]

Abb. 4-36: FT-ATR-IR-Spektrum des Borhydridharzes.

Um den Ionenaustausch mit Wasser zu umgehen und eine leichtere Trocknung des Harzes
zu erreichen, wurden auch andere Losungsmittel wie Methanol, Ethanol oder THF fiir den
Austausch getestet. Sie flihrten alle zu wesentlich niederen Beladungen der Harze mit

Borhydrid, was mit IR-Spektroskopie iiberpriift wurde.

Das Quellverhalten des Harzes war gegeniiber den Borhydridharzen, welche mit
kurzkettigen PEIs synthetisiert wurden, stark reduziert. Das hochste Quellvolumen wurde
in MeOH mit 10.7 ml/g Harz gemessen, die Quellvolumina des Borhydridharzes in polaren
wie unpolaren Losungsmitteln zeigten sehr einheitliche Werte. Als anschaulicheren

Parameter fiir die Quelleigenschaften wurde der Quellquotient eingefiihrt, der als Quotient
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aus dem Volumen des gequollenen Harzes geteilt durch das Volumen des Harzes im

trockenen Zustand definiert ist. Hier lagen die meisten Werte unter 2 (Tab. 4-13).

Tab. 4-13: Quelleigenschaften des Borhydridharzes.

Losungsmittel Quellfaktor [ml/g] Quellquotient
Trocken 5 1
Methanol 10.7 2.14
DCM 8.2 1.64
Wasser 8.8 1.76
THF 6.0 1.2
DMF 7.5 1.5
Toluol 7.0 1.4

Das farblose Polymer zeigte eine feinkornige Struktur, keinerlei Adsorption untereinander

und konnte leicht durch Sieben in verschiedene PartikelgroBen unterteilt werden.

Abb. 4-37: Polymeres Borhydrid auf Ultraharzbasis.

4.3.5 Bestimmung der effektiven Beladung

Um die effektive Beladung des Borhydridharzes fiir den Einsatz als reduzierendes
polymeres Reagenz zu bestimmen, wurde 4-Nitrobenzaldehyd in MeOH zum

entsprechenden Alkohol reduziert. Dabei wurde ein Uberschuss des Aldehyds eingesetzt
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und die Umsetzungsrate mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie quantifiziert. Fiir die
Auswertung wurden die aromatischen Dubletts von Produkt und Edukt verwendet. Nach
Integration ergab sich fiir die Testreduktion eine effektive Beladung des Harzes von
8 mmol/g bei einer Reaktionszeit von 30 min. Die Aktivitit des Harzes konnte durch
Verldngerung der Reaktionszeit auf 16 h sogar auf 12 mmol/g gesteigert werden (Abb.
4-38). Damit konnte auch die ausgezeichnete Zugénglichkeit des Substrates zu den

reaktiven Zentren des Harzes demonstriert werden.

/. ;
o) (:z::N\\BH4
H OH

MeOH, RT

SN [ A

N | 07 : ‘ U/ W
10.0 9.0 7 .O S.0 5.0
(PPmM)

Abb. 4-38: Bestimmung der effektiven Beladung des Borhydridharzes durch 'H-NMR-
Spektroskopie (400 MHz, CDCIs).

Zum Vergleich wurde die gleiche Reaktion mit Hilfe eines kommerziell erhiltlichen
polymeren Borhydridharzes auf Basis von makropordsem Polystyrol durchgefiihrt. Die
Beladung betrug laut Hersteller 3.4 mmol/g. Die Integration lieferte allerdings auch nach

16 h Reaktionszeit nur eine effektive Beladung von 2 mmol/g fiir das Polystyrolharz.
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4.3.6 Einfluss von Losungsmittel und PartikelgroRe des Harzes auf
die Reduktionskraft

Um den Einfluss des Losungsmittels bei der Reduktion von Carbonylverbindungen mit
Hilfe des polymeren Borhydridharzes zu untersuchen, wurde die oben beschriebene
Reduktion von 4-Nitrobenzaldehyd in verschiedenen Ldsungsmitteln durchgefiihrt. Die
Bestimmung der effektiven Beladung erfolgte wieder mit Hilfe der

'H-NMR-Spektroskopie.

Tab. 4-14: Effektive Beladungen fiir die Reduktion von 4-Nitrobenzaldehyd fiir 16 h bei RT in

verschiedenen Lésungsmittein.

Losungsmittel Effektive Beladung [mmol/g]

MeOH 12
DCM 10
THF 0.6

MeOH liefert wie erwartet die hochste effektive Beladung. Reduktionen in DCM laufen
ebenfalls mit hoher Aktivitdt ab. Bei Verwendung von THF als Losungsmittel findet man

nur geringe Umsetzungen.

Der Einfluss der Teilchengrofle auf die Geschwindigkeit bei einer diffusionskontrollierten
Reaktion besteht in einem inversen Zusammenhang zwischen Geschwindigkeitskonstante
und Teilchenradius. Polymers Borhydrid wurde nach Sieben in drei Partikelverteilungen
(230 — 170 pm, 170 — 120 um, 120 — 80 um) zur Reduktion von Zimtaldehyd eingesetzt.

Dabei wurden 2 eq. Harz bezogen auf 8 mmol/g effektive Beladung verwendet.

Qe

230-170 ym
170 - 120 ym
120 - 80 ym
P W
Q_\—/( MeOH, RT

H

Abb. 4-39: Einfluss der TeilchengréBe auf die Reaktionsgeschwindigkeit.
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Nach Aufarbeitung wurde in allen drei Proben eine vollstindige Umsetzung zum
entsprechenden Zimtalkohol gefunden, was mit Hilfe von NMR- und HPLC-Analytik
quantifiziert wurde. Somit konnte fiir diesen Fall keine Abhdngigkeit der

Reaktionsgeschwindigkeit von der Partikelgrofle ermittelt werden.

4.3.7 Reduktion von Carbonylverbindungen und Nitroolefinen

Die Aktivitit des Borhydridharzes wurde an verschiedenen gesittigten und ungeséttigten
Aldehyden und Ketonen und an Nitroolefinen getestet. Da die Reaktionsgeschwindigkeit
der Reduktionen sehr stark vom jeweiligen Substrat abhingt, wurden die Reaktionszeit und
die Equivalentzahl an Borhydridharz fiir die einzelnen Reaktionen angepasst, um
vollstindige Umsetzungen zu erreichen .Die effektive Beladung von 8 mmol/g des
Borhydridharzes wurde als 1 Equivalent definiert. Die Produkte wurden mit Hilfe der
'H- und C-NMR-Spektroskopie und der HPLC auf ihre Reinheit untersucht.

o Q)N/i BH, OH

M A

R R R™ R
MeOH, RT

R @N/i BH, R\_\

N02 NOZ
MeOH, RT

Abb. 4-40: Einsatz des Borhydridharzes fiir die Reduktion von Carbonylverbindungen und
Nitroolefinen.
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Tab. 4-15: Ergebnisse der Reduktionen mit polymeren Borhydrid. Die Zahl der Equivalente
ist auf eine effektive Beladung von 8 mmol/g angegeben. *HPLC 214 nm.

Zahl an Ausbeute Reinheit*
Ausgangsverbindung Zeit [h]
Equivalenten [%o] [%o]
O
o )~ 1 0.5 98 100
O
o.@H 1.3 1 98 100
O
Moo~ )~ 2 4 100 99
(0]
H 1 2 100 99
o 53
O)k” Ho 2 3 95 90
QMO 1.6 4 100 99
H
(0]
® N 0 4 16 100 81
(0]
4 16 98 100
ases 4 16 100 100

/No, 2 2 77 100
() no, 2 2 52 93

Aldehyde reagierten wesentlich schneller als Ketone und wurden selektiv in Gegenwart
einer Doppelbindung zum entsprechenden Alkohol reduziert (Abb. 4-41).

4-Phenylcyclohexanon wurde nach Reduktion als Mischung der cis- und trans-
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Diastereomeren erhalten (Abb. 4-42). Bei der Reduktion von Benzalacetophenon wurde
neben dem ungesittigten Alkohol auch 19 % des entsprechenden gesittigten Alkohols
gefunden, der mit Hilfe der '"H-NMR-Spektroskopie quantifiziert wurde (Abb. 4-43). Des
Weiteren wurde ein a-Ketoamid innerhalb eines vollgeschiitztes Tetrapeptids zum
entsprechenden Norstatinprodukt mit vier aliphatischen Seitenketten reduziert, welches als
Diastereomerenpaar erhalten wurde. Die Nitrooelfine wurden zu den entsprechenden

Nitroalkanen ohne Reduktion der Nitrogruppe reduziert.

T 000BNN 0nyn
NO NDONOD 000N
30 00NOOO 3000
80 tonn0n S900
66 606660 $¥v¢
Vo -
HD ‘
Ha Ha
Hg | Hs Hc
Ha o, OH |
\ \
Ha HaHS  Hp \ [
\
|
| \
: L J{ e
ol Y
] f 2/ (o 0
c 0 o |0 0
. 6 | |o I

Abb. 4-41: "H-NMR-Spektrum des reduzierten Zimtaldehyds (400 MHz, CDCl,).
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Abb. 4-42: Chromatogramm von cis- und trans-1-Phenyl-cyclohexanol-4.
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Abb. 4-43: 1H-NMR-Spektrum des reduzierten Benzalacetophenons (400 MHz, CDCIs;).
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Die Produkte wurden in guten bis ausgezeichneten Ausbeuten erhalten, wobei nur ein
geringer Uberschuss an Borhydridharz eingesetzt werden musste. Die Ergebnisse zeigten,
dass die hohe Beladung des polymeren Borhydrids auf Ultraharzbasis in der

polymerunterstiitzten Losungssynthese voll genutzt werden konnten.

4.3.8 Reduktive Aminierungen

Als weitere Anwendung wurde das Borhydridharz bei reduktiven Aminierungen eingesetzt.
Dazu reagierte ein Aldehyd mit einem kleinen Uberschuss an primérem Amin (1.3 eq.), um
eine vollstdndige Iminbildung zu erreichen. Nach Zugabe von 2 eq. polymerem Borhydrid,
wurde das reduzierte Amin neben dem noch vorhandenen {iberschiissigen primidren Amin
erhalten. Um dies selektiv zu entfernen, wurde ein Scavengingprozess mit
Formylpolystyrolharz (10 eq.), welches selektiv primidre Amine binden kann, durchgefiihrt.
Die Produkte aus den einzelnen reduktiven Aminierung wurden mittels HPLC und

NMR-Spektroskopie charakterisiert.

0 DCM, 3 h ,
R—NH, + »—R' B R/NQ/R + R—NH,
H
1.3 eq
A
@N\BH4
2eq,16h
H N H
N__R O/\O N

R™ N - R” R + R—NH,
10,eq,40°C,6 h

Abb. 4-44: Reduktive Aminierung mit Hilfe des Borhydridharzes.

Ein geringer Uberschuss an Borhydridharz (2 eq.) reichte aus, um die durch die
Kondensation entstandenen Imine zu den entsprechenden Aminen in guten Ausbeuten und

Reinheiten zu reduzieren.
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Tab. 4-16: Ergebnisse der reduktiven Aminierungen. *HPLC 214 nm

Amin Aldehyd Ausbeute [%] Reinheit* [%]

MeO.

-
e 5 85 99

" AL, 83 91

e NE ¥ :0 94 94
"N
O, H

NH, 5 92 90

MeO.

MeO.

Iz /E Iz /E =z /E

RS

H
N, K, 72 85
1,6
1,2 + N
T " O
]
S N
o 08
O
n
Q _
<
0,4
0,0 - /’J‘\fj
! I ! I ! I ! I ! I I 1
0 5 10 15 20 25 30 35

Zeit [min]

Abb. 4-45: HPLC-Chromatogramm des Produktes der reduktiven Aminierung von
Cyclohexylcarbaldehyd mit 5-Methoxytryptamin.
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Abb. 4-46: 'C-NMR-Spektrum des Produktes der reduktiven Aminierung von
Cyclohexylcarbaldehyd mit 5-Methoxytryptamin (400 MHz, CDCl;).

4.3.9 Lager- und Recyclingfahigkeit des polymeren Borhydrids

Die Beladung von kommerziell erhiltlichem Borhydridharz nimmt bei ldngerer Lagerung
ab. Dies ldsst sich mit der chemischen Labilitit der quarterniren Ammoniumsalze
gegeniiber Hofmann-Eliminierungen erkldren. lonenaustauscherharze zeigen den typischen

Fischgeruch von freigesetztem Trimethylamin.

Das polykationische Borhydridharz hingegen hatte auch nach einem Jahr Lagerung bei
4 °C die nahezu identische effektive Beladung. Dazu wurde die Testreduktion des
4-Nitrobenzaldehyds in MeOH fiir 16 h bei RT durchgefiihrt. Nach Quantifizierung mittels
'"H-NMR-Spektroskopie ergab sich eine effektive Beladung von 11.6 mmol/g, was eine
Abnahme von nur 3.3 % bedeutet, die im Rahmen der Messgenauigkeit liegen diirfte. Das
polymere Borhydridharz auf PEI-Basis ist somit wesentlich stabiler als herkdmmliche

Borhydrid-Tragermaterialien.
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Fiir die Untersuchung der Recyclingfahigkeit des Harzes wurde nach einer Reduktion das
Harz mit DCM und MeOH gewaschen und anschlieBend mit 1 N HCI mehrmals versetzt.
Nach Waschen mit Wasser erfolgte wieder der Ionenaustausch mit einer 1 M
Natriumborhydrid- Losung. Das farblose Polymer wurde entsprechend aufgearbeitet und

getrocknet.

Nach
Reduktion

Qoo " Qs

1 N HCI

/ 1 M NaBH4 /
QN BHy o~ NI cr

Abb. 4-47: Recycling des Borhydridharzes.

Das FT-ATR-IR-Spektrum zeigte eine wesentlich weniger intensive B-H-Bande als im
Ausgangsharz. Nach Durchfiihrung der Testreduktion mit 4-Nitrobenzaldehyd ergab sich
nur noch eine effektive Beladung von 6.1 mmol/g. Die Reinheit des Substrates war
ebenfalls reduziert, so dass davon ausgegangen werden muss, dass wihrend der
Recyclingschritte nicht alle Verunreinigungen vom Harz gewaschen werden konnten und

somit das Recyceln des Harzes leider nicht wirtschaftlich genug durchgefiihrt werden kann.

Tab. 4-17: Lager- und Recyclingféhigkeit des polymeren Borhydrids.

Borhydridharz Effektive Beladung [mmol/g]

Ausgangsharz 12
Nach einem Jahr 11.6
Nach Recycling 6.1
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Abb. 4-48: FT-ATR-IR-Spektren des Borhydridharzes nach einmaligem Recycling (unten).

Dariiber das Spektrum des Ausgangsharzes.
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4.4 Reversibel vernetzte Polymere zur Synthese von

multivalent funktionalisierten dendritischen Polymeren

4.41 Einleitung

4411 Polymere Therapeutika

In den letzten 15 Jahren haben so genannte polymere Therapeutika eine immer grofere
Bedeutung erlangt. Der Begriff umfasst makromolekulare Wirkstoffe, Polymer-Wirkstoft-
und Polymer-Protein-Konjugate, polymeren Micellen, die kovalent gebundene Wirkstoffe

tragen und polyelektrolytische Komplexe fiir den DNA-Transport.

a Polymeric drug or sequestrant b Polymer—protein conjugate € Polyplex: polymer-DNA complex

\Q Hydrophilic
; I— 4 biock
DNA,
(2/' = ‘t;20 1 Gliatonic,

Mw = 5-40,000 Da

~20 nm 40-60 nm
d Polymer—drug conjugate @ Polymeric micelle
Hydrophilic
block
Targating residug 1 ’Q\
. Drug

A4
S eesss
o) M

> black

5-15nm B0-100 nm

Abb. 4-49: Polymere Therapeutika (aus ["®%).

Dabei spielt die Wahl des Polymers die entscheidende Rolle. Lineare oder verzweigte
Polymere konnen einmal selbst als bioaktive Spezies fungieren oder, was héaufiger der Fall
ist, als inerte Strukturkomponente eines Konjugates, einer polymeren Micelle oder eines
nichtviralen Vektors dienen. Der allgemeine Aufbau eines Polymer-Wirkstoff- oder
Polymer-Protein-Konjugates umfasst eine dreigeteilte Struktur: Das Polymer, ein Linker
und die bioaktive Spezies. Als Polymere werden die synthetischen Polymere PEG,
N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid (HPMA), Polyvinylpyrrolidon (PVP), PEI, lineare
Polyamidoamine und Divinylethermaleinsdureanhydrid (DIVEMA) verwendet. Weiter
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werden natlirliche Polymere eingesetzt, wie Dextran, Dextrin und Hyaluronsdure und so
genannte ,,Pseudosynthetische Polymere® wie die Polyaminosduren Poly(L-Lysin),
Poly(L-Glutaminsdure) und Poly(L-asparagin). Die Natur der Polymere stellt eine spezielle
Herausforderung fiir die pharmazeutische Entwicklung dar. Im Gegensatz zu einem
herkdmmlichen Wirkstoff, der aus einer einzigen, definierten Verbindung besteht, sind
Polymere grundsétzlich heterogene Komponenten, die teilweise auch hdhere
Anforderungen an deren Charakterisierung stellen. Ein wichtiger Punkt, der die biologische
Aktivitdit beeintrdchtigen kann, ist die Tatsache, dass Polymere aus individuellen
Molekiilen mit verschiedenen Kettenlingen bestehen konnen. Das durchschnittliche
Molekulargewicht ist durch die Begriffe Massenmittelwert My, und Zahlenmittelwert M,
beschrieben, der Quotient M,,/M, wird als Polydispersitit bezeichnet. Der Zahlenmittelwert
berticksichtigt die Anzahl der Molekiile mit gleichem Polymerisationsgrad, wéhrend der

Massenmittelwert deren Anteil an der Gesamtmasse angibt.

2

Mw _ zNiMi
DN M,
_2NM,

M, = SN

Wichtige Beispiel fiir Polymere in medizinischen Anwendungen sind mit PEG konjugierte
Proteine. Die PEG-Ketten erhohen dabei die Stabilitdt und die Loslichkeit der Proteine und
reduzieren ihre Immunogenitit. Es sind bereits einige Medikamente, die durch
»PEGylierung® erhalten werden, auf dem Markt mit Anwendungen im Bereich der
Multiplen Sklerose (PEG-INTRON), Hepatitis C (PEGASYS) oder Leukidmie (Oncaspar).
Fiir die Protein-Wirkstoff-Konjugate werden vor allem HPMA-Copolymere verwendet, an
die Antitumorwirkstoffe angebracht werden. Einige davon befinden sich bereits in der

klinischen Entwicklung als Antikrebsmittel.!'*"!

441.2 Dendrimere

Eine grofle Bedeutung bei der Synthese von Polymeren fiir medizinische Anwendungen
haben Dendrimere und dendritische Molekiile. Dendrimere sind in der Natur weit
verbreitet, der Name stammt von den griechischen Wortern ,,Dendron” (Baum) und
,»Meros®“ (Teil) ab. Dendrimere sind trotz ihres hohen Molekulargewichtes definierte

Strukturen, die eine im Vergleich mit traditionellen Polymeren niedrige Polydispersitit
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haben. Sie bestehen aus einer regelméBigen, stark verzweigten, globulardhnlichen Struktur,
die meist eine hohe Dichte an Funktionalititen an deren Oberfldche besitzt und gleichzeitig

ein kleines molekulares ,,Volumen* hat.['8!]

Die dendrimere Struktur ist durch Schichten zwischen den einzelnen Verkniipfungspunkten
definiert, die man Generationen nennt. Allgemein wird die Anzahl an Generationen als

Zahl von Verkniipfungspunkten vom Kern bis zur Oberfliche bezeichnet.

Es gibt zwei unterschiedliche Verfahren zur Synthese von Dendrimeren. Beim divergenten
Ansatz werden die Dendrimere vom Kern ausgehend Generation fiir Generation aufgebaut.
Dies erfordert jedoch durch die Anwesenheit vieler reaktiver Zentren an einem einzelnen
Molekiil sehr effektive chemische Transformationen, um Defekte auszuschlieBen. Sogar bei
sehr effizienten Umsetzungen ist bei einem G 5-PPI-Dendrimer die Ausbeute an perfektem
Dendrimer nur ca. 25 %. Der alternative konvergente Ansatz startet an der Oberfldche und
endet am Kern, wo die Dendrimerbausteine zusammengesetzt werden. Diese
Vorgehensweise hat den Vorteil, dass pro Syntheseschritt nur eine kleine Zahl an reaktiven
Zentren vorhanden ist, die auch nur eine kleine Zahl an Nebenreaktionen zulassen und dass
jede synthetisierte Generation separat aufgereinigt werden kann. Allerdings ist die
Aufreinigung von Dendrimerbausteinen hdherer Generation aufgrund ihrer Ahnlichkeit

zwischen den Reaktanden und den Produkten oft sehr schwierig.
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Abb. 4-50: Struktur der PAMAM-Dendrimere.

Die Struktur der Dendrimere ldsst sich in drei Kompartimente einteilen: Die multivalente
Oberflidche mit einer groBen Anzahl an potentiellen reaktiven Stellen, die ,,duflere Schale*
direkt unter der Oberfldche, die eine definierte Umgebung hat, welche von auB3en durch die
Dendrimeroberflidche geschiitzt ist und den Kern, der bei Dendrimeren hoherer Generation
durch die dendritischen Zweige vom duBlerem Umfeld geschiitzt ist. Das Innere eines
Dendrimers ist sehr gut fiir den Einbau von Gastmolekiilen geeignet. Diese drei Teile eines
Dendrimers konnen spezifisch auf einzelne Anwendungen zugeschnitten werden, wie als

dendritischer Sensor, Wirkstofftransporter oder als Wirkstoff an sich.

Damit Dendrimere als Werkzeuge fiir die Wirkstoffsynthese oder den Wirkstofftransport in
vivo eingesetzt werden konnen, miissen sie einige wichtige biologische Anforderungen
erfilllen. Sie diirfen weder toxisch, noch immunogen sein, sie miissen in der Lage sein,
biologische Barrieren, wie z. B. Zellmembranen oder Blut-Gewebe-Schranken, zu
passieren, sie sollten fiir eine bestimmte Zeit, die bendtigt wird, um einen klinischen Effekt
zu erzielen, im Kreislauf erhalten bleiben und sie sollten spezifische Strukturen erkennen,

oder als solche erkannt werden.
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Dendrimere werden bereits in vielen Bereichen der Medizin eingesetzt.!'®” In der
medizinischen Diagnostik werden flir das Magnetresonanz-Imaging(MRI)-Verfahren
Gd-Komplexe als Kontrastmittel zur Beeinflussung der Relaxationszeiten eingesetzt. Durch
Verwendung von Dendrimerstrukturen als Chelatbildner fiir Gd"'-Komplexe kénnen die
Verweilzeiten im Blutkreislauf wesentlich erhoht werden, was eine Verbesserung der
MRI-Darstellungen von Blutgefdssen und Organen bewirkt. Hier werden vor allem sog.

Polyamidoamin(PAMAM)-Dendrimere verwendet (Abb. 4-50).

Ein weiteres Gebiet, auf dem momentan intensiv geforscht wird, sind DNA-Dendrimere.
Sie werden durch aufeinander folgende Hybridisierungen partiell zueinander
komplementdrer  Hetero-Duplexe  (,,DNA-Monomere®)  erhalten. Nach jedem
Hybridierungsschritt wird die Struktur durch eine Art ,,Quervernetzung® fixiert. Somit
kénnen DNA-Dendrimere mit bis zu zwei Millionen Oligonucleotid-Endgruppenstringen
erhalten werden, die vielfdltige Mdglichkeiten fiir die Erkennung von Oligonukleotiden
bieten. Als therapeutische Anwendung auf Dendrimerbasis ist die Gentransfektion durch
Dendrimere als nichtvirale Vektoren am meisten untersucht. Unter physiologischen
Bedingungen (pH 7.4) liegen die Dendrimere (PAMAM, PPI) als Polykationen vor und
konnen so mit den negativ geladenen Phosphateinheiten der Nukleinsduren wechselwirken.
Die Dendrimere zwingen die DNA in eine kompakte Form und erleichtern somit den
Eintritt der DNA in die Zelle. Interessant ist, dass die perfekte Dendrimerstruktur mit einem
Verzweigungsgrad von 100 % weniger effizient fiir die Transfektion ist, als z. B.
kommerziell erhdltliches PEI, welches eine hyperverzweigte Struktur Dbesitzt

(Verzweigungsgrad von 65 %) und ausgezeichnete Transfektionseigenschaften aufweist.

Der Einsatz von Dendrimeren fiir die kontrollierte Wirkstofffreisetzung ist ebenfalls ein
intensiv bearbeitetes Gebiet. Dabei werden Wirkstoffe in dendritische Kern-Schale-
Komplexe eingebaut und konnen so an ihren Wirkort transportiert werden. Die
eingeschlossenen Gastmolekiile lassen sich dabei selektiv wieder freisetzen.
Antitumoraktive Cytostatika wie Adriamycin und Methotrexat wurden bereits in

wasserlosliche Dendrimersysteme eingekapselt.

Ein weiterer Aspekt der medizinischen Anwendung der Dendrimerchemie bilden
Dendrimere mit bakteriziden Eigenschaften. Die wegen der hohen Funktionalitit verstirkte
Wechselwirkung der dendritischen Polykationen mit Zellwénden lésst sich nutzen, um eine

antibakterielle ~Wirkung zu erzielen. Beispiele hierfiir sind quarternisierte
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Polyamindendrimere, aber auch Dendrimer-Silber-Komplexe, die eine hohere in-vitro-

Aktivitdt gegeniiber einigen Bakterien zeigen, als gelostes Silbernitrat.

4.41.3 Aufnahme von PEI/DNA-Komplexe in die Zelle

Die Aufnahme von PEI/DNA-Komplexe in die Zelle ist ausfiihrlich untersucht worden.!'**

184 Allgemein wird davon ausgegangen, dass diese Komplexe iiber Endocytose in die Zelle
aufgenommen werden. Dabei werden blasenformige Vesikel von der Zellmembran nach
innen abgeschniirt, wobei die so gebildeten Endosomen membrannahes Material
einschlieBen. Die Endosomen fusionieren anschlieBend mit den Lysosomen, in denen der
pH-Wert niedriger ist (pH 4-5), als unter normalen physiologischen Bedingungen (pH 7.4).
Durch diese pH-Wert-Verschiebung kommt es zum vermehrten Eintritt von Protonen,
Chloridionen und Wasser, was letztendlich zum Platzen der Vesikel aufgrund der Erh6hung
des osmotischen Drucks fithrt. Durch Verwendung von Bafilomycin Al, ein selektiver
Inhibitor, der die Ansduerung der Endosomen bzw. Lysosomen unterdriickt, wird kein

Austreten der PEI/DNA-Komplexe beobachtet.!'*!
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Abb. 4-51: Vorgeschlagener Mechanismus der DNA-Transfektion mit kationischen

Dendrimeren (aus '*%),

Die Cytotoxizitdt von PEI ist stark abhidngig von Molekulargewicht und Vernetzungsgrad
des Polymers. PEI mit 800 kD verklebt zu groBen Clustern (2-6 pm), die an der
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Zelloberflache haften. Bei PEI mit 25 KD wurden nur kleine Aggregate mit 10-50 nm
gefunden. Die Biokompatibilitit des PEIs wird durch die hohe Dichte an kationischen
Ladungen, durch eine kompakte und hochverzweigte Struktur sowie durch ein hohes
Molekulargewicht negativ beeinflusst. Auch die Effizienz der Transfektion von DNA war
bei PEI mit niederem Molekulargewicht wesentlich hoher als bei hochmolekularem

PEL.[!83]

4.41.4 Multivalenzeffekte

Multivalente Wechselwirkungen konnen in der ganzen Natur beobachtet werden.!'® Die
Multivalenz kann zu einer stark erhohten Aktivitdt fiihren, verglichen mit der monomeren
Wechselwirkung. Diese synergistische Steigerung einer bestimmten Aktivitit bezeichnet
man als ,,Cluster- oder ,,dendritischen* Effekt. Der dendritische Effekt ist zuriickzufiihren
auf einen kooperativen Effekt in einem multivalenten System, der zu einer stirkeren
Erhohung der Aktivitdt flihrt, als dies durch die Valenz des Systems erwartet werden

wiirde.

( &« — (@«

Monovalenter Monovalenter Monovalenter
Rezeptor Ligand Komplex
g
E é +—
Multivalenter Multivalenter Multivalenter
Rezeptor Ligand Komplex

Abb. 4-52: Multivalenzeffekt.

Multivalenz kann auch die Spezifitit einer bestimmten Wechselwirkung erhohen, vor allem
durch die geometrische Erhohung der (hohen) Affinitit eines spezifischen Liganden und

die Erhohung der (niederen) Affinitit eines unspezifischen Liganden, was zu einem
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wesentlich hoheren Verhéltnis zwischen spezifischer und unspezifischer Affinitit flihrt.

Multivalente Wechselwirkungen bieten:
Eine feste Bindung von eher schwach bindenden monomeren Liganden.

Die Moglichkeit, Liganden mit niederer Affinitit in neuen Anordnungen mit einem neuen

Bindungspartner zu verkniipfen.

Effizientere Zell-Zell-Wechselwirkungen, die durch multiple Wechselwirkungen vermittelt

werden.

Dendrimere sind ausgezeichnet fiir die multivalente Prisentation von synthetischen,

biologisch interessanten Strukturelementen geeignet.

4.41.5 Peptidfunktionalisierte Dendrimere

Viele Peptidstrukturen mit potentieller therapeutischer Aktivitét sind bereits identifiziert
worden. Jedoch ist aufgrund der kurzen Halbwertzeit der Peptide in vivo ihr Einsatz als
Wirkstoffe stark limitiert. Peptide werden in den allermeisten Fillen von Peptidasen und
Proteasen abgebaut, so dass der Transport der Peptide zum Wirkort der eigentliche Engpass
bei der Entwicklung von peptidischen Therapeutika ist. Um dies zu umgehen, wurden
verschiedene Strategien angewendet. Zum einen wurde durch Verwendung von D- oder
Pseudo-Aminosduren die Stabilitit der Peptide erhoht. Allerdings wird durch die
Modifikationen die Aktivitdt des Peptids beeinflusst. Weitere Verfahren sind die Synthese
von Peptidomimetika, meist nichtpeptidische Strukturen, die aber die aktive Konformation
des Peptides widerspiegeln. Sie zeigen eine verstirkte Resistenz gegeniiber abbauenden

Enzymen.

Ein anderer Ansatz bedient sich peptidfunktionalisierten Dendrimerstrukturen. Durch die
dendritische Form wird die Stabilitét gegeniiber Proteasen und Peptidasen erhoht, was sich

( (187

in einer lingeren Halbwertszeit der Peptiddendrimere zeigt.!"®” Pionierarbeiten auf diesem

Gebiet stammen von James Tam, der so genannte ,,Multiple Antigen Peptide (MAP)“-

188, 189 .
> 181 Der Kern besteht aus einer

Dendrimere Ende der achtziger Jahre herstellte.!
bestimmten Anzahl von Lysinen, die die verzweigte Struktur iiber die beiden
Aminogruppen des Lysins generieren (Abb. 4-53). Der Aufbau der Kernstruktur und der
daran immobilisierten Peptide erfolgte an einem polymeren Triger mit gingigen Methoden

der Festphasensynthese.
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Abb. 4-53: Struktur der Kernmatrix der MAP-Dendrimere.

Nach Abspaltung und Aufreinigung wurden die peptidfunktionalisierten Dendrimere mit
einem Molekulargewicht von ca. 10 000 zur Erkennung und Bildung von Antikdrpern in
Maiusen und Kaninchen eingesetzt. Die Seren zeigten deutlich hdhere Antikorpertiter als
die entsprechenden Peptide, die an einen herkdmmlichen Transporter kovalent gebunden

waren.

Darauf folgende Arbeiten nutzten und verbesserten dieses Konzept fiir die Synthese
verschiedener Peptidstrukturen auf unterschiedlich grofen dendritischen Kernstrukturen
und untersuchten deren Wirkung in den  verschiedensten medizinischen
Bereichen.!"*! 18- 1901921 Apdere Publikationen befassen sich mit Peptiddendrimeren, die

193] oder iiber

[194, 195]

tiber Proline und 4-Aminoproline an fester Phase aufgebaut werden,

mehrstufige Synthesen von Aminosdure-Monomerbausteine synthetisiert werden.

Generell haben peptidfunktionalisierte Dendrimere aufgrund ihrer makromolekularen
Struktur und GroBe, ihrer Resistenz gegeniiber Proteasen und Peptidasen und ihrer hohen
Dichte von funktionellen Peptideinheiten ein groes Potential bei der Suche nach neuen
Wirkstoffen und Antigenen. Der Nachteil liegt in der aufwendigen Synthese und
Aufreinigung der Dendrimere, die in der Regel {tber Ultrazentrifugation oder

Dialysemethoden ablaufen.

4.4.2 Konzept zur Synthese von peptidfunktionalisierten

dendritischen Polymerstrukturen

Um einen einfachen Zugang zu peptidfunktionalisierten dendritischen Polymeren zu
bekommen, sollen die Vorteile der Festphasenpeptidsynthese genutzt werden. Durch
Herstellung eines Tragermaterials aus Polyethylenimin, das mit einem speziellen

Crosslinker vernetzt wird, und Peptidsynthese an diesem nichtloslichen, quellbaren
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Polymer, konnen Peptide in hohen Beladungen aufgebaut werden. Nach der Peptidsynthese
werden die Vernetzungspunkte des Harzes wieder aufgelost und man erhilt somit 16sliche
PEI-Polymere, die mit der entsprechenden Sequenz mehrfach funktionalisiert sind. Auf

diese Weise konnen sehr einfach makromolekulare, multiple Peptidsysteme hergestellt

werden.
Crosslinker [ ] |
> ol e o Polymerer Trager
Polymerisation | |
PEI-10000
Peptidsynthese

. . W ) Ry
W ke WL Auflésung i ‘LA ‘{‘ [
4 > < B D e
T g iA ‘»: AI‘“A‘I'A Al"
}‘Av -~ -~ 3 S— ’I-; ’i—‘ ’;

Peptidfunktionalisierte
dendritische Polymere

Abb. 4-54: Schematische Darstellung des Konzepts zur Synthese von reversibel vernetzten
Polymeren fir die Herstellung von peptidfunktionalisierten dendritischen

Polymerstrukturen.

443 Synthese des reversiblen Vernetzers

Die Reversibilitit der Vernetzung garantiert der spezielle Crosslinker, der bestimmte
Anforderungen erfiillen muss. Zum FEinen muss er chemisch stabil gegeniiber den
Bedingungen der Festphasenpeptidsynthese nach der Fmoc-Strategie sein, zum Anderen
muss er die Auflosung der Vernetzungspunkte des Polymers nach erfolgter Peptidsynthese
in einem zusdtzlichen Reaktionsschritt ermoglichen. Aulerdem muss er entsprechende
funktionelle Gruppen tragen, die mit dem PEI eine stabile Vernetzung eingehen. Es muss
also ein bifunktionelles Substrat synthetisiert werden, das zusitzlich innerhalb des

Molekiils eine weitere orthogonale Schutzgruppe hat.
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Basierend auf den Erfahrungen der Synthese der Ultraharze, wurde als funktionelle Gruppe
fiir die Vernetzung des PEIs die Aldehydfunktion ausgewihlt, welche mit den Aminen des
PEIs in einer Polykondensationsreaktion zu den entsprechenden Iminen reagiert. Die
Reduktion zu den Aminen liefert eine stabile Verbindung zwischen Vernetzer und PEI. Fiir
die Gewdhrleistung der mechanischen Stabilitdt des Tragermaterials wurde wiederum ein

aromatischer Aldehydbaustein verwendet.

Die Reversibilitdt der Vernetzung sollte zunédchst durch einen Knorr- bzw. Rinklinker-
analogen Crosslinker hergestellt werden. Durch Einfiihrung von elektronenschiebenden
Methoxygruppen in ortho-Stellung zu den beiden jeweiligen Aldehydfunktionen sollten die

nach reduktiver Aminierung mit dem PEI hergestellten Amine durch Behandlung mit

[196] [197]

Saure oder durch Chlorameisensdure-1-chlorethylester wieder gespalten werden

konnen.  2,5-Dimethoxyterephthalaldehyd wurde durch  Chlormethylierung  des

[198] [199]

1,4-Dimethoxybenzols' ' und anschlieBender Sommelet-Reaktion erhalten.

OMe OMe H

HZCO HCI 1. Urotropln 0
2 H2CO 0
H OMe

Abb. 4-55: Synthese des 2,5-Dimethoxyterephthalaldehyds.

OMe

Das nach Polymerisation hergestellte Tragermaterial konnte jedoch weder durch
TFA-Behandlung noch durch Verwendung von Chlorameisensdure-1-chlorethylester
wieder aufgelost werden. Als Grund hierfir kann die meta-Stellung jeweils einer
Methoxygruppe zum entsprechenden Amin und daraus resultierend eine verminderte

Reaktivitdt angefiihrt werden.

Im zweiten Anlauf wurde versucht, die Reversibilitit der Vernetzung {ber eine
Estergruppierung einzufiihren. Dazu wurde 1,4-Dihydroxymethylbenzol, was durch
Reduktion von Terephthalaldehyd mit NaBH; erhalten wird, mit 2 eq.
4-Formylbenzoesdure unter Verwendung von DCC als Kupplungsreagenz zum

entsprechenden Diester umgesetzt.
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Abb. 4-56: Synthese des 4-Formylbenzoesaure-diphenylmethylesters.

Nach Polymerisation mit PEI wurde ein quellbares Harz erhalten. Die Auflésung der
Vernetzung des Polymers unter basischen Bedingungen (0.5 M NaOMe) gelang allerdings
nicht. Wahrscheinlich erfolgte nach Hydrolyse der Esterbindung eine Reaktion der freien
Carboxygruppe mit vorhandenen Aminen des PEIs zu Amiden, was eine entsprechende

Bande im FT-ATR-IR-Spektrum anzeigte.

Den Durchbruch verschaffte die Verwendung eines Silyldiethers als orthogonale
Schutzgruppe. Silylether sind durch Sdure spaltbar, was der hier angestrebten Verwendung
als reversibler Crosslinker fiir die Herstellung von peptidfunktionalisierten
Dendrimerstrukturen mit Hilfe der Festphasenpeptidsynthese sehr entgegen kommt. Da die
Peptide nach der Fmoc-Strategie am Tridger immobilisiert werden sollen und
Schutzgruppen von seitenkettengeschiitzten Aminosduren mit Hilfe von TFA entfernt
werden, kann bei Verwendung eines Silyldiethers die Abspaltung der Schutzgruppen und
die Auflosung der Vernetzung des Polymers in einem Schritt erfolgen. Die Stabilitdt von
Silylethern gegeniiber Sduren nimmt mit zunehmender GroBe der Substituenten zu.!*”
Einerseits darf die Bindung nicht zu labil sein, um ein chemisch stabiles Trigermaterial
wihrend des gesamten Syntheseablaufs zu haben, andererseits sollte sie nicht zu stark sein,
damit eine Auflosung der Vernetzung unter TFA-Behandlung garantiert ist. Aus diesen
Griinden wurde als Silylbaustein ein mit zwei Isopropylgruppen funktionalisiertes

Dichlorsilan verwendet. Als Aldehydbaustein, der die Vernetzung mit dem PEI eingeht,

wurde 4-Hydroxymethylbenzaldehyd verwendet. Dieser konnte sehr einfach durch
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Reduktion von Terephthalaldehyd mit NaBHs; in THF wund anschlieBender

sdulenchromatographischer Abtrennung von Edukt und Diol erhalten werden.”®" Die

Umsetzung von 4-Hydroxymethylbenzaldehyd mit Diisopropyldichlorsilan erfolgte in

Pyridin bei 60 °C fiir eine Stunde.

OH

NaBH4

, QS C . /< cl
H OH 4<CI

Pyrldln

(_fJ

60 °C

Abb. 4-57: Synthese von Diisopropyl-bis[(4-formylbenzyl)oxy]silan.

Die Charakterisierung erfolgte mit Hilfe von 'H- und ?C-NMR-Spektroskopie. Abb. 4-58

zeigt das 'H-NMR-Spektrum des Crosslinkers.
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Abb. 4-58: 'H-NMR-Spektrum von Diisopropyl-bis[(4-formylbenzyl)oxy]silan (400 MHz,

CDCly).
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444 Synthese des polymeren Tragers

Fir die Synthese des reversibel vernetzten polymeren Trigermaterials wurde
hochmolekulares PEI (M, 10 000, M,, 25 000) verwendet. Dadurch koénnen
makromolekulare Substrate mit vielen Peptiden pro einzelnes PEI-Molekiil erhalten

werden.

Die Herstellung erfolgte analog zu den anderen Ultraharzen durch Losen von PEI und
Vernetzermolekiil in THF. Um eine homogene Polymerisation zu erzielen, spielt die
Konzentration von Crosslinker und THF eine wichtige Rolle. Bei Verwendung des
hohermolekularen PEIs besteht generell die Gefahr, dass eine spontane Polymerisation
nach Zufiigen des Crosslinkers eintritt und somit die Reaktion hdufig unvollstindig und
unregelméBig ablduft. Entscheidend fiir die Quellbarkeit des Harzes und damit fiir die
Zugidnglichkeit zu den reaktiven Zentren ist das Verhéltnis von Crosslinker und PEI. Auch
hier muss das optimale Verhéltnis vorab bestimmt werden, damit einerseits eine gute

Quellbarkeit vorhanden ist, auf der anderen Seite das Harz mechanisch stabil ist.

i. Polykondensation

o)
J@)M
L L o
H,N NH, + Si
n _< o) ii. Reduktion
o)
H

PEI 10 000

HN HN NH
L L = nQ
NH NH NH
/H\/\ /\/N H H
H N e L NN AN~ AN

o’Si‘O@AHNNH\\

Abb. 4-59: Syntheseschema fiir die Herstellung von reversibel vernetzten Tragermaterialien.
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Die optimierten Synthesebedingungen sind in Tab. 4-18 zusammengefasst. Dabei bildete
sich nach Zusammenfiigen der beiden Komponenten eine homogene Losung, die nach
bereits 1 min fest wurde. Nach der Polykondensation erfolgte die Reduktion mit 2 eq.
NaBH, in THF/MeOH fiir 16 h. Uberschiissiges NaBH; wurde durch griindliches Waschen
mit MeOH entfernt, da hier aufgrund der Saurelabilitit des Crosslinkers auf das Quenchen
mit 1 N Salzsdure verzichtet werden muss. Das Polymer wurde in Partikel mit einer

durchschnittlichen Grofle von 400 um zerkleinert.

Tab. 4-18: Bedingungen fiir die Synthese des polymeren Trégers.

Bedingung Wert
Konzentration Crosslinker in THF 0.28 mmol/ml
Konzentration PEI in THF 0.25 g/ml
Verhiltnis CL/ PEI 1.03 mmol CL/g PEI 10 000
Reaktionszeit flir Polykondensation 4 h

4.4.5 Charakterisierung

Das bliulich-weiBe Polymer wurde mit Hilfe von FT-ATR-IR-Spektroskopie, 'H-MAS-
NMR-Spektroskopie und Elementaranalyse charakterisiert.

Im IR-Spektrum konnten die komplette Umsetzung des Crosslinkers mit dem PEI und die
vollstindige Reduktion durch Abwesenheit der entsprechenden Aldehyd- bzw.
Hydroxybande und Iminbanden gezeigt werden. Auch das Entfernen des iiberschiissigen
NaBH4 durch Waschen mit MeOH verlief nahezu quantitativ, was durch das Fehlen der
B-H-Valenzschwingung bei 2230 cm™ deutlich wird. Als charakteristische Bande des
Silylcrosslinkers dient die Si-O-Schwingung bei 1090 cm™ (Abb. 4-60).
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Abb. 4-60: FT-ATR-IR-Spektrum des unsubstituierten Harzes.
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Das '"H-MAS-NMR-Spektrum zeigt gut aufgeloste Signale fiir die Isopropylgruppe und die

aromatischen Protonen des Crosslinkers sowie Signale diverser benzylischer Protonen, die

von unterschiedlichen Substitutionsmustern des Crosslinkers innerhalb des Polymers

stammen. Als breite Bande sind die CH,-Protonen des PEIs zu sehen.

Tab. 4-19: NMR-Daten des unsubstituierten Harzes.

Signal-Nr. ppm Zuordnung Rel. Integral
1 0.8-1.3 m, Si-isopropyl 17.3
2 2.0-3.1 m, PEI-CH, 100
3 3.6-3.9 bs, sek-N-CH;-aryl 2.64
4 4.5-4.7 bs, tert-N-CH-aryl 0.89
5 4.90 s, Si-O-CH;-aryl -
6 7.0-7.6 bs, Aryl-H 7.09
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Abb. 4-61: 1H-MAS-NMR-Spektrum des unsubstituierten Harzes (400 MHz, MeOD, MAS 4500
Hz).

Die Elementaranalyse lieferte eine Stickstoffbeladung des Harzes von 15 mmol/g. Die
Quellfahigkeit des Polymers war {iber ein breites Polaritdtsspektrum der Losungsmittel sehr

gut (Tab. 4-20).

Tab. 4-20: Quellfaktoren des unsubstituierten Harzes.

Losungsmittel Quellfaktor [ml/g Harz]|

Wasser 7.7
Methanol 83
DMF 4.6
THF 4.9
DCM 6.7
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4.4.6 Auflosung der Vernetzung des Polymers

Um die Reversibilitdt der Vernetzung des Harzes zu demonstrieren, wurde das Polymer
einmal mit Sdure (50 % TFA in DCM) und einmal mit Fluorid (1 M
Tetrabutylammoniumfluorid in THF) behandelt. Schon nach 30 min war in beiden Féllen
das Polymer aufgelost. Die Auflésung der Vernetzung mit TFA hat gegeniiber der
Verwendung von TBAF gewisse Vorteile. Sie kann durch Evaporieren bzw. Lyophilisieren
sehr leicht entfernt werden und sie spaltet gleichzeitig die Schutzgruppen der funktionellen
Seitenketten der Aminosduren ab. Somit konnen die Schutzgruppenabspaltung und die

Auflosung der Vernetzung in einem Schritt erfolgen.

Die Vollstindigkeit der Auflosung des unfunktionalisierten Polymers wurde mittels
Gelpermeationschromatographie ~ und ~ 'H-NMR-Spektroskopie ~ bewiesen. Die
Gelpermeationschromatographie ist in der Lage, makromolekulare Substrate nach ihrem
Molekulargewicht zu trennen. Dabei eluieren grofle Molekiile zuerst. Abb. 4-62 zeigt das
Chromatogramm des Ausgangs-PEIs und des Polymers, welches nach Vernetzung und

anschlieBender Auflosung erhalten wurde.

0,012

0,008

Detektorsignal

0,004

0,000

10 15 20 25 30 35 40
Elutionsvolumen [ml]

Abb. 4-62: Gelpermeationschromatogramm von reinem PEl (durchgehend) und nach

Vernetzung wieder aufgeléstem Polymer (gestrichelt).
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Beide Proben zeigen das gleiche Elutionsvolumen und das gleiche Signalprofil, was die
identische Grofenverteilung der beiden Polymere zeigt. Weiter wird aufgrund der Breite

der Sgnale deutlich, dass das Ausgangs-PEI eine sehr breite Massenverteilung besitzt.

Im 'H-NMR-Spektrum des aufgelosten Polymers sind die Isopropylgruppen des
Crosslinkers als scharfes, gut aufgelostes Signal zu sehen, im Gegensatz zu den breiten
Signalen, welche vom l6slichen Polymer kommen. Dies kann als Indiz fiir die vollstdndige
Auflosung der Si-O-Bindungen des Crosslinkers angesehen werden. Weiter sind die
CH,-Protonen des nach der Auflosung resultierenden Benzylalkohols bei 4.5 ppm sichtbar.
Die Integration der Signale der Bausteine des Crosslinkers spiegelt das exakte Verhiltnis
der Protonen wieder. Die Signale fiir die CH,-Protonen des PEIs sind aufgrund der

Protonierung der benachbarten Amine durch die TFA-Behandlung tieffeldverschoben.

OMNT N < <t NLO—0) CONOLO LONN X0
N N© @©© QUYL NN
[N 0w A asarald €N XX ~—
4 R SN N PR -
Aryl-H HO-CH,-aryl-CH,-N  PEI Isopropyl

Abb. 4-63: 1H-NMR-Spektrum des aufgelosten Polymers, gemessen (400 MHz, MeOD).

4.4.7 Peptidsynthese an reversibel vernetzten Polymeren

Der Aufbau von Peptiden an den reversibel vernetzten Polymeren wurde an drei

unterschiedlich funktionalisierten Harzen durchgefiihrt. Einmal wurden die Peptide durch
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direkte Kupplung an die primiren und sekundidren Amine des Harzbackbones aufgebaut
(RH 1, Abb. 4-64). Ein zweites Harz war zur Charakterisierung der immobilisierten Peptide
mittels HPLC/MS mit einem basenlabilen HMBA-Linker funktionalisiert, an dem die
Peptide direkt aufgebaut wurden (RH 2, Abb. 4-64). Als dritte Alternative wurde eine
kleine Menge an HMBA-Linker an das unfunktionalisierte Harz gekuppelt, die die
analytische Verfolgung der Peptidsynthese durch partielle Abspaltung erméglichte. Der
Grofteil der Peptide wurde hier direkt am Polymerbackbone verankert (RH 3, Abb. 4-64).

NH
HNQ
NH
Fmoc-AS, 0.025 eq. HMBA-acetyl,
TBTU,HOBt, TBTU,HOBt,
DiPEA, DMF HMBA-acetyl, DiPEA, DMF
TBTU,HOBt,
DiPEA, DMF
\
NH 0 NH 0 NH
Fmoc-AS—NQ \/@)LNQ \/@)\NQ
NH \[(O NH \[(o NH
(0] (0]
1. 0.5 M NaOMe
Di-tert.-buty- Di-tert.-buty- 2. Fmoc_—G, TBTU,
dicarbonat, dicarbonat, HOBt, DIPEA, DMF
DiPEA, DMF, DiPEA, DMF, 3. Fmoc-G, MSNT,
2x2h 2x2h Melm, DCM

(0]
Q NBoc NH
NBoc \/©)L NQ NQ
-AS— N
Fmoc-AS NQ \n/O NBoc Fmoc-G/o ~G-Fmoc
O

NBoc
Harz-Nr. RH 1
1.0.5 M NaOMe Di-tert.-buty-
2. Fmoc-G, MSNT, dicarbonat,
Melm, DCM, 2 x 3h DiPEA, DMF,
2x2h

Q NBoc Q NBoc
\/©)LNQ ﬁNQ
NBoc
Fmoc-G/o Fmoc-G/O N\G-Fmoc

Harz-Nr. RH 2 Harz-Nr. RH 3

Abb. 4-64: Syntheseschema fir die Herstellung verschieden funktionalisierter

Ausgangsharze.
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Fiir die Beladung der Harze mit der ersten Aminosdure bzw. mit dem acetylgeschiitzten
HMBA-Linker wurde jeweils 1 eq bezogen auf die Ausgangsbeladung mit Stickstoff von
15 mmol/g verwendet. Als Kupplungsreagenz diente TBTU. Die restlichen Amine des
Harzes wurden mit Di-tert.-butyl-dicarbonat gecappt. Die Vollstindigkeit des
Cappingschritts wurde mit Hilfe von Kaiser- und Chloraniltest tiberpriift. Bei
unvollstindiger Reaktion wurde das Cappen wiederholt. Andere Methoden zur Einfiihrung
der Boc-Schutzgruppen auf die Amine des Polymers, wie die Verwendung des
Boc-hydroxysuccinimidesters, waren in ihrer Effizienz wesentlich schlechter. Der Vorteil
dieser Cappingmethode ist auch hier die Reversibilitdt. Nach erfolgter Peptidsynthese
konnen die Boc-Schutzgruppen im Auflosungsschritt mit TFA abgespalten werden und
man erhélt die freien Amine wieder zuriick. Die Beladungen der Harze mit der ersten
Aminosdure wurden durch Fmoc-Quantifizierung bestimmt. Die Beladungen der
HMBA -funktionalisierten Harze wurden nach zweimaliger Kupplung von Fmoc-Glycin mit
MSNT und Methylimidazol als Base in DCM quantifiziert. Die hohen
Ausgangsbeladungen der Harze zeigen die gute Zuginglichkeit der reaktiven Zentren der
Harze. Das Quellverhalten in DMF war nach Funktionalisierung stark verbessert, was eine

wichtige Voraussetzung fiir den Erfolg der Peptidsynthese darstellt.

Tab. 4-21: Beladungen der reversibel vernetzten Polymere mit verschiedenen Aminoséuren
bzw. mit HMBA-Linker.

Harz Fmoc-AS bzw. HMBA Beladung [mmol/g]

NBoc

Fmoc-AS—N Glycm 3 0
NBoc
NBoc

Fmoc-AS—N Alanin 27
NBoc
NBoc

Fmoc-AS—N Valin 1.6

NBoc

O

NBoc
VQ)LNQ HMBA-G 1.8
e NBoc
Fmoc-G
Q NBoc
oﬂNq HMBA-G 22
Fmoc-G~

\G-Fmoc
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Die einzelnen Syntheseschritte wurden mit Hilfe der FT-ATR-IR-Spektroskopie verfolgt.
Nach Immobilisierung des acetylgeschiitzten HMBA-Linkers an die Amine des Polymers,
zeigt das IR-Spektrum die Esterbande der Acetylgruppe bei 1737 cm™und die Amidbande
bei 1631 cm™. Durch das Cappen mit Di-tert.-butyl-dicarbonat kommt eine weitere
Amidbande bei 1683 cm” dazu. Die Abspaltung der Acetylgruppe wird durch das
Verschwinden der Esterbande bei 1737 und durch die Anwesenheit der
OH-Valenzschwingung bei 3328 cm™ angezeigt. Nach Kupplung von Fmoc-Glycin an die
freie Hydroxygruppe des HMBA-Linkers sind eine neue Esterbande bei 1723 und die
Carbamatschwingung der Fmoc-Gruppe bei 1750 cm™ sichtbar. AuBerdem findet man den
fir die Fmoc-Gruppe charakteristischen Doppelpeak bei 760 und 740 cm’, was einer

Deformationsschwinung des Fluorengeriistes entspricht.
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Abb. 4-65: FT-ATR-IR-Spektren der einzelnen Zwischenstufen bei der Synthese der

funktionalisierten, reversibel vernetzten Polymeren.

Der Aufbau der Peptide an den funktionalisierten Harzen wurde durch Verwendung von
4 eq. Fmoc-geschiitzter Aminoséure durchgefiihrt. Als Kupplungsreagenz hatte sich
TBTU/HOBE als wirkungsvoller gegeniiber der Aktivierung mit DIC/HOBt erwiesen. Die
normale Kupplungszeit betrug 90 min, beim Aufbau ldngerer Sequenzen mussten teilweise

Doppelkupplungen durchgefiihrt werden, um eine vollstindige Umsetzung zu erzielen. Die
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Vollstindigkeit der einzelnen Kupplungsschritte wurde mit Hilfe des Kaisertests

uberwacht.

Fir die Abspaltung der vollgeschiitzten Peptide vom HMBA-Linker wurden diverse
Methoden getestet. Die mildeste Variante stellte die Verwendung von 10 % Triethylamin in
MeOH dar, welche die entsprechenden vollgeschiitzten Methylester der Peptide liefert. Sie
zeigte gegeniiber anderen Reagenzien, wie Natriummethanolat, Natriumhydroxid oder
Hydrazinhydrat, wesentlich bessere Ergebnisse in Bezug auf Reinheiten der
entsprechenden Peptidderivate. Nach Abspaltung der vollgeschiitzten Peptide vom HMBA-
Linker wurden die Schutzgruppen mit Hilfe von 95 % TFA und jeweils 2.5 % Wasser und

TIS als Scavenger entfernt.

20 % Piperidin/DMF

Q NBoc Q NBoc
ﬂNQ C D ﬁLNQ
.0 N 4 eq. Fmoc-AS, TBTU _0 N
Fmoc-G p Peptid

“G-Fmoc HOBt,DIPEA, DMF “Peptid
(geschiitzt) (geschiitzt)

Abspaltung vom HMBA-Linker:
10 % TEA in MeOH

HPLC/MS -————— Freies Peptid

Abspaltung der Schutzgruppen: ¥
95 % TFA, 2.5 % TIS, 2.5 % Hy0

o)

NBoc
Geschiitztes Peptid ~ + \/O)\NQ
HO N.
Peptid

(geschitzt)

Abspaltung der Schutzgruppen

Multi-peptidfunktionalisierte und Aufldsung der Vernetzung:
dendritische Strukturen 95 % TFA, 2.5 % TIS, 2.5 % Hy0

Abb. 4-66: Allgemeines Schema fiir die Synthese von peptidfunktionalisierten dendritischen
Strukturen an reversibel vernetzten Polymeren und fiir die Analytik der synthetisierten

Peptide.

Die Auflosung der peptidfunktionalisierten Harze und die Abspaltung der
Seitenkettenschutzgruppen der Aminosduren wurde in einem Schritt mit 95 % TFA, 2.5 %
Wasser und 2.5 % TIS fiir 4 h durchgefiihrt. Nach Etherfillung und Lyophilisieren aus

tert.-But./Wasser wurden die peptidfunktionalisierten PEI-Polymere erhalten.

Die  Vollstindigkeit der  Auflosung  wurde  wieder —mit  Hilfe  der
Gelpermeationschromatographie untersucht. Durch das Beladen des Polymers mit Peptiden

nimmt das Molekulargewicht der Polymere zu. Aus diesem Grund eluieren die
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peptidfunktionalisierten Polymere frither als das Ausgangsmaterial. Abb. 4-67 zeigt das
Chromatogramm von mit der Sequenz PKKKRKV-beladenen PEIs nach Auflésung im
Vergleich mit unfunktionalisiertem Harz nach Auflosung und Ausgangs-PEI. Dabei wurde
ein identisches Peakprofil bei kleinerem Elutionsvolumen erhalten, was den

GroBenzuwachs der Polymere verdeutlicht.

—— PEI 10000
oot2d i\ T Unfunktionalisiertes Harz nach Auflésung
O PKKKRKV-PEI nach Aufldsung

©
c
D 0,008
0
—
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Abb. 4-67: Gelpermeationschromatogramm von peptidfunktionalisierten PEls (Sequenz
PKKKRKYV, gepunktet) im Vergleich zum unfunktionalisierten Harz nach Auflésung

(gestrichelt) und zum Ausgangspolymer (durchgehend).

Das komplette Entfernen der Schutzgruppen durch Fillung der Peptidpolymere aus kaltem
Diethylether ~wurde mittels 'H-NMR-Spektroskopie untersucht. Dazu  wurde
unfunktionalisiertes Harz mit Fmoc-Glycin umgesetzt und anschliefend mit Di-tert.-butyl-
dicarbonat gecappt. Nach Fmoc-Abspaltung erfolgte die Kupplung von Fmoc-Arginin,
welches als Schutzgruppe der Guanidineinheit die Pbf-Schutzgruppe enthélt. Nach
Auflésen des Harzes mit TFA, viermaliger Etherfillung und Gefriertrocknung aus

tert.-But./Wasser wurde das 16sliche Polymer in deuteriertem Wasser vermessen.
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Abb. 4-68: 'H-NMR-Spektrum des aufgelosten Polymers mit der Sequenz Arg-Gly (400 MHz,
D,0).

Das Spektrum zeigt keinerlei Signale, die der Pbf- bzw. Boc-Schutzgruppen zuzuweisen
sind. Diese sollten, da sie sich in Losung befinden wiirden und nicht mehr am Polymer
verankert sind, scharfe Peaks liefern. Neben den NMR-Signalen des Polymers bei 7.4, 4.6
und zwischen 2.5 und 4.4 ppm, sind breite, unaufgeldste Signale fiir die CH,-Protonen des
Arginins bei 1.68 und 1.94 ppm und ein Singulett bei 3.2 ppm zu sehen, welches zu der
CH,-Gruppe des Glycins gehort.

Um die Anwendbarkeit des Konzepts zu demonstrieren, wurde eine Auswahl an
potentiellen bioaktiven peptidfunktionalisierten dendritischen Polymeren hergestellt (Tab.
4-22). Die ausgewihlten Peptide beinhalten Sequenzen fiir intrazelluldres Targeting (Nr. 1
und 2), B- und T-Zell-Epitope fir Impfung (4-7) und ein Peptid, das molekulare
Interaktionen unterbricht, die bei der Regulierung der Apoptose innerhalb des Cytoplasmas
involviert sind (Nr. 8 und 9). Alle Peptiddendrimere wurden nach dem oben angegebenen
Schema synthetisiert. Die Fluorescein-gelabelten Polymere Nr. 1, 8 und 9 wurden nach
Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe (Nr. 1) bzw. der Dde-Schutzgruppe (Nr. 8 und 9)
durch Kupplung von 5(6)-Carboxyfluorescein mit DIC/HOBt unter Lichtausschluss
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hergestellt. Die Harze wurden nach der Kupplung mehrere Male mit 20 % Piperidin/DMF-

Losung behandelt, um Estergebundenes Carboxyfluorescein zu entfernen.**

Tab. 4-22: Ubersicht iiber Sequenzen, Reinheiten und GroRe der hergesteliten
Peptidpolymere. *Massen und Reinheiten von AVPIAQKK(Dde)G bzw. KQAIPVAK(Dde)G.
*HPLC 214 nm.

Be- M
Rein- M Peptid-  Kopien
ladung Peptid-

Nr. Sequenz Harz heit** polymer pro PEI-
[mmol/ OMe
[%] [g/mol] Molekiil
gl [g/mol]
1 Fluo-PKKKRKV RH'1 1.6 - - 30 000 16
ANWTGPKKKR
2 RH 1 1.6 - - 32 000 16
KV
3 EQPRKFG RH 1 3.0 - - 35000 40
4  MAYPRISVNNG RH2 1.8 1234.6 82.5 32 000 18
SQPQPPHPTP
5 Q RH 2 1.8 1745.8 84.3 41 000 18
YWIG
KVSTLPAITLK
6 RH 2 1.8 1595.9 82.5 38500 18
LGGKG
SQPQPPHPTP
7 QQPQ RH 3 2.2 1745.8 88.3 48 000 22
YWIG
AVPIAQKK(Flu
8 RH 3 2.2 1088.7*  88.3* 38 000 22
0)G
KQAIPVAK(Flu
9 G RH 3 2.2 1088.7*  86.6* 38 000 22
0

Die vom HMBA-Linker der Polymere abgespalteten Peptidmethylester zeigten sehr gute
Reinheiten (iiber 82 %). Auch bei der Synthese von ldngeren Peptiden oder Sequenzen mit
vielen Prolinen (Nr. 7) wurden exzellente Reinheiten erhalten. Fehlsequenzen traten meist

nur am Ende der Sequenzen bei Kupplung auf Prolin oder Lysin auf.
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Abb. 4-69: HPLC-Chromatogramm und MS-Spektrum von QSQPQPPHPTPYWIG-OMe (MG
1745.8).

Fiir die Herstellung der fluoresceingelabelten peptidfunktionalisierten PEI-Polymere Nr. 8
und 9 (Tab. 4-22) wurde als zweite Aminosdure Fmoc-Lysin mit einer Dde-Schutzgruppe
der Seitenkette verwendet. Als letzte Aminosduren wurden jeweils die Boc-geschiitzten
Derivate verwendet, um die Acylierung des Aminoterminus mit 5(6)-Carboxyfluorescein
zu vermeiden. Nach Aufbau der Peptidsequenz wurden fiir die Synthesekontrolle die am
HMBA-Linker immobilisierten geschiitzten Peptide abgespalten und analysiert.
AnschlieBend wurde das Polymer mit 2 % Hydrazinhydrat/DMF-L6sung behandelt, um die
Dde-Schutzgruppe abzuspalten. Da der HMBA-Linker gegeniiber Hydrazinhydrat labil ist,
musste die Analytik auf der vorigen Stufe durchgefiihrt werden. Die Vollstindigkeit der
Kupplung des Fluorophors wurde mit Hilfe des Kaiser-Tests iiberpriift.

05 100 ——545.3 [M+2H]*"
04 AVPIAQKK(Dde)G-OMe 80 AVPIAQKK(Dde)G-OMe, MG 1088.7
o 03 556.3 [M+H+Na]""
5 60 - /
a
S 02- R
3 40
2 .
0,1+ . 567.4 [M+2Na]**
204 1089.4 [M+H]'
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Abb. 4-70: HPLC-Chromatogramm und MS-Spektrum von AVPIAQKK(Dde)G-OMe (MG
1088.7).

136



ERGEBNISSE

Das durchschnittliche Molekulargewicht der peptidfunktionalisierten PEI-Polymere richtet
sich nach Hohe der Beladung und Masse des immobilisierten Peptids. Fiir die Berechnung
wurde fiir das PEI ein mittleres Molekulargewicht von 10 000 angenommen. Durch die
hohen Beladungen der Polymere mit Peptiden konnen mit Hilfe dieses Konzepts sehr
schnell und einfach makromolekulare Substrate hergestellt werden, welche bis zu
40 Kopien der jeweiligen Peptidsequenz auf einem PEI-Molekiil tragen. Eine weitere
Erhoéhung der Multivalenz kann durch die Verwendung von verzweigten Polymeren mit

hoherem Molekulargewicht erreicht werden (Tab. 4-22).

4.4.8 Endocytose von peptidfunktionalisierten PEI-Polymeren in
HelLa-Zellen

Um die biologische Anwendbarkeit der hergestellten Peptidpolymere zu testen, wurde die
zelluldre Aufnahme durch konfokale Mikroskopie an lebenden Zellen untersucht. Zu
diesem Zweck wurden HeLa-Zellen fiir 2 h mit dem mit der Fluorescein-markierten
Kernlokalisationssequenz Fluo-PKKKRKV™*! funktionalisierten PEI-Polymer (Nr. 1, Tab.
4-22) inkubiert. HeLa-Zellen sind humane epitheliale Krebszellen und stellen eine weit
verbreitete und hiufig eingesetzte Zelllinie dar, die sehr hdufig zur Untersuchung der
Endocytose in Sdugetierzellen verwendet wird. Sie gehdren zu den adhirenten Zellen und
wachsen in Monolayern. Fiir die Untersuchung des Aufnahmeweges der Peptidpolymere
wurden HelLa-Zellen mit hochmolekularem fluoreszenzmarkiertem Dextran und dem
Peptidpolymer Nr.1 ko-inkubiert. Von Dextranen ist allgemein bekannt, dass sie iiber
Endocytose in Siugetierzellen aufgenommen werden.”® Durch Vergleich der
Fluoreszenzverteilung von Dextran und Peptidpolymer in den Zellen kdnnen somit

Riickschliisse iiber die Art der Aufnahme gezogen werden.
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Abb. 4-71: Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von HelLa-Zellen inkubiert mit Fluorescein-
gelabeltem Peptidpolymer Nr.1 (400 nM) und AlexaFluor 647-Dextran (10 uM). Bild A zeigt
die Fluorescein-Fluoreszenz, Bild B die AlexaFluor 647-Dextran-Fluoreszenz, Bild C die

Uberlagerung der beiden Fluoreszenzkanile und Bild D zeigt die Transmissionsaufnahme.

In Abb. 4-71 ist gut zu erkennen, dass HeLa-Zellen das Peptidpolymer effizient
internalisieren. Zu erkennen ist sowohl eine vesikuldre Fluoreszenz, aber auch eine
homogene Lokalisation der Fluoreszenz im Cytoplasma und im Zellkern. Ein Vergleich mit
der Fluoreszenzverteilung der endocytierten Dextranmolekiile, die mit einem zweiten,
unterschiedlichen Fluorophor markiert sind, zeigt eine deutliche Kolokalisation in den
vesikuldren Strukturen. Diese beobachtete Verteilung ldsst auf einen Aufnahmeweg iiber
Endocytose und anschlieendem Austreten der peptidfunktionalisierten PEI-Polymere aus

den endocytotischen Kompartimenten schliefen.

Die Ergebnisse aus den ersten Untersuchungen zur Aufnahme der peptidfunktionalisierten
PEI-Polymere iiber Endocytose wurden durch ein weiteres Experiment untermauert. Durch
Zugabe von Bafilomycin Al (Abb. 4-72), was ein selektiver Inhibitor der H-ATPase ist,
wird die Absenkung des pH-Werts in den Endosomen verhindert, so dass es nicht zum
Austritt der aufgenommenen Substrate in das Cytosol bzw. in den Zellkern kommt.!'®”!
Bafilomycin A1 wurde 15 min vor Zugabe der Peptidpolymere und des Dextrans mit dem

Zellmedium inkubiert.
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Abb. 4-72: Struktur des Bafilomycin A1.

Abb. 4-73: Konfokale Fluoreszenzaufnahmen von HeLa-Zellen inkubiert mit Bafilomycin A1
(300 nM), Fluorescein-gelabeltem Peptidpolymer Nr.1 (400 nM) und AlexaFluor 647-Dextran
(10 pM). Bild A zeigt die Fluorescein-Fluoreszenz, Bild B die AlexaFluor 647-Dextran-
Fluoreszenz, Bild C die Uberlagerung der beiden Fluoreszenzkanile und Bild D zeigt die

Transmissionsaufnahme.

Nach 2 h Inkubationszeit wurden die Zellen wiederum mit konfokaler
Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Fluoreszenz sowohl fiir die Peptidpolymere wie auch
fir das Dextran wurde nur in vesikuldren Strukturen und nicht im Cytoplasma bzw.
Zellkern detektiert (Abb. 4-73). Somit kann davon ausgegangen werden, dass die
hergestellten peptidfunktionalisierten PEI-Polymere iiber einen endocytotischen Weg in die
Zellen aufgenommen werden und anschlieBend ansiduerungsabhingig in das Cytoplasma
gelangen. Auf Grund der Mikroskopiedaten kann man davon ausgehen, dass durch den

Ubertritt des PEI ins Cytoplasma die Integritit der Endosomen beeinflusst wird und somit
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auch das Dextran in das Cytoplasma gelangen kann. Die Anwesenheit der Peptidpolymere

erhoht die Aufhahme des anionischen Dextrans erheblich.

Die Homogenitidt der Aufnahme der Peptidpolymere in die Zellen wurde mit Hilfe der
Durchflusscytometrie  untersucht. Dazu wurde die Aufnahme verschiedener

Konzentrationen des Peptidpolymers in HeLa-Zellen bestimmt.

Zellen ohne
Dendrimer

1 M Dendrimer
50 nM Dendrimer

Relative Anzahl
an Zellen

T (N
100 107 102
Fluoreszenzintensitat [a.u.]

]
103

Abb. 4-74: Zellulare Aufnahme der fluoresceingelabelten Peptidpolymere.

Alle Zellen der HeLa-Zellpopulationen internalisierten das Fluorescein-markierte
Peptidpolymer. Sogar bei sehr niedrigen Konzentrationen von 50 nM weisen alle Zellen

Fluoreszenzfarbung auf, was auf eine sehr effizient Aufnahme hinweist (Abb. 4-74).

Die zelluldre Toxizitdt der Peptidpolymere wurde anhand von zellmorphologischen
Parametern wie Granularitit und ZellgroBe im Durchflusscytometrieexperiment bestimmt.
Dabei wurde keine ersichtliche Toxizitit der Peptidpolymere bei Konzentrationen unter

1 uM beobachtet.
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5 Zusammenfassung

Die vorliegende Dissertation befasst sich mit der Synthese, Charakterisierung, Evaluierung
und Anwendungskonzepten von neuen hochbeladenen Trigermaterialien auf der Basis von

vernetztem Polyethylenimin (Ultraharze).

Im ersten Teil ging es um die Erarbeitung eines robusten Syntheseprotokolls fiir die
Herstellung der Ultraharze. Durch Vernetzung von niedermolekularem PEI mit
Terephthalaldehyd und anschlieBender Reduktion wurde ein hoch quellfdhiges
Trégermaterial erhalten, was eine Beladung von 15 mmol/g an Aminen aufweist. Die
Charakterisierung mit 'H-MAS-NMR-Spektroskopie und FT-ATR-IR-Spektroskopie
konnte die vollstaindige Umsetzung und Reduktion des Polyiminnetzwerkes beweisen.
Durch verschiedene Derivatisierungsreaktionen, wie Acetylierung, Quarternisierung der
Amine und Immobilisierung von Aminosduren und Linkermolekiilen konnte die
ausgezeichnete Zugénglichkeit zu den Aminen des Polymers demonstriert werden. Es
wurden Beladungen von bis zu 7.6 mmol/g erhalten, was einem Vielfachen von
herkdmmlichen Tridgermaterialien entspricht. Das Quellverhalten der Harze wurde durch
den hohen Grad der Funktionalisierung stark beeinflusst. Die chemische Stabilitit von
Ultraharz in der freien Aminform und von HMPB-funktionalisiertem Ultraharz wurde
gegeniiber stark sauren und stark basischen Bedingungen getestet. Es zeigten sich keinerlei
Beeintriachtigungen des Quellverhaltens, der Masse und der Morphologie der Harze. Der
Einsatz einer Reihe verschieden funktionalisierter Harze in der Peptidsynthese
demonstrierte das Potential dieser hochbeladenen Ultraharze. Peptide in guten bis sehr
guten Reinheiten und Ausbeuten wurden mit Hilfe eines Syntheseroboters unter

Standardbedingungen synthetisiert.

Der zweite Teil befasst sich mit der Evaluierung von Ultraharzen. Basierend auf einer
genauen Charakterisierung der verwendeten PEIs in Hinblick auf Molekulargewicht,
Vernetzungsgrad und Verteilung von priméren, sekundéren und tertidiren Aminen mit Hilfe
der "H-NMR-Spektroskopie, wurden verschiedene Ultraharze hergestellt, mit dem Ziel, ein
optimiertes Harz beziiglich Quellverhalten, mechanischer und chemischer Stabilitit,
Zugidnglichkeit zu den reaktiven Zentren, Beladbarkeit und dem Einsatz als Tragermaterial
in der Peptidsynthese zu finden. Diverse Vernetzer, wie Dibromverbindungen und

Dialdehyde, wurden getestet. Dabei lieferten die mit Terephthalaldehyd vernetzten
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Polymere die besten Ergebnisse, was die mechanische Stabilitit und die Kontrolle des
Polymerisationsprozesses ~ betrifft. ~ Sechs  Ultraharze =~ mit  unterschiedlichen
Crosslinkeranteilen und zwei verschiedenen PEI-Ausgangspolymeren wurden hergestellt,
und mit FT-ATR-IR-Spektroskopie, Elementaranalyse und 'H-MAS-NMR-Spektroskopie
charakterisiert. Durch Integration der 'H-NMR-Spektren wurden die Verhiltnisse von
Vernetzer und PEI bestimmt. Dabei konnten sehr gute Ubereinstimmungen mit den
theoretischen Werten gefunden werden. Das Immobilisieren von drei verschiedenen
Linkermolekiilen lieferte in allen Fillen hochbeladene Trigermaterialien mit
Umsetzungsraten zwischen 58 und 100 %. Alle Ultraharze =zeigten sehr gute
Zuginglichkeiten, so dass der Einfluss des Crosslinkeranteils nur gering war. Das
Quellverhalten von unfunktionalisierten und funktionalisierten Ultraharzen wurde in einer
Reihe von Losungsmitteln mit breitem Polaritdtsspektrum untersucht. Die freien
Aminharze zeigten sowohl in polaren als auch in unpolaren Losungsmitteln sehr gute
Quelleigenschaften. Mit zunehmendem Crosslinkeranteil nahmen die Quellfaktoren ab. Die
hochbeladenen, funktionalisierten Ultraharze wiesen abhéngig von der Natur und Polaritét
des Linkermolekiils stark unterschiedliche Quelleigenschaften auf. Durch Anbringen eines
Spin-Labels an die Ultraharze und Vermessung der Harze mit ESR-Spektroskopie, konnten
die Rotationskorrelationszeiten der Label bestimmt und so Aussagen iiber die Mobilitit der
reaktiven Zentren im Polymer gemacht werden. Dabei zeigte sich durch einen Vergleich
mit Polystyrol und TentaGel, dass das niedervernetzte Ultraharz UH 4 eine fiir polymere
Trager sehr hohe Beweglichkeit hat, die im Bereich des flexiblen TentaGels liegt. Um den
Einsatz in der Peptidsynthese zu untersuchen, wurden an Rink- und
HMPB-funktionalisierten Ultraharzen ein aus 11 Aminosduren bestehendes Peptid
aufgebaut und die Ergebnisse beziiglich Reinheiten und Ausbeuten mit dem an Wang-PS
synthetisiertem Peptid verglichen. Die besten Ergebnisse lieferten die niedervernetzten, mit
HMPB-Linker funktionalisierten Ultraharze, welche mit dem an Wang-PS synthetisierten
Peptid vergleichbar waren. Als Resultat der gesamten Evaluierung der Ultraharze kann
abschlieBend festgestellt werden, dass das niedervernetzte, mit PEI-2 polymerisierte
Ultraharz UH 4 die besten Eigenschaften in punkto Quellbarkeit, Zugénglichkeit, Mobilitit

und Einsatz in der Peptidsynthese aufweist.

Im dritten Teil wurde das Ultraharzkonzept auf die Herstellung von polymeren Reagenzien
erweitert. Durch Vernetzung von hochmolekularem PEI mit Terephthalaldehyd wurde ein

mechanisch stabiles und gering quellendes Polymer erhalten. Nach Quarternisierung der
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sekundiren und tertidren Amine mit Methyliodid und anschlieBendem Ionenaustausch mit
wissriger Natriumborhydridlosung, wurde ein hochbeladenes polymeres Borhydridreagenz
erhalten. Die Charakterisierung erfolgte mit FT-ATR-IR-Spektroskopie, das Harz zeigte
einheitliche Quellfaktoren in polaren wie in unpolaren Losungsmitteln. Nach Bestimmung
der effektiven Beladung anhand einer Testreaktion mit Hilfe der 'H-NMR-Spektroskopie,
ergab sich eine effektive Beladung von bis zu 12 mmol/g. Das polymere Borhydrid auf
PEI-Basis wurde fiir die Reduktion einer Reihe von Carbonylverbindungen und
Nitroolefinen eingesetzt. Dabei wurden bei Verwendung von geringen Uberschiissen an
Borhydridharz ausgezeichnete Reinheiten und Ausbeuten der Substrate erhalten, welche
mit NMR-Spektroskopie und HPLC charakterisiert wurden. Als weitere Anwendung wurde
das polymere Borhydrid bei der reduktiven Aminierung von Aldehyden mit priméren
Aminen eingesetzt. Nach Iminbildung reichten 2 eq. Harz aus, um eine vollstindige
Reduktion zu erzielen. Die Lager- und Recyclingfihigkeit des Harzes wurde ebenfalls
untersucht. Das Borhydridharz zeigte auch nach einer Lagerung von einem Jahr die nahezu
identische effektive Beladung, wobei der Versuch des Recycelns des Polymers zu einer

niederen Beladung fiihrte.

Der vierte Teil befasst sich mit der Synthese von reversibel vernetzten Polymeren zur
Synthese von peptidfunktionalisierten dendritischen Strukturen. Das Konzept basiert auf
der Vernetzung von hochmolekularem PEI mit einem speziellen Crosslinkermolekiil auf
Silyletherbasis. An diesem quellbaren, gut funktionalisierbaren Polymer wurden Peptide in
hohen Beladungen aufgebaut. Nach erfolgter Peptidsynthese wurde die Vernetzung des
Harzes durch saure Hydrolyse der Si-O-Bindungen des Crosslinkers wieder aufgeldst.
Gleichzeitig konnte die Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen der Aminosduren
durchgefiihrt werden. Das Polymer wurde mit FT-ATR-IR-Spektroskopie und
'H-MAS-NMR-Spektroskopie charakterisiert. Nach Kupplung der ersten Aminosdure
wurden die restlichen Amine des Harzes mit Di-zert.-butyl-dicarbonat gecappt. Um die am
PEI-Polymer immobilisierten Peptide zu charakterisieren, wurde ein Linkerkonzept auf
Basis des basenlabilen HMBA-Linkers entwickelt. Dieses gestattete die Abspaltung der
vollgeschiitzten Peptide, welche anschlieBend mit HPLC/MS charakterisiert wurden. Die
Reversibilitdt der Vernetzung wurde mit Hilfe der Gelpermeationschromatographie und der
'"H-NMR-Spektroskopie untersucht. Die Synthese von einer Auswahl an potentiellen
bioaktiven peptidfunktionalisierten Polymeren, lieferte dendritische Strukturen mit einem

durchschnittlichen Molekulargewicht von 30 000 bis 58 000 g/mol und mit 16 bis
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40 Peptiden pro PEI-Polymer. Die biologische Anwendbarkeit der hergestellten
Peptidpolymere wurde durch konfokale Fluoreszenzmikroskopie an lebenden Zellen
untersucht. Durch Internalisierung eines mit einer Kernlokalisationssequenz
immobilisierten fluoreszenzmarkierten Peptidpolymers in HeLa-Zellen, konnte der
Aufnahmeweg des Polymers iiber Endocytose bestimmt werden. Die Homogenitét der
zelluliren Aufnahme wurde mit Hilfe der Durchflusscytometrie untersucht. Die
peptidfunktionalisierten PEI-Polymere zeigten nur eine sehr geringe zelluldre Toxizitédt. Mit
Hilfe dieses Konzepts der reversibel vernetzten Polymeren koénnen multivalente,

makromolekulare Peptidstrukturen schnell und einfach aufgebaut werden.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Chemikalien und Losungsmittel

Die verwendeten Losungsmittel wurden von den Firmen Fluka (Neu-Ulm), Merck
(Darmstadt), Riedel de Haen (Seelze) in p.a. Qualitit bezogen. Die wasserfreien
Losungsmittel ACN, DCM, Dioxan, DMF, THF, Toluol wurden von Fluka (Neu-Ulm)
bezogen. Fir die HPLC wurden Acetonitril und Methanol der Reinheit LiChrosolv
Gradient Grade der Firma Merck (Darmstadt) und Acetonitril der Reinheit HPLC Far UV
Gradient Grade der Firma J. T. Baker (Deventer, Holland) eingesetzt. Trifluoressigsiure
der Reinheit Uvasol stammte ebenfalls von der Firma Merck (Darmstadt). Entionisiertes

Wasser wurde iiber eine Filtrationsanlage von Millipore (Eschborn) aufgereinigt.

Alle Chemikalien und Reagenzien wurden von Aldrich (Steinheim), Fluka (Neu-Ulm),
Lancaster (Miihlheim am Main) und Merck (Darmstadt) bezogen und ohne weitere
Reinigung eingesetzt. Polystyrolharze wurden von der Firma Nova-Biochem (Laufelfingen,

Schweiz) und TentaGelharze von der Firma Rapp Polymere (Tiibingen) bezogen.

6.2 Analytische Methoden und Gerate

6.2.1 Kaiser-Test

Zur Kontrolle der Kupplungseffizienz auf primdre Amine wurde die Farbreaktion mit
Ninhydrin an fester Phase nach Kaiser durchgefiihrt. Folgende Reagenzlosungen wurden

dazu verwendet:

Kaiser I: 50 pl einer 0,01 M wissrigen KCN-Losung werden mit Pyridin auf 25 ml
aufgefiillt.

Kaiser II: 5 g Ninhydrin werden in 100 ml n-Butylalkohol geldst.

Kaiser III: 80 g Phenol werden in 20 ml n-Butylalkohol geldst.
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Zur Durchfiihrung werden wenige Harzkugeln in einem Eppendorf-Cup mit je einem
Tropfen der drei Reagenzlosungen versetzt und die Suspension 5 min bei 110 °C erhitzt.
Tritt dabei keine intensive Blaufiarbung des Harzes oder der Losung auf, so liegen keine

freien Aminogruppen vor.

6.2.2 Chloraniltest

Zur Kontrolle der vollstindigen Acylierung auf sekunddre Amine der Ultraharze, wurde der
Chloraniltest verwendet. Dazu werden wenige Harzkorner in einem Eppendorf-Cup mit je
einem Tropfen einer Losung von Acetaldehyd in DMF (2 % (v/v)) und Chloranil in DMF
(2 % (w/v)) versetzt. Bei Anwesenheit von sekunddren Aminen farbt sich das Harz nach

2 — 10 min blau.

6.2.3 UV-Spektroskopie

Fiir die quantitative Fmoc-Beladungsbestimmung der Ultraharze wurden UV-Spektren an

einem Lambda 5 UV/VIS-Spektrometer (Perkin-Elmer, Uberlingen) aufgenommen.

6.2.4 Bestimmung der Harzbeladung durch UV-spektrometrische

Fmoc-Bestimmung

Fiir die Fmoc-Bestimmung wird gewaschenes und getrocknetes Harz (3 — 7 mg) in einen
10 ml MaBkolben genau eingewogen. AnschlieBend wird der MaBkolben mit 20 %
Piperidin/DMF-L6sung aufgefiillt und fiir 2 h geschiittelt. Als Referenzlosung dient die
Piperidin-Losung (20 % in DMF). Es wird zundchst am UV-Spektrometer mit der
Referenzlosung eine Hintergrundkorrektur im Wellenldngenbereich zwischen 250 und
320 nm aufgenommen und anschlieBend die Abspaltlosung gegen die Referenz vermessen.
Zur Ermittlung der Beladung dient als Grundlage das Lambert-Beersche Gesetz. Es werden
die Extinktionswerte bei A; = 267 nm, A, = 289 nm und A3 = 301 nm mit folgender

Gleichung ausgewertet:
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){mmol} _ 10000-E,
g e, - (Einwaage)
x = Harzbeladung

E, = Extinktion

¢, = Extinktionskoeffizient

(Einwaage) = Harzmenge [mg]

Die Werte fiir die Extinktionskoeffizienten der drei Maxima betragen:

gy = 17500 cm’!
g = 5800 cm’!
&3 =7800 cm™!

Die Harzbeladung ergibt sich durch Mittelwertbildung iiber die drei bei den

unterschiedlichen Wellenldngen berechneten Werte.

Um den Massenzuwachs bei der Beladungsbestimmung durch das Kuppeln von Fmoc-

geschiitzten Aminoséduren zu beriicksichtigen, wird folgende Korrektur verwendet:

X [mmol} 3 X
korr -
g l—x AM

1000

mit AM = 222.3 g/mol fiir Fmoc.

6.2.5 FT-ATR-IR-Spektroskopie

Alle IR-Spektren von Harzen bzw. polymergebundenen Verbindungen wurden an einem
Bruker Vector 22 aufgenommen, welches mit einer SplitPea® ATR-Einheit der Firma
Harrick ausgeriistet ist. Die Polymere wurden durch direktes Aufpressen auf einen Si-
Kristall vermessen. Die Scanzahl betrug 16 und es wurde jeweils eine automatische

ATR-Korrektur durchgefiihrt.
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6.2.6 Hochleistungsflissigkeitschromatographie

Fiir analytische HPLC-Trennungen wurden zwei verschiedene Anlagen verwendet. Es
wurde eine Anlage der Firma Waters (Eschborn), bestehend aus einer Steuerungseinheit
600 S, Pumpeneinheit 626, UV-Detektor 486 sowie einem 712 WISP Autosampler,
eingesetzt. Die Anlage ist mit einer analytischen Trennsdule Nucleosil C18 (5 um

Korngrofle, 250 x 2 mm, Grom, Herrenberg) ausgestattet.

Weitere analytische HPLC-Trennungen wurden an einer Beckman Gold-Anlage, bestehend
aus einer Steuereinheit 406, Pumpeneinheit 126, Autosampler 507 und Diodenarray-
Detektor 168, durchgefiihrt. Als Trennsidule wurde eine Nucleosil 100 C-18, (5 pm,

2x250 mm, Fa. Grom, Herrenberg) verwendet.

Fiir die Trennungen mit beiden Anlagen wurde ein Gradient von Wasser / 0,1 % TFA (v/v)
(Laufmittel A) und Acetonitril / 0,1 % TFA (v/v) (Laufmittel B) bei einer Flussrate von

0,3 ml/min gefahren. Es wurden, je nach Trennproblem, folgende Gradienten eingesetzt:
-0 % B auf 100 % B innerhalb 30 min, 100 % B fiir 5 min
- 10 % B auf 100 % B innerhalb 30 min, 100 % B fiir 5 min.

Die UV-Detektion erfolgte bei A = 214 nm und die Reinheit der Produkte wurde anhand
der Peakflichen errechnet. Eine absolute Gehaltsangabe ist jedoch aufgrund der

unterschiedlichen Extinktionskoeffizienten der Verbindungen nicht moglich.

6.2.7 HPLC/MS-Analytik

Fiir die Aufnahmen von Massenspektren wurde das HPLC/MS-Gerdt LC/MSD VL der
1100 Serie der Firma AGILENT, Waldbronn mit Elektrospray-lonisierung (ESI) und einer
Fragmentor-Spannung von 50 eV aufgenommen. Die Intensitdten sind in (%) relativ zum
Basispeak (100 %) angegeben. Die Anlage ist mit einer analytischen Trennsiule Nucleosil
110-5 Ci3 HD (5 um, 100 A, 3 x 70 mm) ausgestattet. Als Laufmittel diente Reinstwasser
mit 5 mmol/l NaCl und Acetonitril der Firma J. T. Baker. Bei Flussraten von 0.5 ml/min
wurde der Eluentenstrom aus einer in Reihe geschalteten UV-Zelle (Detektionswellenldnge

214, 254 und 280 nm) direkt an das ES-Interface gekuppelt.
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6.2.8 ES-Massenspektrometrie

Alle ES-MS-Messungen wurden mit einem Bruker Esquire 3000plus LC-ES-MS"-System
(Bruker Daltonics, Bremen) durchgefiihrt. Das Massenspektrometer wurde mit der
EsquireControl-Software (Bruker Daltonics Esquire NT 4.0) gesteuert. Die Proben wurden
in ACN/H,O (1:1; 0,1 % Ameisensdure) gelost und die Spektren im Positivionenmodus
aufgenommen. Die Probenzufiihrung erfolgte liber eine Spritzenpumpe (Syringe Infusion
Pump 22, Harvard Apparatus, South Natick, Massachusetts, USA) mit einer Flussrate von
240 ul/h.

6.2.9 NMR-Spektroskopie

Alle 'H und *C-NMR-Spektren wurden an einem Bruker Avance 400 MHz Spektrometer

aufgenommen.

Die hochauflésenden 'H-MAS-Gelphasen-NMR-Spektren der Polymere wurden mit Hilfe
eines Bruker ARX 400 MHz mit einer Rotationsfrequenz von 4500 Hz durchgefiihrt. Als
Losungsmittel diente MeOD oder D,O.

6.2.10 ESR-Spektroskopie

Die ESR-Spektren wurden auf einem Bruker ESP 300 E mit einem X-Band von 9,8 GHz
aufgenommen. Die Harzproben (je 30 mg) wurden in ein Glasrhrchen eingewogen und in
Chloroform gequollen. Direkt vor der Messung wurde die Probe mit Stickstoff gespiilt. Fiir
die Messungen der Reaktionslosungen in DMF wurden Glasréhrchen mit einem sehr

diinnen Querschnitt verwendet.

6.2.11 Konfokale Fluoreszenzmikroskopie

Konfokale Fluoreszenzaufnahmen wurden an einem LSM 510 Laser Scanning Microscope
(Carl Zeiss, Gottingen) aufgenommen, welches mit einem Plan-Apochromat 63 x 1.4 A
Objektiv ausgeriistet ist. Fiir die zweifache Detektion des Fluorescein-gelabelten

Dendrimers und des AlexaFluor 647 Dextrans wurde die 488 nm-Linie eines Argon-lonen-
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Lasers und das Licht eines 633 nm Helium/Neon-Lasers auf einen HFT UV 488/633
Strahlenteiler gerichtet. Fluoreszenz wurde durch Verwendung eines NFT 545
Strahlenteilers detektiert, in Kombination mit einem 505-530 Breitbandfilter fiir die
Detektion des Fluorescein und einen LP 650 Filter fiir die AlexaFluor 647-Detektion.

6.3 Experimenteller Teil zu Kap. 4.1 und 4.2

6.3.1 Synthese der Ultraharze

In ein 50 ml-Rundkolben mit Magnetrithrer wurde PEI-1 (M 243.65 g/mol, 4.2 g,
17.24 mmol) oder PEI-2 (M 366.7 g/mol, 4.2 g, 11.45 mmol) in trockenem THF gelost. Die
entsprechende Menge an Terephthalaldehyd wurde in THF mit einer Konzentration
zwischen 0.7 und 0.94 mmol/ml geldst und schnell zu der PEI-Lésung gegeben. Die
entstehende Mischung erwidrmte sich spontan auf 42 °C. Nach einer bestimmten Zeit
(10 min bis zu 1 h) wurde das Polymer fest. Nach insgesamt 4 h wurde das Polymer in
kleine Teile zerstoBen und mit NaBH,4 (3 eq. bezogen auf die Menge an eingesetztem
Terephthalaldehyd) in THF/MeOH (100 ml, 2:1 (v:v)) fiir 16 h reduziert. Um
iberschiissiges NaBH, zu entfernen, wurde das Polymer in die Hydrochloridform durch
Behandlung mit Salzsdure (1 N, 1 h) gebracht. Das stark gequollene Polymer wurde iiber
eine Glasfritte filtriert, mit Wasser gewaschen und mit NaOH (2N) fiir 15 min geriihrt, um
das Polymer wieder in die freie Aminform zu transformieren. Nach Waschen mit Wasser,
THF und MeOH, wurde das gequollene Polymer durch ein Metallsieb (Porengrof3e
400 um) gepresst. Nach Filtrieren und Waschen mit THF und DCM, wurde das Ultraharz

im Vakuum iiber Phosphorpentoxid getrocknet.
FT-ATR-IR-Daten: 1116, 1451, 1510, 2812, 2890, 3300 cm™.

UH 1: TPA (3.43 g, 25.57 mmol) wurde in THF (30 mL) geldst und zu einer Losung von
PEI-1 (4.2 g, 17.24 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Nach 13 min Stillstand des
Magnetriihrers. Elementaranalyse: C 66.19, H 9.14, N 20.01, Cl 0.07 %. Ausbeute 4.3 g
(59.9 %). "H-MAS-NMR (400 MHz, MAS mit 4500 Hz, MeOD): & = 2.2-3.0 (m, PEI-CH,,
rel. Integral 100), 3.72 (bs, sek.-N-CHj-aryl, 25.9), 4.56 (bs, tert.-N-CHj-aryl, 0.94),
7.35 ppm (bs, aryl-H, 28.4).
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UH 2: TPA (3.9 g, 29.07 mmol) wurde in THF (35 mL) gelost und zu einer Losung von
PEI-1 (4.2 g, 17.24 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Nach 10 min Stillstand des
Magnetriihrers. Elementaranalyse: C 64.44, H 12.3, N 19.09, Cl 0 %. Ausbeute 4.97 g
(65.6 %). '"H-MAS-NMR (400 MHz, MAS mit 4500 Hz, MeOD): & = 2.1-3.1 (m, PEI-CH,,
rel. Integral 100), 3.72 (bs, sek.-N-CH,-aryl, 28.3), 4.52 (bs, tert.-N-CH,-aryl, 1.9), 7.0-
7.5 ppm (bs, aryl-H, 31.3).

UH 3: TPA (4.85 g, 36.16 mmol) wurde in THF (45 mL) gel6st und zu einer Losung von
PEI-2 (4.2 g, 17.24 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Nach 15 min Stillstand des
Magnetriihrers. Elementaranalyse: C 67.59, H 11.8, N 18.53, Cl1 0 %. Ausbeute 4.51 g
(53.7 %). 'H-MAS-suspension NMR (400 MHz, MAS mit 4500 Hz, MeOD): & = 2.0-3.0
(m, PEI-CH,, rel. Integration 100), 3.72 (bs, sek.-N-CHy-aryl, 30.1), 4.54 (bs, tert.-N-CH,-
aryl, 4.7), 6.9-7.4 ppm (bs, aryl-H, 36.2).

UH 4:TPA (2.36 g, 17.59 mmol) wurde in THF (25 mL) gel6st und zu einer Losung von
PEI-2 (4.2 g, 11.48 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Nach 10 min Stillstand des
Magnetriihrers. Elementaranalyse: C 61.55, H 9.03, N 20.73, Cl1 0 %. Ausbeute 4.72 g
(75.6 %). '"H-MAS-NMR (400 MHz, MAS mit 4500 Hz, MeOD): & = 2.0-3.0 (m, PEI-CH,,
rel. Integral 100), 3.72 (bs, sek.-N-CH,-aryl, 18.7), 4.54 (bs, tert.-N-CHj-aryl, 1.0),
7.0-7.5 ppm (bs, aryl-H, 20.3).

UH 5: TPA (3.33 g, 24.82 mmol) wurde in THF (30 mL) geldst und zu einer Losung von
PEI-2 (4.2 g, 11.48 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Nach 10 min Stillstand des
Magnetriihrers. Elementaranalyse: C 64.87, H 10.63, N 20.35, CI 0.1 %. Ausbeute 4.25 g
(60.0 %). '"H-MAS-NMR (400 MHz, MAS mit 4500 Hz, MeOD): & = 2.0-3.1 (m, PEI-CH,,
rel. Integral 100), 3.72 (bs, sek.-N-CH,-aryl, 22.7), 4.53 (bs, tert.-N-CHj-aryl, 1.9),
7.0-7.4 ppm (bs, aryl-H, 25.3).

UH 6: TPA (4.29 g, 31.98 mmol) wurde in THF (40 mL) geldst und zu einer Losung von
PEI-2 (4.2 g, 11.48 mmol) in THF (10 mL) gegeben. Nach 60 min Stillstand des
Magnetriihrers. Elementaranalyse: C 66.4, H 10.51, N 19.21, Cl 0 %. Ausbeute 3.8 g
(48.1 %). 'H-MAS- NMR (400 MHz, MAS mit 4500 Hz, MeOD): & = 2.0-3.0 (m,
PEI-CH,, rel. Integral 100), 3.72 (bs, sek.-N-CH,-aryl, 24.0), 4.52 (bs, N-CH,-aryl, 6.2),
6.9-7.4 ppm (bs, aryl-H, 32.2).
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6.3.2 Charakterisierung von PEI-1 und PEI-2

Der Polymerisationsgrad n wurde aus dem N/C-Verhiltnis aus Daten der Elementaranalyse

errechnet [n = 0.583/(N/C — 0.583)].

PEI-1: C 51.60, H 11.72, N 35.82 %, N/C = 0.694, n = 5.27, durchschnittliches
Molekulargewicht 243.65 g/mol.

PEI-2: C 52.56, H 12.16, N 34.43 %, N/C = 0.655, n = 8.132, durchschnittliches
Molekulargewicht 366.7 g/mol.

Die Anzahl der Protonen von PEI-1 und PEI-2 wurden anhand des Polymerisationsgrades n
und der allgemeinen Formel fiir PEI berechnet, und mit den Ergebnissen der Integration der

'H-NMR-Spektren verglichen.

PEI-1: Theorie fiir n = 5.27: CH 21.08, NH 8.27. Ergebnisse aus den 'H-NMR Messungen
(400 MHz, CDCls): CH Protonen (m, 2.53 - 2.14) 21.08, NH Protonen (s, 1.02 ppm) 7.45.

PEI-2: Theorie fir n = 8.132: CH 32,528, NH 11.132. Ergebnisse aus den 'H-NMR
Messungen (400 MHz, CDCls): CH Protonen (m, 2.72 - 2.22) 32.528, NH Protonen (s,
1.16 ppm) 10.51.

6.3.3 Peracetylierung von PEI-1 und PEI-2

PEI-1 (224 mg, 5.74 mmol) wurde in DCM (5 mL) geldst und auf 0 °C abgekiihlt. Nach
Zugabe von Acetanhydrid (662 pl, 7 mmol) und Pyridin (563 pl, 7 mmol), wurde die
Losung fiir 5 h bei RT geriihrt. Nach Verdampfen im Vakuum wurde ein gelb-braunes Ol

erhalten.

PEI-2 (138 mg, 3.44 mmol) wurde in DCM (3 mL) geldst und auf 0 °C abgekiihlt. Nach
Zugabe von Acetanhydrid (425 ul, 4.5 mmol) und Pyridin (362 pl, 4.5 mmol), wurde die
Losung fiir 5 h bei RT geriihrt. Nach Verdampfen im Vakuum wurde ein gelb-braunes Ol

erhalten.
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6.3.4 NMR-Messungen der peracetylierten PEls

Peracetyliertes PEI-1 und PEI-2 (50 mg) wurde in CDCl; (0.7 ml) geldst. Der
Integrationsbereich der primdren und sekundéren Amine lag zwischen 3.52 und 3.12 ppm
fiir PEI-1 und zwischen 3.55 und 3.2 ppm fiir PEI-2. Fiir die Bestimmung der Menge an
tertidren Aminen wurden die Multipletts zwischen 2.62 und 2.46 fiir PEI-1 und zwischen
2.95 und 2.56 ppm fiir PEI-2 integriert. Das Verhéltnis zwischen tertidren und priméren
und sekunddren Aminen war fiir PEI-1 0.36 und fiir PEI-2 0.39.

6.3.5 Kupplung von Linkermolekiilen an Ultraharze

6.3.5.1 2-Hydroxyacetamidharze

Ultraharze UH 1 bis UH 6 (je 100 mg) wurden in DCM gequollen und auf 0 °C abgekiihlt.
2-Acetoxy-acetylchlorid (484 pl, 4.5 mmol) und eine katalytische Menge an DMAP
wurden hinzugefiigt. Nach 2 min erfolgte langsam die Zugabe von Pyridin (483 pl,
6 mmol). Die Reaktion wurde fiir 30 min bei 0 °C fortgefiihrt und anschlieBend auf RT
erwarmt. Nach 3 h wurden die Harze mit DCM, DMF, DCM gewaschen und im Vakuum
getrocknet. Das Capping erfolgte mit einer Mischung von Acetanhydrid/DiPEA 1:2 (v:v)
fiir 16 h. Nach wiederholtem Waschen und Trocknen der Harze, konnten keine priméren
und sekunddren Amine durch Kaiser-Test bzw. Chloraniltest detektiert werden. Um die
Acetylschutzgruppe abzuspalten, wurden die Harze mit NaOMe (0.5 M) in THF/MeOH fiir
2 h behandelt und anschlieBend mit MeOH, DCM gewaschen und getrocknet. Um die
Beladung zu bestimmen, wurden die 2-Hydroxyacetamidharze (50 mg) mit Fmoc-Glycin
(297,3 mg, 1 mmol), DIC (155 pl, 1 mmol) und HOBt (153 mg, 1 mmol) in DMF
gekuppelt. Nach 2 h wurden die Harze mit DMF gewaschen und mit der gleichen Menge an
Reagenzien noch mal fiir 16 h umgesetzt. Nach Waschen mit DMF und DCM wurden die
Harze im Vakuum getrocknet. Die Beladung wurde durch Abspaltung der Fmoc-Gruppe
mit 25 % Piperidin/DMF-Losung fiir 2 h und anschlieBender UV-Messung der
Abspaltlosung bestimmt.
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6.3.5.2 4-(4-Hydroxymethyl-3-methoxy-phenoxy)-butanoylamidharze
(HMPB-Harze)

Ultraharze UH 1 bis UH 6 (je 100 mg) wurden mit 4-(4-Acetoxymethyl-3-
methoxyphenoxy)buttersdure (424 mg, 1.5 mmol), DIC (232 ul, 1.5 mmol) und HOAt
(0.5 mmol/mL in DMF, 3 mL, 1.5 mmol) in DMF fiir 16 h gekuppelt. Nach Waschen mit
DMF und DCM, wurden die Harze im Vakuum getrocknet. Das Cappen der verbleibenden
Amine, die Abspaltung der Acetylschutzgruppe und die Beladungsbestimmung mit
Fmoc-Glycin wurde wie in 6.3.5.1 durchgefiihrt.

6.3.5.3 4-Hydroxymethylbenzamidharze (HMBA-Harze)

Die Vorgehensweise fiir die Kupplung von 4-Acetoxymethylbenzoesdure an Ultraharz
entspricht exakt der Synthese der HMPB-Harze aus 6.3.5.2. Ebenfalls analog verlaufen der
Cappingschritt, die Abspaltung der Acetylschutzgruppe und die Beladungsbestimmung
durch Kupplung von Fmoc-Glycin.

6.3.5.4 Rinkamid Harze

Fiir die Kupplung von p-[a-[9H-Fluoren-9-yl)-methoxyformamido]-2,4-dimethoxybenzyl]-
phenoxyessigsdure an die Ultraharze UH 1 bis UH 6, wurden die gleichen
Kupplungsreagenzien und Reaktionsbedingungen wie in 6.3.5.2 verwendet. Die
verbleibenden Amine wurden ebenfalls mit Acetanhydrid gecappt. Die Bestimmung der

Beladungen konnte direkt durch Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe durchgefiihrt werden.

6.3.5.5 Synthese von 4-(4-Acetoxymethyl-3-methoxyphenoxy)buttersaure

4-(4-Hydroxymethyl-3-methoxyphenoxy)buttersdure (2.5 g, 10 mmol) wurden mit Pyridin
(6.7 ml, 80 mmol) und Acetanhydrid (3.8 ml, 40 mmol) fiir 4 h bei RT geriihrt. Nach
Zugabe von Ethylacetat (70 ml) wurde die Losung zweimal mit KHSO4-Losung und mit
Wasser (je 35 ml) ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde {liber Na,SO,4 getrocknet und
das Losungsmittel im Vakuum verdampft. Ausbeute 1.7 g (61 %).

'"H-NMR (400 MHz, CDCL3): & = 2.00 (s, 3H), 2.05 (m, 2H), 2.50 (t, 2H), 3.75 (s, 3H), 3.95
(t, 2H), 5.02 (s, 2H), 6.37 (m, 2H), 7.14 (d, 2 H).
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PC-NMR (400 MHz, CDCly): & = 21.8, 24.5, 30.4, 55.6, 61.8, 66.8, 99.1, 104.9, 117.1,
129.1, 159.1, 160.6, 171.4, 177.9.

6.3.5.6 Synthese von 4-Acetoxymethylbenzoesaure

4-Hydroxymethylbenzoesdure (700 mg, 4.6 mmol) wurden mit Pyridin (3 ml, 36.8 mmol)
und Acetanhydrid (1.74 ml, 18.4 mmol) fiir 4 h bei RT geriihrt. Nach Zugabe von
Ethylacetat (20 ml) wurde die Losung zweimal mit KHSO4-Losung und mit Wasser (je
10 ml) ausgeschiittelt. Die organische Phase wurde iiber Na,SO, getrocknet und das

Losungsmittel im Vakuum verdampft. Ausbeute 840 mg (94 %).
'H-NMR (400 MHz, CDCls): & = 2.15 (s, 3H), 5.19 (s, 2H), 7.45 (d, 2H), 8.11 (d, 2 H).

BC-NMR (400 MHz, CDCly): & = 21.1, 65.6, 127.9, 129.2, 130.6, 131.0, 142.1, 170.9,
171.8.

6.3.6 Bestimmung der Quellfaktoren

Eine exakt eingewogene Menge an getrocknetem Harz wurde mit dem entsprechenden
Losungsmittel in einer 2-ml Spritze fir 1 h geschiittelt. AnschlieBend wurde das
iiberstehende Losungsmittel entfernt, und das Volumen des gequollenen Harzes durch
Messen der Hohe berechnet. Nach jeder Bestimmung wurde das Harz getrocknet. Um einen
verldsslichen Mittelwert fiir die Bestimmung des Quellfaktors zu erzielen, wurden jeweils

drei Messungen pro Harz und Losungsmittel wiederholt.

6.3.7 Synthese von spin-gelabelten Harzen

3-Carboxy-2,2,5,5-tetramethylpyrrolidin-1-yloxy ~ (Carboxy-PROXYL) (0.018 mg,
0.0001 mmol) wurde mit TBTU (0.032 mg, 0.0001 mmol) und DiPEA (0.017 pl,
0.0001 mmol) in DMF (2 mL) an die freie Aminform der Ultraharze (100 mg), an
Aminomethyl-(1 % divinylbenzol-polystyrol) und an Amino-TentaGel gekuppelt. Nach
16 h wurden die Harze mit DMF und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet.
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6.3.8 Peptidsynthese an Ultraharzen

Fiir die Synthese des Peptids mit der Sequenz LKVSQAGKTLG (M=1100.4 g/mol als
Sadure, M=1099.4 g/mol als Amid) wurden HMPB- und Rinkamid funktionalisierte
Ultraharze (10 umol) verwendet. Jede Aminosdure (0.1 mmol) wurde mit DIC (15.5 pl,
0.1 mmol) und HOBt (15.3 mg, 0.1 mmol) in DMF (1 mL, ¢c=0.1 mmol/mL) fir 1.5 h
gekuppelt. Die Abspaltung der Fmoc-Schutzgruppe erfolgte mit Hilfe von 25 %
Piperidin/DMF-Lésung fiir 30 min. Die Abspaltung des Peptids vom Harz wurde mit
95 % TFA, 2.5 % TIS und 2.5 % Wasser fiir 3h durchgefiihrt. Nach Ausfillen mit kaltem
Diethylether wurden die Peptide aus fert.-But./Wasser (4:1 (v:v)) lyophilisiert.

6.4 Experimenteller Teil zu Kap. 4.3

6.4.1 Synthese eines Ultraharzes ausgehend von hochmolekularem
PEI

In einem 500-ml Kolben wurde PEI (21 g, M, 10 000 g/mol, M,, 25 000 g/mol) in THF
(150 ml) geldst. Terephthalaldehyd (11.9 g, 0.088 mol, gelost in 125 ml THF) wurde
schnell zu der Losung unter starkem Riihren zugegeben. Die Reaktionsmischung verfestigte
sich spontan, und wurde fiir 1 h geschiittelt. Das vernetzte Polymer wurde mit THF
gewaschen, zerkleinert und in THF/MeOH (2:1 (v:v), 450 ml) suspendiert. Nach Zugabe
von NaBHy (6.7 g, 0.17 mol), wurde die Mischung fiir 2 h geriihrt. Zur Entfernung des
iiberschiissigen NaBH4 wurde das Polymer fiir 1 h mit 1 N Salzsdure behandelt. Nach
Abfiltrieren und Waschen mit Wasser erfolgte die Transformierung in die freie Aminform
durch Riihren in NaOH (2 N, 15 min). Das Polymer wurde mit Wasser, THF und DCM
gewaschen und fiir 5 h bei 60 °C am Vakuum getrocknet. Das Polymer wurde durch Sieben
in zwei Partikelgrofen getrennt (80-170 um und > 170 pm). Ausbeute 28 g (90 %).
Elementaranalyse: C 53.1 %, H 9.9 %, N 21.1 %, Cl 0.1 %. Beladung an Aminen:
15 mmol/g. FT-ATR-IR: 798, 1114, 1460, 1508, 2817, 2937, 3220.
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6.4.2 Synthese polykationischer Ultraharze

Das mit hochmolekularem PEI hergestellte Ultraharz (20 g) wurde in DMF (500 ml)
gequollen und mit Methyliodid (426 g, 3 mol) versetzt. Nach 24 h Schiitteln bei RT wurde
das quarternisierte Polymer {iber eine Glasfritte abfiltriert, mit DMF und DCM gewaschen
und bei 60 °C im Vakuum fiir 5 h getrocknet. Ausbeute 42.7 g eines leicht gelblichen
Polymers. Elementaranalyse: C 31.3 %, H 5.8 %, N 9.2 %, 1 47.5 %. FT-ATR-IR: 1460,
1612, 2784, 2949, 3402.

6.4.3 Beladung des polykationischen Ultraharzes mit Borhydrid

durch lonenaustausch

Das polykationische Ultraharz (32 g) wurde in Wasser gequollen und mit einer
1 M wissrigen NaBH4-Losung fiir 15 min versetzt. Nach zweimaliger Wiederholung dieses
Verfahrens, wurde das Harz mit destilliertem Wasser gewaschen, bis alles iiberschiissige
NaBH; entfernt war. Das Harz wurde im Vakuum bei 80 °C fiir 5 h getrocknet.
Ausbeutel6 g eines farblosen Polymers. FT-ATR-IR: 1070, 1456, 1578, 2223, 2814, 2939.

6.4.4 Allgemeine Vorschrift fur die Reduktion von

Carbonylverbindungen und Nitroolefinen

4-Chlorbenzaldehyd (23.6 mg, 0.168 mmol) wurde in MeOH (2 ml) geldst. Nach Zugabe
von Borhydridharz (28 mg, 0.22 mmol, mit einer effektiven Beladung von 8 mmol/g),
wurde die Reaktionsmischung fiir 1 h bei RT geschiittelt. Die Vollstindigkeit der Reaktion
wurde durch Diinnschichtchromatographie tiiberpriift. Nach Zugabe von DCM (4 ml),
wurde das Harz abfiltriert und dreimal mit DCM (2 ml) gewaschen. Nach Evaporieren des
Losungsmittels, wurde der 4-Chlorbenzylalkohol in reiner Form erhalten. Die Reinheit

wurde mit Hilfe der 'H- und ?C-NMR-Spektroskopie und durch HPLC-Analyse bestimmt.
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6.4.5 Allgemeine Vorschrift zur reduktiven Aminierung

5-Methoxytryptamin (25.2 mg, 0.133 mmol) und Cyclohexylcarbaldehyd (11.4 mg,
0.102 mmol) wurden in DCM (2 ml) geldst. Die Losung wurde fiir 3 h bei RT geriihrt.
Nach Zugabe von Borhydridharz (51 mg, 2 eq.), wurde die Reaktionsmischung fiir 16 h bei
RT geschiittelt. Das Harz wurde durch Filtration entfernt und dreimal mit DCM (2 ml)
gewaschen. Um iiberschiissiges primires Amin zu entfernen, wurde die Reaktionsldsung
mit Formylpolystyrolharz (0.57 mmol/g, 10 eq.) fir 6 h bei 40 °C behandelt. Nach
Filtration des Harzes und Waschen mit DCM (15 ml), wurde das Losungsmittel evaporiert.
Die Reinheit der sekundiren Amine wurde mit Hilfe der 'H- und *C-NMR-Spektroskopie
und durch HPLC-Analyse bestimmt.

6.5 Experimenteller Teil zu Kap. 4.4

6.5.1 Synthese des Silyldiether-Vernetzers

6.5.1.1 Synthese von 4-Hydroxymethylbenzaldehyd

Terephthalaldehyd (10.0 g, 0.075 mol) wurde in trockenem THF (66 ml) gelost. Nach
Zugabe von NaBH4 (0.8 g, 0.021 mol), wurde die Suspension fiir 1 h bei RT geriihrt. Das
Losungsmittel wurde durch Evaporieren entfernt, und der Riickstand in Ethylacetat
(130 ml) aufgenommen. Die Losung wurde mit Wasser (2 x 65 ml) und gesittigter
NaCl-Losung (65 ml) gewaschen, und iiber Na,SO4 getrocknet. Nach Entfernen des
Losungsmittels am Vakuum, wurde das Rohprodukt durch Flash-Sdulenchromatographie
aufgereinigt (SiO,, n-Hexan/Ethylacetat 2:1). Ausbeute 1.9 g (19 %). '"H NMR (400 MHz,
CDCls) 8 =4.79 (s, 2 H), 7.53 (d, ’J = 7.9 Hz, 2 H), 7.87 (d, °J = 8.1 Hz, 2 H), 9.98 (s, 1H).
5C NMR (400 MHz, CDCls) 8 = 64.6, 127.0, 130.0, 135.7, 148.0, 192.2.

6.5.1.2 Synthese von Diisopropyl-bis[(4-formylbenzyl)oxy]silan

Zu einer Losung von 4-Hydroxymethylbenzaldehyd (1.124 g, 8.26 mmol) in Pyridin
(11 ml) wurde Diisopropyldichlorsilan (0.746 ml, 4.13 mmol) zugegeben und fiir 1 h bei
60 °C erhitzt. Die Losung wurde mit wissriger KHSO4—Losung (22 ml, pH 3) und DCM
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(44 ml) gewaschen. Die organische Phase wurde mit Wasser (2 x 22 ml) gewaschen, und
tiber NaSO, getrocknet. Nach Entfernen des Losungsmittels im Vakuum, wurde der
Riickstand durch Flash-Sdulenchromatographie aufgereinigt (SiO,, n-Hexan/EtOAc 4.25:1)
Ausbeute 1.03 g (65 %). 'H NMR (400 MHz, CDCl;) & = 1.14 (m, 14 H), 4.92 (s, 4 H),
7.48 (d, 2J(H,H) = 8.1 Hz, 4 H), 7.85 (d, 2J(H,H) = 8.3 Hz, 4 H), 9.99 (s, 2 H); °C NMR
(400 MHz, CDCl3) 6 = 12.3, 17.5, 64.3, 126.3, 130.0, 135.6, 148.0, 192.1.

6.5.2 Synthese des polymeren Tragers

Zu einer Losung von PEI (M, 10.000, M, 25.000, 1.25 g) in THF (6.1 ml), wurde eine
Losung von Diisopropyl-bis[(4-formylbenzyl)oxy]silan (0.495 g, 1.29 mmol) in THF
(4.6 ml) schnell zugegeben. Das Polymer bildete sich innerhalb von 1 min. Nach 4 h wurde
das Polymer zerkleinert, mit THF gewaschen und in THF/MeOH (2:1 (v:v), 24 ml)
suspendiert. Nach Zugabe von NaBH4 (0.097 g, 2.56 mmol) wurde die Suspension fiir 16 h
bei RT geschiittelt. Das Polymer wurde mit THF und MeOH gewaschen, durch ein
Metallsieb gepresst (Porengrofle 400 um), wieder mit MeOH und DCM gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Ausbeute 1.5 g (89 %). Elementaranalyse: C 55.6, H 9.7, N 21.0.
'H-MAS-NMR (400 MHz, MeOD, MAS mit 4500 Hz): 6 = 0.9-1.2 (m, isopropyl, rel.
Integral 16.7), 2.2-3.0 (m, PEI-CH,, 100), 3.72 (bs, sek-N-CHj-aryl, 2.52), 4.56 (bs,
tert.-N-CHs-aryl, 0.53) 7.2-7.5 (bs, aryl-H, 6.51).FT-ATR-IR: 815, 1063, 1090, 1461, 1572,
2815, 2932,3277 cm’.

6.5.3 Synthese der funktionalisierten Tragermaterialien

6.5.3.1 Synthese von RH 1

Fmoc-Glycin (446 mg, 1.5 mmol) wurde mit TBTU (482 mg, 1.5 mmol), HOBt (230 mg,
1.5 mmol) und DIPEA (257 pl, 1.5 mmol) in DMF (6 ml) an das unfunktionalisierte Harz
(100 mg) gekuppelt. Nach 4 h wurde das Polymer mit DMF und DCM gewaschen und im
Vakuum getrocknet. Die restlichen Amine des Harzbackbones wurden mit Di-tert.-butyl-
dicarbonat (1.1 g, 5 mmol) und DIPEA (1.7 ml, 10 mmol) in DMF (5 ml) fiir 2 x 2 h bei
RT gecappt. Die Vollstandigkeit der Acylierung wurde durch negativen Kaiser-Test und
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Chloraniltest bewiesen. Die Beladung der Harze wurde mit UV-Spektroskopie durch
Abspaltung der Fmoc-Gruppe vom Harz bestimmt.

6.5.3.2 Synthese von RH 2

4-[(Acetyloxy)methyl]benzoesdure (291 mg, 1.5 mmol) wurde mit TBTU (482 mg,
1.5 mmol), HOBt (230 mg, 1.5 mmol) und DIPEA (257 ul, 1.5 mmol) in DMF (6 ml) an
das unfunktionalisierte Harz (100 mg) gekuppelt. Nach 4 h wurde das Polymer mit DMF
und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die restlichen Amine des
Harzbackbones wurden mit Di-tert.-butyl-dicarbonat (1.1 g, 5 mmol) und DIPEA (1.7 ml,
10 mmol) in DMF (5 ml) fiir 2 x 2 h bei RT gecappt. Die Vollstindigkeit der Acylierung
wurde durch negativen Kaiser-Test und Chloraniltest bewiesen. Nach Abspaltung der
Acetylschutzgruppe mit NaOMe (0.5 M in MeOH) fir 30 min, wurde Fmoc-Glycin
(446 mg, 1.5 mmol) an die freie Hydroxyfunktion des HMBA-Linkers mit MSNT (444 mg,
1.5 mmol) und Melm (119 pl, 1.5 mmol) in DCM (6 ml) zweimal fiir 3 h gekuppelt. Das
Harz wurde mit DCM, DMF und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die

Beladung wurde analog zu RH 1 bestimmt.

6.5.3.3 Synthese von RH 3

4-[(Acetyloxy)methyl]benzoesdure (16 mg, 0.08 mmol), TBTU (26 mg, 0.08 mmol), HOBt
(12 mg, 0.08 mmol) und DiPEA (14 pl, 0.08 mmol) in DMF (4 ml) wurden mit dem
unfunktionalisierten Harz (200 mg) umgesetzt. Nach 4 h wurde das Polymer mit DMF und
DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet. Nach Abspaltung der Acetylschutzgruppe
mit NaOMe (0.5 M, in MeOH) fiir 30 min, wurde Fmoc-Glycin (238 mg, 0.8 mmol)
zundchst mit MSNT (237 mg, 0.8 mmol) und Melm (63.5 pl, 0.8 mmol) in DCM (4 ml) fiir
3 h gekuppelt und anschlieBend mit TBTU (257 mg, 0.8 mmol), HOBt (123 mg,
0.08 mmol) und DiPEA (137 pl, 0.8 mmol) in DMF (4 ml) fiir weitere 3 h gekuppelt. Das
Harz wurde mit DMF und DCM gewaschen und im Vakuum getrocknet. Die restlichen
freien Amine wurden mit Di-tert.-butyl-dicarbonat (1310 mg, 6 mmol) und DiPEA
(2.06 ml, 12 mmol) in DMF (5 ml) 2 x fiir 2 h gecappt. Die Beladung wurde analog zu
RH 1 bestimmt.
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6.5.4 Allgemeine Vorschrift zur Synthese peptidfunktionalisierter

dendritischer Polymere

Peptide wurden nach der Fmoc-Strategie synthetisiert. Jeweils 4 eq. Aminoséiure (basierend
auf der Beladung des Harzes mit der ersten Aminosdure), TBTU, HOBt und DiPEA in
DMF wurden fiir 90 min mit dem entsprechend funktionalisierten Harz gekuppelt. Die
Abspaltung der Fmoc-Gruppe wurde mittels 20 % Piperidin in DMF (2 x 8 min)
durchgefiihrt. Die Vollstindigkeit der Acylierung wurde durch Kaiser-Test tiberpriift.

Die Auflosung der peptidfunktionalisierten Harze wurde mit 95 % TFA, 2.5 % Wasser und
2.5 % TIS fiir 4 h bei RT durchgefiihrt. Nach Abfiltrieren der Losung und Waschen mit
TFA, wurden die 16slichen Peptidpolymere aus kaltem Diethylether gefdllt (4 x) und
lyophilisiert (zert.-But. : Wasser 4:1).

Die Abspaltung der geschiitzten Peptide vom HMBA-Linker der Harze RH 2 und RH 3
erfolgte mit TEA (10 % in MeOH) fiir 16 h bei RT. Nach Abfiltrieren wurde das Harz mit
DMF (1 ml) gewaschen. Das Filtrat wurde evaporiert und die Schutzgruppen durch
Behandlung mit 95 % TFA, 2.5 % Wasser und 2.5 % TIS fiir 3h bei RT entfernt. Nach
Ausfillen aus kaltem Diethylether (4 x), wurden die Peptide lyophilisiert (fert.-But. :
Wasser 4:1).

6.5.5 Synthese von Fluorescein-markierten Peptidpolymeren

Die Peptide wurden wie in 6.5.4 beschrieben aufgebaut. Nach Abspaltung der letzten
Fmoc-Gruppe wurde 5(6)-Carboxyfluorescein (75 mg, 0.2 mmol) an das
peptidfunktionalisierte Harz (20 mg) unter Verwendung von DIC (31 pl, 0.2 mmol) und
HOBt (31 mg, 0.2 mmol) in DMF (1 ml) fiir 16 h bei RT unter Lichtausschluss gekuppelt.
Das Harz wurde mit 20 % Piperidin/DMF-L6sung gewaschen, bis die Losung farblos war,
um eventuell {iber Ester angebundenes Fluorescein zu entfernen. Nach Waschen mit DMF

und DCM wurde das Harz im Vakuum getrocknet.

Fir die Darstellung der Seitenketten Fluorescein-markierten Peptidpolymere Nr. 8
(AVPIAQKKG) und 9 (KQAIPVAKG) wurde Fmoc-Lys(Dde)-OH an Position 2
verwendet. Die letzte aminoterminale Aminosdure wurde als Boc-geschiitztes Derivat

eingesetzt, um die Acylierung des Aminoterminus mit Carboxyfluorescein zu vermeiden.
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Die Dde-Schutzgruppe wurde mit Hydrazinhydrat (2 % in DMF) fiir 2 x 3 min abgespalten.
Die Kupplung von 5(6)-Carboxyfluorescein an die freie Aminogruppe in der Seitenkette

des Lysins in Position 2 erfolgte wie oben beschrieben.
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