JG|U Max-Planck-Institut fiir Polymerforschung P:

Max Planck Institute for Polymer Research

Kinetische Untersuchung zur Klick-Reaktion in

Miniemulsion

Diplomarbeit

Zur Erlangung des akademischen Grades eines ,,Diplomchemikers*
im Fachbereich fiir Chemie, Pharmazie und Geowissenschaften

der Johannes-Gutenberg-Universitat Mainz

vorgelegt von
Heinz Philipp Constantin Buchold
Geboren am 19.10.1986 in Hanau
Mainz, Februar 2013



Einleitung

1 EINLEITUNG

2 MOTIVATION

3 THEORETISCHE GRUNDLAGEN

3.1 Peptid-Festphasensynthese

3.2 Peptid-Polymer-Konjugate

3.3 Emulsionen

34 Polyaddition

3.5 Klick-Chemie

4 ANALYSEMETHODEN

4.1 Elektronenmikroskopie

4.2 NMR-Spektroskopie

4.3 Gelpermationschromatographie

4.4 Infrarotspektroskopie

5 EXPERIMENTELLER TEIL

5.1 Synthesen

5.2 Miniemulsionen

5.3 Versuche im NMR-Ré&hrchen

6 ERGEBNISSE UND DISKUSSION

6.1 Monomere

6.2 Reaktion zwischen BAP und HDDP zu PTA1
6.3 Reaktion zwischen GFF und HDDP zu PTA2
6.4 Reaktion zwischen BAP und OD zu PTA3
6.5 Vergleich der Systeme

6.6 Kapselbildung

7 ZUSAMMENFASSUNG UND AUSBLICK
DANKSAGUNG

11

13

20

20

21

23

23

24

26

30

32

34

34

36

51

54

56

58

60

62



Einleitung

8 ERKLARUNG

9 ANHANG
9.1 Spektren

9.2 Literatur

63



Einleitung

1 Einleitung

Laut der Publikation des Statistischen Bundesamtes ,, Todesursachen in Deutschland® starben 2011
228200 Menschen durch sogenannte bosartige Neubildungen.! Die Klassifizierung ,,bosartige
Neubildungen® erfolgt durch die Weltgesundheitsorganisation und umfasst Uber 200 verschiedene
maligne Tumore. Mit dieser Zahl ist Krebs die zweithdufigste Todesursache in Deutschland. Das
Verstandnis, die Diagnose und die Therapie dieser Krankheiten stellt bis heute eine groRe
wissenschaftliche Herausforderung dar. Fast 3 Millionen Verdffentlichungen zum Thema ,,Krebs*
wurden in der Zeitspanne von 1945 bis 2012 publiziert, doch gleichzeitig nur wenige neue
Medikamente entwickelt und zugelassen.? Schon 1959 verwies Feynman in seiner beriihmten Rede
»~There’s plenty of room at the bottom* vor der American Physical Society auf die vollig neue
Perspektiven und Mdglichkeiten, welche die Nanowissenschaften bieten.®* Die Nanowissenschaften
(vavog, griech. Zwerg) befassen sich mit Systemen und Materialien, die aufgrund ihrer GrofRe im
Nanometerbereich (10° m) stark veranderte physikalische, chemische oder biologische Eigenschaften
im Vergleich zu den makroskopischen Ausgangsmaterialien aufweisen. Eine Vielzahl von
Teildisziplinen sind seit dieser Zeit entstanden, von Nanotechnologie tiber Nanobiotechnologie bis hin
zur Nanomedizin. Ein Bereich in der Nanomedizin ist die Erforschung von funktionellen,
nanopartikuléren Strukturen, die verwendet werden, um unter anderem Wirkstofftransport,
Bildgebungsverfahren und Diagnostik zu verbessern.” Nanostrukturen, wie z.B. Nanokapseln,
Nanogele, Vesikel oder Mizellen, kénnen direkt in Korperzellen aufgenommen werden und somit als
Transportsystem fungieren.® Diese sogenannten Nanocarrier kénnen Wirkstoffe einschlieBen und
direkt und selektiv zum Zielgewebe transportieren, sodass die therapeutische Effizienz der Wirkstoffe
gesteigert werden kann. Eventuell auftretende Nebenwirkungen kénnen durch die gezielte Freisetzung,
die nur im kranken Gewebe stattfindet, minimiert werden. Neue und alte Wirkstoffklassen, die
biologisch Aktivitat aufweisen, aber pharmakologisch ungeeignet sind, kénnen trotzdem eingesetzt
werden.” Nanocarrier aus Chitosan erméglichen es zum Beispiel, in Kérperflissigkeiten gering
losliche Wirkstoffe wie Furosemid in die Zielzellen einzuschleusen.® Dariiber hinaus wird der
Wirkstoff vor einem  friihzeitigen Abbau im  Blutkreislauf geschiitzt.  Systemische
Wirkstoffkonzentrationen kdénnen durch gezielte Freisetzung im Zielgewebe sehr gering gehalten

werden.? Die Anforderungen fiir solche Nanostrukturen sind folglich sehr hoch und vielschichtig:

o Es soll eine definierte GroRe eingestellt werden kdnnen, sodass erhdhte zellulare Aufnahme
stattfinden kann (Nanometerbereich).

o Die Struktur und deren Abbauprodukte durfen keine Toxizitat aufweisen (Biokompatibilitat)

o Die Oberflache sollte modifizierbar sein, sodass sie nur mit den Zielzellen des Zielgewebes
wechselwirkt (Targeting).

o Die Freisetzung der ,,Fracht* muss durch definierte Stimuli geschehen (Sensivitat).

o Der Nanocarrier sollte nicht mit seinem Inhalt wechselwirken (Bioorthogonalitat).
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2 Motivation

Ein wichtiger Aspekt fir eine erfolgreiche Realisierung solcher Nanostrukturen ist eine fir den
Aufbau geeignete chemische Reaktion. Die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition stellt eine
hervorragende Reaktion fiir diese Anforderungen dar. Da bei dieser Cycloaddition eine Reaktion
zwischen einem Azid und einem Alkin stattfindet, toleriert sie eine Vielzahl von chemischen
Funktionalitaten, die in biologischen Molekillen und Wirkstoffen meist vorhanden sind. Dazu zéhlen
vor allem nukleophile Gruppen, wie zum Beispiel Hydroxyl-, Thiol-, Amin- und Carboxylfunktionen.
Aufgrund dieser Eigenschaft wird die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition als ,.bioorthogonal*
bezeichnet. Die Verwendung der bioothogonalen Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition zum Aufbau
einer Kapselwand ermdglicht den Einschluss sensibler biologischer Stoffe wie z.B.
Desoxyribonukleinsdure (DNA) oder Proteine. Die Kapselwand kann in einem Miniemulsionsprozess
hergestellt werden. In diesem werden Alkin und Azid getrennt in dem Heterophasensystem der
Miniemulsion gelost, sodass sie an der Grenzflache zur Reaktion kommen und die polare disperse
Phase einschlieit. Des Weiteren kénnen in der Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition modulare Azid-

funktionalisierte Monomereinheiten flr die Kapselwandsynthese verwendet werden.

Der Fokus dieser Arbeit lag in der kinetischen Untersuchung der Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition
in Miniemulsion. Dazu wurden verschiedene Azide und Alkine synthetisiert. Die Reaktion dieser
wurde sowohl in Lésung als auch in Miniemulsion analysiert. Dazu wurde eine Methode entwickelt,
die den Reaktionsverlauf direkt verfolgen konnte. Durch den Vergleich zwischen dem Kinetischen
Verlauf der Reaktion in Loésung und in Miniemulsion konnte der Einfluss der flussig-fllssig
Grenzflache auf die Cylcoaddition untersucht werden. In der Literatur wurde diese Thematik bis dato
nicht behandelt. Darliber hinaus wurde eine enzymspaltbare Peptidsequenz auf ihre Eignung als
Monomereinheit fiir die Kapselwandsynthese getestet. Ein weiterer Schwerpunkt der Arbeit lag in der
Verwendung zweier verschieden aktivierter Alkine. Es wurden sowohl ein elektronenarmes,

aktiviertes Alkin als auch ein unaktiviertes Alkin verwendet.
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3 Theoretische Grundlagen

In den folgenden Abschnitten werden die theoretischen Grundlagen zur Merrifield-Peptid-
Festphasensynthese, fiir die Herstellung einer Peptidsequenz als Monomer, die verwendete
Miniemulsionstechnik, die zur Herstellung einer flissig-fliissig Grenzflache diente, die Polyaddition
im Allgemeinen und an Grenzflachen sowie die Klick-Chemie beschrieben.

3.1 Peptid-Festphasensynthese

Peptide sind einzelne Aminosauren, die in einer definierten Reihenfolge (Sequenz) kovalent durch
Peptidbindungen verbunden sind. Peptide unterscheiden sich nur in ihrer Anzahl an Aminosduren von
Proteinen. Die Grenze, ab der eine Aminosauresequenz als Protein bezeichnet wird, ist unscharf und
wird mit 50-100 Aminosauren beziffert. Den Namen ,,Peptid pragten Fischer und Fourneau schon um
1901, als sie erste Versuche zu Peptidsynthese unternahmen.’® Synthetische Praparationen und die
Isolation aus Organismen erwiesen sich als nicht praktikabel. Erst die Synthese nach Merrifield, flr
die er 1984 den Nobelpreis erhielt, vereinfachte den Zugang zu synthetischen Peptiden erheblich." Bei
der Synthese wird die wachsende Peptid-Kette an einem Harz fixiert, sodass die Synthesen in ihrer
Ausbeute, Reinheit sowie Herstellungsdauer erheblich verbessert wurden.'? Das Prinzip der Peptid-
Festphasensynthese (engl. solid phase peptide synthesis, SPPS) ist in Abbildung 1 schematisch
dargestellt. Ein mit einer Aminosaure vorbeladenes Harz (1) wird zuerst durch eine mittelstarke Base
wie z.B. Piperazin entschiitzt (2). Daraufhin folgt die Reaktion mit der ndchsten in situ aktivierten
Aminosaure, die im groBen Uberschuss hinzugegeben wird, sodass eine quantitative Reaktion
stattfinden kann (3). Es folgen Waschschritte, um verbrauchtes Kupplungsreagenz und tiberschissige
Aminoséure zu entfernen, damit ein neuer Zyklus mit der nachsten Aminoséaure folgen kann (4). Ist
die Sequenz vollistandig, kann mit einer starken organischen Séure das Peptid vom Harz abgespalten

werden(5).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Festphasen-Peptidsynthese.

Die Vorteile gegenuiber der Synthese in der Lésung kénnen somit wie folgt zusammengefasst werden:

e Mittels groRem Uberschuss an Reagenzien verlaufen die Einzelschritte quantitativ.

e Die Loslichkeit des Peptids ist vernachldssigbar, da es am Harz gebunden ist.

e Nebenprodukte und unverbrauchte Reagenzien werden einfach und quantitativ ausgewaschen.

o Verluste des Peptides kdnnen wahrend der Synthese durch die kovalente Anbindung an das
Harz minimiert werden.

e Das Verfahren kann automatisiert werden.

3.1.1 Harz

Das Harz wird in der SPPS zur Verankerung der wachsenden Peptidkette wahrend der Reaktion

genutzt. Es besteht aus einem polymeren Tréger und einem Linker. Meist werden mit 1%

Divinylbenzol quervernetzte Polystyrolkugeln in einem GroRenbereich von 38-150 pm verwendet. Die

funktionellen Gruppen der Kugeln werden durch Zugabe von 4-Methoxystyrol wahrend der

Polymerisation eingefiihrt, sodass 0,2 - 0,8 mmol-g™ Linker auf den Beads kovalent gebunden werden
4
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kénnen. Der an die funktionellen Gruppen der Kugeln angebrachte Linker sollte der orthogonalen
Synthesestrategie folgen, gegenuber Basen stabil sein und nur durch starke Sé&uren das Peptid
freisetzen. Da die Anbindung der ersten Aminoséure einen essentiellen Schritt darstellt, um die Anzahl
der wachsenden Peptidketten zu definieren, werden Harze, die mit einer Aminosédure vorbeladen sind,
kommerziell angeboten. Mehrere Linker stehen zur Auswahl, die nach Bedarf den C-Terminus als
Carboxyl- oder Amid-Gruppe freisetzen. Eine einheitliche Nomenklatur fiir die verschiedenen Harze
konnte sich allerdings nicht etablieren, sodass entweder der Erfinder, z.B. Wang oder Rink, oder
Materialabkirzungen als Namensgeber fir die Harze verwendet werden. In Abbildung 2 sind drei
Harze dargestellt, die sehr oft Verwendung finden.

Q NH,
O_\o 4@_\%' > O O_\o/‘ T)\ -

Wang-Harz Trityl-Harz Rink-Amid-Harz

Abbildung 2: Schematische Darstellung des Wang-, Trityl- und Rink-Amid-Harzes fiir die Peptid-Festphasensynthese
bestehend aus der Polystyrolkugel (grau) und der jeweiligen Verknupfungseinheit.

3.1.2 Schutzgruppen

Generell sollen Schutzgruppen in der Chemie den Abbau einer funktionellen Gruppe oder deren
unerwiinschte Reaktion mit anderen funktionellen Gruppen verhindern. Die Schutzgruppen missen fiir
die SPPS eine Reihe von Anforderungen erfillen: Sie miissen reversibel abspaltbar sein, d.h. wahrend
der Synthese leicht die gewilinschte Funktionalitat unverandert wieder freigeben. AulRerdem miissen
sie dem Orthogonalitétsprinzip folgen und zu jedem Zeitpunkt der Reaktion unter den spezifischen
Reaktionsbedingungen selektiv abspaltbar sein und keine der anderen Schutzgruppen z.B. die der
Seitenketten  angreifen. Die neuste  Generation von  Schutzgruppen  setzt  beim
Abspaltungsmechanismus auf die Instabilitdt gegenuber UV-Strahlung, sodass zur Entfernung
keinerlei Agenzien mehr zugegeben werden miissen.'® Diese Anforderungen wurden in dieser Arbeit
mit der Fluorenylmethoxycarbonyl (Fmoc) -Schutzgruppen-Strategie umgesetzt."* Die Abspaltung

einer N-terminalen Fmoc-Gruppe ist in Abbildung 3 gezeigt.
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Abbildung 3: Entschiitzungsmechanismus der N-terminalen Fmoc-Schutzgruppe.

Die CH-azide Position der gebundenen Fmoc-Gruppe (Abbildung 3 (1)) kann mit einer milden Base
deprotoniert werden. Das entstehende Anion der Fmoc-Gruppe stabilisiert sich, indem eine exo-
Doppelbindung ausgebildet wird, sodass ein Dibenzofulven (2) resultiert. Das freigesetzte Carbamat-
Anion der Aminoséure (3) wird daraufhin von der konjugierten Sdure protoniert, sodass unter CO,-
Abspaltung das freie Amin (4) resultiert. Die Base bildet des Weiteren mit dem Dibenzofulven ein
Addukt (5), sodass eine mdgliche Polymerisation der Doppelbindung verhindert wird. Als Base wird,
da sie nur katalytisch wirken soll, eine sterisch anspruchsvolle sekundare Aminbase wie z.B. Piperidin
benutzt. Piperidin ist jedoch taterogen und geruchsintensiv, sodass in dieser Arbeit auf die etwas

reaktionstragere aber genauso effektive Base Piperazin (6) zuriickgegriffen wird.

3.1.3 Kupplung

Wéhrend der Kupplung zweier Aminoséuren bildet sich zwischen der Sduregruppe der Aminoséure
(C-Terminus) und der Amin-Gruppe der zweiten Aminosdaure (N-Terminus) unter Wasserabspaltung
eine Amidbindung aus. Da diese Reaktion kinetisch stark gehemmt ist, wird wahrend der Synthese die
Saure mit Hilfe eines Kupplungsreagenzes aktiviert, sodass auf stark erhéhte Temperaturen verzichtet
werden kann. Dies geschieht, indem die OH-Gruppe der Saure in eine bessere Abgangsgruppe
Uberfuhrt wird und die Wasserabspaltung schon bei milden Temperaturen stattfindet. Dabei muss die
Stereokonfiguration der Aminosdure erhalten bleiben, um die physiologische Funktionalitat des
spateren erhaltenen Peptids zu bewahren. Der Mechanismus der Epimerisierung der Aminoséuren, die
verhindert werden soll, verlauft Uber ein Oxazolon, welches durch eine basekatalysierte innere
Veresterung gebildet wird. Als die SPPS zuerst beschrieben wurde, verwendete man Carbodiimide zur
Aktivierung der Carbonsdure wie beispielsweise N,N-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) als einer der
bekanntesten Vertreter. Bei der Verwendung von Carbodiimiden entstehen als Nebenprodukte jedoch

Harnstoffderivate, die oftmals aus organischen Ldsungsmitteln, die in der SPPS verwendet werden, als
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Feststoff ausfallen und somit nicht vollstandig ausgewaschen werden kénnen. Ebenfalls wird die
Oxazolon-Bildung meist nicht vollstandig unterdrickt oder die gebildete Abgangsgruppe ist
ineffizient. Eine weitere Mdglichkeit zur Beschleunigung der Amidbildung stellt die Verwendung von
Aktivester der Aminosduren dar. Diese Aktivester sind schon vor der eigentlichen Kupplung z.B.
durch Pentafluorphenyl-, 1-H-Benzotriazoyl-Gruppe oder als Succinimidester aktiviert. Der Nachteil
liegt hier allerdings in der Lagerstabilitat, die durch die aktivierte Gruppe sehr gering ist. Die oben
genannten Nachteile konnen durch die Verwendung von Salzen basierend auf 1H-Benzotriazol-
Verbindungen umgangen werden. Ein wichtiger und in dieser Arbeit verwendeter Vertreter dieser
Klasse ist das O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3,-tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU)
(Abbildung 4 (1)). Der Aktivester wird hier in situ erzeugt. Die Aminoséure, die direkt am Harz oder
an der vorhergehenden Peptidsequenz N-Terminal gebunden ist, besitzt eine freie zu aktivierende
Carboxyl-Gruppe. Diese wird in das Anion 0berfihrt (4), indem eine Aktivatorbase, z.B.
Diisopropylethylamin (DIEA) (2) hinzugegeben wird. Das entstandene Carboxyanion (4) greift das
HBTU (1) nucleophil an, wodurch ein O-Acyluroniumkation (5) und ein Benzotriazolylanion (OBt, 6)
entstehen. An dieser Stelle kann die anzuknupfende Aminoséure direkt angreifen. Nachdem sie zuvor
entschitzt wurde und somit einen freien N-Terminus (7) besitzt. Der freie N-Terminus kann am O-
Acyluroniumkation der wachsenden Peptidkette (5) angreifen und der in DMF lésliche
Tetramethylharnstoff (8) wird freigesetzt. Parallel dazu kann das Benzotriazolylanion (6) das O-
Acyluroniumkation (5) direkt angreifen. Das Produkt der letzteren Reaktion (9) stellt einen der bereits
oben beschriebenen Aktivester dar und wird leicht von dem wachsenden Peptid umgesetzt. Zur
Neutralisierung des freiwerdenden Benzotriazolylanion (6) dient die konjugierte Saure des Piperazins.
Eine mogliche Nebenreaktion ist die Reaktion zum Guanidinium. Die Nebenreaktion erfolgt durch den
Angriff der freien Aminogruppe der Peptidkette (7) auf das HBTU (1), jedoch kann dies durch

zeitliche Steuerung der Zugaben verhindert werden.

o [e]

A O

OH
3 \ > 1. Aminoséure (4) /"_ i
N O-Acylaronjumkation(5) Benzotriazolylanion(6)
/- i
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Abbildung 4: Mechanismus der Kupplung von Aminosduren durch O-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3,-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HBTU).
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3.2 Peptid-Polymer-Konjugate

Peptid-Polymer-Konjugate als organische Hybridmaterialien haben in den letzten 10 Jahren stark an
wissenschaftlicher Bedeutung gewonnen. Vielzéhlige Eigenschaften von Polymeren, wie zum Beispiel
die Bioabbaubarkeit, mechanische Festigkeit, Leitfahigkeit oder die Reaktionsféhigkeit auf bestimmte
Stimuli konnten mit den Fahigkeiten der Peptide bzw. Proteine wie Strukturbildung und
hochspezifische Enzymerkennung kombiniert und optimiert werden.”® Eine Einteilung dieser
Materialklasse erfolgt nicht systematisch. Haufig findet die Kategorisierung nach:

e Eigenschaften der Einzelkomponenten,
e angewendeten Synthesemethode zur Konjugatbildung,
e Eigenschaften des Konjugats,

e oder dessen Verwendung statt.

Das Peptid als Einzelkomponente kann als Stimuli-sensitives Element eine a-Helix"’, ein p-Faltblatt"®
oder collagendhnliche'® Strukturmerkmale aufweisen, antimikrobiell (Magainin®®) wirken oder
enzymatisch spaltbar sein. Das angebundene Polymer kann sowohl hydrophile (Polyethylenglycol,
Poly(2-hydroxypropyl)methacrylat) als auch hydrophobe (Polystyrol, Polybutadien) Eigenschaften
haben und somit oft die Léslichkeit des Peptides verbessern®. Die Synthesemethoden lassen sich in
vier Strategien unterteilen. Die direkte Kupplung/Ligation verbindet die Polymer- und Peptidsegmente
durch eine chemoselektive Reaktion. Hierfiir werden entsprechende Funktionalitdten an der
gewunschten Aminosdure der Sequenz und am Polymer eingefiihrt und die Huisgen-1,3-dipolare-
Cycloaddition, Michael-Addition, Staudinger-Ligation oder Kreuzkupplungen durchgefuhrt. Eine
Verwendung des Peptids als Makroinitiator kommt zum Einsatz, wenn das Polymer an die Peptidkette
durch kontrollierte radikalische Polymerisation synthetisiert wird. In einer inversen Strategie wird die
Peptidsequenz an dem Polymer hergestellt. Dies kann in einer Peptid-Festphasensynthese
durchgefuhrt werden, bei der das Polymer an einem Harz fixiert wird und durch eine freie
Aminogruppe fir die Peptid-Festphasensynthese zur Verfugung steht. Ebenfalls kann das Konjugat
durch Copolymerisation gebildet werden, indem das Peptid z.B. mit einem Acrylat funktionalisiert
wird und in einer radikalischen Polymerisation eingesetzt werden kann.?? Verwendung finden die
Hybridmaterialien vor allem im biomedizinischen Sektor, da der Einsatz von Polymer-Peptid-
Therapeutika im Gegensatz zum reinen Peptid oft die Halbwertszeit und Léslichkeit im Blutkreislauf
erhdht und die Immunreaktionen des Koérpers minimiert werden. Eine wichtige Kategorie sind die
enzymspaltbaren Peptid-Polymer-Konjugate. 1981 beschrieb Kopecek ein Peptid-Polymerkonjugat
bestehend aus N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid und Gly-Gly-Phe-Phe-p-Nitroanilidtyrosin, das
durch das Enzym Chymotrypsin gespalten wurde®. Es folgten die Entwicklungen einer Vielzahl
weiterer Peptidsequenzen, die auch mit anderen Proteasen, wie z.B. Cathepsin, Elastasen,
Matrixmetalloproteasen, Plasmin etc. gespalten werden konnten®. Dabei wurden diese Konjugate

vorwiegend als Gel oder sogar als Kapsel benutzt, um einen spezifischen Abbau zu realisieren.**
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3.3 Emulsionen

Eine Emulsion liegt vor, wenn eine Flissigkeit in einer zweiten, nicht mischbaren Fllssigkeit verteilt
ist. Wird eine unpolare Phase in einer polaren Phase dispergiert, spricht man von einer direkten oder
Ol-in-Wasser (o/w)-Emulsion. Als Ergebnis bilden sich Oltropfchen, die in der kontinuierlichen Phase
fein verteilt vorliegen. Im umgekehrten Fall handelt es sich um eine inverse oder Wasser-in-Ol (w/0)-
Emulsion. Die Emulsionen werden in drei Gruppen eingeordnet: Makro-, Mikro- und Miniemulsionen.
Dabei unterscheiden sie sich in ihrer thermodynamischen Stabilit4t und vor allem der Tropfchengrofe.
Die Makroemulsion ist ein thermodynamisch instabiles System und enthalt Tropfchen in einem weiten
Grolkenbereich von 0,5 bis mehreren pum. Mikroemulsionen sind thermodynamisch stabil und ihre
TropfchengroRen sind meist kleiner als 100 nm. Miniemulsionen sind thermodynamisch metastabil
und besitzen eine TropfchengroRe zwischen ca. 100 — 500 nm.?” Die kinetische Lebensdauer einer
Emulsion wird mafgeblich durch zwei Phdnomene bestimmt: Koaleszenz und Ostwald-Reifung. Bei
beiden Phanomenen wird die Grenzfliche zwischen den zwei Phase reduziert, indem die

Gesamtoberflache im Verhaltnis zum Volumen verkleinert wird (Abbildung 5).

Koaleszenz
-~ —)
w
Diffy,c:
wion Diffusion
)
[ J

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Koaleszenz (oben) und der Ostwald-Rreifung (unten).

Die Koaleszenz beruht auf Kollision zweier Trépfchen durch Brownsche Eigenbewegung, sodass
durch Fusion ihre Oberflache verringert wird. Die Ostwald-Reifung tritt durch Diffusion des Inhaltes
eines kleineren Tropfens zum groReren auf. Damit wird ein unterschiedlicher Laplace-Druck pypiace
ausgeglichen, der nach der Formel:

2

Praplace = % (1.2)

y..= Grenzflachenspannung
R= Radius des Tropfchens

beschrieben werden kann und die reziproke Abhangigkeit zum Radius widerspiegelt. Je grofer das
Tropfchen, desto kleiner der Laplace-Druck, sodass der Inhalt eines kleinen Tropfchens durch die
kontinuierliche Phase hindurchdiffundieren und der Laplace-Druck gesenkt werden kann. Durch
Zugabe von Emulgatoren bzw. Tensid kann die Stabilitat der Tropfchen erheblich gesteigert werden.
Ihre Struktur ist amphiphil, das heif3t, sie besteht aus einer polaren Kopfgruppe und einem apolaren
Rest. An Hand der polaren Kopfgruppe unterscheidet man ionische und nicht-ionische Tenside.
lonische Tenside besitzen einen geladene Kopfgruppe, wie z.B. eine Sulfat- oder Carboxylat-Gruppe

und werden oft in o/w-Emulsionen eingesetzt. Nicht-ionische Tenside, die h&ufig in w/o-Emulsionen
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angewendet werden, besitzen einen ungeladenen polaren Rest, z.B. Polyether, die ein hohes
Dipolmoment aufweisen. Der Emulgator stabilisiert die Emulsion auf zwei Arten. Zum einen setzt er
durch seine amphiphile Struktur die Grenzflachenspannung herab und zum anderen verhindert er
durch sterische AbstoRung die Koaleszens. Die Stabilitdt kann durch Zugabe eines Koemulgators
weiter gesteigert werden. Er wird der inneren Phase zugesetzt und fungiert als osmotisches Reagenz.
Dadurch wird in der inneren Phase ein osmotischer Druck aufgebaut, der dem Laplace-Druck
entgegen wirkt. Die Diffusion wird dadurch verhindert. So ist es mdglich eine thermodynamisch
instabile, aber kinetisch stabile Miniemulsion zu erhalten.

In dieser Arbeit wurde das Prinzip der inversen Miniemulsion verwendet (Abbildung 6). Das System
besteht aus einer apolaren kontinuierlichen Phase und einer polaren dispersen Phase. Die apolare
Phase besteht aus Cyclohexan und einem nicht-ionischen Tensid. Es wurde Poly(ethylen-co-butylen-
b-ethylenoxid) (P(E/B-b-EQ)) (M, ~ 8800 g'mol™) verwendet, dass sich aus einem apolaren
Poly(ethylen-co-butylen) (P(E/B), M, = 3700 g'mol™) -Segment und dem polaren Poly(ethylenoxid)
(P(EO), M, = 5100 g:mol™) -Segment zusammensetzt. Die disperse polare Phase besteht aus Wasser,
dem polaren Monomer (Diazid) und dem osmotischen Reagenz Natriumchlorid. Durch mechanisches
Ruhren wird zunéchst eine Prdemulsion gebildet (Abbildung 6, Schritt 1). Mit Hilfe von Ultraschall
werden feinverteilte Tropfchen erhalten (Schritt 2). Nach der Bildung der Miniemulsion wird das
apolare Monomer (Dialkin) hinzugegeben (Schritt 3). Das kinetisch stabile Miniemulsionstropfchen
stellt somit eine stabile fliissig-fliissig Grenzflache dar.

|
T
it

[ )
®
®

_:><:
¢

3 . Y 4
o . e o
e ey
@® Diazid . Disperse Phase A Osmotisches Reagenz
B Dialkin Kontinuierliche Phase _~—  Emulgator

Abbildung 6 Schematischer Ablauf der Miniemulsionstechnik (1. Préemulgieren, 2. Ultraschall, 3. Zugabe des
apolaren Monomers, 4. Reaktion an der Grenzflache).
10
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Da die beiden Monomere in unterschiedlichen Phasen vorliegen und nicht in der anderen Phase l6slich

sind, kann die Reaktion an der Grenzflache stattfinden (Schritt 4).

3.3.1 Grenzflachenreaktion in Miniemulsion
Die Miniemulsion bietet die Moglichkeit, eine Kapselstruktur zu bilden. Generell kénnen 3 Methoden

benutzt werden, eine solche Struktur zu generieren:

1. Phasenseparation wihrend der Polymerisation®®: Die Monomere sind in der dispersen Phase
l6slich, das Polymer jedoch nicht, sodass es wahrend der Polymerisation das Tropfchen
einschliel3t.

2. Nanoprazipitat®: Ein schon gebildetes Polymer ist in der kontinuierlichen Phase Iéslich. Wird
diese verdampft und durch eine neue ersetzt, in der das Polymer nicht 16slich ist, ,,fallt* das
Polymer an der Grenzflache aus und schlief3t somit das Tropfchen ein.

3. Polymerisation an der Grenzflache: Ein Monomer ist I6slich in der kontinuierlichen; das
zweite in der dispersen Phase. Wenn das entstehende Polymer unlgslich in beiden Phasen ist,
verbleibt es ungeltst an der Grenzflache und schlie8t somit das Tropfchen ein.

Alle drei Varianten basieren auf dem Verlust der Loslichkeit des Polymers in den umgebenden
Phasen. In dieser Arbeit wurde das Verfahren der Polymerisation an der Grenzflache angewendet (3.).
Zu den ersten in der Literatur beschriebenen Grenzflachen-Reaktionen gehort die Schotten-Baumann-
Reaktion.*® An einer fliissig-fliissig Grenzflache zwischen Chloroform und Wasser kénnen Polyamide
aus Diaminen und Dicarbonsduren entstehen. Das Polyamid ist in Wasser und Chloroform unléslich,
sodass es als Film zwischen den Fliissigkeiten vorliegt.” Eine Kapselstruktur durch Polykondensation
von Hexandiamin und Sebacinsauredichlorid in Emulsion wurden 1964 von Chang et al. berichtet.*
Des weiteren konnten Diamine, Dithiole oder Bisphenole mit Epoxiden zur Reaktion an einer
Grenzflache gebracht werden.* Taira et al. verwendete Lysin als ein natiirliches Diamin.*® Crespy et
al. zeigten, dass KapselgroRe und Wandstarker prazise durch Emulgator- und Monomerkonzentration
eingestellt werden konnten.** Durch die Bildung von Polyurethanen in inverser Miniemulsion war es
auch mdoglich, einen wassrigen Kern einzuschliefen oder Starke in die Kapselwand einzubauen.
Siebert et al. konnte zeigen, dass es ebenfalls mdglich ist, mittels Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition
in einer Grenzflachenpolyaddition zu einer Kapselstruktur in Miniemulsion zu gelangen.® Roux et al.
verwendeten 6,6°-Diazido-6,6°-dideoxysucrose und Bis(propargyloxy)butan, um eine Kapselstruktur
mittels kupferkatalysierter Klick-Reaktion in direkter Miniemulsion zu erhalten. Es wurde dabei
festgestellt, dass ein nicht zu vernachldssigender Teil der Monomere zu Oligomeren oder cyclischen
Verbindungen reagiert und die Reaktion erst ab 60 °C stattfindet. Die Reaktion konnte durch den

Einsatz von Mikrowellen stark beschleunigt.®®

3.4 Polyaddition

Schon 1929 unterteilte Carothers Polymere in zwei Hauptgruppen. Als Polykondensate wurden
Polymere bezeichnet, die wéhrend ihrer Synthese ein kleineres Molekil abspalten. Als Polymerisate
11
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wurden Polymere bezeichnet, bei deren Synthese keine Abspaltung eintritt.®’ Die damalige
Bezeichnung musste aufgrund neuerer Erkenntnisse erweitert werden, sodass zur heutigen Zeit die
Einteilung in Kettenwachstums- und Stufenwachstumsreaktion getroffen wird (Abbildung 7). Zu der
sogenannten Stufenreaktion zéhlen Polykondensationen, wie sie z.B. bei der Herstellung von
Polyestern und Polyamiden auftreten, aber auch Polyadditionen, wie sie z.B. bei der Herstellung von

Polyurethane und auch bei den in dieser Arbeit synthetisierten Polytriazole verwendet werden.

Polymerreaktionen

Stufenwachstums-

reaktion

 ——

Kettenwachstums-

reaktion

Polyaddition

Polykondensation

Radikalische
Polymerisation

Anionische
Polymerisation

Kationische
Polymerisation

Koordinative
Polymerisation

Abbildung 7: Schematische Einteilung der Polymerreaktionen.

Folgende Merkmale charakterisieren die Stufenreaktion:

=

Jeweils zwei funktionelle Gruppen reagieren.

2. Im Anfangsstadium werden alle Monomere zu Oligomeren verkn(pft.

3. Start, Wachstum und Abbruch sind im Mechanismus und in der Reaktionsgeschwindigkeit im
Wesentlichen identisch.

4. Die Kettenldnge nimmt im Verlauf der Reaktion stédndig zu.

5. Fur ein hohes Molekulargewicht sind hohe Umsatze notwendig.

Bei der Stufenwachstumspolymerisation kann, wie oben angefiihrt, ein charakteristischer Verlauf der
Zunahme des Molekulargewichtes wéhrend der Reaktion beobachtet werden. Zunéchst bilden sich
Oligomere, die erst bei hohem Umsatz zu langen Polymerketten reagieren. Carothers erkannte die
Beziehung vom Umsatz p und dem Polymerisationsgrad X,,. Dabei beschrieb er die Funktionalitat der
reagierenden Monomere vereinfacht als Funktionalitat A und B. In unserem Fall handelt sich um ein
A-A/B-B-System, welches zwei bifunktionelle Monomere darstellt. Carothers definiert das Verhaltnis

der Monomere durch den Faktor r:

_ Anzahl von A-A Molekiilen <
"= Anzahl von B-B Molekiilen

woraus sich die Beziehung fiir X,, ableitete:

(12)

_ 1+7r

" A tr— 2rp) (13)

12
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Daraus ist ersichtlich, dass nur bei hohem Umsatz p und Einsatz der Monomere in exaktem
stochiometrischem Verhéltnis r ein hoher Polymerisationsgrad erzielt werden kann. Eine graphische
Darstellung ist in Abbildung 8 zu sehen, in der der Polymerisationsgrad gegen das stdchiometrische
Verhaltnis aufgetragen ist. Nur mit einem Umsatz von nahe 100% und einem stdéchiometrischen

Verhaltnis von 1:0,9985 ist es maglich, einen Polymerisationsgrad von X,, >500 zu erhalten.

1000

Umsatz p = 100 %
—— Umsatz p = 99,8%
800 | —— Umsatz p = 99,0%
X -
° p=1
S 600+
o
[7]
[=
S
& 400+
‘C
2 p=0.998
>
£ 2004
p=0.99
0 T T T T T T T T T 1
0,995 0,996 0,997 0,998 0,999 1,000

Stdchiometrisches Verhaltnis [r]

Abbildung 8: Veranderung des Polymerisationsgrades mit dem stéchiometrischem Verhaltnis r fiir p = 1,00, p = 0,998
und p = 0,99.

Die Polyaddition stellt eine Reaktion zweiter Ordnung dar, deren Geschwindigkeitsgesetzt wie folgt
aufgestellt werden kann:

d[Edukt]
dt

Wird nun angenommen, dass die Edukte dquimolar ([Edukt 1]=[Edukt 2]) vorliegen, ergibt sich:

= k[Edukt 1][Edukt 2] (14)

d[Edukt 15
_w = k[Edukt]2 ( )
dt
Nach Integration und der Annahme, dass zum Zeitpunkt t = 0 auch [Edukt] = [Edukt]q gilt:
[Edukt] 1 (1.6)

[Edukt], (1 — [Edukt],kt)
3.5 Klick-Chemie

2001 erschien in der Angewandten Chemie ein Aufsatz von H. Kolb, M. Finn und K. Sharpless mit
dem Titel ,,Klick-Chemie: diverse chemische Funktionalititen mit einer Handvoll guter Reaktionen*.*®
In diesem Aufsatz, der in den letzten 12 Jahren Uber 3800-mal zitiert wurde, wird die
Synthesestrategie der Klick-Chemie definiert. Der Ausgangspunkt der Uberlegung ergab sich daraus,
dass die vorherrschende Synthesestrategie basierend auf Carbonylreaktionen zur Bildung von
Naturanaloga bzw. neuen Wirkstoffen einige Nachteile aufweist. Synthesen von komplexen
Naturstoffen aus dem Bereich der Sekunddrmetabolite sind meist mit erheblichem Aufwand

verbunden. Fur die pharmazeutische Industrie sind diese Synthesen wegen ihrer préparativen
13
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Anforderungen oft nicht umsetzbar. Primarmetaboliten, der Grofteil der Naturstoffe, setzten sich
hingegen aus einem Pool kleinerer modularer Baueinheiten zusammen. Die Diversitat entsteht hier
nicht Uber komplexe Strukturen, sondern durch die Verknlpfungsvielfalt der einzelnen Einheiten.
Diese werden in effizienten Reaktionen zuverldssig verkniipft. Ubertragt man die Merkmale der

Primarmetaboliten auf ein chemisches System, so ergeben sich zwingend folgende Anforderungen:

Die Reaktion soll
1. modular und breit anwendbar sein,
2. sehr hohe Ausbeuten haben,
3. zu keinen Stdrenden Nebenprodukten fuhren,
4. unter einfachen Bedingungen (in Anwesenheit von Luft und Wasser) durchzufiihren sein und
5

die Reagenzien sollten ebenfalls leicht herstellbar sein.

Das Produkt soll
6. stereospezifisch,
7. leicht aufzureinigen und

8. unter physiologischen Bedingungen stabil sein.

Diese Kriterien zeichnen heutzutage Klick-Reaktionen aus. Reaktionen, die diese Anforderungen
erfillen, haben meist eine hohe Triebkraft und liefern einen Energiegewinn von ca. 80 J-mol™.®
Darunter fallen vor allem 1,3-dipolare-Cycloadditionen, Ringdffnungsreaktionen und nicht-aldolartige
Carbonylreaktionen. Auffallend ist in der Natur, dass die Einheiten der Primdrmetaboliten in den
meisten Fallen lber Heteroatombindungen verknipft werden. Die (iber eine Amidbindung verkniipften
Peptide und die Uber eine Etherbindung verknilpften Polysaccharide sind prominente Beispiele dafiir.
Auch in den Klick-Reaktionen findet man haufig Heteroatombindungen. Zu diesen Reaktionen zahlt
unter anderem die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition von Aziden und Alkinen, die von Sharpless als

,,Créme de la Créme* der Klick-Reaktionen bezeichnet wurde.*

3.5.1 1,3-dipolare Cycloaddition

In der 1,3-dipolare Cycloaddition reagiert ein 1,3-Dipol mit einem Dipolarophil unter Verlust von
zwei z-Bindungen und Ausbildung von zwei neuen o-Bindungen zu einem Flnfring. In einem
Ubergangszustand miissen die z-Elektronen in neue o-Orbitale tberfiihrt werden. Das geschieht, wenn
die Grenzorbitale der Molekile in Wechselwirkung treten. Als Grenzorbitale einer Verbindung
bezeichnet man das energiereichste besetzte Molekulorbital (engl. highest occupied molecular orbital,
HOMO) und das energetisch niedrigste unbesetzte Molekdlorbital (engl. lowest unoccupied molecular
orbital, LUMO). Fir die Reaktion zwischen dem Dipol Azid und dem Dipolarophil Alkin kdnnen so

zwei mdgliche Kombinationen auftreten (Abbildung 9).
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% T
LUMO LUMO HOMO

Abbildung 9:Grenzorbital Wechselwirkung in der 1,3-dipolaren Cycloaddition.

Angelehnt an die Studien von Woodward und Hofmann zur Diels-Alder-Reaktion betrachtete
Sustmann genau diese Grenzorbitale*® und stellte einen systematischen Zusammenhang zwischen der
Elektronenstruktur des Azids und dessen Reaktivitait wihrend der Reaktion fest.* Treten die
Grenzorbitale im Ubergangszustand in Wechselwirkung und es resultiert ein Energiegewinn AEj;,
kommt es zu einer Stabilisierung des Ubergangzustandes. Die Stabilisierung fiihrt zu einer erhohten
Reaktivitat. Mathematisch stark vereinfacht wird dies durch die Gleichung 1.7 ausgedrtickt:

1 1

Exomo, — Erumoy,  Evumo; — Enomoy

AEj; « 1.7)

mit
Enomo, energetische Lage des HOMOs fir Reaktand I/11.

Eiumo, energetische Lage des HOMOs fir Reaktand I/11.

Aus der Formel wird ersichtlich, dass eine Maximierung des Energiegewinnes im Ubergangszustand
auf verschiedene Arten erfolgen kann. Sustmann klassifizierte drei Reaktionskonstellationen fiir die
Wechselwirkung der Grenzorbitale: 1. Das HOMO des Dipols und das LUMO des Dipolarophils, 2.
das HOMO und LUMO beider Verbindungen und 3. das LUMO des Dipols und das HOMO des
Dipolarophils tragen den gréRten Energiegewinn im Ubergangszustand. Deutlich wird dies, wenn
Substituenten in die Verbindung eingebracht werden, die die Energie der Grenzorbitale verandern.
Wird eine Elektronen-ziehende Gruppe (EZG) in die Nachbarschaft des Alkins eingefiihrt, wird das
LUMO abgesenkt und Typ 1 favorisiert. Wird einee Elektronendonor (Do) eingefiihrt und das HOMO

40,41,

angehoben, wird Typ 3 favorisiert (Abbildung 10)
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Sustmann Klassifizierung

Typ I I I

HOMO {

Abbildung 10: Ubersicht der Sustmann-Klassifizierung der Grenzorbitalwechselwirkung und die Beeinflussung dieser
durch elektronenziehende und elektronenschiebende Substituenten.

Nach dieser Einteilung gehen 1,3-Dipole mit elektronenarmen (Sustmann Typ 1) oder elektronen-

reichen Dipolarophilen (Sustmann Typ 3) eine schnelle Cycloaddition mit Aziden ein.

3.5.2 Huisgen-Azid-Alkin-Reaktion

Reaktionen von organischen Aziden waren schon seit Ende des 19. Jahrhunderts bekannt. Ein Pionier
auf diesem Gebiet war Curtius, berihmt durch die Curtius-Umlagerung eines Sdureazides zum
Isocyanat*’(Abbildung 11):

o

)k T \\°\\

N—R
Abbildung 11: Schematische Darstellung der Curtius-Umlagerung.

Die Cycloaddtion von Aziden und Alkinen war ebenfalls bekannt. Die Reaktionen liefen jedoch erst
bei sehr hohen Temperaturen ab, ihre Reaktionsgeschwindigkeit war sehr gering und nicht zuletzt
waren einige organische Azide explosionsfahig.*® Zu den angewandten Reaktionen gehérten neben der
Curtius-Umlagerung die Staudinger-Reaktion oder die Schmidt-Reaktion. Eine Renaissance erlebte
die Azid-Alkin-Cycloaddition 1960, als Huisgen die Reaktion durch den Einsatz von Kupfer(l)salzen
katalysierte. Die bis dahin gegebene Problematik der Reaktionsgeschwindigkeit konnte deutlich
verbessert werden. Die Reaktionen konnten um den Faktor 10° beschleunigt, die Reaktionstemperatur
verringert und die Ausbeuten erhoht werden. Dartiber hinaus war die Reaktion regioselektiv, sodass
nur ein Triazolisomer resultierte. Damit war ein System gegeben, dass bei milden
Reaktionsbedingungen in kurzer Zeit zu einem vollstdndigen Umsatz fuhrte. Dariiber hinaus tolerierte
die Reaktion eine Vielzahl anderer funktioneller Gruppen. Dies ist ein Grund, warum Sharpless die

Reaktion spater als typische Klick-Reaktion bezeichnete. Der postulierte Mechanismus der
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Kupferkatalyse (durch Spektraluntersuchung und Dichtefunktionaltheorie-Rechnungen gestitzt), zeigt
zuerst die Koordination eines terminalen Acetylens an ein Kupferion. An diesen Komplex wird
zusétzlich das Azid gebunden. Es entsteht mit dem Kupferkomplex ein Sechsring. Dieser lagert sich
zu einem Funfring um, indem das Kupferion die Bindung zum Azid I6st. Im letzten Schritt wird der

Triazolring wird durch die katalytisch entstehenden Protonen freigesetzt (Abbildung 12).*
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Abbildung 12: Mechanismus der kupferkatalysierten Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition.

3.5.2.1 Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition von aktiviert en Alkinen und Aziden

1893 publizierte Michael die Reaktion von Phenylazid und Acetylendicarbonsdureester zu 1-Benzo-
4,5-dicarboxytriazol (Abbildung 13).* Die Acetylendicabonsdure ist durch zwei benachbarte
Carboxylat-Funktionen stark elektronenarm. Dadurch ist die Verbindung fur die Huisgen-1,3-dipolare-
Cycloaddition aktiviert. Die Reaktion findet ohne Kupferkatalyse bei 100 °C innerhalb 8 h statt.

+ F © I
A° 7 o s
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Abbildung 13: Triazolbildung aus Azid und aktiviertem Alkin.

Spéter untersuchte Huisgen diesen Typus der 1,3-dipolaren-Cycloaddition eingehender. Seine

Untersuchungen  zeigten  eine  fir  diesen  Reaktionstyp  charakteristisch  geringe
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Losungsmittelabhangigkeit. Die Begriindung liegt im sehr kleinen Dipolmoment sowohl in den
Edukten als auch im Ubergangszustand.*® Hinsichtlich der Aktivierung ist bei einer Mehrzentren-
Addition natdrlich ein hohes Malt an Ordnung zwingend notwendig, weswegen neben einer geringen
Aktivierungsenthalpie von einer stark negativen Aktivierungsentropie ausgegangen wird.
Substituenten, die die energetische Lage der Grenzorbitale verandern kénnen, zeigten einen enormen
Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit. Nicht-aktivierte Dipolarophile sind so unreaktiv, das ihre
Reaktionsgeschwindigkeitskonstante nur schwer bestimmt werden konnte, z.B. zeigte die Reaktion
zwischen Phenylazid und Cyclohexen nach 13 Monaten bei 25 °C einen Umsatz von 13%.% Durch
Konjugation im z-System des Dipolarophils wurde die Reaktion in den meisten Féllen um das
doppelte, durch elektronenziehende Gruppen um ein bis vier Zehnerpotenzen beschleunigt.*” Huisgen
begriindete den Effekt der elektronenziehenden Gruppe durch die Stabilisierung von Partialladungen,
die in einem nicht exakten konzertierten Ubergangszustand entstehen konnen. Im Falle von
konjugierten Systemen tritt durch die erhdhte Beweglichkeit der n-Elektronen ebenfalls eine
Stabilisierung des Ubergangszustandes ein. Der Vergleich von Alkinen und Alkenen als Reaktanden
der 1,3-dipolaren Cycloaddition zeigte, dass die Mesomeriestabilisierung des Produktes nicht die
Reaktionsgeschwindigkeit beeinflusst. C-C-Dreifachbindungen in winkelgespannten Systemen
(Cyclooctin oder Norbornen) wiesen ebenfalls eine starke Beschleunigung der Triazolbildung auf.*®
Auch die Temperatur zeigte einen hohen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeitskonstante. Wurde
die Temperatur von 25 °C auf 50 °C erhéht, beschleunigte sich die Reaktion um das 16-fache , was
durch die hohen Aktivierungsentropie erklart werden konnte.*® Li et al berichteten von einer Reaktion
von elektronenarmen Alkinen mit organischen Aziden in reinem Wasser bei Raumtemperatur.”® Nach
Sustmann wird die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition neben elektronenarme auch durch
elektronenreiche Alkinen beginstigt. Dies ist der Fall bei einer Reaktion zwischen Acetyliden und
Phenylaziden. Sowohl mit Calciumcarbid als auch mit Natriumacetylid tritt eine Reaktion bei
Raumtemperatur zu monosubstituierten Triazolen ein.®® Die in der Literatur gefundenen
Beobachtungen entsprechen der Klassifizierung von Sustmann: Edukte werden aktiviert, indem die
Elektronenstruktur der Edukte so verandern wird, dass die Grenzorbitale im Ubergangszustand der

Reaktion eine grofRere Stabilisierung erfahren.

3.5.2.2 Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition durch Grenzflichenaktivierung

Lummerstorfer et al. untersuchten die Reaktion von 11-Azidoundecylsiloxan-Monolagen mit
unterschiedlich substituierten Acetylenen. Auf dieser Monolage fand keine Reaktion mit Cyclohexan-
substituierten Acetylenen, hingegen aber mit mono- und dicarboxy-funktionalisierten statt. Es konnte
gezeigt werden, dass die Reaktion mit dicarboxy-funktionalisierten Acetylenen bei Raumtemperatur
einen Umsatz von 37% und bei 100 °C 100% ergab.>® Rozkiewicz et al. zeigten in einem Bericht von
2006, dass eine Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition im Verfahren des Mikro-Kontaktdruckverfahren
stark beschleunigt wird. Auf einem Siliziumtrager wurde eine sich selbst anordnende Monolage (engl.

self assembled monolayer, SAM) aus 11-Azidoundecylsilan deponiert. Ein mit Oktin benetzter
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Stempel wird auf diese Monolage gepresst und dessen ,,Abbild* verbleibt durch Triazolbildung auf der
SAM. Um eventuelle Verunreinigungen von Metallen, die die Reaktion ebenfalls beschleunigen
kénnten, auszuschlieRen, wurden die Versuche in Anwesenheit eines Chelatisierungsreagenzes
(Ethylendiamintetraessigsaure, EDTA) durchgefiihrt.®® Wurde die Monolage nur mit einer
Oktinlésung benetzt, fand die Reaktion binnen 48 h bei Raumtemperatur statt. Erhéhte man jedoch
den Druck der Oktinlésung auf der Monolage durch einen Stempel, war die Reaktion schon innerhalb
von 15 min abgeschlossen. Rozkiewicz sprach von der Mdglichkeit, dass die Azidfunktionen in der
Monolage vororientiert sind und durch das Aufbringen des Stempels die lokale Konzentration erhoht
wird. Eine Weiterentwicklung stellt die Verankerung eines Azid-funktionalisierten Oligonukleotids
auf einer Alkin-funktionalisierten Monolage dar.>* Berichte iiber eine Beschleunigung der Huisgen-
1,3-dipolare-Cycloaddition an einer fliissig-flissig Grenzflache sind bis dato nicht bekannt.

3.5.2.3 Klick-Polymerisation

Die Klick-Chemie in der Polymerchemie kann in zwei Kategorien eingeteilt werden. Zum einen wird
die Klick-Chemie benutzt, um definierte Strukturen aufzubauen oder polymeranaloge Reaktionen
durchzufithren. In vielen Ubersichtsartikeln wird die Vielfaltigkeit der Anwendungen beschrieben,
z.B. der Aufbau von Dendrimeren®® die Postfunktionalisierung von Polymeren,56 Bio-
Konjugationen,® die Funktionalisierung von Oberflachen,” die Realisierung von Halbleitern®® und
viele mehr. ® Zum anderen kann die Klick-Chemie verwendet werden, um in einer Polycycloaddition
lineare Polytriazole zu generieren. Ersten Berichte Uber die Polycycloaddition zu einem Polytriazol
publizierte Baldwin et al. schon 1966.°%% Es zeigten sich jedoch Probleme, die fiir die Klick-Chemie
kleiner Molekiile nicht auftraten. Dazu z&hlte die Unldslichkeit vieler Polytriazole in den géngigen
organischen Losungsmitteln. Dies konnte verhindert werden, indem die Polymere verzweigt wurden.
Hohe Molekulargewichte konnten zuerst nur durch lange Reaktionszeiten erzeugt werden. Dies wurde
mit effizienteren Katalyse-Systemen durch verbesserte Ligandensysteme fir das Kupferion
tberwunden. Die Reinigung des Polymers vom Katalysators ist bis heute nicht ausreichend verbessert,
sodass der Bedarf an metallfreien Reaktionen besteht.* Die Anzahl an Publikationen fiir metallfreie
Cycloadditionen ist vor allem durch die Verwendung von ringgespannten Alkinen wie das Cyclooctin
stark gestiegen.®® Jedoch sind keine Publikationen zur Bildungen von Polytriazolen auf Basis der
gespannten Alkine bekannt. Explizite Untersuchungen der elektronenarmen Alkine fiir eine
Polycycloaddtion wurden von Li et al. durchgefuihrt. Sie untersuchten unter anderem den Einfluss der
eingesetzten absoluten Monomerkonzentration auf die Reaktionen von Dipropiolatestern und
Diaziden. Es wurde festgestellt, dass mit erhohter Konzentration ein deutlich hoheres
Molekulargewicht erreicht wurde. Ebenfalls berichteten sie, dass der Dipropiolatester im Polymer
durch waéssrige Kaliumhydroxidldsung gespalten wird und es zum Abbau des Polymers innerhalb

weniger Minuten kommt.*
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4 Analysemethoden

4.1 Elektronenmikroskopie

In einem klassischen Auflichtmikroskop wird eine Probe von elektromagnetischer Strahlung des
sichtbaren Lichts (Photonen) bestrahlt. Die von der Probenoberflache reflektierte Strahlung wird mit
Hilfe von Linsenoptik auf die Netzhaut des Betrachters fokussiert, sodass ein vergroRertes Abbild der
Probe entsteht. Fir die maximale Auflésung eines abbildenden Systems formulierte Abbe eine
Gleichung, ab welchem Abstand d,,;,bei der Verwendung einer bestimmten Wellenldnge A, zwei

Bildpunkte getrennt wahrgenommen werden kénnen:

A

2-n-sin(a) (18)

dmin =

mit

dmin Abstand zweier getrennt wahrnehmbarer Punkte (,,Auflosung*)

A Wellenlange der Lichtquelle
n Brechungsindex
o Offnungswinkel des fokussierten Strahls

So lassen sich mit sichtbarem Licht, das eine Wellenlange von 400 bis 700 nm besitzt, heutzutage in
optimierten Systemen Aufldsungen von d,,;;, =100 nm erreichen. In der Elektronenmikroskopie
werden als Strahlenquelle Elektronenstrahlen verwendet, deren Wellenldnge (Uber die
Beschleunigungsspannung der Kathode einstellbar ist. Nach De Broglie kann die Wellenldnge von
Elektronen in Beziehung zu ihrem Impuls p gesetzt werden. Der Impuls wird durch die kinetische
Energie des Teilchens beschrieben. Diese Kkinetische Energie wird durch die

Beschleunigungsspannung der Kathode erzeugt. Folglich ergibt sich der der Zusammenhang:

Ape Broglie = g = 7% N\/% (1.9)
mit
Ape Broglie De-Broglie-Wellenlange
h Plancksches Wirkungsquantum
p Impuls des Teilchens
m, Ruhemasse eines Teilchens
Evin kinetische Energie
U Beschleunigungsspannung der Kathode
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Damit kann in der Elektronenmikroskopie theoretisch eine Auflésung im Picometer-Bereich erzielt
werden. Jedoch stellen die elektromagnetischen Linsensysteme einen limitierenden Faktor dar, sodass
eine typische Auflésung von d,,,;;, = 1 nm resultiert. Trifft der Elektronenstrahl auf die Probe, treten
verschiedene Wechselwirkungen auf. Neben Probenstrom und Wé&rme werden vor allem Primér-,

Sekundar- und Auger-Elektronen sowie Rontgenstrahlung von der Probe emittiert (Abbildung 14).

Primarelektronen Sekundarelektronen

Auger-Elektronen
Primarstrahl

Bremsstrahlung
Rontgenstrahlung

Probenstrom ——->  Wirme

Abbildung 14: Schematische Darstellung der verschiedenen Wechselwirkungen eines Elektronenstrahls mit einer
Probe.

Die beschriebenen Wechselwirkungen kénnen mit Hilfe geeigneter Detektoren analysiert werden. In
dieser Arbeit wurde das Rasterelektronenmikroskop (REM, engl. Scanning Electron Microscopy,
SEM) verwendet. Der Elektronenstrahl wird dabei in der Kathode in einer Hochvakuumsaule erzeugt,
tiber elektromagnetische Linsensysteme gebiindelt und auf die Probe fokussiert. Die Probe wird mit
diesem Strahl abgerastert. Die entstehenden Sekundarelektronen werden durch einen Everhart-
Thornley-Detektor aufgenommen und die Elektronenintensitat detektiert. Diese Intensitat wird vom
Detektor in ein Graustufensignal umgewandelt und am Computerbildschirm als Pixel dargestellt. Eine
hohe Intensitdt an Elektronen wird als heller, eine niedrige als dunkler Punkt dargestellt, sodass
hierdurch ein Abbild der Oberfl&che entsteht.

4.2 NMR-Spektroskopie

Die Kernspinresonanzspektroskopie (engl. nuclear magnetic resonance, NMR) kann bei Atomkernen
mit einem magnetischen Moment p angewendet werden. Alle Atomkerne mit einer Kernspin-
Quantenzahl ungleich null besitzen ein magnetisches Moment; dazu zahlen unter anderem *H, *°C,
>N, *F und *'P. Wird dieses Moment durch ein duReres Magnetfeld B, ausgerichtet, kann es sich nur
in einer definierten Anzahl an Orientierungen ausrichten. Fir die oben angefiihrten Kerne sind dies
zwei mdogliche Orientierungen: parallel oder antiparallel zum &uReren Magnetfeld. Dabei ist das
Energieniveau der parallel ausgerichteten Spins niedriger, als das, der antiparallel orientierten. Die

Energiedifferenz wird ausgedriickt durch AE:

h
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mit
y gyromagnetisches Verhéltnis (Stoffkonstante der Kernsorte).
h Planck'sche Konstante

By auleres Magnetfeld

Ubergédnge zwischen den Energieniveaus konnen durch Anlegen eines elektromagnetischen
Wechselfeldes der Frequenz v = AE/h (Larmor-Frequenz) senkrecht zum &uReren Magnetfeld
induziert werden. Das duBere Magnetfeld wirkt jedoch nicht bei allen Kernen gleich. Die Kerne
kénnen eine unterschiedliche Elektronenhlille besitzen, die dem duBeren Magnetfeld entgegenwirken,
sodass die Kerne unterschiedlich stark vom &uBeren Magnetfeld abgeschirmt werden. Durch die
unterschiedliche Abschirmung kdénnen Rickschlisse auf die chemische Umgebung eines Kernes

getroffen werden. Es ergibt sich die Resonanzbedingung:

v = YBo(1 —0)
21
v Larmor-Frequenz
y gyromagnetisches Verhéltnis (Stoffkonstante der Kernsorte).

By auBeres Magnetfeld
c Abschirmungskonstante

Da die Abschirmungskonstante sehr klein und daher schwer zu detektieren ist, werden der Probe
meistens Standards wie Tetramethylsilan (TMS) als Referenz hinzugefiigt. Die Frequenzdifferenzen
im Bezug zu dem Standard werden als chemische Verschiebung & bezeichnet und in ppm (engl. parts
per million) angegeben. Bei den ersten kommerziell erhéltlichen Spektrometern verwendete man das
so genannten ,,Continuous wave“-Verfahren, bei dem die Resonanzfrequenz detektiert wurde. Dazu
wurde das Frequenzfeld solange verdndert, bis Resonanz eintrat, was sehr zeitaufwéndig war. Heute
wird fast ausschlieRlich mit Fourier-Transformations-NMR-Spektrometern (FT-NMR) gearbeitet, bei
denen ein Hochfrequenz-Puls in die Probe eingestrahlt wird. Der Puls ldst bei allen Kernen
gleichzeitig Resonanz aus, sodass die Orientierungen der magnetischen Momente aus ihrer
Gleichgewichtslage ausgelenkt werden. Es kann die Zeit detektiert werden, die das Moment benétigt,
um in die Gleichgewichtslage zuriickzukehren. Man spricht hier vom freien Induktionsabfall (engl.
Free Induction Decay, FID). Durch die Fourier-Transformation wird dieses zeitaufgeldste Spektrum in

ein Frequenz-Spektrum Gberfihrt.
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4.3 Gelpermationschromatographie

Die Gelpermationschromatographie (GPC, engl. size-exclusion chromatography, SEC) ist eine der
wichtigsten Methoden, um das Molekulargewicht und die Molekulargewichtsverteilung eines
Polymers zu bestimmen. Dazu findet eine Auftrennung nach dem hydrodynamischen Volumen statt.
Die zu analysierende Substanz wird in einem geeigneten Elutionsmittel geldst und in eine
Chromatographiesdule gespritzt. Die Saule ist mit porésen Partikeln gepackt, die eine kontinuierliche
PorengrofRenverteilung aufweisen. Molekile mit einem kleinen hydrodynamischen Volumen kdnnen
in diese Poren eindringen und werden dadurch langer in der Sdule zuriickgehalten. Molekile mit
einem grofReren hydrodynamischen Volumen kdnnen nicht in diese Poren eindringen. Daher werden
groBRere Molekule friher als kleinere eluiert. Die Korrelation zwischen dem Elutionsvolumen und dem
hydrodynamischen Volumen kann nur dann stattfinden, wenn zwischen den Partikeln der S&ule und
dem untersuchten Polymer keinerlei Wechselwirkung stattfindet. Die Detektion der Molekiile nach der
Séaule erfolgt durch Detektoren, die die Konzentration oder Molekulargewicht messen. Zur Messung
der Konzentration werden vor allem differentielle Refraktometer oder UV-Detektoren eingesetzt. Das
Elutionsvolumen einer Probe, das durch diese Detektoren bestimmt wurde, kann erst nach einer
konventionellen Kalibrierung mittels geeigneter Standards auf ein Molekulargewicht bezogen werden.
Differentielle Viskosimeter oder Lichtstreu-Detektoren erlauben die direkte Messung des

Molekulargewichts.

4.4 Infrarotspektroskopie

In der Infrarotspektroskopie werden die Wechselwirkungen zwischen Strahlung und Materie
untersucht, die zu einer Abschwachung eines durch die Probe geleiteten Strahls fiihrt. Dazu wird die
Absorption einer Strahlung im Bereich von 1 = 2,5 -50 pum, entsprechend einer Wellenzahl v = 4000 -
200 cm*, detektiert. Eine Auftragung der Wellenzahl v [cm™] als Abszisse und der Transmission T
als Ordinate ergibt ein fiir die Probe spezifisches Spektrum. Die Transmission ist definiert als das

Verhéltnis der Strahlintensitat vor und nach dem Probendurchgang:

T = A (1.11)
mit
T Transmission
I Lichtintensitat nach Probendurchgang
Iy Lichtintensitat des Primarstrahls

Absorption von Strahlung tritt ein, wenn die Substanz zwei energetische Niveaus besitzt, deren
Energiedifferenz der eingestrahlten Wellenldnge entspricht. Bei Infrarotstrahlung sind dies
Schwingungsiibergdnge. Im Verlauf einer Molekilschwingung bewegen sich nicht nur die
Massenschwerpunkte, sondern auch die Ladungsschwerpunkte. Dadurch resultiert ein molekulares
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Dipolmoment. Eine Normalschwingung kann deshalb nur durch elektromagnetische Strahlung

gleicher Frequenz angeregt werden, wenn sie zu einer periodischen Anderung des Dipolmoments

fihrt. Auch mehratomige asymmetrische Molekile, die kein Dipolmoment besitzen, kénnen im

angeregten Zustand ein Dipolmoment ausbilden und damit IR-Absorption zeigen. Alle Molekdile bzw.

funktionellen Gruppen mit ausgepragtem Dipolmoment lassen sich dementsprechend gut mittels IR-

Spektroskopie nachweisen. In der Arbeit wurde ein FTIR-Spektrometer (Abkurzung flr Fourier-

Transformations-Infrarotspektrometer), das eine spezielle Variante eines Spektrometers darstellt,

verwendet.

5 Experimenteller Teil

Alle in der Diplomarbeit verwendeten Chemikalien sind in Tabelle 1 aufgelistet.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien.

Bezeichnung Summenformel  Abkilirzung Hersteller Reinheit
Benzol CeHs Sigma Aldrich  p.A.
N,N-Dimethylformamid C3H;NO DMF Sigma Aldrich p.A.
Ethylacetat C4Hs0, EtOAc Sigma Aldrich p.A.
deuteriertes Dimethylsulfoxid C,DsOs DMSO-d6 Sigma Aldrich ~ 99.5%
deuteriertes Cyclohexan CeD12 CH-d12 Sigma Aldrich ~ 99.6%
Deuteriumoxid D,0O Sigma Aldrich ~ 99.9%
Cyclohexan CeH12 CH Sigma Aldrich ~ 99.9%
Toluol C/Hg Sigma Aldrich  p.A.
Methanol CH.O MeOH Alfa Aesar 99.0%
Diethylether C4H10 Sigma Aldrich ~ p.A.
N,N-Dimethylformamid (trocken) C3H;NO DMF Sigma Aldrich 99.8%
Dichlormethan CH,Cl, DCM Sigma Aldrich  p.A.
1,3-Propandiol C3H3g0, Sigma Aldrich 99.5%
1,6-Hexandiol CeH140, Sigma Aldrich ~ 98.0%
2,2-Bis(Bromomethyl)-1,3-propandiol CsH1oBr,0, Wako 98.0%
Chemicals
Triethylamin CesHisN TEA Sigma Aldrich p.A.
Butylacrylat C7/H1,0, BA Sigma Aldrich ~ 99.0%
N,N,N',N',N"-Pentamethyldiethylentriamin CoHa3N3 PMDETA Sigma Aldrich 99.0%
Fmoc-L-Lysinhydrochlorid C21H25CIN,O4 K Novabiochem
Propiolsaure (oder Acetylencarbonsaure) C3H,0, Sigma Aldrich 95.0%
2-(1H-Benzotriazole-1-yl)-1,1,3,3- C11HigNsO*FsP  HBTU Novabiochem
tetramethyluroniumhexafluorophosphat
Piperazin C4sH1oN, Sigma Aldrich 99.0%
Glycin Ci17H1sNO, G Novabiochem
Phenylalanin C24Hx1NO, Novabiochem
Octadiin CsHio oD Acros Organics  99.0%
Diisopropylethylamin CgHioN DIEA Sigma Aldrich 99.0%
Ethyl-2-cyano-2-(hydroxyimino)acetat CsHgN204 Oxyma Pur Novabiochem 98.0%
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Bezeichnung Summenformel  Abkiirzung Hersteller Reinheit
konz. Schwefelséure H,SO, Sigma Aldrich ~ 95.0%
konz. Salzsdure HCI Sigma Aldrich 37.0%
Triflourmethansulfonsaureanhydrid C,F60sS; Sigma Aldrich ~ 98.0%
konz. Essigsdure C;H,O; Sigma Aldrich ~ 99.7%
konz. Trifluoressigsaure C,HF;0, TFA Sigma Aldrich 99.0%
Triisopropylsilan CoH2.Si TIS Sigma Aldrich ~ 99.0%
Sulforhodamin 101 Cs1H3N,0+S; SR101 Sigma Aldrich 90.0%
Poly(ethylen-co-butylen-b-ethylenoxid) P(E/B-b-EOQ))

Wang-Harz, low loaded Novabiochem
Zinn(l1)-Ethylhexanoat Ci16H3004Sn Sigma Aldrich 98.0%
Natriumhydrogencarbonat NaHCO; Sigma Aldrich  p.A.
Natriumchlorid NaCl Sigma Aldrich  p.A.
Natriumazid NaN; Servay 98.0%
Magnesiumsulfat MgSO, Sigma Aldrich ~ 99.5%
Kupferbromid CuBr; Sigma Aldrich 99.9%
Kaliumbromid KBr Sigma Aldrich 99.9%
Kupfersulfat CuSOq, Sigma Aldrich ~ 99.9%
Lithiumchlorid LiCl Sigma Aldrich 99.0%

Kernspinresonanzspektren wurden an einem Bruker DRX Spektrometer 300 oder 500 aufgenommen,
wobeibei 300.13 bzw. 500.13 MHz (*H) oder 75.47 MHz (**C) eingestrahlt wurde. Kalibrierung der
Protonenspektren erfolgte auf das angegebene Losemittelsignal, wobei die Angabe der chemischen
Verschiebung in ppm (8-Malfistab) erfolgt. Die Daten wurden mit MestReNova von Mestrelab
Research S.L. ausgewertet. Die Angaben sind wie folgt angegeben: ,.chemische Verschiebung

(Multiplizitit, Kopplungskonstanten, Protonenanzahl)*.

Die Synthese des Peptids erfolgte mit einem zwei Komponentensystem der Firma CEM, bestehend aus

einer Dosiereinheit (Liberty) und einer Mikrowelleneinheit (Discover).

Zur Bestimmung der Molekulargewichte der Polymere wurde fiir die GPC 1 mg Feststoff in 1 mL
DMF gelost und mit einem Teflonspritzenfilter (Porengrofie 0.45 pm) filtriert. Die Probeninjektion
erfolgte durch einen 717plus Autosampler (Waters) bei einer konstanten Temperatur von 60 °C fur
DMF. Die Flussrate hatte einen Wert von 1 mL-min™. Es kamen drei GRAM-Saulen (PSS) zum
Einsatz mit einer Grolie von 80-300 mm, Partikelgroen von 10 um und PorengréBen von 106, 104
und 103 A. Zur Signal-aufnahme diente ein RI-101-Detektor (ERC) sowie ein UV-Detektor S-3702

(Soma). Polystyrol wurde als Standard eingesetzt.

REM-Bilder wurden an einem Gemini 1530 (Carl Zeiss AG). Zur Probenvorbereitung wurden 2.5 pL.

verdinnter Dispersion auf einen Siliziumwafer getropft.
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Fur die Darstellung der Miniemulsionen wurde der Ultraschallgenerator Sonifier 450D der Firma

Branson verwendet.

Die Aufnahme der IR-Spektren erfolgte an eine FT-IR Spektrometer, Spektrum BX (Perkin Elmer)
zwischen 400 und 4000 cm™,

5.1 Synthesen

5.1.1 Hexandioldipropiolat (HDDP)é5

0
OH
HO/\/\/\/OH + /& H»SO4 > \\\(O\/\/\/\OJI\\
// 0 Benzol, AT 0 N
MW: 118,17 g'mol’l  MW: 70,05 grmol’! MW: 222,24 g-mol’!

In einem ausgeheizten Kolben wurden 8,27 g Hexandiol (70 mmol, 1 Aq) in 250 mL Benzol gel6st.
10,8 g (154 mmol, 1,3 Aq) Propiolsaure wurden unter Rihren in die Losung eingetragen. Es wurden
100 pl konz. Schwefelséure hinzugegeben. Unter Ruckfluss wurden 2,2 mL Wasser mittels eines
Dean-Stark-Aufsatzes innerhalb von 72 h abgeschieden. Nach der Reaktion wurde die Ldsung mit
wenig Benzol verdiinnt und jeweils mit zweimal 30 mL gesattigter Natriumhydrogencarbonat, 30 mL
Wiasser und 20 mL Kochsalzlésung gewaschen. Die organische Phase wurde tber Magnesiumsulfat

getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel evaporiert.
Ausbeute: 10,1 g (45,4 mmol 65%)

NMR (*H, 300 MHz, DMSO) [ppm]: 4.45 (s, 2H), 4.14 (t, J = 6.5 Hz, 4H), 1.61 (m, 4H), 1.32 (m,
4H).

NMR (**C, 75 MHz, DMSO) §[ppm]: 152.33, 78.54, 74.73, 65.82, 27.62, 24.83.
IR (KBr) v[cm™]: 3267, 2941, 2863, 2119, 1718, 1236, 756, 696

5.1.2 2,2-Bis(azidomethyl)propan-1,3-diol (BAP)é:6667

Br N3
DMF
Br OH + NaNj; »- N3 OH
HO HO
MW: 261,94 g-mol’! MW: 186,17 g-mol’!

In einem Rundkolben wurden 15,09 2,2-Bis(Brommethyl)-1,3-propandiol (1,0 Aqg., 57,3 mmol)
eingewogen und in 200 mL trockenem N,N-Dimethylformamid (DMF) geltst. Es wurden 15,0 g
Natriumazid (4,0 Aq., 230,0 mmol) in der Lésung dispergiert und die Mischung fiir 48 h bei 120 °C
im Olbad geriihrt. Nach Abkiihlen wurde die Losung filtriert und das DMF wurde bei vermindertem
Druck im Rotationsverdampfer abdestilliert. Gelbes Ol und weiBer Feststoff wurden in 200 mL

Ethylacetat aufgenommen und dreimal mit 150 mL gesattigter Kochsalzlosung gewaschen. Die
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organische Phase wurde Uber Magnesiumsulfat getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel bei
vermindertem Druck im Rotationsverdampfer abdestilliert. Es wurde ein klares, leicht gelbliches Ol

erhalten, das nach 8 d Trocknung am Olpumpenvakuum fraktioniert kristallisiert wurde.
Ausbeute: 7,7 g (42,2 mmol, 72%)
NMR (*H, 300 MHz, DMSO) 8[ppm]: 4.75 (t, J = 5.0 Hz, 2H), 3.28 (m, 8H).
NMR (**C, 75 MHz, DMSO) [ppm]: 59.73, 51.08, 45.46.
IR (KBr) v[cm™]: 3369, 2936, 2886, 2105, 1450, 1356, 1293, 1125, 1041
5.1.3 Tris(2-di(butylacrylat)aminoethyl)amin (BA¢TREN)¢8.69
Lo e << SO A}
8 o N /

N
HzN/\/ \/\NHZ MW: 128,17 g-mol!

MW: 146,23 g-mol™

MW: 915,25 g-mol

2,0 g Triethylenamin (1,0 Ag., 13,67 mmol) wurden in einen Rundkolben gegeben und die Lésung im
Eisbad auf 0 °C gekiihlt. Es wurden 11,0 g Butylacrylat (6,3 Aqg., 85,8 mmol), das zuvor durch eine
Aluminiumoxid-Sdule vom Stabilisator befreit wurde, zugetropft. Die Losung wurde bei 0°C 4 h
gerihrt. Die gelbe Losung wurde fir weitere 24 h bei 23 °C geriihrt. AnschlieRend wurden im
Olpumpenvakuum alle fliichtigen Komponenten entfernt. Es wurde ein gelbes, zahflissiges Ol

erhalten.
Ausbeute: 8,784 g (9,56 mmol, 70%)

NMR (*H, 300 MHz, DMSO) 8[ppm]: 4.00 (td, J = 6.6, 3.6 Hz, 12H), 2.70 (m, 12H), 2.40 (m, 24H),
1.54 (tt, J = 8.3, 6.4 Hz, 12H), 1.33 (m, 12H), 0.88 (t, J = 7.3 Hz, 18H).

NMR (**C, 75 MHz, DMSO) §[ppm]: 172, 63, 54, 52, 51, 49, 47.12, 47.04, 45.01, 44.97, 44.90,
40.34, 40.08, 39.80, 39.52, 39.25, 38.96, 38.69, 34.61, 32.21, 32.17, 30.21, 18.60, 13.35

5.1.4 [Cu(PMDETA)]Br;

2,05 g CuBr; (1,02 Aq., 9,18 mmol) wurden in einem Rundkolben in 200 mL Methanol geldst und
1,55 g PMDETA (1,0 Aqg., 8,94 mmol) langsam unter Riihren zugetropft. Die Losung wurde fiir 30
min gerlhrt, durch eine Glasfritte D4 filtriert und das Ldésungsmittel am Rotationsverdampfer bei
vermindertem Druck abdestilliert. Es resultierte ein griner Feststoff, der mit 10 mL kaltem Toluol

gewaschen und anschlieBend im Olpumpenvakuum getrocknet wurde.
Ausbeute: 1,878 g (4,7 mmol, 51% Ausbeute)

IR (KBr) v[cm™]: 2914, 2892, 1468
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5.1.5 N-a-Fmoc-g-Azidolysin

\ O
F Sé
cr \N N=N H
F —_— N—/]
H N N
N NH;* F Fmoc” SNt
Fmoc” > §N'
14 h, RT
o OH o} OH

MW: 404,89 g-mol'! MW: 394,42 g-mol!
Da das Zwischenprodukt dieser Reaktion (Triflylazid) explosiv ist, wurden flnf separate Ansétze mit
geringeren Konzentrationen durchgefiihrt. Natriumazid (1,45 g, 22,23 mmol) wurde in 4,3 mL Wasser
gelést und 7,2mL Dichlormethan zugegeben. Zu der Losung wurden 125 ¢
Trifluormethansulfonséureanhydrid (4,45 mmol) langsam zugetropft. Nachdem 2 h bei 23 °C geriihrt
wurde, trennte man die organische Phase ab und extrahierte die wassrige Phase jeweils zweimal mit
3.6 mL Dichlormethan. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit 5%iger
Natriumhydrogencarbonat-Lésung gewaschen und das so dargestellte Triflylazid ohne weitere
Aufreinigung im néchst en Schritt verwendet (ca. 14,4 mL). Fmoc-L-Lysin-Hydrochlorid (0,90 g,
2,223 mmol), Natriumhydrogencarbonat (1,87 g, 22,22 mmol) und Kupfersulfat (35,5 mg, 0,222
mmol) wurden in 8 mL Wasser und 16 mL Methanol dispergiert. Triflylazid in Dichlormethan
(14,4 mL) wurde zugegeben und das Reaktionsgemisch 14 h bei 23 °C gertihrt. AnschlieRend wurden
alle flnf Ansétze vereinigt, das organische Losemittel unter Vakuum (100 mbar) entfernt, der
Ruckstand mit 50 mL Wasser verdinnt und der pH-Wert mittels konzentrierter Salzsdure auf pH=2
eingestellt. Nach zweimaliger Extraktion mit je 100 mL Ethylacetat wurden die vereinigten
organischen Phasen zweimal mit gesattigter wassriger Natriumchlorid-Lésung gewaschen und tber
Natriumsulfat getrocknet. Das Rohprodukt wurde mittels S&ulenchromatographie (Kieselgel,
Laufmittel: Toluol/EtOAC 3:1 + 1% AcOH) gereinigt und das Lésemittel unter Vakuum entfernt. Es
wurde ein gelbliches Ol erhalten.

Ausbeute: 0,89 g (26%)

NMR (*H, 300 MHz, DMSO) 8[ppm]: 12.60 (s, 1H), 8.00 — 7.04 (m, 12H), 4.38 — 4.16 (m, 3H), 3.93
(td, J = 8.6, 4.6 Hz, 1H), 3.32 (t, J = 7.9, 5.1 Hz, 2H), 1.68 (m, 2H), 1.53 (tt, J = 8.9, 5.1 Hz, 3H), 1.46
~1.30 (m, 2H).

IR (KBr) v[cm™]: 3389, 3292, 3191, 2948, 2097, 1718, 1523, 1450,
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5.1.6 Peptidsequenz K(N3)GFFK(N3)
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Die Sequenz wurde mit mittels SPPS und Fmoc-Strategie hergestellt. Dazu wurde ein automatisierter
mikrowellen-gestiitzter Peptidsyntheziser ,Liberty der Firma CEM benutzt. Die eingestellten

Parameter waren:

e Kupplung: 300 s bei 75 °C, nach 90 s Zugabe von HBTU, Oxyma Pure und DIEA
e Entschiitzung: Zugabe von 20 Gew.% Piperazin in DMF, 30 s bei 50 °C dann 180 s auf 75 °C
e Waschen: 3-5 mal mit DMF und DCM

Fur einen 0,1 mmol Ansatz Peptid wurden 5 Aquivalente Aminoséauren abgewogen und daraus 0,2 M
Lésungen in DMF hergestellt. 5 Aquivalente Aktivator Oxyma Pure und HBTU wurden abgewogen
und zusammen in DMF gel6st. 10 Aquivalente Aktivator-Base werden ebenfalls zu einer 1 M Lésung
in DMF hergestellt. Nach Beendigung der Peptidsynthese wurde das Harz durch eine Spritze mit
einem Propylenfilter gefiltert und mit DCM gewaschen. Nach dem Waschen wurde eine 10 mL
Losung aus TFA/H,O/TIS (95:2,5:2,5) in die Spritze hinzugegeben, 24 h geschiittelt und danach
gefiltert. Das trockene Harz wurde fir weitere 2 h mit TFA-LAsung versetzt, geschiittelt und gefiltert.
Die Filtrate wurden vereinigt und in 4 °C kalten Ether getropft, um das Protein auszufallen. Das
Préazipitat wurde durch Zentrifugieren (15 min bei 10000 min™) abgetrennt und der Ether abdekantiert.
Das erhaltene Pellet wurde zuerst bei 40 °C im Vakuum-Trockenschrank iber Nacht und anschliefend

3 Tage im Gefriertrockner getrocknet. Das Produkt wird im bei -17 °C gelagert.
Ausbeute: 8 mal 0,1 mmol Ansétze: 370 mg (= 62% Ausbeute )
MALDI-TOF MS: Berechnete Masse:734,36; gefunden: [M] 734,5 [M+Na] 757

5.1.7 Kupferfreie Polymersynthese in L6sung

In einem Schraubdeckelglas wurden 1 Aquivalent Diazid und 1 Aquivalent Dialkin (Tabelle 2) in
10 mL DMF gel6st und bei 60 °C in einem Thermoschdttler fur 72 h geschttelt. Nach dem Abkiihlen
wurde die Ldsung in 30 mL Methanol gegossen und das ausfallende Produkt mittels Zentrifugation

(10 min bei 10000 min™) isoliert. Der erhaltene Feststoff wurde an der Luft getrocknet.
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Tabelle 2: Einwaagen der kupferfreien Polymersynthese in Losung.

Dialkin Diazid Ausbeute
Versuch
Typ [mg] Typ [mg] [mg]
PB007 HDDP 152,1 BAP 190,15 57,2
PB015 HDDP 4,9 GFF 0,6 2
PB005 oD 157,05 BAP 89,85 0
PB013 oD 3,35 GFF 5,35 0

5.1.8 Kupferkatalysierte Polymersynthese in Losung

In einem Schraubdeckelglas mit Septum wurden 1 Aquivalent Diazid und 1 Aquivalent Dialkin
(Tabelle 3) in 10 mL DMF gelost. Es wurden 13 mg [Cu(PMDETA)]Br, sowie ein Stuck blanker
Kupferdraht hinzugeftigt und 10 min Argon durch die Ldsung geleitet. Daraufhin wurde bei 60 °C in
einem Thermoschittler fiir 24 h geschuttelt. Nach dem Abkiihlen wurde die Losung in 30 mL
Methanol gegossen und das ausfallende Produkt mittels Zentrifugation (10 min bei 10000 min™)

isoliert. Der erhaltene Feststoff wurde an der Luft getrocknet.

Tabelle 3: Einwaagen der kupferkatalysierten Polymersynthese in Lésung.

Dialkin Diazid Ausbeute
Versuch
Typ [mg] Typ [mg] [mg]
PB006 HDDP 152,1 BAP 190,2 178,5
PB020 HDDP 49 GFF 0,6 54
PB004 oD 157,1 BAP 89,9 75,2
PB018 oD 34 GFF 54 5

5.2 Miniemulsionen

5.2.1 Vorschrift1

In einem Schraubdeckelglas wurde 1 Aquivalent des Diazids (Tabelle 4) in 1 g der polaren Phase
(Tabelle 4) geltst. Eine zweite Ldsung aus 12 g Cyclohexan, 1 Gew.% P(E/B-b-EO) und 1,0
Aquivalent Dialkin (Tabelle 4) wurde in die erste Losung eingerthrt. AnschlieRend wurde mit einem
Magnetriihrer bei 1400 min™ 1 h praemulgiert. Die Praemulsion wurde unter Eiskiihlung 2-3 min mit
Ultraschall behandelt (Y% Spitze, 90% Amplitude) (Tabelle 4). AnschlieBend wurde die Miniemulsion
fiir 24-200 h (Tabelle 4) und 23-75 °C (Tabelle 4) in einem Schraubdeckelglas gerihrt.
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Tabelle 4: Zusammensetzung und Einwaagen der Miniemulsion nach Vorschrift 1.

Diazid Dialkin Temperatur Dauer

Versuch Disperse Phase Osm. Agenz Schallintervall
Typ  [mg] Typ  [md] [°C] (]
PB008 BAP 196 H,0 0,9% NaCl **/* oD 116 a 23 48
PB0081 BAP 208  70/30% H,O0:DMSO  0,9% NaCl **/* oD 124 a 23 48
PB009 BAP 209  70/30% H,0:DMSO 0,9% NaCl * oD 114 a 23 72
PB012 BAP 300 70/30% H,0:DMSO 0,9% NaCl * HDDP 360 a 23 72
PB0121 BAP 300  70/30% H,O:DMSO 0,9% NaCl * HDDP 360 a 23 72
PB05113 BAP 200  50/50% H,O:DMSO 0,9% LiCl HDDP 240 b 50 120
PB061 BAP 200 H20 1,8% NaCl HDDP 240 b 50 120
PB068 BAP 200 H20 0,9% NaCl oD 267 b 65 120
PB069 BAP 200 H20 0,9% NacCl oD 270 b 65 120
PB091 GFF 20 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCl HDDP 10 b 75 200
PB093 BAP 95 H20 0,9% NaCl oD 400 b 75 200

*mit SR101, ** mit CuBr,, BAGTREN, Zinn(Il)ethylhexanoat, Schallintervall: a)120 s Schall b) 180s, 20 s Schall/ 10 s Pause

5.2.2 Vorschrift 2

In einem Schraubdeckelglas wurde 1 Aquivalent Diazid (Tabelle 5) in 1 g der dispersen Phase

(Tabelle 5) geldst. Diese Losung wurde in eine zweite Losung eingerihrt, die 7,5 g Cyclohexan und 1-
1,5 Gew.% P(E/B-b-EQ) (Tabelle 5) enthielt. Die Mischung wurde bei 1400 min™ 1 h praemulgiert
und anschlielend unter Eiskiihlung mit Ultraschall behandelt (142 Spitze, 90% Amplitude, 6 mal je 20

s Schall 10 s Pause). Es wurde eine dritte Losung bestehend aus 5 g Cyclohexan, 1-1,5 Gew.% P(E/B-
b-EO) (Tabelle 5) und 1 Aquivalent Dialkin (Tabelle 5) enthielt zugetropft. Die Miniemulsion wurde
fiir 24-200 h (Tabelle 5) und 23-75 °C (Tabelle 5) in einem Schraubdeckelglas gerihrt.
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Tabelle 5: Zusammensetzung und Einwaagen der Miniemulsion nach Vorschrift 2.

Diazid Dialkin Emulgator Temeratur Dauer
Versuch Disperse Phase Osm. Agenz
Typ  [mg] Typ  [mg] Gew.% [°C] [h]
PB051 BAP 200 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCI* HDDP 224 1 50 72
PB0511 BAP 200 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCI* HDDP 245 1 50 120
PB05112 BAP 201 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCI* HDDP 247 1 50 120
PB052 GFF 25 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCI* HDDP 6 1 60 24
PB072 Bap 303 H,0 1,8% NaCl HDDP 360 15 23 120
PB073 Bap 305 H.0 1,8% NaCl HDDP 373 15 50 120
PB074 GFF 27 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCl HDDP  33.8 15 23 120
PB075 GFF 20 50/50% H,0:DMSO 0,9% LiCl HDDP 25 15 50 120
PB076 BAP 310 H,O 1,8% NaCl oD 195 15 23 120
PBO77 BAP 307 H,0 1,8% NaCl oD 187 15 50 120
PB0781 BAP 101,4 H,O 1,8% NaCl oD 76 15 23 120
PB0782 BAP 1014 H,0 1,8% NaCl oD 76 15 50 120
PB0783 BAP 101,4 H,O 1,8% NaCl oD 76 15 75 120
PB092 BAP 62,3 H,0 0,9% NaCl HDDP 245 15 75 200
*Mit SR101

5.3 Versuche im NMR-Rohrchen

5.3.1 InLésung
1 Aquivalent Diazid (Tabelle 6) und 1 Aquivalent Dialkin (Tabelle 6) wurden in ein NMR-Rohrchen
abgewogen und in 600 pL DMSO-ds gelost. Zu Ansdtzen mit Kupfer wurden 0,5 mg
[Cu(PMDETA)]Br, und 0,5 mg Zinn(ll)ethylhexanoat eingewogen. Die Probe verblieb bei 23-70 °C
(Tabelle 6) direkt im NMR-Spektrometer oder in einem Wasserbad.
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Tabelle 6: Einwaagen der Versuche in Losung im NMR-Réhrchen.

Diazid Dialkin Temperatur
Versuch Kupfer

Typ [mg] Typ [mg] [°C]
PB-D-01 BAP 0,6 HDDP 18 - 23
PB-D-011 BAP 23 HDDP 2,3 - 23
PB-D-012 BAP 35 HDDP 43 - 50
PB-D-013 BAP 4 HDDP 5 + 23
PB-D-02 GFF 31 oD 2 + 23
PB-D-021 GFF 2 oD 2 - 23
PB-D-022 GFF 3 oD 4,33 - 70
PB-D-03 GFF 3 HDDP 35 + 23
PB-D-031 GFF 1,6 HDDP 3,6 - 50
PB-D-032 GFF 4 HDDP 13 - 70
PB-D-04 BAP 3 oD 3 + 23
PB-D-041 BAP 3 oD 2 - 23
PB-D-042 BAP 5,49 oD 4,05 - 70

5.3.2 Versuche in Miniemulsion

In einem Eppendorf-GefaR wurden 1 Aquivalent Diazid (Tabelle 7) in 50 mg der dispersen Phase

(Tabelle 7) geldst. Diese Lésung wurde in eine zweite Lésung eingeruhrt, die 500 mg Cyclohexan-d;,
enthielt. Die Lésung wurde bei 1700 min™ 1h
praemulgiert und anschliefend mit Ultraschall behandelt (95% Amplitude, 180 mal je 0,5 s Schall, 0,5
s Pause). Es wurde eine dritte Losung bestehend aus 100 mg Cyclohexan, 0,6-1 Gew.% P(E/B-b-EQ)

mit 0,6-1 Gew.% P(E/B-b-EQO) (Tabelle 7)

und 1 Aquivalent Dialkin (Tabelle 7) enthielt zugetropft. Die Miniemulsion wurde in ein NMR-

Réhrchen Gberfiihrt und verblieb bei 23-70 °C (Tabelle 7) direkt im NMR-Spektrometer oder in einem
Wasserbad.

Tabelle 7: Zusammensetzung und Einwaagen der Versuche in Miniemulsion im NMR-R&hrchen.

Diazid Dialkin Emulgator Temeratur

Versuch Disperse Phase Osm. Agenz

Typ  [mg] Typ  [mg] Gew.% [°Cl
PB-D-05 BAP 3,3 D,0 0,9% NaCl HDDP 3,7 0,6 23
PB-D-051 BAP 3 D0 0,9% NaCl HDDP 5 0,6 23
PB-D-052 BAP 2,6 D,0 0,9% NaCl HDDP 3,7 0,6 23
PB-D-06 GFF 2 DMSO-dg 0,9% LiCl HDDP 05 0,6 23
PB-D-061 GFF 1,2 DMSO-ds 0,9% LiCl HDDP 0,6 0,6 70
PB-D-07 BAP 3 D,O 0,9% NaCl oD 3 0,6 23
PB-D-08 BAP 4,75 D,0 0,9% NaCl oD 3 1 70
PB-D-09 GFF 2,42 DMSO-dg 0,9% LiClI oD 3,09 1 70
PB-D-062 GFF 34 50/50% D,0:DMSO-ds 0,9% LiCl HDDP 2,6 1 50
PB-D-053 BAP 4,5 D,0 0,9% NaCl HDDP 73 1 23
PB-D-053 BAP 31 D,0 0,9% NaCl HDDP 3,6 1 23
PB-D-054 BAP 3,6 D,0 0,9% NaCl HDDP 52 1 50
PB-D-063 GFF 41 50/50% D,0:DMSO-ds 0,9% LiCl HDDP 1 1 70
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6 Ergebnisse und Diskussion

Nach den erfolgreichen Darstellungen der Monomere erfolgte die Untersuchung der Huisgen-1,3-
dipolare-Cycloaddition an einer flussig-flussig Grenzflache anhand drei unterschiedlicher
Monomerkombinationen. Die Untersuchung setzte sich aus drei Teilaspekten zusammen. Zuerst
wurden die jeweiligen Polymere in Ldsung, das heiflt in Abwesenheit der Grenzflache, hergestellt.
Darauf wurden die Reaktionen in einer Miniemulsion durchgefihrt. Abschlieend folgte die kinetische
Betrachtung der Reaktionen in Lésung und in Miniemulsion. Anhand der kinetischen Betrachtungen

wird der Einfluss der Grenzflache fur die Reaktion diskutiert.

6.1 Monomere
Die in dieser Arbeit verwendeten Monomere wurden bis auf das Okta-1,7-diin, welches kommerziell
erhaltlich war, synthetisiert. Die Struktur und die verwendeten Abkirzungen der Monomere sind in

einem Uberblick in Abbildung 15 zusammengefasst.

BAP HDDP
HO 0o
N=N*N-
\(O\/\/\/\OJJ\\
N=N*N ) N
OH
2,2-Bis(azidomethyl)propan-1,3-diol Hexan-1,6-dioldipropiolat
Molekulargewicht: 186,17 g'mol'l Molekulargewicht: 222,24 g-mol'1
GFF
g oD
YN TN YT N Y S
0 (o] o) \/\/\\
G F G A
K £ K Okta-1,7-diin
_N,,N+N N°N§N_ Molekulargewicht: 106,16 g-mol!

Azidolysin-Glycin-Phenylalanin-Phenylalanin-Azidolysin-Glycin
Molekulargewicht: 734,36 g-mol!

Abbildung 15: Uberblick der in dieser Arbeit verwendeten Monomere und ihre Abkiirzungen.

Die Monomere lassen sich in polare und apolare Monomere unterteilen. Als polare Monomere wurden
zwei unterschiedliche Diazide hergestellt: 2,2-Bis(azidomethyl)-1,3-propandiol (BAP) und eine
Peptidsequenz aus e-Azidolysin-Glycin-Phenylalanin-Phenylalanin -e-Azidolysin-Glycin (GFF), die
nur in polaren Losungsmitteln wie Wasser oder Wasser/DMSO-Gemisch Idslich sind. Somit konnte
gewahrleistet werden, dass sie bei der inversen Miniemulsionstechnik in der dispersen, inneren Phase
vorlagen. Die beiden Verbindungen sollen untereinander modular austauschbar sein und ein dhnliches

Reaktionsverhalten aufweisen. BAP kann durch seine zwei Hydroxylgruppen als Diol mit
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Toluoldiisocyanat (TDI) reagieren, sodass Polyurethankapseln mit Azid-Funktionalitit erhalten
werden konnten.®” Als apolare Dialkine kamen Hexan-1,6-dioldipropiolat (HDDP) und Okta-1,7-diin
(OD) zum Einsatz. Beide sind nur in Cyclohexan l6slich und lagen spater in der kontinuierlichen,
aufleren Phase der Miniemulsion vor. Diese beiden Dialkine unterscheiden sich in zwei wichtigen
Merkmalen. Erstens stellt HDDP auf Grund seiner Carboxylat-Funktionen ein stark elektronenarmes
Dialkin dar, das fir die Cycloaddition aktiviert ist. Zweitens besitzt HDDP im Gegensatz zu Okta-1,7-
diin ein hoheres Dipolmoment, sodass eine hohere Hydrophilie und Grenzflachenaktivitét

angenommen werden kann.
Aus Kombination der Monomere kdnnen drei verschiedene Polytriazole (PTA) hergestellt werden:

e Polytriazol 1 (PTAL) bestehend aus den Monomereinheiten BAP und HDDP (Abbildung 16);

HO N=n
HO. o N N
N=N'=N N o
/JE/ + /J\o/\/\/\/oj‘/ . \ :‘Ibg \2\%
N=N‘=N o z o 4’0 HO O\W
[o]
BAP HDDP PTA 1

Abbildung 16: Schematische Darstellung der Reaktion der Monomere BAP und HDDP zum Polytriazol 1 (PTAL).

e Polytriazol 2 (PTAZ2) aus der Peptidsequenz GFF und HDDP (Abbildung 17);

o Ne H-K~-G~F\F-K-G-0H
H-K-G-F-F-K-G-oH \ro N\ Q
! ! + NN - F O\/\/\/\ N
LA N\ A oy
) H-K-G-F\F-K-G-on ) A
GFF HDDP PTA 2

Abbildung 17: Schematische Darstellung der Reaktion der Monomere GFF und HDDP zum Polytriazol 1 (PTAL).

e Polytriazol 3 (PTA3) aus BAP und unaktiviertem OD (Abbildung 18);

HO HO /N =N
N=N*'=N A N N
S
+ \\/\/\\ . \ \/N M
‘N=N*'=N X N
OH HO

BAP OD PTA3

Abbildung 18: Schematische Darstellung der Reaktion der Monomere GFF und HDDP zum Polytriazol 1 (PTAL).

Im Verlauf dieser Arbeit werden diese drei Reaktionen im Detail besprochen.
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6.2 Reaktion zwischen BAP und HDDP zu PTA1

Zur Darstellung des Polymers (Abbildung 16) wurde die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition in
Losung durchgefiihrt. Dabei wurde sowohl kupferfrei als auch kupferkatalysiert bei 60 °C in
N,N-Dimethylformamid gearbeitet. Die folgende Reaktion in Miniemulsion wurde Kkupferfrei
durchgefuhrt. Auf die dabei gewahlten Parameter der Miniemulsion wird in Abschnitt 6.6 im Detail
eingegangen. Das Polymer wurde durch Gefriertrocknung aus der Miniemulsion isoliert. Daraufhin
wurden die aus Losung und aus Miniemulsion gewonnenen Polymere einer NMR-, IR- und GPC-
Analyse unterzogen. Abbildung 19 zeigt die Uberlagerung der *H-NMR-Spektren der Polymere der
Struktur PTAL, die in den unterschiedlichen Reaktionsumgebungen synthetisiert wurden. Der blaue
Graph représentiert das PTAL, das in Lésung synthetisiert wurde. Der rote Graph stellt PTA1 dar, das
in Miniemulsion erzeugt wurde. Die Zahlen an den Signalen und an der Strukturzeichnung stellen die
jeweilige Zuordnung dar. Die Signale, die nur in einem der Spektren zu sehen sind, kénnen eindeutig
Verunreinigungen durch den Herstellungsprozess zugeordnet werden. Zum Beispiel ist ein starkes
Signal (2) bei einer chemischen Verschiebung ¢ =7,96 ppm nur im Spektrum des in Ldsung
hergestellten Polymers sichtbar. Dies sind DMF-Reste, die nicht durch Trocknung vollstandig entfernt
werden konnten. Im Spektrum des Polymers aus der Miniemulsion kénnen die Signale 6 und 11 durch
Verunreinigung des Produktes durch den Emulgator P(E/B-b-EQ) hervorgerufen sein. Ein Peak bei
0=3,34 ppm in beiden Spektren wird durch Wasser verursacht. Alle anderen Signale und deren
Integrale kdnnen eindeutig dem Produkt zugeordnet werden. Hervorzuheben ist das Signal 1 bei
0=28,64 ppm (Abbildung 19, griner Rahmen), da es vom Proton am Triazolring des Produktes
hervorgerufen wird. Dieses und die weiteren Signale des Produktes sind in beiden Spektren nahezu
deckungsgleich. Das lasst den Schluss zu, dass das gewiinschte Polymer der Struktur PTAL sowohl in

Losung als auch in Miniemulsion hergestellt werden kann.
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Abbildung 19: *H-NMR-Spektren des PTAL: Hergestellt in Losung (blau) und in Miniemulsion (rot).

In Abbildung 20 sind die IR-Spektren von dem Polymer PTAL, das in Losung und in Miniemulsion
hergestellt wurde, tibereinander gelegt. Zwei zusétzliche Signale bei 3540 und 1663 cm™ sind in den
Spektren des PTA aus der Lésung im Vergleich zum Spektrum von PTA1 aus Miniemulsion zu
erkennen. Diese wurden durch Verunreinigung von p-Toluolsulfonsdure des HDDP hervorgerufen. In
der Abbildung ist das Signal bei 2100 cm™ hervorgehoben. Sowohl die Azid- als auch die Acetylen-
Gruppe absorbiert bei dieser Wellenzahl. Dadurch reprasentiert dieses Signal, in welchen MaR
unreagierte Monomere vorliegen. Man erkennt, dass das Signal nur bei der kupferkatalysierten

Reaktion vollstandig ausgeldscht ist.
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Abbildung 20: IR-Spektren des in Lésung und in Miniemulsion hergestellten PTAL: a) kupferkatalysiert in Lésung

(schwarz) b) in Miniemulsion (rot) und c) kupferfrei in Lésung (blau).

Die weiteren Signale und der Fingerprintbereich stimmen in den Spektren Gberein. Der durch GPC
bestimmte Polydispersitatsindex der Proben lag jeweils bei 2, was bei einer Polyaddition zu erwarten
war. Auffallend war das deutlich hohere Molekulargewicht der kupferkatalysierten Reaktion
(M,=43800 g-mol™) gegeniiber der kupferfreien Synthese (M,=15000 g-mol™). Die kupferfreie
Synthese in Miniemulsion wies ein noch geringeres Molekulargewicht von M,=10000 g-mol™ auf.
Wie in Abschnitt 3.4 beschrieben, ist fiir ein hohes Molekulargewicht das stdchiometrische Verhaltnis
der beiden Monomere zueinander und ein hoher Umsatz sehr entscheidend. Das Monomersignal in
den IR-Spektren und das geringere Molekulargewicht lassen zwei Schliisse zu. Die kupferfreien
Reaktionen waren noch nicht beendet, sodass kein vollstandiger Umsatz erfolgte. Oder es lag ein
stochiometrisches Verhdltnis r vor (siehe Abschnitt 3.4), das ein hoheres Molekulargewicht

verhinderte.

6.2.1 Kinetikstudie der Reaktion von BAP mit HDDP

Im folgenden Abschnitt wird gezeigt, wie die Reaktion kinetisch untersucht wurde. Dafiir musste eine
geeignete Methode entwickelt werden, die den kinetischen Reaktionsverlauf in Miniemulsion
verfolgen kann. Dabei wurden drei grundsatzlich verschiedene Strategien angewendet. Zundchst
wurde der isolierte Feststoff der Miniemulsion untersucht. Daraufhin wurde die Reaktion online, d.h.
ohne vorherige Aufarbeitung, im IR verfolgt. Als letztes wird gezeigt, wie der kinetische Verlauf
durch *H-NMR-Aufnahmen wiedergegeben werden konnte. Um den Einfluss der Temperatur auf die
Reaktion zu studieren, wurden die kinetischen Untersuchungen jeweils bei 23 °C und 50 °C

durchgefuhrt.
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6.2.1.1 Feststoffanalyse

Fur die Feststoffanalyse wurden in zeitlich definierten Abstanden Aliquote (1 mL) der Miniemulsion
entnommen. Dabei wurden die Miniemulsion bei 23 und 50 °C gehalten. Die Aliquote wurden in
flussigem Stickstoff eingefroren und gefriergetrocknet.

In Abbildung 21 sind die durch GPC-Analyse gewonnenen Molekulargewichte (M,,) gegen die Zeit
aufgetragen. Als Kontrollmessungen wurden die Monomere und der Emulgator ebenfalls mittels GPC-
analysiert. Diese zeigten keine detektierbaren Signale. Die Molekulargewichte (M, der Reaktion bei
23 °C (in Abbildung 21 rot) streuten stark zwischen 6500 bis 9000 g-mol™. Bei den Proben, die der
Reaktion bei 50 °C (in Abbildung 21 schwarz) entnommen wurden, kann man eine tendenzielle
Zunahme des M,, von 7500 bis 10000 g-mol™ erkennen.
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Abbildung 21: Molekulargewichte (M,,) des Polymers PTAL aus einer Miniemulsion bei 23 °C (rot) und 50 °C

(schwarz).

Die IR-Spektren von PTAL im Verlauf der Reaktion bei 50 °C in Miniemulsion sind in Abbildung 22
zu sehen. Zur Auswertung der Spektren wurden die untersuchten Signale ins Verhaltnis zum Signal
bei 2927 cm™ gesetzt (blauer Rahmen). Dieses Signal wird durch C-H-Valenzschwingung
hervorgerufen. Wéhrend der Reaktion sollte dieses Signal unverdndert bleiben, da die C-H-Valenzen
sich in den Edukten und Produkten nicht unterscheiden. Das Signal bei 2106 cm™ (roter Rahmen) wird
durch Azid-Valenzschwingungen hervorgerufen und kann somit die Monomerkonzentration

représentieren.
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Abbildung 22: IR-Spektren des Polymers PTAL aus einer Miniemulsion bei 50 °C entnommen.

Nach dem das Signal des Azids in Relation zum CH-Valenzsignal gesetzt wurde,

folgte die

Auftragung des Azid-Signals gegen die Zeit (Abbildung 23). Es ist zu erkennen, dass die Werte stark

streuen.
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Abbildung 23: Auftragung des Verhéltnisses von C-H- zu Azid-Peak gegen die Zeit. Zugehdrige IR-Spektren in

Abbildung 22.

Obwohl eindeutig zu erkennen ist, dass M,, bei 50 °C mit der Zeit zunimmt und auch die Menge an

Azid in der Reaktionsmischung abnimmt, lassen sich aufgrund der Streuung der Werte (v.a. bei IR)
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keine aussagekraftigen kinetischen Daten erheben. Der Grund konnte eine inhomogene
Probenentnahme sein. Aus diesem Grund wurde nach einer Methode gesucht, mit der die Probe direkt

gemessen werden konnte.

6.2.1.2 Online-IR-Messung

,,Online“-IR-Messung stellt eine Methode dar, die wahrend der Reaktion IR-Spektren direkt vom
Reaktionsgemisch liefert. Fehler durch Aufreinigung, Trocknen des Reaktionsgemischs oder
inhomogene Probenentnahme kénnen hier ausgeschlossen werden. Die Strategie fiir eine ,,Online-IR-
Messung stellte die Mdglichkeit dar, die Reaktion direkt in einer Kivette durchzufiihren. Das konnte
realisiert werden, indem die Miniemulsion in einem geschlossenen Kreislauf permanent durch eine
Durchflusskiivette im IR mittels einer Peristaltikpumpe gepumpt wurde. Eine Schwierigkeit stellte die
Dichtigkeit dieses Kreislaufes dar. Da Cyclohexan einen hohen Dampfdruck besitzt, mussten alle
Verbindungen absolut dicht sein, um eine konstante Messung zu gewabhrleisten. Zur Kontrolle diente
ein Reservoir, das vor der Peristaltikpumpe geschaltet wurde. Uber das Reservoir, in dem 5 mL
Miniemulsionen vorgelegt wurden, konnte das Volumen des Kreislaufs kontrolliert werden. Zu
Beginn der Reaktion wurde ein Spektrum der Miniemulsion aufgenommen und alle weiteren Spektren
von diesem ersten subtrahiert. Es wurden somit im Abstand von 20 min tber 12 h differenzielle
Spektren gewonnen, welche in Abbildung 24 (bereinander gelegt sind. Der Vorteil eines
differenziellen Spektrums ist fir eine Kinetik, dass ausschlieBlich die Veranderungen zum ersten
Spektrum abgebildet werden. Abbildung 24 hebt einen Signalbereich um 2900 cm™ aus dem Spektrum
hervor. Die Signale in diesem Bereich stellen die C-H-Valenzschwingungen dar, die wahrend der
Reaktion unveréndert bleiben. Die C-H-Valenzschwingung sollte somit nicht in einem differentiellen
Spektrum zu sehen sein, da diese durch das erste Spektrum von allen darauffolgenden subtrahiert

wurde.
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Abbildung 24: Differentielle IR-Spektren der Miniemulsion BAP/HDDP in einer Durchflusskiivette bei 23 °C.
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Dies war hier nicht der Fall. Es ist deutlich zu erkennen, wie stark die Intensitdt der C-H-
Valenzschwingung in Bezug zur ersten Messung schwankt, sodass hier keine Auswertung
vorgenommen werden konnte. Ein Grund daftr war, dass sich an dem Ausfluss der Kivette Feststoff
sammelte und den Kreislauf blockierte. An dem Ausfluss der Kivetten herrschen wahrscheinlich
Scherkrafte, die die Miniemulsion destabilisiert haben konnten. Dies fihrte wahrscheinlich zu den

extremen Schwankungen der C-H-Valenzschwingung.

6.2.1.3 1H-NMR -Messung

Mit der ‘H-NMR-Spektroskopie gelang es, die Reaktion in Lésung und in Miniemulsion zeitlich zu
verfolgen. Dabei wurde die Reaktion direkt in einem NMR-R0Ohrchen durchgefiihrt. Ausgewertet
wurde der zeitlichen Verlaufs der Monomerkonzentration. Daflir mussten die erhaltenen Spektren
quantifiziert werden und fir einen Vergleich normiert werden. Um die Spektren zu quantifizieren,
wurde zuerst ein geeigneter Standard evaluiert. Als interner Standard wurde zunéchst Toluol der Probe
zugesetzt, das jedoch wegen Uberlagerung mit Integralen der spater verwendeten Peptidsequenz nicht
in Betracht kam. Bis(trimethylsilyl)methan erwies sich als geeigneter Standard (Abbildung 25). Dieser
Standard ist in apolaren Lésungsmitteln 16slich, gegenlber Wasser unempfindlich und ist mit einem

Siedepunkt von 130 °C fiir den in dieser Arbeit betrachteten Temperaturbereich nicht fliichtig.

\S|i S|i/
PN
Bis(trimethylsilyl)methan Toluol

Abbildung 25: Bis(trimethylsilyl)methan und Toluol als interne Standards fiir die *H-NMR-Messungen.

Der Standard wurde jeweils direkt vor der Messung, das heifst nach Einwaage aller Monomere und
nach Bildung der Miniemulsion, hinzugegeben. Zur Auswertung der aufgenommenen ‘H-NMR-
Spektren wurden diese einer Phasen- und Basislinienkorrektur unterzogen. Mit Hilfe des Standards

wurden die Signale quantifiziert und auf die Einwaage normiert.

In den Versuchen in reinem Losungsmittel konnte die Abnahme der Edukte und die Zunahme des
Produkts detektiert werden. In Miniemulsion konnte jedoch nur die Abnahme der Edukte detektiert
werden. Da das Polymer, sobald es sich an der Grenzfléche bildet, weder in der inneren noch &ulleren
Phase 16slich ist, nimmt die T,-Relaxationszeit ab und die Linienbreite extrem zu. Dadurch kénnen in
den flissig-NMR-Messungen keine Signale mehr fur das Polymer detektiert werden. Da sich im
Folgenden nur auf die Abnahme des Monomersignals gestiitzt wird, soll an dieser Stelle dargelegt
werden, inwiefern ein Fehler, der eine Abnahme des Eduktsignals ohne Reaktion darstellt,
ausgeschlossen wurde. Die Abnahme des Edukitsignals kann durch mehrere Umstédnde verursacht
werden. Zum einem kodnnte es zu einem Zerfall des Eduktes in Miniemulsion kommen und dadurch
falschlicher Weise eine Abnahme der Eduktkonzentration detektiert wurde. Diese wurde

ausgeschlossen, indem die Monomere in Miniemulsion tber mehrere Tage gemessen wurden, ohne
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dass eine Abnahme sichtbar wurde. Des Weiteren kann die disperse Phase mit dem polaren Monomer
aufgrund ihrer hoheren Dichte in Bezug auf die kontinuierliche Phase in der Miniemulsion absinken,
das heiflt, dass Phasenseparation durch Sedimentation eintritt. Damit wirde sich das Monomer
auflerhalb des Beobachtungsfensters befinden und eine Abnahme des Integrals detektiert werden. In
den 'H-NMR-Spektren kann direkt unterschieden werden, ob eine Phasenseparation durch
Sedimentation stattfindet. Dies ist der Fall, wenn das Integral des Dialkins in der kontinuierlichen
Phase gleich bleibt und das Integral des Monomers in der inneren Phase abnimmt. Dieses Phdnomen
wird hier an Hand eines Beispiels bei der Reaktion von OD/BAP in Miniemulsion bei 50 °C gezeigt

(Abbildung 26).
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Abbildung 26:Signalintensitaten der Integrale der Monomere BAP und OD in Miniemulsion bei 50 °C. Die Zu- und
Abnahme ist auf Phasenseperation wahrend der *H-NMR-Messung zuriickzufiihren (Spektren in Abbildung 47).

So wurden nur Messungen ausgewertet, wenn die Integrale des polaren und apolaren Monomers
parallel abnahmen und die Integrale des Standards, des Emulgators und des Ldsungsmittels konstant

blieben, wie es in Abbildung 27 gezeigt ist. Hier wurde eine Phasenseparation durch Sedimentation

ausgeschlossen.
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Abbildung 27: Signalintensitaten der Integrale der Monomere BAP und HDDP sowie des Cyclohexans in
Miniemulsion bei 50 °C. Die Intensitaten beider Monomere nehmen ab, sodass eine Phasenseparation ausgeschlossen

wird).

Des Weiteren konnte das Produkt nach Beendigung nachgewiesen werden, indem die Miniemulsion

gefriergetrocknet wurde und ein Spektrum des in DMSO geldsten Produktes untersucht wurde.

6.2.1.3.1 Kinetik der kupferkatalysierte Reaktion in Lésung

Die Kinetik der kupferkatalysierten Reaktion wurde aufgenommen, um die maximale
Reaktionsgeschwindigkeit zu bestimmen. Dazu wurden BAP und HDDP &quimolar (23 pmol) in
deuteriertem DMSO gelost und in ein NMR-Rohrchen Uberfuhrt. Als Katalysator diente ein
[Cu(INPMDETA]Br,-Komplex, der die Loslichkeit des Kupferions in DMSO erhoht. Die Reduktion
des Kupfers erfolgte nach Entgasen durch einleiten von Stickstoff der Probe mittels Zinn(Il)oktanoat.

Die Reaktionsgleichung ist in Abbildung 28 dargestellt.

HO DMSO, 23 °C HO N=N
NN o [Cu(ll)PMDETA]Br, N, N
N=N"N . /l\ ° \n/& Zinn(ll)oktanoat (- Dq \)\’40
= 0NN N
N=N"N OH Z o} 40 HO o\/\/\/\}\
O n
MW: 186 g-mol’! MW: 222 g-mol!

Abbildung 28: Reaktionsschema der Reaktion BAP/HDDP in DMSO mit Kupferkatalyse.
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Die Reaktion wurde daraufhin Gber 21 h kontinuierlich gemessen. Das Spektrum zu Beginn der
Reaktion (schwarz) und zum Ende der Reaktion (rot) sind in Abbildung 30 Ubereinander gelegt. Das
Entstehen eines Signales bei ¢ = 8,64 ppm, welches dem Proton am Triazol zugeorndnet wird, ist
deutlich zu erkennen. Nach dem in der Literatur bekannten Mechanismus (Abbildung 12) favorisiert
die kupferkatalysierte Reaktion die Bildung des 4°-substituierten Triazolisomers (Abbildung 29). Da
kein weiteres Tieffeld-verschobenes Signal zu erkennen ist, kann daraus geschlossen werden, dass die

Reaktion regiospezifisch verlaufen ist.

N N
~ Xy X,
)_(H H)_g
5'-Isomer 4'-Isomer

Abbildung 29: 4¢- und 5¢-1somer des Triazols. In der kupferkatalysierten Reaktion bevorzugtes 4'-Isomer (rot).

Das Signal (Abbildung 30) bei 6 = 4,75 ppm erféhrt einen Tieffeld-Verschiebung nach ¢ = 5,10 ppm.
Dieses Signal kann der OH-Gruppe des BAP zugeordnet werden. Die Verschiebung tritt durch die
elektronenziehende Wirkung des Triazolrings im Produkt ein. Dem Proton der Alkingruppe des
HDDP wird das Signal bei 6 = 4,6 ppm zugeordnet; deutlich ist auch hier die Verringerung der
Signalintensitat zu sehen. Aus den Beobachtungen wird ersichtlich, dass die *H-NMR-Spektroskopie
geeignet ist, um die Reaktion zu verfolgen.
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Abbildung 30: *H-NMR-Spektren der kupferkatalysierten Reaktion in DMSO (1. Messung der Reaktion (schwarz),
Messung t=21 h (rot), Spektren-Ausschnitte At=120 min).
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Fur die Auswertung wurde das Integral bei 6 = 3,27 ppm gewahlt. Es reprasentiert die Signale der
Protonen, die in Nachbarschaft des Azids im Monomer BAP stehen. Durch den internen Standard
konnte dieses Integral quantifiziert und die Konzentration gegen die Zeit aufgetragen werden
(Abbildung 31). Zu Beginn der Reaktion zeigt sich eine Plateau-Phase von ca. 4 h. Danach tritt eine
kontinuierliche Abnahme ein. Nach 20 h kann man keine Abnahme mehr feststellen. In Bezug zur

Anfangskonzentration sind nur noch 8% nach dieser Zeit vorhanden.
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Abbildung 31: Auswertung der Signalintensitét bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der kupferkatalysierten
Reaktion BAP/HDDP in DMSO bei 23 °C.

Eine Plateau-Phase ist fir diese Reaktion in der Literatur nicht bekannt. Wahrscheinlicher ist es, dass
dies dem Zeitraum entspricht, in dem der Kupferkatalysator von Cu(ll) zur aktiven Cu(l)-Spezies
reduziert wird. Die blaue Gerade in Abbildung 30 kennzeichnet das Ende dieser Anfangsphase.
Beginnt die Reaktion erst nach 4 h, ergibt sich eine Beendigung der kupferkatalysierten Reaktion bei
23 °C nach ca. 15 h.

6.2.1.3.2 Kupferfreie Reaktion in Losung

Die kupferfreie Reaktion in Losung wurde bei 23 und 50 °C durchgefihrt. Bei der Reaktion bei 23 °C
trat keine Reaktion ein. Das Spektrum zu Beginn (schwarzes Spektrum) und zum Ende der Reaktion

bei 50 °C (roter Graph) sind in Abbildung 32 tibereinander gelegt.
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Abbildung 32: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP bei 50 °C in DMSO-dg: 1. Messung t = 0 h ( schwarz) und
letzte Messung t = 140h (rot).

Das Entstehen zweier Signale bei 6 = 8,64 ppm und 6 = 8,58 ppm, welche den Protonen an den
Triazolisomeren zugeorndnet werden konnen, ist deutlich zu erkennen. Im Gegensatz zur
kupferkatalysierten Reaktion ist die thermische Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition nicht
regiospezifisch. Es kdnnen folglich beide Isomere entstehen (Abbildung 33):

N N
~7 Xy X,
)_(H H)_g
5'-Isomer 4'-Isomer

Abbildung 33: 4¢- und 5¢-Isomer des Triazols. In der thermischen Reaktion bevorzugte Isomere (rot).

Auftillig ist, dass zundchst nur das 5°-Isomer gebildet wird und im spéteren Verlauf das 4‘-Isomer
dominiert (siehe Abbildung 32, vergroBerter Ausschnitt). Wahrscheinlich ist das 4°-lsomer
thermodynamisch stabiler, jedoch kinetisch gehemmt. Die Signalverldufe, die schon bei der

kupferkatalysierten Reaktion besprochen wurden, konnten auch hier festgestellt werden.

Fir die Auswertung wurde das Integral bei 6 = 3,27 ppm gewéhlt. Es représentiert die Signale der
Protonen, die in Nachbarschaft des Azids im Monomer BAP stehen. In Abbildung 34 ist der
Konzentrationsverlauf von BAP gegen die Zeit aufgetragen. Die Linien dienen hier und in allen

folgenden Graphen nur als Hilfestellungen fir das Auge. Man kann erkennen, dass bei der Reaktion
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bei 23 °C keine Abnahme verzeichnet wurde. Hingegen nimmt bei 50 °C (rot) die Konzentration von
BAP kontinuierlich ab. Nach 72 h ist ein Abfall auf 50% der Anfangskonzentration zu sehen. Eine
Abnahme auf ca. 10% ist nach 140 h gegeben.
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Abbildung 34: Auswertung der Signalintensitét bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in
DMSO bei 23 °C (schwarz) und 50 °C (rot).

Daraus kann geschlossen werden, dass die Reaktion kupferfrei durchgefihrt werden kann. Die
Aktivierung des Alkins durch die Carboxylatfunktion reicht aus, um eine Huisgen-1,3-dipolare-
Cycloaddition bei milden Temperaturen von 50 °C durchzufiuhren. Des Weiteren reicht diese

Aktivierung nicht aus, um eine Reaktion bei 23 ° in Lésung zu ermdglichen.

6.2.1.3.3 Reaktion in Miniemulsion

Das System BAP/HDDP in Miniemulsion wurde sowohl kontinuierlich gemessen, d.h. die Probe
verblieb tber den gesamten Zeitraum im NMR-Spektrometer, sowie diskontinuierlich, sodass ein
Spektrum nach definierten Zeiten aufgenommen wurde. Ebenfalls wurden hier die Konzentrationen
des Emulgators P(E/B-b-EQ) variiert. Die Reaktionen wurden mit 0,6 und 1 Gew.% P(E/B-b-EQ) in
Bezug zur kontinuierlichen Phase Cyclohexan bei 23 oder 50 °C durchgefuhrt. In Abbildung 35 sind
die Spektren der Messung der Reaktion in Miniemulsion mit 1% P(E/B-b-BO) bei 50 °C in ihrem
zeitlichen Verlauf dargestellt. Die Signale bei 6 = 4,10 ppm, ¢ = 2,63 ppm und J = 1,64 ppm (blaue
Pfeile) kénnen dem Monomer HDDP zugeordnet werden. Die zwei Signale bei 6 = 3,53 und ¢ = 3,42
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ppm (gruner Pfeil) kénnen dem Monomer BAP zugeordnet werden. Deutlich zu erkennen ist, wie die
Signalintensitaten mit der Zeit kleiner werden. Die weiteren Signale werden durch den Emulgator
P(E/B-b-BO) und den Standard erzeugt. Sie bleiben Uber die ganze Reaktion hin konstant. Wie
anfangs besprochen, ist es jedoch nicht mdéglich, in diesem System die Zunahme der Produktsignale zu

detektieren.
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Abbildung 35: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in Miniemulsion mit 1% P(E/B-b-EQ) bei 50 °C im
zeitlichen Abstand von 6 h.

Fir die weitere Auswertung wurde die Konzentrationsabnahme des Monomers BAP gegen die Zeit
aufgetragen. Abbildung 36 zeigt die graphischen Darstellungen des Konzentrationsverlaufs, fir die
Reaktionen bei 23 °C (mit 0,6 und 1% P(E/B-b-EQ)) und bei 50 °C (mit 0,6 und 1% P(E/B-b-EQ)).
Die entsprechenden Spektren sind im Anhang vollstandig wiedergegeben (Abbildung 51,Abbildung
52Abbildung 53 und Abbildung 54). Der Durchmesser der Tropfchen wurde durch dynamische
Lichtstreuung (DLS, engl. dynamic light scattering) bestimmt. Fir die Miniemulsionen mit 0,6
Gew.% P(E/B-b-EQ) ergaben sich im Mittel Durchmesser von 550 nm und flr die Miniemulsionen
mit 1,0 Gew.% P(E/B-b-EO) 480 nm.

Vergleicht man in Abbildung 36 den Konzentrationsverlauf der Reaktionen bei mit unterschiedlichen
Emulgatorkonzentrationen wird ersichtlich, dass z.B. eine Abnahme um 40% des Eduktes bei einer
Emulgatorkonzentration von 0,6% nach 60 h eintritt, was hingegen bei einer Emulgatorkonzentration
von 1% schon nach 20 h der Fall ist. Noch deutlicher wird dies, wenn man die Reaktion bei 50 °C
betrachtet. Hier scheint, dass nach ca. 20 h keine weitere Abnahme des Integrals mehr eintritt.
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Abbildung 36: Auswertung der Signalintensitat bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in
Miniemulsion bei 23 °C und 50 °C jeweils mit 0,6 oder 1 Gew.% P(E/B-b-EO) bezogen auf die kontinuierliche Phase.

Diese Ergebnisse konnen auf zwei unterschiedliche Weisen interpretiert werden. Es konnte sein, dass
die Monomere schnell an die Grenzflache diffundieren. Dort werden sie immobilisiert und kénnen
nicht mehr detektiert werden. Sie kénnen unreagiert vorliegen, bis es dann sukzessive zu einer
Reaktion kommt. Dies ist nicht auszuschlieRen, da die Zunahme des Produktes nicht aufgenommen
werden kann. Zum anderen konnte es auch den GesetzmaRigkeiten der Stufenwachstumsreaktion
folgend, direkt zur Oligomerbildung kommen. Dies wirde bedeuten, dass die Grenzflache eine
beschleunigende Wirkung auf die Reaktion héatte. Die Grenzflache wiirde somit als Katalysator der
Reaktion dienen. Betrachtet man die Kupferkatalyse der Reaktionen, tibernimmt der Kupferkatalysator
maRgeblich zwei Funktionen. Zum einen bewirkt der Kupferkomplex, dass die beiden Orbitale der
Monomere an Nahe und Orientierung gewinnen und zum anderen ihre Grenzorbitale ebenfalls durch
Anheben des HOMOs und Absenken des LUMOs leichter reagieren. Ubertragt man nun diese
Funktionen auf die Grenzflache, konnte ein Teilaspekt des Katalysators ebenfalls zum Tragen
kommen. Dies ist insofern denkbar, da an der Grenzflache eine Vororientierung der Monomere
stattfinden konnte. Gerade die Azid-Funktinalitdt mit einem Dipolmoment von ca. 1,4 D wirde sich
der polaren inneren Phase entziehen und sich an die Grenzflache legen. So wiirde die Azidfunktion auf
die Alkinfunktion an der Grenzflache treffen. Dadurch wiirde die Uberlagerung der Orbitale im
Ubergangszustand erleichtert werden. Der einzige Unterschied zum Kupferkatalysator wire, dass die
Lage des HOMOs und LUMOs nicht verandert werden wirde. Inwiefern die Lage der Grenzorbitale
an einer Grenzflache verandert wirden, musste tiefer gehend untersucht werden. Dariiber hinaus tritt
eine hypothetische Verkleinerung des Reaktionsvolumens ein. D.h. selbst wenn die Vororientierung
der Orbitale nicht anndhernd so gut ist, wie sie es in einem Kupferkomplex ist, wirde an der

Grenzflache eine vielfach hdhere Konzentration von Azid.- und Alkin-Funktionalitaten herrschen, als
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wenn diese frei in Losung waren. Dadurch wirde die einfache Wahrscheinlichkeit erhoht, dass es zu

einer Reaktion zwischen Alkin und Azid kommt.

6.3 Reaktion zwischen GFF und HDDP zu PTA2

o Ne H-K-G-F\F-K-G-oH
H-K-G-F-F-K-G-oH \ro NN o
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Abbildung 37: Schematische Darstellung der Reaktion der Monomere GFF und HDDP zum Polytriazol 2 (PTA2).

Das Monomer GFF stellt eine Azid-funktionalisierte Peptidsequenz dar. Diese kurze Sequenz kann
von Trypsin erkannt und gespalten werden, was jedoch nicht in dieser Arbeit nachgewiesen wurde.
Zunéchst wurde das Polymer PTA2 in Ldsung hergestellt. Ein Charakteristikum des PTAZ2 ist die
Unloslichkeit in den gangigen organischen Lésungsmitteln. Das Molekulargewicht, ab dem das
Polymer unléslich ist, wurde mittels GPC bestimmt und betragt My, ~ 2900 g-mol™. Ebenfalls ist das
Monomer GFF nicht in Wasser l6slich und unterscheidet sich somit von dem Monomer BAP. Die
Verwendung eines DMSO/Wasser-Gemisches zur Erhéhung der Léslichkeit in der dispersen Phase
der Miniemulsion, wird in Abschnitt 6.6 ndher erldutert.

6.3.1.1 Kinetik der kupferfreie Reaktion in Losung

Die Reaktion GFF und HDDP wurde ebenfalls Kkinetisch betrachtet. Dazu wurde die Reaktion
kupferfrei in DMSO direkt im NMR-Ro6hrchen bei 50 und 70 °C durchgefiihrt. Das Spektrum zu
Beginn (rot) und nach 100 h bei 50 °C (blau) sind in Abbildung 38 lbereinander gelegt. Es zeigt sich,
dass die Signalintensititen bei 6 = 4,37 ppm und 6 = 4,15 ppm abnehmen. Diese beiden Signale
kdnnen dem Monomer HDDP zugeordnet werden. Ebenso tritt eine Signalabnahme bei ¢ = 3,27 ppm
an. Wie im Spektrum des Monomer BAP kodnnen hier die Signale bei 6 = 3,27 ppm den Protonen in
Nachbarschaft zur Azid-Gruppe des e-Azidolysins zugeordnet werden. Es zeigt sich auch deutlich,
dass ein Signal bei 6 = 8.64 ppm und ¢ = 8,60 ppm entsteht. Diese Signale kénnen den Protonen der
Triazolisomere zugeordnet werden. Auch erkennt man deutlich, dass die Signale dort aufgespalten
werden. Warum die Signale dort aufspalten, bleibt unklar. Eine Mdglichkeit ware, dass das Proton des
Triazols mit der freien Aminogruppe oder der Phenylreste der Peptidsequenz assoziiert. Eine weitere

Strukturaufklarung ist notwendig.
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Abbildung 38: *H-NMR Spektren der Reaktion GFF/HDDP in DMSO bei 50 °C: t=0 h (rot) und t= 100 h (blau).

Fir die Auswertung wurde das Integral bei 6 = 3,27 ppm gewdhlt. Es repréasentiert die Signale der
Protonen, die in Nachbarschaft des Azids im Monomer GFF stehen. In Abbildung 39 ist der
Konzentrationsverlauf von GFF gegen die Zeit aufgetragen. Die Betrachtung der Reaktion bei 50 °C
(rot) zeigt, dass eine Abnahme auf 30% der Anfangskonzentration innerhalb von 160 h eintritt.
Vergleicht man dazu die Reaktion bei 70 °C, ist dies schon nach 90 h der Fall. Daraus kann man

schlieflen, dass die Reaktion durch die Temperatur stark beschleunigt wird.
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Abbildung 39: Auswertung der Signalintensitat bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der Reaktion GFF/HDDP in
DMSO bei 50 °C (schwarz) und 70 °C (rot).

6.3.1.2 Kinetik der Reaktion in Miniemulsion

Die Monomerkombination aus Azid-funktionalisierter Peptidsequenz und elektronenarmen HDDP
wurde ebenfalls in Miniemulsion bei 50 und 70 °C im *H-NMR verfolgt. In Abbildung 40 wurde die
Signalintensitat der Protonen, die sich neben der Azid-Gruppe befinden, gegen die Zeit aufgetragen.
Es zeigt sich, dass es bei einer Reaktionsfiihrung bei 50 °C zu keiner Abnahme des Integrals kommt.

Hingegen kann eine deutliche Abnahme bei 70 °C innerhalb von 20 h verzeichnet werden.

53



Ergebnisse und Diskussion

oo g

|
°\':> }
£ 1
> |
r - ®= bei 70 °C mit 1 % P(E/B-b-EQ)
& 50 ® - m- bei 50 °C mit 1 % P(E/B-b-EQ)
o "
5 |0
Z| \.ll\
5 e
o, o

I-IH
0 4 1 v 1 v I v 1 III, 1 4 I
0 4 8 12 16 40 60

Zeit [h]

Abbildung 40: Auswertung der Signalintensitat bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der Reaktion GFF/HDDP in
Miniemulsion bei 50 und 70 °C und 1 Gew.% P(E/B-b-EQO) bezogen auf die kontinuierliche Phase.

Dieses Ergebnis stellt einen Kontrast zum Verlauf der Reaktion bei 50 °C ohne Grenzflache dar, da
dort bei 50 °C schon eine Abnahme der Integrale zu detektieren ist. Ebenfalls Uberraschend ist, dass
die Abnahme der Integrale der Reaktion in Miniemulsion bei 70 °C viel rascher verlauft, als in
Losung. So ist eine Abnahme auf 30% der Anfangssignalintensitdt in Lésung nach 90 h und in
Miniemulsion nach 15 h zu verzeichnen. Wird hier ebenfalls die Hypothese, dass die Grenzflache die
Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition eventuell beschleunigen kdnnte, angefiihrt, stellt sich die Frage,
warum die Reaktion bei 50 °C in Ldsung, aber nicht in Miniemulsion ablauft. Eine Erklarung konnte
die Struktur der Peptidsequenz liefern. Die Struktur der Sequenz besitzt mit zwei Phenylringen im
mittleren Teil der Sequenz einen relativ apolaren Abschnitt. So kdnnten sterische Effekte die Azid-
Funktionalititen in das Innere der Tropfchen ,driicken®. Eine andere Erkldrung wire, dass die

Peptidsequenz durch das DMSO/Wasser-Gemisch nicht vollstandig geldst vorliegt, wie es in reinem
Losungsmittel der Fall ist.

6.4 Reaktion zwischen BAP und OD zu PTA3

HO HO /N =N
N=N*'=N \ N N
>
+ \\/\/\\ = \ \/N M
n
‘N=N'=N \ N
OH HO

BAP oD PTA3

Abbildung 41: Schematische Darstellung der Reaktion der Monomere BAP und OD zu PTA3.
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Die Reaktion von BAP mit Octa-1,7-diin(OD) (Abbildung 41) stellte einen anderen Reaktionstypus
als die vorangegangenen Reaktionen mit HDDP dar. Die Alkin-Funktion ist im OD nicht durch den
elektronenziehenden Einfluss der Carboxylat-Gruppen wie im HDDP aktiviert. Darliber hinaus besitzt
OD keinen amphiphilen Charakter. Eine Grenzflachenaktivitdt wie sie beim HDDP beobachtete
werden kann, ist nicht zu erwarten. In Lésung konnte ohne Kupferkatalyse kein Polymer bei 70 °C
erhalten werden. Da sich jedoch durch die vorangegangenen Ergebnisse eine Reaktions-
beschleunigende Wirkung der Grenzflache andeutete, wurde die Reaktion ebenfalls mit Hilfe des
NMR-Spektrometers in Miniemulsion untersucht. Zunéchst wurden die Edukte in reinem DMSO
gelost. Ein Ansatz wurde auf 23°C und bei 70°C gehalten. In Abbildung 42 ist der
Konzentrationsverlauf von BAP bei 23 °C (rot) und 70 °C (schwarz) gegen die Zeit aufgetragen.
Uberraschender Weise kam es hier zu einem Anstieg der Signalintensitaten. Dies konnte darin
begriindet sein, dass der Wasseranteil im deuteriertem DMSO hoher war oder wéhrend der Reaktion
Wasser in das NMR-Réhrchen eindrang. Der Wasserpeak in DMSO liegt als breites Signal bei ¢ =
3,33 ppm, wohingegen die Signale des BAP bei 6 = 3,28 ppm in den anderen Messungen gut
abzugrenzen war. Da die Losung keine Auffalligkeit zeigte und kein Polymer durch Methanol-Zugabe
gefallt werden konnte, kann daraus geschlossen werden, dass die Reaktion selbst bei 70 °C nicht

stattfindet, sondern noch weitaus héhere Temperaturen erfordert.
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Abbildung 42: Auswertung der Signalintensitat bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/OD in DMSO
bei 23 °C (rot) und 70 °C (schwarz).
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Bei der Reaktion zwischen BAP und OD in Ldsung konnten keine signifikanten Abnahmen der
Signalintensitaten der Edukte beobachtet werden. Nun soll untersucht werden, ob dies auch fur das
System an der Grenzflache einer Miniemulsion gilt. Dazu wird ebenfalls die Konzentration von BAP

gegen die Zeit aufgetragen (Abbildung 43).
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Abbildung 43: Auswertung der Signalintensitat bei 3,27 ppm der *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/OD in
Miniemulsion bei 70 °C mit 1% P(E/B-b-EQO) bezogen auf die kontinuierliche Phase.

Wéhrend der Reaktion trat keine systematische Abnahme der Integralintensitét ein. Da die Reaktion in
Ldsung ebenfalls nicht bei 70 °C eintrat, muss davon ausgegangen werden, dass die Reaktion weitaus
hohere Temperaturen bendtigt. In der Theorie kann das durch die Grenzorbitalbetrachtung erklart
werden. Die Kombination der HOMOs und LUMOs fiihrt zu keinem stabilisierten Ubergangszustand,
sodass es entweder einer Kupferkatalyse bedarf, der die Grenzorbitale beeinflusst, oder héhere
Temperaturen. Hieraus kann geschlussfolgert werden, dass die Grenzflache keinen oder zumindest
einen Kkleineren Einfluss auf die Grenzorbitale ausubt, als ein Kupferkomplex. Wahrscheinlich werden
auch in diesem System die Vororientierung und die Konzentrationserh6hung der Funktionalititen
durch die Grenzflache hervorgerufen, jedoch werden die Grenzorbitale nicht in ihrer

Elektronenstruktur verandert.
6.5 Vergleich der Systeme

Im Folgenden soll noch einmal ein vergleichender Uberblick (iber die Reaktionskinetik in Losung und

in dem Heterophasensystem der Miniemulsion, d.h. an der Grenzflache dargelegt werden. Dazu wird
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eine Reaktion zweiter Ordnung angenommen (vgl. Abschnitt 3.4). Nach dem Geschwindigkeitsgesetz

ergibt sich fur die Auftragung [A]/[A]o gegen die Zeit folgende Gleichung:

W
[Al, (1 - [AlokD)

Bei den kinetischen Betrachtungen mittels *H-NMR-Spektroskopie wurde jeweils das Integral des

(1.12)

ersten aufgenommenen Spektrums als [A]o mit 100% definiert. Durch Regression wurde der k-Wert
der Funktion (1.12) ermittelt. Anhand eines Beispiels soll diese graphische Auswertung in Abbildung

44 gezeigt werden.
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Abbildung 44: Auswertung der Signalintensitat bei 3,27 ppm der ‘H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in
Miniemulsion bei 23 und 50 °C angepasst durch eine Regression nach 2. Reaktionsordnung.

Der k-Wert kann als eine Reaktionsgeschwindigkeitskonstante angenommen werden. Im Rahmen
dieser Arbeit ist es hilfreich, die verschiedenen Reaktionen qualitativ vergleichen zu kdnnen. Fiir die
Reaktionen mit Okta-1,7-diin war der k-Wert stets null. Fir die Reaktion zwischen BAP und HDDP
bei 23 °C ergeben sich in Losung k = 0, fur die Reaktion an der Grenzflache der Miniemulsion mit 0,6
Gew.% Emulgator k =0,01. Das entspricht einer Verzehnfachung der Reaktionsgeschwindigkeit bei
der Ubertragung der Reaktion von Losung an die Grenzflache. Bei der Erhohung der
Emulgatorkonzentration auf 1 Gew.% Emulgator wird die Reaktion sogar nochmals um das Vierfache
beschleunigt. Wird nun die Reaktion bei der erh6hter Temperatur von 50 °C durchgefiihrt, zeigen sich
die gleichen Effekte in abgeschwéchter Form: Wird die Reaktiongeschwindigkeitskonstant (RG) der
Reaktion in Ldsung mit der RG von der Reaktion an der Grenzflache verglichen, zeigt sich eine
Vervierfachung der Reaktionsgeschwindigkeit. Diese wird nochmals verdoppelt, wenn die
Emulgatorkonzentration erhéht wird. Fir das System GFF/HDDP kann inkonsistentes Verhalten

festgehalten werden. Bei 50 °C scheint die Reaktion an der Grenzflache verhindert zu werden. Bei
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70 °C zeigt sich der beschleunigende Effekt nochmals massiv: In Ldsung konnte ein k-Wert von ca.
0,011 ermittelt werden, an der Grenzflache wurde dies um das 30-fache auf ca. k = 0,330 beschleunigt
(Tabelle 8). Relativiert werden diese Ergebnisse, wenn man sich verdeutlicht, dass die Kupferkatalyse

bei 23 °C trotz eines nicht abgestimmten Katalysatorsystems einen k-Wert von 0,4 aufweist.

Tabelle 8: Zusammenfassung der ermittelten Reaktionsgeschwindigkeitskonstanten.

Reaktions- ~ Temperatur Emulgator

Diazid Dialkin 10%
umgebung [°C] [Gew.%]
BAP  HDDP Losung 23 0 0
GFF  HDDP  Miniemulsion 50 1 0
GFF HDDP Ldsung 50 0 7,8
BAP HDDP  Miniemulsion 23 0,6 10,73
BAP HDDP Ldsung 50 0 13,92
GFF HDDP Ldsung 70 0 11,28
BAP HDDP  Miniemulsion 50 0,6 42,08
BAP HDDP  Miniemulsion 23 1 43,63
BAP HDDP  Miniemulsion 50 1 88,23
GFF HDDP  Miniemulsion 70 1 328,16
BAP HDDP Losung 23 (Kupfer) 472

6.6 Kapselbildung

Nach erfolgreicher kupferfreier Synthese der Polymere PTAL und PTA2 in Ldsung wurden geeigneten
Parameter evaluiert, um die Polymere an einer flissig-flussig Grenzflache in Miniemulsion zu bilden
und eine Kapselstruktur zu erhalten. Das Prinzip besteht darin, ein Diazid in der polaren inneren Phase
der Miniemulsion und das Dialkin in der auf3eren apolaren Phase vorzulegen, sodass beide an der
Grenzflache in Kontakt kommen. Da die entstehenden Polymere PTAL und PTA2 nicht in den Phasen
der Miniemulsion l6slich sind, sollte eine Kapselstruktur mit einem fllssigen lipophoben Kern
resultieren. Die kontinuierliche Phase bestand aus Cyclohexan, dem Emulgator P(E/B-b-EO)
(Poly[(ethylen-co-butylen)-b-(ethylenoxid)]) und dem entsprechendem Dialkin. Die Menge an
verwendetem Emulgator wurde von 0,6-1,5 Gew.% bezogen auf das Cyclohexan eingesetzt. Es
wurden zwei prinzipielle VVorschriften fur die Zugabe der kontinuierlichen Phase zur dispersen Phase
verfolgt. Hauptséchlich unterscheiden sie sich darin, dass in Vorschrift 1 (siehe Abschnitt 5.2.1) das
apolare Monomer in kontinuierliche Phase wéhrend der Bildung der Miniemulsion (Préemulsion und
Ultraschall) schon vorliegt und in Vorschrift 2 (siehe Abschnitt 5.2.2) es erst hach dem Ultraschall
langsam zugetropft wird. Die disperse Phase bestand aus reinem Lésungsmittel (Wasser oder DMSO)
oder Ldsungsmittelgemischen (Wasser und DMSQO), dem Diazid und 0,9-1,8 Gew.% osmotischen
Reagenz bezogen auf die disperse Phase. Der Grund fur die starken Variationen der inneren Phase
lagen in der Loslichkeit der Sequenz GFF, da sie nicht wie BAP in Wasser 16slich ist. Die Zugabe von

DMSO in die disperse Phase erhohte die Loslichkeit von GFF, sodass bei einer Mischung von 50/50
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Gew.% DMSO:Wasser eine vollstandige Loslichkeit des GFF von 2 Gew.% ermdglicht wurde. Dieses
System, bestehend aus Cyclohexan (ng= 1,423) in der kontinuierlichen Phase, und dem
Wasser/DMSO-Gemisch (ng= 1,423 70) in der dispersen Phase, schien nach dem Ultraschall eine Klare,
nicht Phasen-separierte Fllssigkeit zu sein. Jedoch erklarte sich dieses durch den gleichen
Brechungsindex beider Flissigkeiten, sodass hier ein isorefraktares System vorlag. Bei der Reaktion
bei 23 °C trat keine, bei 50 °C leichte und bei 75 °C Trubung der Miniemulsion auf, sodass dies
ebenfalls als Indikator fir eine stattfindende Reaktion zu Rate gezogen werden konnte. Als
Schallmuster wurde entweder eine durchgéangige Beschallung oder eine gepulste angewendet. Ebenso
variierten die Reaktionsdauer von 24-200 h und die Reaktionstemperatur von 23 °C- 75 °C.
Zusammengefasst sind alle Ansétze in Tabelle 5. Ob es zu einer erfolgreichen Kapselbildung kam,
wurde mittels Rasterelektronenmikroskop (REM) Uberprift. Dazu wurde die Miniemulsion
zentrifugiert und mehrmals mit Cyclohexan gewaschen. Die Proben wurden anschlieBend auf einen

Siliziumtréger aufgetragen und getrocknet.

In Abbildung 45 zeigt die REM-Aufnahmen von dem PTAL nach 120 h bei 23 °C und nach 120 h bei
50 °C. Beide wurden nach Vorschrift 2 angefertigt, d.h. das Dialkin (HDDP) wurde nach gebildeter
Miniemulsion zugetropft. Es wurde bei beiden Proben 1,5 Gew.% Emulgator in der kontinuierlichen
Phase und 1,8 Gew.% NaCl in der aus Wasser bestehenden dispersen Phase verwendet. Es zeigt sich,
dass durch die Reaktion in Miniemulsion kugelférmige Strukturen im Bereich von 200 nm erzeugt

werden kdnnen.

Abbildung 45: REM-Aufnahmen von PTA1 bei 23 °C links und bei 50 °C rechts, jeweils nach 120 h Reaktionsdauer.

Fir die Herstellung des PTAZ2 in Miniemulsion, bestehend aus der Azid-Funktionalisierten
Peptidsequenz GFF und dem Elektronen-armen Dialkin HDDP, wurden ebenfalls die geeigneten
Parameter evaluiert. In Abbildung 46 zeigt die REM-Aufnahmen von PTA2 nach 200 h bei 50 °C und
nach 120 h bei 70 °C. Die Miniemulsionen enthielt 1 Gew.% Emulgator in der kontinuierlichen Phase
und 0,9 Gew.% LiCl in der aus 50/50 Gew.% H,0:DMSO bestehenden dispersen Phase.
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Abbildung 46: REM-Aufnahmen von PTA2 bei 50 °C und 200 h Reaktionsdauer links und bei 70 °C und 72 h
Reaktionsdauer rechts.

Es war Uberraschend, dass selbst nach 200 h Reaktionszeit bei 50 °C keine kugelférmigen Strukturen
zu erkennen war. Im Gegensatz dazu fiihrte die Reaktion bei 50 °C in Ldsung schon zu einem
unléslichen Polymer. Erst die Erhohung der Temperatur auf 70 °C wies kugelartige Strukturen auf.
Die Analyse der Feststoffe ergab, dass sich bei der Probe, die bei 50 °C gefiihrt wurde, um ein
Gemisch aus den Monomeren und dem Emulgator handelte. Der Feststoff der Probe bei 70 °C
hingegen wies die Charakteristika fur das Polymer PTA2 auf, wie es in Abschnitt 6.3 besprochen
wurde. Fir die Monomerkombination BAP/OD konnten keine Parameter entwickelt werden, die zu
einem Polymer in Miniemulsion flhren. Dabei wurde ebenfalls Temperatur, Dauer und

Emulgatormenge variiert.

7 Zusammenfassung und Ausblick

Ziel der Arbeit war es, die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition in der Reaktionsumgebung
Miniemulsion zu untersuchen. Es sollte eine Methode entwickelt werden, die den Verlauf der
Reaktion in  Miniemulsion verfolgen kann. Mit dieser sollten drei verschiedene
Monomerkombinationen fiir die Cycloadditionen betrachtet werden. Dazu wurden ein Diazid und eine
Azid-funktionalisierte-Peptidsequenz mit einem aktivierten Dialkin in Ldsung und in Miniemulsion
zur Reaktion gebracht und analysiert. Als drittes sollte die Reaktion zwischen einem Diazid und einem
unaktivieren Dialkin untersucht werden. In dieser Arbeit konnten drei wichtige Erkenntnisse
gewonnen werden. Zundchst wurde gezeigt, dass es mdglich ist, eine Azid-funktionalisierte-
Peptidsequenz mit einem Dialkin zu einem Hybridpolymer in einer Huisgen-1,3-dipolare-
Cycloaddition umzusetzen. Mit der Strategie, ein elektronenarmes Alkin zu verwenden, wurde dies
sogar kupferfrei realisiert. Zweitens konnte dieses System in das Heterophasensystem einer inversen
Miniemulsion Ubertragen werden. Durch Variation der dispersen Phase konnte die schlechte
Loslichkeit der Peptidsequenz tberwunden werden. Eine Erhéhung der Reaktionstemperatur fiihrte
schliellich zur erfolgreichen Ausbildung eines Polymers, das in einer kulgeférmigen Struktur vorlag.

Zwingend notwendig ware nun die Untersuchung, ob die biologische Aktivitat der Peptidkette erhalten
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geblieben ist. Dies kdnnten realisiert werden, indem eine Spaltbarkeit der Sequenz durch Enzyme
Uberprift wird. Eine Variation der Peptidsequenz wirde einen modularen Baukasten fiir Enzym-
spaltbaren Nanokapseln darstellen. Drittens und am wichtigsten konnte der Einfluss der flussig-fllissig
Grenzflache auf die Huisgen-1,3-dipolare-Cycloaddition beleuchtet werden. Dazu konnte eine
Methodik evaluiert werden, die den Reaktionsverlauf in situ verfolgen kann. Erstaunlich ist die
beschleunigende Wirkung der Grenzflache auf die Reaktion. Es konnte die Hypothese entwickelt
werden, dass die beschleunigende Wirkung durch eine Vororientierung und einer lokale
Konzentrationserhéhung der Funktionalitaten an der Grenzflache begriindet ist. Das kann geschehen,
wenn die Monomere selbst grenzflachenaktiv sind und die Funktionalitaten sich an der Grenzflache
befinden. Allerdings muss diese Hypothese durch weitere Experimente gestutzt werden. Im Falle des
nicht aktivierten Dialkins Octa-1,7-diin konnte ohne die Anwesenheit von Cu(l) sowohl an der
Grenzflache als auch in Losung keine Reaktion beobachtet werden. Dadurch konnte die gezeigt
werden, dass die beschleunigende Wirkung der Grenzflache nicht durch Verdnderung der
energetischen Lage der Grenzorbitale hervorgerufen wird. Auferst spannend ware die Entwicklung
weiterer Methoden, die flr weitere Untersuchung des beschleunigenden Effektes der Grenzflache
geeignet sind. Es wirde sich die Reaktionskalorimetrie oder eine optimierte Durchflusskivette fiir
genauere IR-Spektren anbieten. Zusammenfassen kann gesagt werden, dass mit der Huisgen-1,3-
dipolare-Polycycloaddition in Miniemulsionen ein vielversprechendes System etabliert werden
konnte. Die Kombination aus bioorthogonaler, kupferfreien und beschleunigte Klick-Reaktion, die zu

definierten Nanokapseln flihrt, kann in verschiedenste Richtungen weiterentwickelt werden.
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9 Anhang

9.1 Spektren
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Abbildung 47: *H-NMR-Spektren der Reaktion OD BAP bei 50 °C Miniemulsion.
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Abbildung 48: *H-NMR-Spektren der kupferkatalysierten Reaktion BAP/HDDP in DMSO bei 23 °C.
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Abbildung 49: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in DMSO bei 23 °C.



Abbildung 50: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in DMSO bei 50 °C.

Abbildung 51: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in Miniemulsion mit 1% Emulgator bei 23 °C.
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Abbildung 54: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/HDDP in Miniemulsion mit 1% Emulgator bei 50 °C.
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Abbildung 55: *H-NMR-Spektren der Reaktion GFF/HDDP in DMSO bei 50 °C.
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Abbildung 56: ‘*H-NMR-Spektren der Reaktion GFF/HDDP in DMSO bei 70 °C.
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Abbildung 57: *H-NMR-Spektren der Reaktion GFF/HDDP in Miniemulsion bei 50 °C.
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Abbildung 58: *H-NMR-Spektren der Reaktion GFF/HDDP in Miniemulsion bei 70 °C.
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Abbildung 59: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/OD in DMSO bei 70 °C.
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Abbildung 60: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/OD in DMSO bei 23 °C.
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Abbildung 61: *H-NMR-Spektren der Reaktion BAP/OD in Miniemulsion bei 70 °C.
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