Max-Planck-Institut fir Kolloid- und Grenzflachemézchung

Synthese und kontrollierte Mikrostrukturbildung
funktionaler Peptid-Polymerkonjugate

In organischen Losungsmitteln

Dissertation

zur Erlangung des akademischen Grades
»doctor rerum naturalium®
(Dr. rer. nat)
in der Wissenschaftsdisziplin ,Kolloidchemie*

eingereicht an der
Mathematisch-Naturwissenschaftlichen Fakultat

der Universitat Potsdam

von
Jens Hentschel
geboren am 16.08.1979 in Halle/Saale

Potsdam, Marz 2008



Inhaltsverzeichnis

1. Einleitung und MOtIVALION. ...........ccooiiiiii e 3
2. GIUNIAGEN. ...ttt 5
2.1 Polymerorganisation in LOSUIG .........ccoiiuiiiiiieiiieesiee e e eeree e e e snee e 5
2.1.1 Phasenverhalten von AB-Blockcopolymeren iBULD ............ceeeeeeeeeeeeeeeereeeeeninnnns 5
P T o] (o =SSR 8
2.2.1 Aufbau und Struktur von Peptiden...... oo 8
2.2.2 Die-FaltblattStruKIUN .........ooo o 9
2.2.3 PePlASYNINESE ... .o —————————————————— 14
2.2.4 Synthese von schwierigen PeptidSEqUENZEMN c....ocevvvviiiiiiiiiiiiii e, 18
2.2.5 SWILCN-SEOMENTE.....ciiiiiiiiitti i emmm e r e e e e e e e e eees 19
2.3 Peptid-Polymer Konjugate — Ligationsstrategien............ccccoeevveviveeecveeennen. 22
2.3.1 KUPPIUNGSSIIALEUIE .....uuueeeeeie s s e e e e e e eaaeeeeeeaettaaanaa s s e e e e e e enaaaaseeaeaaaeeeeens 22
2.3.2 POlymerisatioNSSIrategie.........uuuuuueeeaaeeeeeiiiiiiiiiee s e e e e e e e e e e eeeeeeeseeeneneeeeeeeennnn 24
2.3.3 Grundlagen der kontrollierten radikalischetymerisation................cccevvvvvvnnnnees 25
2.4 Peptid-geleitete Strukturbildung synthetisdPelymere............cccccccceevieeinenne. 30
2.4.1 Uberblick Uber unterschiedliche Peptid-Orgattir Systeme.............ccceeeveeevveenen. 30
2.4.2 Lineare Peptid-OrganiSatoren .........ccouueeeiie it 31
2.4.3 Strukturbildung eines PE®lock- (Thr-Valk all-switchKonjugats .................... 31
3. Design und Synthese der Peptid-Polymer Kongugat.............c.cccccovrinennn 34
3.1 Design der PeptidSEQUENZEIN. ..........cccvveiiie et cveeeceee et 34
3.1.1 Weiterentwicklung des Peptid-OrganiSatorS .. .ccoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeiiviinnnnnns 35
3.2 Synthese der Peptid-Polymerkonjugate............ccccocveevieeiiiee i cceeesiee e 41
3.2.1 Wahl des synthetischen POIYMErs ...... oo 41
3.2.2 KUPPIUNGSANSALZ .....ceeeeeeviiiiiiiimmmmmmm e e e e e e e e e e e ettt n e e e e e e eneeeeeaeaaaeaeeeeees 41
3.2.3 POlymeriSatiONSANSALZ ............cevvieeeeeeeeeeeiiiiiise e s e e e e e e e e e e e e e eeeeeseennnneeeeesnnnnnn 43
3.2.4 Weiterentwicklung des Peptid-RAFT-MakroUBYETS ..........cvvviiiiiiiiieeeeeeeeeeee, 48
4. Charakterisierung des Aggregationsverhaltens..............ccccocoveveveiennnn. 53
4.1 Strukturbildung des Peptid-PnBA-Systems I-PBARkOsung......................... 53
4.1.1 Charakterisierung der gebildeten Strukturen............ccccceeeiiviiieneiiiiiiiieeieeen. 57

4.1.2 Vorschlag eines StrukKturmodells .......cceeeeuviiiiiiiiiiiiieee e 58



4.1.3 Kinetik der Strukturbildung .........ooooiiie 64

4.2 Erweiterung des Konzepts - Von Oligomeren ziyReren...............ccccccoveeneee. 66
4.2.1 Analyse der gebildeten StrUKIUIreN .........ceuvvviieeiiiieee e 67
4.2.2 Vergleich der Strukturen in Abhangigkeit @aBA-Blocklange.......................... 71

5. Zusammenfassung und AUSDBIICK............c.ccoooiiiiiiii e 79
6. ANNANG. ...ttt 82

6.1 EXperimenteller TeIl........oo e 82
6.1.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV) ... eeeee 83
6.1.2 PePUdSYNINESE .. ..o 86
6.1.3 Synthese eines carboxyl-endfunktionalisieRag-n-butylacrylats (PBA2K)
AUICNATRP ...ttt e s e e e s e e e e e s e e e e e e 94
6.1.4 Synthese der Peptid-Polymer-Konjugate cccuueee..coeeeieeeeeeiiieieeeee e 97

6.2 Charakterisierungsmethoden (experimentelld) Tei...........ccccceevvveiiieeiiinenne, 103
6.2.1 Polymer- und PeptidcharakteriSierung ...ccceeeeeeeeeeeieieeeeeeeeeeeeeeeiiiees 103
6.2.2 Methoden zur Untersuchung der Strukturbildung..........ccccoeeeeeiiiiiiiiiininiiinnns 40

6.3 Charakterisierungsmethoden (theoretischer Teil)..........cccceevviviiiiieeiennns 610
6.3.1 Elektrospray-lonisations-Massenspektrom@B®-MS) ...........cccccccccieiiieeennenn. 106
6.3.2 Circulardichroismus (CD) — SPEKIrOSKOPI€ e evvvvvvrrnnnniiiaiieeeeaeeaeeeeeeeeennes 107
6.3.3 RasterkraftmikroSKOPIE ........uueiii e e e e e e e 109
6.3.4 TransmissionselektronenmikroSKopie.....cccccc.ooovviiiiiiiiiiiiieeeeieees 111

6.4 ABKUIrZUNGSVEIZEICNNIS. .....cccviiiiiie ettt 113

L O A UV I ZBICINNIS ..o e e e e et ettt e e e e e e eaaee e e e e e e e s aaaans 115



Einleitung und Motivation 3

Kapitel 1

Einleitung und Motivation

Die Natur bietet ein gro3es Repertoire an Matemalinit herausragenden Eigenschaften,
einschlieRlich Festigkeit, Zahigkeit, ElastizitatduLeichtbauweise (z. B. Spinnenseiden,
Muschelschaléfl oder Knochetl). Insbesondere Peptide und Proteine besitzenatiigkeit
durch nichtkovalente Wechselwirkungen hierarchistthkturierte, stabilisierte und dennoch
anpassungsfahige Systeme aufzubauen, die eineaWielzrschiedenster Funktionen in
biologischen Systemen erflillen kénnen.

Solch vielseitige und anpassungsfahige Struktuireh dagegen, in ihrer Komplexitat auf der
sub-nm Skala, flr synthetische Polymere bislangekabnt. Letztere Klasse zeichnet sich
vielmehr durch ihre vielseitigen Materialeigens¢baf aus. Die Strukturbildung von
synthetischen AB-Blockcopolymeren ist neben eleatatischen Wechselwirkungen
(Polyelektrolytkomplexe) meist nur auf selektive slibhkeiten der einzelnen Blocke
zurtckzufiihren und deshalb ziemlich begrenzt.

Um diese Limitierung zu umgehen, wurde daher inlé&zten Jahren ein Ansatz entwickelt,
die in der Natur vorkommenden Prinzipien der Ulakdtrbildung mit synthetischen
Polymeren zu kombinierdh® Es konnte gezeigt werden, dass die peptidgeleitete
Organisation von synthetischen Polymeren eine eitgd® Methode zur Generierung
biologisch-inspirierter Materialien mit ausgezeieter struktureller Kontrolle darstelft.
Dieser Ansatz beinhaltet die kovalente Anbindungor{j§igation) von synthetischen
Polymersegmenten an sequenzdefinierte Peptidsegmémtztere besitzen eine hohe
Tendenz zur Selbstorganisation, spontan oder aistgelirch einen Schaltprozess, in stark
anisotrope Mikro- oder Nanostrukturéit® Entscheidend fiir diesen StrukturbildungsprozeR
ist die Bildung einep-Faltblatt Sekundarstruktur durch die Peptidsegeiéht

Die Synthese solchds-Faltblatt-bildender Peptide ist, aufgrund ihrethbéo Aggregations-
tendenz, oft mit Schwierigkeiten verbunden. Seitzkm ist jedoch bekannt, dass diese
Probleme durch die Integration von schaltbaren ségiimenten (Switch-Segmente) in die
Peptidsequenz elegant umgangen werden koffiEhDiese Segmente bewirken einen Knick
im Peptidrickgrat, der zu einer Stoérung der Peptikiion und Unterdrickung der
Aggregationstendenz fuhrt. Nach abgeschlossenaeth&m kann durch einen Schaltvorgang
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die native Peptidkonformation wiederhergestellt deer. Zusatzlich zu der verbesserten
Ausbeute und Reinheit der entsprechenden Peptidauisdiese Weise eine kontrollierte
Aktivierung der Aggregationstendenz moéglich. So rikenin einer vorangegangen Arbeit
erstmals gezeigt werden, dass die Switch-Segmén&nasehr wirkungsvolles Hilfsmittel fur

die peptidgeleitete Mikrostrukturbildung synthehtisc Polymere genutzt werden kdnnen
(Abb. 1.1)!*013I

gestorte Aggregation hohe Aggregationstendenz B-Faltblatt-Bildung

Abb. 1.1: Schematische Darstellung der peptidgeleitetera@isgtion von Peptid-Polymer
Konjugaten, induziert durch einen Schaltvorgandgeptidsegment (blauer Pfeil).

Jedoch lag bei diesem Konzept bisher der Fokusvagkerloslichen Polymeren, wie z. B.
Polyethylenoxid, und der Selbstorganisationsprorassle in wassriger Losung untersucht.
Da dies jedoch den Umfang an geeigneten synthetisBlolymermaterialien stark limitiert,
soll im Rahmen dieser Arbeit der Ansatz der peptieiteten Strukturbildung synthetischer
Polymere auf organische L&sungsmittel erweitertderr Dies wirde die Integration einer
deutlich grolR3eren Bandbreite synthetischer Polyngestatten und somit einen Zugang zu
strukturierten  Polymermaterialien mit verschiedenst Materialeigenschaften und
Funktionalitdten erméglichen.

Die Synthese definierter Peptidsegmente und iegation in synthetische Polymersysteme
ist jedoch mit hohem Aufwand und Kosten verbund@adurch ist, neben allen Vorteilen in
Bezug auf Strukturkontrolle, eine industrielle Amabarkeit dieser Systeme limitiert.

Ein weiteres Ziel dieser Arbeit ist es daher, depti-Anteil in den Polymer-Peptid
Konjugaten soweit wie mdoglich zu minimieren, beeighzeitiger Aufrechterhaltung der
Funktionalitat dieser bio-inspirierten Polymere.zDaollen, unter Verwendung der Switch-
Segmente, Peptid-Konjugate mit verschieden grol3gnthstischen Polymerblécken
synthetisiert werden. Anschlie3end soll der Einftlgs Grol3e des Polymersegments auf den

Strukturbildungsprozess in Lésung untersucht werden
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Kapitel 2

Grundlagen

2.1 Polymerorganisation in Lésung

2.1.1 Phasenverhalten von AB-Blockcopolymerendaung

Die Verwendung eines selektiven Losungsmittelstfkr AB-Blockcopolymeren in Lésung,
ahnlich wie bei niedermolekularen Tensiden, zu refdelbstorganisation in mizellare oder
vesikulare Strukturel® Hierbei kann das Losungsmittel einen der beideiciB selektiv
l6sen und stellt gleichzeitig fir den anderen Bledk schlechtes Lésungsmittel oder sogar
Fallungsmittel dar. Die Triebkraft der Selbstorgation resultiert aus dem Bestreben des
unloslichen Blocks, die Anzahl der Kontakte mit d&&lungsmittel zu minimieren. Dieser
Block wird daher den Kern und der I6sliche Block #itlle der Mizelle bilden (Abbildung
2.1). Die resultierenden Aggregate sind im einfgaid-all spharische Mizellen. Weiterhin
konnen analog zu niedermolekularen Tensiden ausBWlBkcopolymeren in verdinnter
Lésung auch zylindrische MizelleA'® oder vesikulare Aggregate gebildet wertfed?!
(Abb. 2.1).

selektives
Lésungsmittel

Spharische Mizelle Zylindrische Mizelle Vesikel

Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Mizellbildung vorBAlockcopolymeren in einem
sele[lz<;[]iven Lésungsmittel (oben) und mogliche Agatstyukturen (unten, abgewandelt aus
Ref“).
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Die Geschwindigkeit des Organisationsprozesseggedsich bei Blockcopolymeren, aufgrund
deutlich niedrigerer Diffusionskoeffizienten, wetlm geringer als bei niedermolekularen
Tensiden.

Die Form der beobachteten Aggregate héngt stark demGeometrie des individuellen
Molekuls ab und kann tber den sogenannten kritrs¢Peckungsparameté vorausgesagt
werden. Nach dem Modell von Israelachfl, zur Vorhersage der Aggregatstruktur von
niedermolekularen Tensiden, gilt folgender Zusantmeg zwischen dem Volumaneines
Tensidmolekils, dem mittlerm bzw. effektiven Flachedarf der Kopfgruppea, der

Konturlangdyon:der hydrophoben Kette und dem PackungspararReter

P= (Gleichung 2.1)

Die Beziehung zwischen dem Packungsparameter undSulektur der Aggregate ist in
Tabelle 2.1 dargestellt.

Tabelle 2.1 Erwartete Aggregatstruktur in Abhéngigkeit deskmgsparameters.

P Molektlgeometrie Aggregatstruktur
<1/3 Kegel spharische Mizellen
1/3-1/2 stumpfer Kegel zylindrische Mizellen
1/2-1 stumpfer Kegel gekrimmte Doppelschichtessikel
1 Zylinder planare Doppelschichten

Die Aggregationszald ist ein weiterer wichtiger Parameter, der mit ded®2 der Mizellen
korreliert. Es handelt sich dabei um die Zahl atyferketten, die in eine Mizelle eingebaut
werden. Forster et al. konnten fur stark segregierende Systeme einereraéighgultigen
Zusammenhang zwischen den Polymerisationsgrademuméslichen Blocksegment$N{),
des gelosten BlocksegmentessX und der Aggregationszaf@l nachweise®® (Gleichung
2.2).

Z=Z,INJIN; (Gleichung 2.2)

Diese Beziehung kann fur die Mizellbildung von [itk-, Triblock- und Pfropfcopolymeren
sowie von niedermolekularen Tensiden angewendedemeDie Werte der Exponenters 2

und £ = 0,8 wurden empirisch bestimmt und durch Modelkstétigt. Der vorangestellte
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Faktor steht in Beziehung zuRlory-Huggins-Parametey undist im Wesentlichen von der
Mischungsenthalpie zwischen dem unldslichen Blogikssnt A und dem L&sungsmittel
abhangigZ, ist fur viele Blockcopolymer- und Tensidsystemé&drent. Die Aggregationszahl
kann demnach durch Variation der Blocklangen geeiebestellt werdel?

Unter Betrachtung des relativen Blocklangenverhgdts der individuellen Segmemig und
Ng, kann zwischen zwei mizellaren Strukturen unteéestdn werden: im Fall voNa<<Njg
entstehen haarige Mizellehgiry micelles)(der Kern ist deutlich kleiner als die Korofa).
Fur den entgegengesetzten Fall, mit deutlich geifieKern im Vergleich zur Korona
(Na>>Ng), werden ,kurzgeschorene Mizellenéréw cut micelles erhalter?® Der Begriff
amphiphile Mizelle @mphiphilic micell¢ bezieht sich auf ein System starker Segregatioh u
ist nicht abhéngig vom strukturellen Aufbau (,hdioger ,crew cut*) der Mizelld""

In der Tabelle 2.2 ist der Zusammenhang zwischenvillkerostruktur (MizellradiusR) und

der Aggregationszaldl vom Polymerisationsgrald, des unloslichen Blocks gegeben.

Tabelle 2.2 Abhangigkeit der Mizellgré3e (Mizellradii®) und der Aggregationszallvom
Polymerisationsgrabl fur die verschiedenen Mizelltypen.

Mizelltyp RadiusR AggregationszahlzZ
hairy R~Na ¥° Z~Na*°
crew cut R~ Na " Z ~Na
amphiphilic R~ Na Z~Np?

Die Bildung von vesikularen Aggregaten ist dagegemplexer und vollzieht sich in zwei
Schritten?” Im ersten Schritt bildet sich eine planare Dopghetht, die sich im zweiten
Schritt zum Vesikel abschnirt. Die Strukturkongolon Blockcopolymer-Vesikeln in
Lésung wurde voiEisenberg und Mitarbeiterimtensivuntersucht?®2*!

Neben den beschriebenen Parametern erlaubt auch ‘exdnderung der
Losungseigenschaften eine gewisse Kontrolle Ubé&f3&mund Form der Blockcopolymer-
Aggregate. So ist es mdglich, durch z. B. Variatilen Lésungsmittelzusammensetzung, der
Polymerkonzentration, des Wassergehaltes oder diugabe von Additiven verschiedene
Aggregatstrukturen aus dem gleichen Copolymer alwn!*°3!
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Dennoch ist, gerade im Vergleich zur strukturellerd funktionalen Vielfalt der natirlich
vorkommenden Protein-Klasse, die Bandbreite an icligh Mikrostrukturen aus
synthetischen AB-Blockcopolymeren limitiert. Zudeindet der Organisationsprozeld auf
einer anderen Langenskala statt. Wahrend sichaiglexen Strukturen der Proteine auf der
sub-nm-Skala (1-5nm) ausbilden, sind die Dimereiorder vergleichweise einfach
aufgebauten Strukturen aus AB-Blockcopolymeren @ilen, Vesikel) deutlich gréfzer (30-
80 nm).

2.2 Peptide

2.2.1 Aufbau und Struktur von Peptiden

Peptide und Proteine sind die am haufigsten veriest und vielfaltigsten Makromolekile in
lebenden Zellen. Sie sind an allen lebenswichtigealogischen Prozessen beteiligt und
spielen dabei oft eine entscheidende Rolle. Sidlerf die unterschiedlichsten Aufgaben und
Funktionen, beispielsweise Katalyse (als Enzymegn3port von Molekilen, Strukturbildung
(z.B. Keratin, Kollagen), Immunabwehr (z.B. als iidtper) oder Stoffwechselregulation
(als Hormone). Trotz dieser Vielfalt lassen side &roteine auf die gleichen, relativ einfach
gebauten Untereinheiten, die Aminosauren, zurlckfiinProteine bestehen definitionsgemar
aus mehr als 100 Aminosauren. Kirzere Aminosauttarkeverden als Peptide bezeichnet.
Ihre Strukturorganisation erfolgt hierarchisch Uber Ebenen (siehe Abbildung 2.2). Die
Primarstruktur entspricht dabei der Abfolge derzelnen Aminosauren in der linearen
Peptidkette. Durch die Sekundarstruktur wird dianmiche Anordnung der Aminosauren
beschrieben. Sie entsteht durch Wasserstoffbriakénbgen zwischen den Amidbindungen
des Peptid-Ruckgrates. Wichtige Peptidsekundarstresk sind z. B. dien-Helix, die [3-
Faltblattstruktur und di@-Schleife. Durch kovalente und nicht-kovalente Bingskrafte von
Aminosaureresten bzw. -seitenketten faltet sich Rigptid-/Proteinkette weiter. Diese der
Sekundarstruktur Gbergeordnete raumliche AnordrdergPeptidkette wird mit dem Begriff
Tertiarstruktur bezeichnet. Die Bildung einer bgkzh aktiven Struktur entsteht oft erst
durch die Zusammenlagerung mehrerer Peptid-/Piaggn zu Proteinkomplexen, der
sogenannten Quartarstruktur. Die einzelnen Protsind dabei meist durch Wasserstoff-

briicken, Salzbriicken aber auch durch kovalenteuBigein miteinander verknigfg!
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Primérstruktur Sekundéarstruktur Tertiarstruktur Quartarstruktur

Amino- a-Helix
sauren - Y

™
g

B-Faltblatt

Abb. 2.2 Schematische Darstellung der hierarchischen &trokganisation der Peptide.

Proteine besitzen eine wohldefinierte dreidimerasi@rstruktur. Dabei spielt die Reihenfolge
der Aminosauren in der Peptidkette eine wichtigdleRdie Primarstruktur bestimmt die
Strukturbildung auf allen Hierarchieebenen. Die #@wsistruktur wiederum definiert die
Funktion der Proteine (biologisches Struktur-Fumks$i Prinzip). So beruhen beispielsweise
die selektiven Katalysatoreigenschaften von Enzyraeh ihrer Fahigkeit, Substrate in
praziser Orientierung zu binden und Ubergangszdstaviihrend chemischer Reaktionen zu

stabilisieren.

2.2.2 Diep-Faltblattstruktur

Die B-Faltblattstruktur ist neben derHelix eines der grundlegendsten Strukturelemeete d
Peptide. Sie wurde 1951 vdrauling und Coreyim Detail beschriebeli® Seitdem konnte
das Verstandnis und die Aufklarung v@aFaltblattstrukturen in Proteinen durch neuere
Analytikmethoden, wie moderne Rontgenkristallstanéihalyse, NMR-Spektroskopie und
computergestitzte Berechnungen noch verbessednamitert werden.

Im Modell von Pauling und Corey ist die Peptidkettall-trans gestreckt und weist eine
Zickzack-Konfiguration auff§-Strang). Im Gegensatz zufHelix, ist die Ausbildung dep-
Faltblatt-Sekundarstruktur meist nicht durch einezelne Peptidkette mdglich, sondern
entsteht durch eine parallele oder antiparallelerdnung mehrerer Peptidstrange zueinander
(siehe Abb. 2.4). Ausnahme hierfir sind die bekamhtir-pin Domé&nen, bei denen dfis
Faltblatt durch Ruckfaltung der Peptidkette auhselbst entsteht. Die freie Rotation um die
Amidbindung zwischen dem Carbonyl-Kohlenstoffatonmdu dem Stickstoffatom st

eingeschrankt, da diese Bindung Uber einen pamieDoppelbindungscharakter verfugt.
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Dieser bedingt eine planare Struktur. Die Bindungauf beiden Seiten der starren
Peptidbindungseinheit sind allerdings reine Einbactlungen. Es besteht also eine grol3e
Rotationsfreiheit um die Torsionswinkelund (. Diese Torsion ist in Abbildung 2.3 durch
Pfeile gekennzeichnet. Die Aminosaurereste ini&onformation haben negativ- und
positive Y-Winkel, typischerweisep = -139 Grad undy = 135 Grad fir ein antiparalleles
Faltblatt bzw. -119°/113° fiir ein paralleles Faitof**!

= Y Carboxyl
Y terminus

terminus
—

(b)

Abb. 2.3: Anordnung der Peptidbindungen in eindi¥Strang; die hellblau unterlegten
Bereiche symbolisieren die starre Peptidbindungsebmit partiellem Doppelbindungs-
charakter; freie Drehbarkeit um echte Einfachbirmgmist durch Pfeile angedeufét.

Die zur Stabilisierung notwendigen Wasserstoffbeidkndungen entstehen zwischen den
amidischen C=0- und N-H-Gruppen entlang des Peptidyrats der verschiedengs
Strange. Die Lange der Wasserstoffbrickenbindungschen dem Sauerstoffatom der
Carbonylgruppe und dem Proton der Amidbindung lgétrga. 0,28 nnf® Die
Bindungsenergie betragt ca. 20 kJ/mol und ist engléich mit kovalenten Bindungen (200-
400 kJ/mol) relativ gering. Entscheidend ist aliegs nicht eine einzelne, isolierte
Wasserstoffbriicke, sondern die Fahigkeit solcheste®ye, eine Vielzahl dieser Bindungen
auszubilden. Es handelt sich dabei um einen kotpenaEffekt, der eine gute Stabilisierung
der Konformation méglich macht’!

Die Peptidketten eine-Faltblattes sind auf Grund der gegenseitigen sstieein Hinderung
der Seitenketten fast vollstandig gestreckt. DimlaxEntfernung zwischen benachbarten
C-Atomen betragt ca. 0,35 nm. Im Fall deHelix ergibt sich ein Abstand von nur ca. 0,15
nm!*? Bei der Ausbildung vof-Faltblattstrukturen aug-Strangen sind die Seitenketten der
einzelnen Aminoséauren jeweils oberhalb und untéertddér Ebene de§-Faltblattes an-

geordnet.
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Wie in Abbildung 2.4 schematisch dargestellt, kanreenachbarte Peptidketten bei der
Bildung einesf-Faltblattes dieselbe Richtung einnehmen (parapefaltblattstruktur) oder
entgegengesetzt verlaufen (antiparallBl&altblattstruktur). Die Richtung der Peptidkette
wird dabei traditionell vom Amin- zum Carboxyltemais angegeben.

Die Ausbildung paralleler oder antiparalleler Anmudgen ist abhangig von verschiedenen
Faktoren, u.a. von der Aminosauresequenz. Beimllpkma 3-Faltblatt wird ein Gesamt-
dipolmoment entlang der Kette ausgebildet, dessesitipes Ende in die Richtung dék
terminalen Aminosaure zeigt. Beim antiparallelefilfatt gleichen sich die Dipolmomente

der einzelnen Peptidstrange nahezu gegenseitig aus.

(a) antiparallel ‘ . (b) parallel ] ) )
o L oL o B gy P W
® ¢ ® ¢ ® ¢ o ° < o <
o ¢ o ¢ o ¢ S e 4 e 5 @
¢ ¢ o —-° ¢ O ® 0 8.2 e Q

Abb. 2.4: Schematische Darstellung einesmtiparallelen-Faltblatts (links) und eines
parallelerB-Faltblatts (rechts}®!

Antiparallelep-Faltblattstrukturen werden aus Peptidstrangenaitetnierender Orientierung
(11) gebildet, deren Riickgrate ca. 4,5 A voneinanag¢iemt liegen. Die Stréange sind fast
vollstandig gestreckt und die Lange einer Aminosatiederholungseinheit in der Kette
betréagt jeweils ca. 3,5 A. Im Fall von paralle@raltblattstrukturen sind die Peptidstrange
etwas weniger gestreckt. Parallfd-altblattstrukturen gelten zudem als weniger $tebi
Vergleich zu antiparallelen Struktur&.

Bei den meister-Faltblattstrukturen erfolgt die Anordnung d&iStrange nicht planar in
einer Ebene. Vielmehr tritt durch eine Rotation d€ektoren von benachbarten
Peptidstrangen eine Verdrillung auf. Dieser sogeteapTwist® kann zwischen 1 und 30°
betragen und wird durch die Orientierung des Pdjatidrats festgelegt. Zueinander
verdrehtep-Faltblatter sind gegentber planaren Strukturerrgeisch beginstigt, da ein
Restdipolmoment kompensiert werden k&8fhEine interessante Eigensch@ftFaltblatt-
bildender Peptide ist die Bildung hierarchisch holgeordneter Strukturen durch
Aggregation mehrere3-Faltblattstrukturen. Abbildung 2.5 zeigt eine dideristische
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Verdrillung einer B-Faltblattstruktur und die Bildung einer Fibrilleusa mehrerenf3-

Faltblattern.

(a)

‘\

Abb. 2.5: Charakteristische Verdrillung eing-Faltblattstruktur (a?; mehrer@-Faltblatter
bilden eine Fibrille (b); TEM-Aufnahme von verdtéth Fibrillen (c):*°

Aminosauren unterscheiden sich in ihrer Neigunditmeste Sekundarstrukturen auszubilden.
So ordnen sich z.B. Threonin, Valin und Phenylaldmvorzugt ir3-Faltblattstrukturen an,
wahrend Leucin, Glutaminsaure und Lysin haufigaimelikalen Bereichen von Proteinen
gefunden werdelf!

Dabei hat nicht nur die Natur der Aminoséuren eibhestimmenden Einflul3, sondern auch
deren Abfolge in der Peptidsequenz. Die Periodizib@éd polaren und unpolaren Aminosauren
innerhalb der Sequenz und deren Amphiphilie hatereirgrof3en Einfluss auf die
Sekundarstrukturbildung eines Peptides. Um ¢dnEaltblattstruktur ausbilden zu kdnnen,
sollte ein Peptid alternierend polare und unpoedenketten aufweisen. So entstehen zwei
verschiedene Faltblattseiten, eine polare (hydtephind eine unpolare (hydrophobe). e
helikale Sekundarstrukturen sollte die Periodiziglter der Helixperiodizitat von 3,6
Einheiten pro Windung folgefi?? Sterisch anspruchsvolle Seitenketten begiinstidedie
Streckung einer Peptidkette, was ebenfalls zu gr&altblattstruktur als zu einer—Helix
Bildung beitragen kann.

In Anwesenheit von Wasser haben hydrophobe Wechkahlgen eine groRe Bedeutung fir
die Ausbildung und Stabilitét von Peptidsekundakdtiren. Es handelt sich dabei um einen
entropiegetriebenen EffeRf! Die hydrophoben Anteile der Peptidkette sind inssviger
Umgebung von einer Schicht hochgeordneter Wassekilel umgeben. Durch die
Zusammenlagerung hydrophober Reste werden dahdée Wassermolekile aus dem
geordneten Zustand freigesetzt. Dadurch wird disa@gentropie des Systems drastisch

erhoht.
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Die Anordnung der hydrophoben Seitenketten auf reiSeite der (3-Faltblattstruktur
ermoglicht weiter reichende hydrophobe Wechselwigan und wirkt stabilisierend auf die
Sekundarstruktuf® Durch die faziale Amphiphilie kénnen die hydropkaOberflachen der
B-Faltblatter miteinander interagieren, doppelfeFaltblatter bilden und somit die
hydrophoben Anteile aus der wassrigen Umgebungemh. Die hydrophilen Oberflachen
hingegen haben die Madoglichkeit, weitere Wasserstatkenbindungen oder ionische
Wechselwirkungen miteinander oder dem polaren Lgsunittel einzugeheli”!

Bei Peptiden mit sauren oder basischen Seitenkettketionalitdten spielen elektrostatische
Wechselwirkungen eine wichtige Rolle. So sind denktionellen Seitenketten bei
verschiedenen pH-Werten partiell protoniert odeprdmniert. Dies ermdglicht ionische
Wechselwirkungen zwischen einzelnen Aminosaurenhateinen spirbaren Einfluss auf die

gebildete Konformation der Peptidstranté.

Vorkommen in nativen Strukturen

B-Faltblattstrukturen kommen vielfaltig in der Natuor. Sie verfligen Uber eine grol3e
Stabilitat und dienen daher oft als strukturfixiete Segmenté® So besitzt beispielsweise
Spinnenseide eine hohere Festigkeit als Stahlchgleitig aber auch eine sehr grol3e
Dehnbarkeit. Haufige in Spinnenseide vorkommendandsé@uren sind Alanin und Glycin.
Die natirlichen Seidenstrukturen bestehen aus geted kristallinen Bereichen
(alaninreich), die in einer amorphen Matrix (gly@ith) eingebettet sind. Die geordneten
Bereiche der Spinnenseiden s[heFaltblatt-reiche Strukturen, die oft parallel ingfichtung
des Fadens angeordnet sitfiDie B—Faltblattstrukturen sind fiir die Festigkeit destials
verantwortlich, wahrend die ungeordneten BereidheFfexibilitat sorgen. Auf diese Weise
wird eine Kombination von hoher Festigkeit mit emer Dehnbarkeit ermdglicht.

Neben diesen aul3ergewthnlichen mechanischen Elgdtest und der Tatsache, dass diese
Strukturen aus wassriger Losung gesponnen werdaneki sind Spinnenseiden schlecht
bakteriell abbaubar. Solche Eigenschaften sind aftioh kinstliche Materialien in
verschiedensten Bereichen (Medizin, Konstruktiortenmien usw.) sehr interessant.

Auf der anderen Seite ist es ebenso von Forschuegssse eine Faltblattbildung zu
verhindern bzw. bestehende Strukturen zu destebdis oder aufzulésen (z. B.
Amyloidstrukturen)*”

Amyloide sind aug3-Faltblattstrukturen aufgebaute Aggregate (,Amytagkrn®), die als

molekulare Ursache verschiedener neurodegenerdtixiaankungen (z. BAlzheimesche
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Krankheit,Parkinsorsche Krankheit un@€reutzfeld-JakotKrankheit) gelten. Jedoch sind die
elementaren Prozesse, die zur Fehlfaltung von iRssteund der Strukturierung von
Amyloiden fihren, bislang noch immer nicht vollsdénverstanden und werden mit groRem
Interesse von verschiedenen Forschungsgruppen suckd?® Die Beobachtung der
Faserbildung gestaltet sich aufgrund der kompléxelogischen Umgebung sehr schwierig.
Des Weiteren verlauft die Strukturbildung oft ireesibel und geht mit teilweise sehr hohen
Aggregationsgeschwindigkeiten einher. Die hochmakien Amyloidfibrillen sind nicht in
wassrigen Medien l6slich, werden vom Organismubtrats fremd erkannt und kénnen sehr
schlecht enzymatisch abgebaut werden. Alle Amyldmigerungen enthalten Fibrillen
ahnlicher Art**% die aus der urspriinglich vorwiegend ungeordnetenkSir entstehen.
Durch ihre speziellen Oberflacheneigenschaftenemei@myloide dazu, sich beispielsweise
im Gehirn abzulagern. Dadurch kann es zu Beeintigiaing wichtiger Gehirnfunktionen
kommen.

Zusammenfassend soll noch einmal die groRe Bedgudim —Faltblattstruktur heraus-
gestellt werden. Einerseits ware ihr kontrollieerfbau interessant, z. B. bei der Herstellung
neuer Materialien. Andererseits stellt die Vermeaiglder Bildung eine§—Faltblattes bzw.
der Deaggregation einer vorhanden@rFaltblattstruktur aus unléslichen, fibrillaren

Strukturen eine herausfordernde Aufgabe dar.

2.2.3 Peptidsynthese

Seit der Einfilhrung durcBmil FischeP" wurde die Peptidsynthese stetig weiterentwickelt,
und es sind verschiedene Mdglichkeiten fiir den Auftaon Peptidsequenzen bekannt. Neben
der Synthese in Losung oder der biotechnologischiemstellung durch gentechnisch
veranderte E.coli Bakterien ist die voNlerrifield eingefihrte, festphasengebundene
Peptidsynthesesélid-phase supported peptide syntheSIBPSY? die wichtigste Methode,

um definierte Peptidsequenzen auf chemischem Wegeistellen.

Prinzip der festphasengebundenen Peptidsynthese

Die SPPS nutzt vernetzte Polymer-Mikrogele als @rigrze und bietet einige Vorteile, wie
z.B. das einfache Entfernen Uberschissiger Reagenzilurch Waschprozesse,
Automatisierbarkeit und die Mdglichkeit nicht-ndicine Aminosauren oder andere
chemische Bausteine in die Sequenz integriererdmadn Durch die Weiterentwicklung der
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Synthese-Harze, Kupplungsreagenzien und Schutzgnspategien konnte die
Geschwindigkeit und die Effizienz des Synthesemses erhoht und der finanzielle Aufwand
gesenkt werden. Uber SPPS konnen heute vollautsieratiPeptidsequenzen und kleine
Proteine von ca. 70-100 Aminosauren Lange synibkdtisrerden und sogar Proteine sind
uber Fragmentkondensation mittels chemischer Sgatheugénglich. Das Prinzip der
festphasengebundenen Peptidsynthese ist in AblglaiBdargestellt.

R, O Polymerharz
oLl
[d—N—C—C—on + Ho—(Linken) (
1.Aktivierung der AS
2.Kupplung
T
repetetiver Zyklus H
- N—¢—c—o—(Tinked—(

? ? NY-Entschiitzung

o 0
H |
O—N—c—C—oH + HN—C—C—o—(Tinked—(

1.Aktivierung
2.Kupplung

R, O R, O
H |l |l :
N—ﬁ—C—NH—ﬁ—C—O— ‘

1. N%-Entschiitzung
2. Entschitzung der
AS-Seitenketten
3. Abspaltung vom

v Tragerharz
Ry.1 O R, O R, O R, O
|l ol om0 |l
H,N—C—C-—-NH—C—C N—C—C—NH—C—C—OH
H H H H
n NHZ

D Seitenkettenschutzgruppe  [_] N-terminale Schutzgruppe

Abb. 2.6. Prinzip der festphasengebundenen Peptidsynthese

Wahrend Peptide und Proteine in der Natur vidmzum C-Terminus aufgebaut werden,

verlauft der sequentielle Aufbau in der festphasbongdenen Synthese vo@+ zum N-
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Terminus. Die Anbindung der ersten AS erfolgt idiee Ankergruppierung. Der sogenannte
Linker ermoglicht die Abspaltung des Peptides vowrzZHnach beendeter Synthese unter
spezifischen Bedingungen.

Um eine chemoselektive Kupplungsreaktion zu geweddidn und eine Polymerisation zu
verhindern, sind alle Seitenkettenfunktionalitateéer wachsenden Peptidkette sowie die
Amingruppe der zu kuppelnden Aminosaure temporécly&zt. Die Wahl der Reihenfolge
der zu kuppelnden Aminosauren ermdglicht den gerielAufbau einer definierten
Peptidsequenz. Um das Peptid in hoher Reinheitrlzalten, werden im Allgemeinen hohe
Uberschiisse an aktivierter Aminosaure eingesetrnt. Vrteil der festphasengebundenen
Synthese besteht darin, dass Uberschissige Reagenach beendeter Reaktion durch
einfaches Waschen entfernt werden kénnen. Nachsablgssener Synthese wird das Peptid
vom Harz abgespalten. Dabei verbleiben in Abharaigites Linkers und der verwendeten
Abspaltbedingungen die Seitenkettenschutzgruppen Paptid oder werden direkt mit
abgespalten.

Durch die sich immer wiederholende Abfolge der Riemlen (Entfernen der temporaren
Schutzgruppe, Waschen, Kupplung der nachsten Armures Waschen) ist die Synthese
automatisierbar. Dabei ist es sehr wichtig, dade BRleaktionen quantitativ und ohne
Nebenreaktionen erfolgen. Ansonsten kdnnen Fehésergun auftreten, die oft nur schwer
vom gewinschten Produkt abtrennbar sind.

Schutzgruppenstrategie

Bei der Wahl der Schutzgruppen ist es entscheidéask dieN-terminalen Schutzgruppen
und die Seitenkettenschutzgruppen orthogonal zoderaquantitativ abspaltbar sind. Es
haben sich im Wesentlichen zwei Synthesestrategi@rthgesetzt, die von Merrifield
verwendete, sdurelabit®oc/Bzl Methode und die basenlabile FniBa/ Methode. Letztere
erlaubt eine Synthese unter wesentlich milderenwatdatlich orthogonalen Bedingungen.

Die Fmoc-Strategie schitzt dier-rAminogruppe mit dem basenlabilen Fluorenyl-
methoxycarbonyl-Rest (Fmoc). Diese Schutzgruppeaubtl die Quantifizierung der
Kupplungsausbeute. Beim Abspalten mit Piperidirstetit Dibenzofulven, das von Piperidin
abgefangen wird. Das Dibenzofulven-Piperidin-Addkdan UV-spektrometrisch bei 254 nm
detektiert und quantitativ bestimmt werden. Funktite Gruppen in den Seitenketten der
Aminosauren werden mit basenstabilen Gruppen gédclitier finden saurelabile Gruppen
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wie tert-Butyl (fir S&ure- und Hydroxyfunktionalitaten, B. bei Ser, Asp), Trityl (bei
Amiden, z. B. GIn oder Asn) od#Boc (fur Amine, z.B. Lys, Arg) Verwendung.

Aktivierungsreagenzien

Fur die Bildung einer Amidbindung ist eine Aktivigrg der Carboxylfunktion an der
beteiligten Aminosaure notwendig. Ohne die Aktivieg wirde sich bei Raumtemperatur
lediglich das Ammoniumcarboxylat bilden. Die gelnfdlichsten Aktivierungsmittel wandeln
die Carboxylgruppe in symmetrische Anhydride odedtivester um. Haufig eingesetzte

Aktivierungsreagenzien sind Carbodiimide, Uroniulmsaind Phosphonium-salze (Abb.2.7).

Abb. 2.7: Strukturformeln von DIC (links), HBTU (Mitte) undyBOP (rechts).

Die Aktivierung einesN-geschitzten Aminosaurederivates an der Carborfsaitsn mit
Carbodiimiden (z.B. Dicyclohexylcarbodiimfid (DCC)) war lange Zeit die Methode der
Wahl. Dabei kdonnen zusatzlich Reagenzien wie 1-biylvenzotriazol (HOBt) oder 4-
Dimethylaminopyridin (DMAP) zum Einsatz kommen, udie Kupplungseffizienz zu
erhohen. Ein Nachteil ist die Bildung des schwdidien Harnstoffderivates des DCC. Dies
kann allerdings durch die Verwendung von Diisoptogsbodiimid (DIC) umgegangen
werden, da dessen Harnstoffderivat in den géandigeemitteln (DMF oder NMP) I6slich ist.
In der heutigen Zeit werden haufig andere Aktiviggsreagenzien eingesetzt, z.B.
Kupplungsreagenzien des Guanidiniumtys® Eine haufig genutzte Methode ist die
Aktivierung der AS mit einem Gemisch aus HBTU (2dnzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat) und HOBt unBasenkatalyse, z. B. miN,N-
Diisopropylethylamin (DIPEA). Durch den Basenzusathoht sich die Elektrophilie der
Carboxylfunktionalitdt der Aminosaure und der Zasatn HOBt verringert die Tendenz zur

Racemisierung®
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Neben der Klasse der Guanidinium/Uroniumreagengigelen Phosphoniumreagenzien als
Aktivierungsmittel fur die SPPS eine grofRe Rollee Bktivierung erfolgt Gber dien situ
Generierung von Aktivestern. Beispiele sind Beriaabti-1-yl-oxy-tris-(dimethylamino)-
phosphonium-hexafluorphosphat (BOP), Benzotriazghdxytris-pyrrolidino-phosphonium-
hexafluorphosph&f! (PyBOP) sowie die noch reaktivere korrespondierekzie Verbindung
PyAOP!®

2.2.4 Synthese von schwierigen Peptidsequenzen

B-Faltblatt-bildende Peptide zahlen haufig zu degesannten "schwierig synthetisierbaren
Sequenzen”, dffficult sequence®der auchdifficult peptide¥ Diese Peptide neigen schon
wahrend des schrittweisen Aufbaus der Peptidkatterganischen Lésungsmitteln am Harz
zu intra- und intermolekularer Aggregation (Mikrgaggation). Dies liegt meist an einer
eingeschrankten Zuganglichkeit der wachsenden Kebedingt durch Aggregationseffekte
zwischen den geschiitzten Peptidketten (inter- umiarnolekulaf® ¢ oder auch durch
Wechselwirkungen der hydrophoben Seitenketten it dragerhar?® Als Folge davon
sind schlechte Zuganglichkeit von Reagenzien zumtitPeAmino-Terminus beobachtet
worden!®? Dies fiihrt zu einer Nebenproduktbildung, bedimgtch unvollstandige Kupplung
oder Abspaltung der NSchutzgrupp&®! Zudem kénnen Kettenabbriiche oder Fehlsequenzen
auftreten.

Es wurden bereits zahlreiche Anstrengungen untemam um diese schwierigen
Peptidsequenzen der chemischen Synthese zugamglitlachen. Zunachst wurden vor allem
Reaktionsbedingungen variiert. Hierbei wurden defl&R des Losungsmittel&! chaotroper
Salze®! niedriger Harzbeladuf§ sowie erhohter Temperafift auf die Kupplungs- und
Deblockierungseffizienz untersucht.

Ein zweiter Ansatz nutzt Modifikationen an der Rdjtte fUr die Verbesserung der

Synthese. Zwei fur diese Strategien verwendetevBierisind in Abbildung 2.8 dargestellt.

R
F OH H
moc
Y Fmoc”” N/S'Rz
1
jodh A
MeO O

—Fmoc

Fmoc-(FmocHmb)Aminoséure Pseudo-Prolin-Dipeptid

Abb. 2.8 Aminosaurederivate fur die Synthese von schwegriBeptidsequenzen
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Es ist bekannt, dass das Einbringen sekundarer dgéuren wie Prolin oder Sarcosin die
Mikroaggregation unterdriicken kann, da diese AShtnads Wasserstoffbriicken-Donoren
fungieren konneff®®® Dieses Prinzip wurde durch den Einbau von tentparasperrigen
Amidschutzgruppen, wie z. B. der 2-Hydroxy-4-metjtoenzyl (Hmb-) Gruppg& weiter-
gefuhrt. Die Hmb-Schutzgruppe (Abb. 2.8 links) stébenso, wie die oben genannten
Aminosauren, die Strukturbildung und tragt durchrbesserte Solvatisierung des
vollgeschitzten Peptids wesentlich zum Erfolg dgntlgese bei. Die Ankupplung einer
Aminosaure an Nsubstituierte Hmb-Aminosauren ist jedoch sterignbpruchsvoller als die
Acylierung von primaren Aminen und ist insbesondéiie [3-verzweigte Seitenketten
schwierig. Die Kupplung wird jedoch Uber die Acyliag der Hydroxylfunktion unter
anschlieRender Ausnutzung eines intramolekularéhAyltransfers ermoglicHf

Ahnlich wirken die inManfred MuttersLabor entwickelten Pseudo-Prolin-Baust&iné®
(Abb. 2.8 rechts). Hierbei werden von Serin, Thieaimd Cystein abgeleitete Oxazolidin
bzw. Thiazolidin-Dipeptid-Einheiten in die schwigei Sequenz integriert. Neben der
Fahigkeit Wasserstoffbriicken zu unterdriicken, irelen Pseudo-Proline ebenso wie Prolin
einen starren "Knick” in der Aminosaurekette undreh dadurch die Assoziation des
Stranges. Das Einbringen dieser Dipeptid-Derivatem Vergleich zum Einsatz von Hmb
wesentlich einfacher, jedoch ist fur die Anwendway Pseudo-Prolinen das Vorkommen
von Serin, Threonin oder Cystein in der Sequenwantig. Ebenso wie Hmb lassen sich die
Pseudo-Proline bei der abschlieRenden sauren 8galwom Trager-Harz mit TFA

rickstandslos entfernen.

2.2.5 Switch-Segmente

Einen ahnlichen Ansatz verfolgt auch die erst kdnzlvorgestellte O-Acyl-Isopeptid-
Methode*** Um die Aggregationseigenschaften des Peptids rerdniicken und folglich
die Synthese zu verbessern, wird auch bei diesete§te ein reversibler Knick im
Peptidriickgrat erzeugt. Dazu wird anstelle der iBbjpidung eine Esterbindung tber e
Hydroxygruppe von Serin oder Threonin aufgebaué f2eibleibendex-Aminogruppe muss
dabei semi-permanent geschiitzt bleiben. Das Segausntlen zwei Aminosauren, welche
Uber die Esterbindung miteinander verknipft sinodwals Switch-Segment bezeichnet. Die
entsprechenden Peptid-Derivate werden daher al€ls®eptide oder auch als Depsi-Peptide
bezeichnet®*’¥ Durch einen pH-Wert abhangigen Schaltvorgang kondée Switch-
Segmente spater gezielt in die native, aggregdtibitgee Peptidform umgewandelt werden.
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Im Gegensatz zu den zuvor vorgestellten Methodemed die Switch-Segmente nicht nur
zur Verbesserung der Synthese, sondern verblellnefichst auch nach der Abspaltung vom
Syntheseharz in der Peptidsequenz. Die Estereamhsdrgen fir eine erhdhte Loslichkeit in
gangigen Lésungsmitteln, wie z.B. Methanol, un@ieHtern so die Reinigung und Analytik
der resultierenden Peptide.

Die Bildung der nativen Amidbindung kann durch Aakpng der temporaren °N
Schutzgruppe vom betreffenden Serin- bzw. Threesinund anschlieende pH-Erhdhung
induziert werden. Ein Anstieg des pH-Wertes bewaikte Verschiebung des Protonierungs-
gleichgewichts vom Ammonium zum nucleophilen Aminduziert dadurch eine regio-
selektive Umlagerung (®N Acyl Transfer) in den Switch-Segmenten (Abb. i8¢ fuhrt
zur Bildung des nativen Peptidrickgrats. In Abbilgi2.9 ist die Struktur der Switch-Peptide
(O-Acyl-Isoform) und die resultierende native Pdgtiuktur nach erfolgtem -©N

Acyltransfer dargestellt.

BocHN Entschutzen der *HgN |
Aminfunktion (sauer)

Switch- R,

Ry
Segmen
R> 1, O R,
R, = H oder CH3 N
H
(0]
“ pH=6,0 \

(@]

o) H,N

natives O— N Acyltransfer
R

Peptid- Peptid- oy 1 (
Se ment %N)\H/O R2

R H

? (@]

Abb. 2.9: pH-induzierter Ubergang von der Switch-PeptiddtiuKoben links) zur nativen
Peptidstruktur (unten links).

Besonders fiir Peptide, die stark zur Aggregatidgeme z. B. das Amyloid- (1-42}*7>7¢

oder die (Thr-Val}Sequenzt> ¥ konnten auf diesem Weg erheblich verbesserte 8yath

und Reinigungseigenschaften erzielt werden.
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Vergleich der strukturbrechenden Eigenschaften$witch-Segmenten und Pseudo-Prolinen.

In einer vorangehenden Arbeit wurde an einer MeBelptidsequenz, bestehend aus einer
alternierenden Abfolge von funf (Threonin-Valin)ngeiten ((TV}) die strukturbrechenden
Eigenschaften der Switch-Segmente und der Psewalim+Binheiten untersucht? Zunachst
wurde eine ungestorte (T¥Ppequenz im Peptidsyntheseautomaten nach Standaod-F
Protokollen (FastMoc 0,1 mmglﬁl hergestellt. Das Massenspektrum des voll entsdriitzt
Peptids (Abb. 2.10, links) zeigte neben den Praggkélen auch viele weitere Signale, die
teilweise Fehlsequenzen zugeordnet werden koniriedenen z.B. ein Threonin oder ein
Valin fehlten. Die hohe Uneinheitlichkeit in derdduktzusammensetzung sowie die geringe
Ausbeute bestétigten die erwarteten Schwierigkeiben der Synthese einer (TaY)
Peptidsequenz unter Standardbedingungen.

Daraufhin wurde jeweils eine (T¥Bequenz unter Einbau von Pseudo-Prolin Gruppeinesow
Switch-Segmenten synthetisiert, um die Eigenschafteer beiden strukturbrechenden

Systeme direkt vergleichen zu kdnnen.
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Abb. 2.10 ESI-Massenspektren der Peptidsequenz GG hergestellt Uber Standard
SPPS Fmoc-Bedingungen (links) und der PeptidsequangsG 1,3-switch (rechts),
(gemessen in Methanol, ¢ = 1 mg/mf).

Der Einsatz dieser Segmente ermdglichte in beiddler eine deutliche Verbesserung im
Hinblick auf Ausbeute und Reinheit (siehe beis@éliAbb. 2.10 rechts). Allerdings konnte
durch CD-spektroskopische Messungen gezeigt werdiass die strukturbrechenden
Eigenschaften der Switch-Ester-Einheiten, gegenisleren der Pseudo-Proline, deutlich

starker ausgepragt siffd!
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2.3 Peptid-Polymer Konjugate — Ligationsstrategien

Bio-inspirierte Blockcopolymere aus PolypeptidenwbzProteinen und synthetischen
Polymeren haben in den letzten Jahren immer mehrBadeutung gewonnen. Die
Forschungsaktivitdten richteten sich dabei auf dersuchung von Selbstorganisations-
prozessen bis hin zu medizinischen AnwendungeB, als Wirkstofftrager-Systen&' Die
ersten Arbeiten zur Synthese von Peptid-Polymer jigaten wurden vorGallot et al
durchgefuhrt’®®Y Allerdings wurden dabei polydisperse Peptide vexet. Eine Vielzahl
weiterer Konjugate mit polydispersen Peptidsegnrestavie Blockcopolymere aus Proteinen
und synthetischen Polymeren wurden bereits mehifader Literatur beschriebéh®8% Der
Zugang zu Konjugaten aus Peptiden mit definierteriddsduresequenz und synthetischen
Polymeren ist im Wesentlichen Uber zwei Anséatzen d€upplungsansatz und den

Polymerisationsansatz, mdglich (siehe Abb. 2.11).

U+ 903"

synthetisches Polymer Oligopeptid

Kupplungsreaktion

o R, O . o)
U aas
R1 o 3 o R5

Polymerisation

1. SPPS

O—NH2 _— Qb @C —In

2. Einfuhrung der . ..
Initiatorfunktionalitat Peptid-Makroinitiator

Abb. 2.11: Kupplungsansatz (oben) bzw. Polymerisationsangatten) zur Integration
definierter Oligopeptideinheiten in synthetischdyRere!®

2.3.1 Kupplungsstrategie

Der Kupplungsansatz beinhaltet die selektive Anbingl eines kettenendfunktionalisierten
synthetischen Polymers an eine komplementare Famdditat des Peptides (siehe Abb. 2.11
oben). Die Kupplungsreaktion kann sowohl homogenLisung als auch an einem
Tragermaterial (Harz) durchgefihrt werden. Dabeeise spezifische Endfunktionalisierung
des synthetischen Polymersegments entscheidenceifi@ selektive Anbindung an das
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Peptidsegment. Die Kupplung von Polymersegmentefestphasengebundene Peptide hat
den Vorteil, dass Aktivierungsreagenzien und im idbleuss eingesetztes Polymer nach der
Reaktion sehr einfach durch Waschprozesse entiegnien konnen. Die Mdglichkeit, die
beiden einzelnen Blocke unabhangig voneinanderdeorKupplung zu analysieren, ist ein
weiterer Vorteil dieses Ansatzes. Allerdings ist tieser Methode der Polymerisationsgrad
des zu kuppelnden Polymerblocks limitiert, da saveid Endgruppenreaktivitat als auch die
Diffusionsgeschwindigkeit in das Harz mit steigend&ettenlange des Polymers
abnehmeff®!

Ein Beispiel fur diese Ligationsstrategie liefert€lok und Mitarbeiter die eina-Methoxy-
w-Carboxyl funktionalisiertes Polyethylenoxid (PERit der terminalen Aminfunktion eines
festphasengebundenen Peptids verkniipiteAufgrund der Biokompatibilitat und der guten
Wasserldslichkeit von PEO ist eine Anbindung antiélepoder Proteine in der Medizin und
Pharmakologie von grof3em Interesse. Daher sinddseth Bereich bereits eine Vielzahl
homogener Kupplungsstrategien entwickelt worfién.Derartige Verknupfungen sind
natdrlich nicht nur Gber die terminale Peptidfuokalitéat (-NH oder -COOH) méglich. Auch
die Seitenkettenfunktionalitaten eines Peptidsegspenie z. B. die Carboxylgruppe von
Asparagin- oder Glutaminséure, die Amingruppe vgsi. oder die Thiolgruppe von Cystein
kénnen fur die Ankupplung eines synthetischen Pelgegments ausgenutzt werd&hEin
weiterer, relativ einfacher Zugang zu linearen PFE€ptid Blockcopolymeren ist die
Verwendung von Tentagel PAP Harzen (PAPEO AttachedProductg fir die SPPS. Ein
am Tragerharz gebundenes PEO-Segment dient alaAgsgunkt fur die Peptidsynthese und
kann nach Abschluss des sequentiellen Aufbaus e@gsidBegments direkt als Konjugat
abgespalten werden (siehe Schema 2.1). Durch Katiwn der Ankupplung eines
synthetischen Polymersegments an einen Peptid-Amamus unter Verwendung eines PAP-
Harzes sind so theoretisch auch bioorganisch-siisthe ABA (PEO-Peptid-PEO) oder
ABC Triblockcopolymere auf recht elegantem Wegestatibar.

O

1. SPPS
of > OV\NHZ HoT > OMHJ\Peptid

2. Abspaltung
(TFA/DCM)

Tentagel PAP Harz PEO-Peptid Blockcopolymer

Schema. 2.1Synthese eines PEO-Peptid Konjugats mit HilfeToegagel PAP Harzes.
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Auch andere Kettenendfunktionalisierungen, wie AMB&leinimidel®®®®! Vinylsulfond®®!
oder AldehydE€%8” wurden bereits fiir die Anbindung synthetischeryPare genutzt. Zwei
weitere sehr selektive Kupplungsmethoden sind digudnger-Kupplung (Azid +
Phosphinf*! und die Click-Chemie (Kupfer katalysierte [3+2] dbyaddition aus Azid und
Alkin)."¥ Beide Methoden tolerieren eine Vielzahl an funkéiten Gruppen und wurden
bereits fiir die Modifizierung von Zelloberflacheingesetzt?®!

2.3.2 Polymerisationsstrategie

Im Falle der Polymerisationsstrategien erfolgt dgnthese des Polymersegments in
Anwesenheit des Peptids. Dieser Ansatz beinhahet gelektive Einfihrung einer Initiator-
oder Kettenuibertrager-Funktionalitat in die Pemigenz (siehe Abb. 2.11). Im Gegensatz
zur Kupplungsstrategie ermdglicht sie den Aufbanegi hochmolekularen synthetischen
Polymersegments am bioorganischen Block. Es hlatggezeigt, dass kontrolliert radikalische
Polymerisationstechniken (CRP) fur diesen Ansatz am besten geeignet sind. Soemurd
von Wooley und Mitarbeiterrselektiv funktionalisierte Polypeptide als Makitistoren fur
die Nitroxide-mediated PolymerizatiqfNMP) von Acrylaten und Styrol verwend&!. Einen
ahnlichen Ansatz wahlten aushei et al Sie nutzten die kupfer-katalysied¢om Transfer
Radical PolymerizatioATRP) fir die Polymerisation von 2-Hydroxyethylthacrylat an
einem festphasengebundenen Oligopeptid-ATRP-Maitiatior ®® Die Polymerisation an
der festen Phase ist allerdings mit einigen Naldrteéiehaftet. Aufgrund der Immobilitat des
Initiators an der Festphase ist keine homogene Hnischung und Verdiinnung maglich.
AulRerdem ist die Polymerisation stark von der Rifumslimitierung innerhalb des Harzes
gepragt. Dieses fuhrt im Allgemeinen zu hoherenydispersitaten der resultierenden
Polymerkonjugate. Deutlich bessere Kontrolle undidWolargewichtsverteilungen konnten
durch ATRP mit Peptidmakroinitiatoréf?2°? und Peptidmakromonomefé® in Loésung
erreicht werdenDes Weiteren erlaubt die Einfihrung einer Kettemgfarfunktionalitat in
eine Peptidsequenz die effektive Kontrolle eiRaversible Addition-Fragmentation Chain
Transfer (RAFT) Polymerisatioft?**°® Die Vorteile der RAFT Polymerisation fiir die
Synthese von Biokonjugaten liegen vor allem in deieranz gegenuber einer Vielzahl
funktioneller Gruppen, der Abwesenheit von Metdkkgsatoren und der engen
Verwandschaft des RAFT Prozesses zur freien raddten Polymerisation.

Borner und Mitarbeitersynthetisierten einen Peptid-basierenden Kettatrdiger (Peptid-

CTA) durch Transformation der terminalen ATRP kitirgruppe eines festphasen-
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gebundenen Oligopeptid-ATRP-Makroinitiators in  ein®ithioester Kettentransfer
Funktionalitdt. Nach Abspaltung vom Tragerharz eieg die durch das Peptid-CTA
kontrollierte Polymerisation vom-Butylacrylat in Lésung, Konjugate mit kontrolliemrea
Molekulargewichten und niedrigen Polydispersitatsh/M, =~ 1,1)*°7 Da die RAFT-CTA
Gruppe nach der Isolation amTerminus des Konjugates verbleit, ist eine Erwaitg um
einen zusatzlichen synthetischen Block méglich. Bésiteren kann nach Reduktion der
Dithioestergruppe in eine Thiol-Funktion die Anbiumdy an ein Protein oder an

Goldoberflachen erfolgen.

2.3.3 Grundlagen der kontrollierten radikalischetyRerisation

Das Konzept der kontrollierten radikalischen Polyisaion (CRP) verbindet die Vorteile der
freien radikalischen Polymerisation mit denen eifevenden Polymerisation. Die CRP
ermoglicht dadurch die Verwendung einer Vielzahh werschiedenen Monomeren, liefert
definierte Molekulargewichte und geringe Polydigéten und erlaubt eine gute Kontrolle
der Endfunktionalisierung bei gleichzeitig relatgeringen Empfindlichkeiten gegenuber
Verunreinigungen, Wasser und €0

Das Prinzip basiert auf einem dynamischen Gleiclhgfgwzwischen einer sehr kleinen
Konzentration aktiver, wachstumsfahiger Kettenenadet einer Mehrheit von ,schlafenden®
Spezies®® Durch die starke Absenkung der Konzentration aivek Kettenenden ist die
Konzentration an freien Radikalen sehr gering. Diesmindert das Auftreten von
Kettenabbruchsreaktionen (z.B. durch Rekombinatider Disproportionierung) in starkem
Maf3e und ermdglicht somit engere Molmassenvertgdon Da aber weiterhin in geringem
Umfang Abbruchreaktionen stattfinden, wird in dmseZusammenhang von einer
kontrollierten und nicht von einer lebenden Polyisaion gesprochen. Die drei wichtigsten
Techniken der kontrollierten radikalischen Polyreation sind dieNitroxide Mediated
Polymerization (NMP), die Atom Transfer RadicalPolymerization (ATRP) und die
Reversible Addition Fragmentation Chain TransfRAFT) Polymerisation. Zuséatzlich sind
auch noch andere, spezialisiertere Methoden bekanhtdie hier nicht néher eingegangen
werden soll. Die Grundlagen der drei wesentlicheetidden werden im Folgenden kurz

erlautert.
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Nitroxide Mediated PolymerizatigiNMP)

Bei der NMP erfolgt die Initiierung der Polymerigat, wie bei der freien radikalischen
Polymerisation durch einen klassischen Radikakstget.B. AIBN, BPO). Zusatzlickverden
Nitroxide als stabile Radikale hinzugegeb&h ™ Ein Beispiel ist das 2,2,6,6-Tetramethyl-
piperidin-1-oxyl (TEMPO). Die stabilen Radikaleagieren reversibel mit den Radikalen der
wachsenden Kettenenden unter Bildung Ydkoxyaminen. Bei Temperaturen tber 110 °C
(TEMPO) kommt es zu eindromolytischen Spaltung des gebildeten Alkoxyammslas
stabile Nitroxidradikal und eirfireies Radikal, welches wieder als wachsendes Ketige
fungiert. Uber die Temperatund die Wahl des stabilen Radikals kann das Gleisfaht auf
die Seite der deaktivierteBpezies eingestellt werden, so dass eine Kontiiber die

Polymerisation erlangt werddsann. Das Gleichgewicht ist in Abbildung 2.12 datgét:

—_— L4

\N\/\pn—o—N —~— VP + eO—N

n

Kg
w+M

Abb. 2.12 Die Nitroxide Mediated Polymerizatio(NMP) am Beispiel des Aktivierungs -
Deaktivierungs-Gleichgewichts mit TEMPO als stabiadikal.

Atom Transfer RadicdPolymerizatiofATRP)

Die ATRP wurde erstmalig 1995 durdfiatyjaszewski et abeschriebef!? Sie stellt eine
Anwendung der in der organischen Chemie bekannbemgangsmetallkatalysiertelitom
Transfer Radical AdditiofATRA)™® auf die Synthese von Polymeren dar. Inzwischen hat
sich die ATRP als vielseitige Polymerisationsmethagtabliert und umfasst eine grol3e
Anzahl von verschiedenen UbergangsmetallkatalysaforLiganden, Initiatoren und
Monomerer**

Bei der ATRP werden die reaktiven Kettenenden dufalsbildung von Kohlenstoff-
Halogen-Bindungen in ,schlafende” Spezies Uberflibie Reinitiierung erfolgt durch die
Reaktion mit Ubergangsmetallkomplexen, tiblicheraédsipferkomplexen (siehe Abb. 2.13).
Die Generierung des aktiven Primarradikals erfdigich einen reversiblen Redoxprozess an

einem Initiatorhalogenid, wobei gewdhnlichHalogencarbonsaureester verwendet werden.



Grundlagen 27

Die Struktur des Initiators ist entscheidend fur e diFunktionalisierung der

Polymerendgruppen.

Wie in Abbildung 2.13 dargestellt, wird die Abspaiyy des Halogenids von der inaktiven
Kette durch einen Kupfer()komplex katalysiert. tterer wird dabei durch einen

Elektronentransfer zum Kupfer(ll)komplex oxidieRas Kettenwachstum erfolgt durch die
Reaktion des Monomers mit der generierten Radikaiss (Re). Durch anschlie3ende

Ruckubertragung des Halogenids vom Kupfer(l)kompéaf das wachsende Kettenende
erfolgt die Deaktivierung. Daraus resultieren dameder ein Kupfer(l)komplex und ein

Alkylhalogenid.

([ ]
WP, —X + ML, = WP, X=MTL,

Abb. 2.13 Aktivierungs—Deaktivierungs Gleichgewicht der AFRX = Halogen, Pseudo-
halogen; M = Cu, Ru, Fe, Ni, Pd; a = Ladung desdlfens; L = Ligand)

Die kontrollierte Polymerisation kann auch durclgdie eines konventionellen radikalischen
Initiators (AIBN, BPO) gestartet werden, wenn deslyfherisation zuséatzlich CX, als
Deaktivator zugesetzt wird. Diese Art der Polymeiem wird als ,inverse ATRP*
bezeichnet*®

Der chelatisierende Ligand im Katalysatorkomplexentli zur Feinabstimmung des
Redoxpotentials und zur Verbesserung der Loslithkeler Kupfersalze im
Reaktionsmediut*® Fur die Polymerisation mit Kupferkatalysatoren neig sich
insbesondere mehrzahnige Liganden mit Stickstaff laordinierendem Atoft'” Einige
verwendete Ligandenklassen sind PhenanthrolinediRgr Pyridinimine und aliphatische

Amine.

Reversible Addition Fragmentation Chain TranglRAFT) Polymerisation

Eine weitere Methode der kontrollierten radikalesch Polymerisation ist die RAFT
Polymerisation*'®'?! Bei dieser wird ein sogenannter Ketteniibertrageder o
Kettentransferreagenzhain transfer agentCTA) zugesetzt, welches in der Lage ist, das
Radikal zu Ubertragen. Als CTAs werden Thioylsuwiaberivate, wie z. B. Dithiocarbamate

und Trithiocarbonate verwendet (Abbildung 2.14).
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S
z)J\s/Rl
S S S S
RZO)]\SRl RZJ\SRl RZS)J\SRl 2R3RN)J\SR1
Xanthat Dithioester Trithiocarbonat Dithiocarbamat

Abb. 2.14: Strukturen von Kettentbertragern fir RAFT Polyrsationen.

Wie bei der freien radikalischen Polymerisation olgtf die Initierung der RAFT
Polymerisation durch den Zusatz einer geringen Me(tg - 10 mol% bezogen auf den
Kettenlbertrager) eines Radikalstarters (Azo- édoxidinitiatoren). Fur den Mechanismus
des RAFT Prozesses werden eine Reihe von reversaedition-Fragmentierungsschritten
vorgeschlagen. Die Addition eines wachstumsfahigdiakroradikals (B) an eine
Thiocarbonylthio-Verbindung ergibt ein radikalissh&wischenprodukt, welches in eine
polymergebundene Thiocarbonylthio-Verbindung und seues Radikal Re fragmentiert
(Abbildung 2.15). Das so generierte Makroradikdtiéti eine neue wachstumsfahige Kette
(Prne). AnschlieRende Addition-Fragmentierungsschritidiren zu einem Gleichgewicht
zwischen den wachsenden Kettene Rund R und der inaktiven (,schlafenden®)
polymergebundenen Thiocarbonylthio-Verbindung.

kadd o kdiS
P >;SR >—SR
) 2 = LN O

+ M + M

Abb. 2.15 Vereinfachter Mechanismus des RAFT Prozesses i(ldde-ragmentierungs-
schritt).

Fur ein gleichmaRiges Wachstum der Polymerketten eime hohe Ubertragungs-
geschwindigkeit des wachsenden Kettenendes im #felgl zur Kettenwachstums-
geschwindigkeit notwendig. Die Ubertragungsgeschigieit kann durch eine Aktivierung
der Thiocarbonylthiogruppe kontrolliert werden. DMtivierung der C=S Doppelbindung
kann durch Einfuhrung von Aryl-, Alkyl- oder Bengylippen an der Z-Position erfolgen. Die
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Abgangsgruppe R des Ubertragers muss in der Lage das Radikal zu stabilisieren, um
eine vergleichbare oder bessere Abgangsgruppeslgabildete Initiatorradikal darzustellen.
Zudem sollte es aktiv genug sein, um schnell mi¢ei Monomer zu reagieren.

Abgesehen vom Primarschritt, ist bei Dithiobenzoatike Wahrscheinlichkeit, in welche

Richtung das gebildete Intermediat zerfallt, gleida in beiden Fallen die Polymerketten, bis
auf die Kettenlange, die gleiche Struktur aufweideadurch ergibt sich eine vereinfachte
Formel fir die Geschwindigkeitskonstante der Ulaguing k;, unabhangig von der

Geschwindigkeitskonstante der Fragmentation forenlverden:

kir = 0,5Kadd (Gleichung 2.3)

Die Ubertragungsgeschwindigkeit Nisst sich nach Gleichung 2.4 aus der Geschwinidigke
konstanten der Ubertragung,, kder Konzentration an aktiven Kettenenden und der

Konzentration des Ubertragers folgendermafRen beeech

W = ky [Pne] [Ubertrager] (Gleichung 2.4)

Fur die Synthese von bioorganisch-synthetischenju¢@aten ist die RAFT-Polymerisation
gut geeignet. Sie weist eine hohe Toleranz gegergiber Vielzahl funktioneller Gruppen
auf, ermoglicht die kontrollierte Polymerisatiomei grof3en Anzahl an Monomeren und
erlaubt milde Reaktionsbedingungen. AufRerdem werdanGegensatz zur ATRP, keine
Ubergangsmetallkatalysatoren benétigt. Dies ist Vonteil, da Letztere biologisch toxisch
sind und zu Wechselwirkungen mit dem Peptidsegmmeigen, was eine kontrollierte

Polymerisation beeintrachtigen kahft:*%%
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2.4 Peptid-geleitete Strukturbildung synthetisdPelymere

Der Ansatz, sequenzdefinieffeFaltblatt-bildende Oligopeptide mit synthetiscligolymeren
zu verknupfen, um die strukturbildenden Eigense&mafton Peptiden mit den Material-
eigenschaften von synthetischen Polymeren zu kadereim gehort erst seit kirzerer Zeit zu
den Forschungsgebieten der Polymerchéififé?

2.4.1 Uberblick tber unterschiedliche Peptid-Orgattr Systeme

In der Literatur sind im Allgemeinen drei verscleed (3-Faltblatt-bildende Peptid-Systeme
fur die Organisation der Mikrostruktur von konjugen Polymeren zu finden. Diese sind
zusammen mit den entsprechenden PolymerkonjugateAbbildung 2.16 schematisch
dargestellt. Die einfachste Mdglichkeit bietet Merkntpfung einer linearen Peptidsequenz
mit einem synthetischen Polymerblock (1). Des Weitekdénnen Peptidstrdnge durch
Anbindung an ein Templatmolekil bereits fur @id-altblattbildung vor-orientiert werden.
Die Aggregation kann in diesem Fall schon mit kiere Aminosaurensequenzen im
Vergleich zum linearen Analoga erreicht werdent(d)Interessant sind ebenfalls cyclische
Peptidsysteme (3), welche erstmals @hadiri et al beschrieben wurdétf® Die korres-
pondierenden Polymer-Konjugate ermoglichen die @ilglvon réhrenférmigen Kern-Schale

Aggregatert?+12¢!

Peptid-Organisator Peptid-Polymer selbstorganisierte
Einheiten Konjugate Strukturen

2. Vor-organisierte Systeme

I

1. Lineare Systeme

3. Zyklische Systeme

O — OV — -

Abb. 2.16: Verschiedene Peptid-Organisator Systeme fur dawéa der peptidgeleiteten
Strukturbildung synthetischer Polyméta.
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2.4.2 Lineare Peptid-Organisatoren

Die linearen Peptid-Organisatoren sind die wohl aemnfachsten zugénglichen
Organisatorsysteme. Wegbereitend auf dem Gebietird=aren Peptid-Polymer Konjugate
waren die Arbeiten vohynn et al, die ein Konjugat aus Polyethylenoxid (PEO) undhde
Alo3cFragment der Amyloidsequenz herstellten und zelgeamten, dass sich in Loésung
fibrillare Aggregate bilde?”! Untersuchungen voiessersmithet al. machten deutlich,
dass auch schon kirzere Oligopeptide (z.B. 7-neneyrol3es Potential zur Organisation von
PEO in faserartige Strukturen aufweisen korf@hKirzlich wurde vonFrauenrath und
Mitarbeitern ein Ansatz entwickeltf3-faltblattbildende Peptid-Polymer Konjugate fur die
Ausrichtung funktioneller Gruppen in Losung auszuen. Ein Tetra(L-Alanin)-Segment
wurde verwendet, um eine dfTerminus gebundene Diacetyleneinheit, durch Bigdames
parallelen B-Faltblatts so zu orientieren, dass sie topochdmipolymerisiert werden
konntel*?!

Die genannten Beispiele demonstrieren das groReenfalt der peptidgeleiteten
Strukturbildung, jedoch waren nur relativ kurze dtagukuren zuganglich. Far
Anwendungen in den Materialwissenschaften waremgdéa und mechanisch robustere
Fasern wesentlich interessanter. Dafir werden d@eptmit einer sehr hohen
Aggregationstendenz bendétigt. Jedoch ist, wie sdnoAbschnitt 2.2.4 beschrieben, die
festphasengebundene Peptidsynthese sowie die Agineg und Analyse solcher
Sequenzen sehr schwierig und aufwerd¥ig.

Um die Synthese solch stark aggregierender Peptidemoglichen, kénnten die in Abschnitt
2.2.5 beschriebenen Switch-Segmente genutzt weiieser Ansatz wurde in einer voran
gegangenen Arbeit verfolgt. Darin wurde die Syn¢hesd Strukturbildung eines Konjugats,
bestehend aus einem linearen, schaltbarens{Pgptidsegment und einem Polyethylenoxid
(PEO)-Block mit ca. 68 Wiederholungseinheiten besttent'%**!

2.4.3 Strukturbildung eines PE®lock - (Thr-Valk all-switch Konjugats

Der Einbau von Switch-Segmenten in die Peptidsegeemdglichte nicht nur einen hohen
Grad an Produktausbeute und —reinheit, sondernt&a@stmals auch als Hilfsmittel fir die
gezielte Initiierung und Kontrolle des Strukturhiftysprozesses ausgenutzt werden. Dabei
wurde jede Bindung zwischen Threonin und dem inSkgfuenz folgenden Valin als Switch-
Ester aufgebaut. Die resultierende Sequenz wurdesntsprechend absll-switch Sequenz
bezeichnét” (siehe Abb. 2.17 links oben). Die Synthese det@wEinheiten erfolgte nach
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leicht abgewandelten Vorschriften v@arpinoet al™® durch schrittweise Ankupplung von
tBoc-geschitzem Threonin, das Uber eine ungescliidi@roxy-Seitenkettenfunktionalitat
verfugt, und anschlieRende Ankupplung eines Fmascigézten Valins als Veresterung der
B-Hydroxyfunktionalitat des Threonins.

Die Peptid-PEO-Konjugate eigneten sich aufgrund gleten Losungseigenschaften des
PEO-Blocks sehr gut dazu, die Aggregation in wgssriLosung genauer untersuchen zu
kénnen. So wurde u. a. die Induzierung und Kordgrd#r Strukturbildung bei verschiedenen
pH-Werten mit Hilfe von CD- und IR-Spektroskopierfoégt. In Abbildung 2.17 (rechts)
sind die zeitabhangigen CD-Messungen bei+H,2 dargestellt. Nach etwa 2 h war die
Strukturbildung weitgehend abgeschlossen und dasS@dktrum zeigte die fi-Faltblatt
Strukturen charakteristische Bandenform mit eine@xiwhum beid =193 nm und einem
Minimum bei A =216 nm. Dennoch war in den AFM-Aufnahmen der aufcav
gespincoateten CD-LAsung eine hohe Uneinheitlithdk® gebildeten Mikrostrukturen zu

beobachten, was auf eine kinetische Kontrolle derk&irbildung hindeutete.

Ho — Wasser
—— 10min

15 min
——  30min
——  45min
125 min
2 Tage

pH-induzierter
Schaltvorgang %W/\NHz

- SN | NN N NP | g N 7 T T T T T M T T T T
NIl gHyygpne 190 200 210 220 230 240 250

= . [nm]

g
o
0=
=
}C - \ /Z
K3
Molare Elliptizitat © 103 [deg cm?2/ dmol']
o
1

Abb. 2.17 links: schematische Darstellung der pH-induziet®haltung von der gestdrten
GW(TV)sG-PEQgs all-switch Struktur (links oben) zur nativen (TdPeptidsequenz (links
unten); rechts: Zeitabhangige CD-Messungen @W(TV)sG-PEQs in wassriger Phosphat-
Pufferlésung (c = 0,5 g/l, pH 7,2)12018]

Es stellte sich heraus, dass durch Senkung des e@ite8V die Geschwindigkeit der
Faltblattbildung verringert und die Einheitlichkeder entstehenden Strukturen gesteigert
werden kann. So konnten nach einem sehr langsanfait®rgang in wassriger Losung bei
pH=6 mit Hilfe mikroskopischer Verfahren sehr einhelite, flache Bandstrukturen mit

Langen von einigen Millimetern gefunden werden (ABA.8). Bei diesem pH-Wert ist nur
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ein verschwindend kleiner Teil der AmmoniumgruppEm Switch-Segmente deprotoniert,
d.h. dazu fahig die intramolekulare>® Acyl-Umlagerung zum Amid zu vollziehen. Aus
diesem Grund entsteht nur eine geringe Konzeniraioaggregationsfahigen Spezies. CD-
spektroskopische Messungen in Losung sowie IR-spekdpische Messungen an den
Aggregaten zeigten das Vorhandensein antiparafekaltblattstrukturen bei gleichzeitigem
Verschwinden der charakteristischen C=O Estersaigsbande (IRp = 1730 cnt).
Diese Beobachtungen deuteten darauf hin, dass ittieng der makroskopischen Band-
Strukturen tatsachlich durch die Selbstorganisatien Peptidkomponente des Peptid-PEO
Konjugats gesteuert wurde. Die Dimensionen und HEieheitlichkeit der erhaltenen
Strukturen deuten darauf hin, dass es sich um I&jewichtsstrukturen handelt und keine
kinetisch kontrollierten Aggregate.

AR

s

AN,

Y ,#A‘}\’{ &

/s :a_cl:-'—‘q‘ﬂ\ A
SRl

bandartigen Aggregate des Peptid-PEO Konjugats GIN@-PEQg aus wassriger
Pufferldsung (pH: 6) 1101
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Kapitel 3
Design und Synthese der Peptid-Polymer Konjugate

Im letzten Kapitel wurde beschrieben, dass der &ndar peptidgeleiteten Strukturbildung
synthetischer Polymere durch den Eins@tFaltblatt-bildender Peptidorganisatoren, in
wassriger Losung, erfolgreich angewendet werdemtedt?! In dieser Arbeit sollte das
Konzept auf organische Losungsmittel erweitert wardum den Zugang zu einer grof3eren
Bandbreite an synthetischen Polymeren zu ermdgliche

Um als Organisationseinheit fur die peptidgeleit8teukturbildung synthetischer Polymere
fungieren zu konnen, sollte die gewiinschte Pemigsez aus moglichst wenigen und
einfachen Aminosauren aufgebaut sein, aber deneimehhohe Aggregationstendenz gudr

Faltblattstruktur aufweisen.

3.1 Design der Peptidsequenzen

Zwei Faktoren spielen bei der Wahl der Aminoséduoeid deren Abfolge innerhalb der
Sequenz eine wichtige Rolle. Um eifieFaltblattstruktur ausbilden zu kdnnen, sollte ein
Peptid zum einen alternierend polare und unpolaitesketten aufweiséff! Zum anderen
besitzen Aminosauren eine unterschiedlich groReginey (B-Faltblattstrukturen auszu-
bilden™% Es muissen mdglichst beide Faktoren beachtet weutereine Peptidsequenz mit
hoher Tendenz z-Faltblattbildung zu erhalten.

Beide Vorgaben werden durch die Wahl einer Sequieegtehend aus einer alternierenden
Abfolge von Threonin-Valin erfullt. Diese Aminos&mr besitzen einerseits eine hohe
Neigung zur Ausbildung vof—Faltblattern und weisen andererseits verschieBehaitaten

in ihren Seitenkettenfunktionalitaten auf. Wie ibbNdung 3.1 zu sehen, bildet eine Sequenz
aus alternierenden Valin (hydrophobe Seitenkette) Threonin (hydrophilere Seitenkette)
Einheiten einei-Strang mit zwei unterschiedlich polaren Seiten.

Besonders die Abfolge mehrerer Threonin-Valin-Eitére (TV)x nacheinander ist bekannt
dafir, stabile, ab einer bestimmten L&nge teilweisddsliche [-Faltblattstrukturen
auszubilden. So untersuchtégmek et aldie Aggregationsfahigkeit linearer (Typequenzen

in wassriger Losung mit Hilfe von Circulardichroiga und Infrarotspektroskopie und
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zeigten, dass ab funf Wiederholungseinheiten () eifse ausgepragte Tendenz zur Bildung

von B-Faltblattstrukturen auftritt>"!

0 o 0 0 o
H H H H
: H o i H ) i H o i H o i H o
~OH ~"OH ~"OH <" OH ~oH

Abb. 3.1 Schematische Darstellung einer alternierendem-YEh)s-Peptidsequenz in dg-
Strang Konfiguration. Ausbildung von zwei untergzhich polaren Seiten, bedingt durch die
Seitenkettenfunktionalitaten der Aminosauren. Rétageln symbolisieren Sauerstoff-,
dunkelblaue Kugeln Stickstoff- und hellblaue Kugédohlenstoffatome. Das blaue Band
symbolisiert die -Faltblattebene bedingt durch die rotationseingesdtien Peptid-
bindungen.

Wie in der Einfihrung beschrieben, konnten diekstarAggregationseigenschaften einer
(TV)s-Peptidsequenz bereits als treibende Kraft beiStarkturbildung eines (T\¥)Peptid-

blockPEO Systems ausgenutzt werden. Die Switch-Segmelate (TV) all-switch

Peptidsequenz dienten dabei zum einen der Verhgggeder Synthese in Bezug auf
Ausbeute und Reinheit. Zum anderen konnte die phéiafige Schaltbarkeit der Segmente
genutzt werden, um die Strukturbildung gezieltmtiieren und zu kontrollieren. Aus diesen
Grinden wurde auch fir diese Arbeit eine (FWgptidsequenz mit integrierten Switch-

Storstellen als Organisationseinheit gewabhilt.

3.1.1 Weiterentwicklung des Peptid-Organisators

Ein Nachteil der (T4 all-switch Sequenz ist allerdings die recht kosten- und aiit@ndige
Synthese. Diese ist nur semi-automatisierbar, da pgcht-native Bindung (Esterbindung)
zwischen den Aminoséuren per Handkupplung aufgelaastien muss. Ein Ziel dieser
Arbeit war es, die Synthese 6konomischer zu gestaaher wurde zunachst die Anzahl der
Switch-Einheiten in der (T\{)Sequenz von viera{l-switch) auf zwei (,3-switcl) reduziert.
Wahrend im Fall derll-switch Sequenz noch jede Bindung zwischen Threonin umd de
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folgendem Valin als Ester-Bindung aufgebaut wuetéolgte dies beini,3-switchDerivat
nur noch fur jedes zweite Threonin.

Des Weiteren muss berlcksichtigt werden, dass dea& multipler Switch-Segmente in
eine Peptidaggregatorsequenz zwar einerseits eiffektiee  Unterdrickung der
Aggregationstendenz ermdglicht, andererseits maeme hohe Zahl mdglicher
Zwischenstufen den Schalt- bzw. Strukturbildungsess sehr komplex. Wie in Abbildung
3.2 schematisch gezeigt, fuhrt der Einbau von z8witch-Einheiten 1,3-switch) in eine
(TV)s Sequenz zu zwei verschiedenen Zwischenstufen, iomd=all von vier Switch-

Segmentena]l-switch) kdnnen sogar 14 verschiedene Zwischenstufendgthilerden.

e N
Polymer- Switch-
Block % Segmente

switch switch Aggregation

Peptid- N -
+ > >

Block

-~ A

Abb. 3.2: pH-Wert kontrollierter Schaltvorgang eines Pefalymer Konjugates mit zwei
Switch-Stérsegmenten im  Peptidblock (zweistufigerrozess vom  voll-gestorten
Peptidsegment (links) tUber zwei mogliche Zwisché&rsymitte) zum ungestorten Peptid-
Aggregator (rechts).

Da die Aggregationstendenz eines Peptidsegmentsttaetise mit der Lange der nicht
gestorten (TV) Sequenz ansteigt, erfordert ein gut steuerbarenalfpcozess eine
Minimierung der moglichen Zwischenstufen. Daher deaumm spateren Verlauf der Arbeit die
Zahl der Switch-Segmente auf eins reduziert, unereibindren AUS und EIN Zustand zu
ermoglichen. Abbildung 3.3 fasst die Evolution deshaltbaren Peptid-Organisators
zusammen. Ausgehend vom bekannten {Tallyswitch System wurde in dieser Arbeit die
Zahl an Switch-Segmenten im Peptidsegment von atgrzwei und schliel3lich auf eine
Schalteinheit reduziert. Diese Verdnderungen restéh in einer Abnahme des synthetischen
Aufwands und der Zahl der méglichen Zwischenstufgihrend des Schaltprozesses, bei
gleichzeitiger Abnahme der strukturbrechenden Esgeaften der Peptidderivate. Es konnte
aber im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden, dasSwitch-Segment ausreicht, um die

Aggregationseigenschaften der (FABequenz effektiv zu unterdriicken.
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Peptid-Aggregator

N

Switch-Peptid

e A T

all-switch 1,3-switch single-switch

Abb. 3.3: Schematische Entwicklung der (TaV3witch-Peptide als Vorlaufer fir die native,
aggregationsfahige Peptid-Organisatoreinheit.

Im Folgenden wurde untersucht, inwiefern die Vegindgen an der Peptidorganisations-
einheit die Induktion und Kontrolle der Struktuchihg von (TV3-Polymer-Konjugaten
beeinflussen (siehe Kapitel 4).

3.1.1.1 Synthese eines (Thr-VainhPhe-Gly 1,3-switchPeptidderivates (1)

Fur die Synthese dds3-switchPeptidderivates wurde die (TiYAggregatordomane auf der
C-terminalen Seite um eine Sequenz aus p-Nitrogalmyn und Glycin iPhe-Gly)
erweitert. Dies sollte zum einen die Lo6slichkeitrbassern und zum anderen mit
Nitrophenylalanin als spektroskopischen Marker éuantifizierung ermdglichen.

Fur die festphasengebundene Peptidsynthese wundenieiGlycin vorbeladenes Tentagel-
Chlortrityl-Harz verwendet. Diese Mischharze bestehaus vernetztem Polystyrol mit
aufgepfropften Polyethylenoxid-Seitenketten. DiehéoFlexibilitdt der Polyethylenoxid-
Ketten verbessert die Quelleigenschaften und \gerin unspezifische hydrophobe
Wechselwirkungen im Vergleich zu Standard-Poly(dyHarzen. Alle Amidbindungen
wurden unter Standard-Fmoc-Bedingungen im Synthiseeten geknupft, wahrend der
Aufbau der Esterbindungen per Handkupplung im @kgior durchgefihrt wurde. Als
Lésungsmittel wurde bei den Handkupplungen ein Gemaus Dichlormethan (DCM) und
N,N-Dimethylformamid (DMF) (4:1) verwendet. Das DMFIg® das Lésungsverhalten des
Peptids und die L&slichkeit der Aktivatoren verleess In Schema 3.1 ist der
Reaktionsverlauf der Synthese von (Thr-ValPhe-Gly 1,3-switch (I) dargestellt. Die
Aktivierung der Saurefunktion von Fmoc-Val OH egt@ analog zu der Synthese des
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GW(TV)sG all-switch Systems mit DIC undN-Methylimidazol (NMI). NMI wirkt dabei
ahnlich wie DMAP als Umesterungskatalysator. Esdeurunachst eine Doppelkupplung
durchgefuhrt. Anschliel3end wurde der Umsatzgrad/@éeesterung durch einen analytischen
Fmoc-Test bestimnt®® Nach Erreichen des gewiinschten Umsatzgrades (>9&%gen
eventuell nicht veresterte Hydroxylgruppen mit Bs&ureanhydrid und NMI zu
Essigsaureestern umgesetzt. Da spater ein symtiesi®olymer (Poly-butylacrylat) an die
vollstandige Peptidsequenz gekuppelt werden sotinnkn die kurzen acetylierten
Peptidsequenzen, aufgrund ihrer deutlich geringekmimasse, durch fraktionierende

Methoden, wie z.B. Dialyse oder selektives Fallegedrennt werden.

1. nPhe (i,J,ii)
O 2. Val (i,ii) o}
Cl

3. Thr (iii) tBocHN
Fmoc-Gly—0 Q O —_— oc ”—Val—nPhe—GIy—TrtO

HO
[N — Val (iv,ii)
Trt

1-2. Thr, Val (i,ii);
3. Thr (iii); 4. Val (iv,ii); o

5-7. Thr, Val, Thr (i,i)  tggcHN
t BocTTr—Val—nPhe—GIy—Trt*O H—Val-nPhe-GIy—Trt—O

tBocThr-Val-Thr-val-O o
H2N-(Thr-Va|)2_O (I) HZNfO Switch
Segment

Schema 3.1: Synthese von (TVFG 1,3-switch (I); Reaktionsbedingungen: i. Fmoc-
Aminosaure (Fmoc-Aa), HBTU/DIPEA/NMP, 20 min.; 20 vol.% Piperidin/NMP; iii. Boc-
Thr OH, HBTU/DIPEA/NMP, 20 min.; iv. Fmoc-Val OH,IB/NMI/DCM, 2x2 h.

Nach der Kupplung der letzten Aminoséure (Thr) uaspaltung der terminalen Fmoc-
Schutzgruppe wurde eine kleine Peptidfraktion voarz-Hhbgespalten (ca. 50 mg Harz; 50%
TFA/DCM) und ESI-massenspektrometrisch sowie NMRBksmskopisch charakterisiert.
Das Massenspektrum zeigte das entsprechende Signdlelsequenz ben/z1291, das dem
Natriumaddukt [M+Na] zugeordnet werden konnte {Vk 1291,4). Weiterhin bestatigten
charakteristische chemische Verschiebungen bzw. Inliegralintensitiaten im*H-NMR-
Spektrum das Vorliegen zweier Switch-Threonin Egéer 1.32 ppm; C(CkO-CO), drei
nativer Threonin Amided(= 1.15-1.21 ppm; C(CHOH) und funf Valin Einheitend(= 2.02-
2.18 ppm; CHCHg),) in Bezug auf die chemischen Verschiebungen vdrophenylalanin
(6=7.52 and 8.13 ppm; El). Die Zugehdrigkeit der einzelnen Signale wurdecdu2D
H,H-COSY NMR Messungen ermittelt.
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Der am Harz verbleibende Teil van wurde spater fur die Ankupplung eines Poly-
butylacrylats genutzt (siehe Kapitel 3.2.2).

3.1.2.1 Synthese eines (Thr-VahGly single-switchPeptidderivates (11)

Die oben beschriebene Weiterentwicklung des Pepfahosators fihrte zu einer weiteren
Reduzierung der Switchsegmente im Peptidsegmelardiigs, erhoht die Verwendung von
nur einem Stor-Segment in der Mitte der (I\§equenz zwischen \faland Thf die
Schwierigkeiten der Synthese, da zwei (Thr-Yalpomanen schon eine gewisse
Aggregationstendenz aufweisén.Aus diesem Grund wurden zusétzlich zwei Pseudivprol
Einheiten an die Positionen Varhr® und Vaf-Thr’ eingebaut um eine Aggregation der
Peptidsegmente wahrend der festphasengebundendidsieinese zu verhindern. Schema

3.2 veranschaulicht die Synthese des ¢gBAingle-switchPeptidderivatedl().

O 1. Gly (i,ii)
2. Val (i)
cl 3. (Vak-ThoP™ Giijiy o~

Lo
HAN O () ———— > /\N/WN—VaLGly—N-TnO
o)
Ne)

X

NH,
%/—) 1. Thr (iv)
-

N-TTE 2. Val (v,ii)
=T (Val-Thr)Pre

Pseudoprolin

1. Thr (i,ii)

O
2. Val (i,ii) 1BocHN
- n pro_: . —N-
3. (Val-Thn)P™ iiiii ﬁﬂ (val-Thrp-val-Gly-N-Tr-(J)
4. Thr (i,ii) o
tBocTI‘w—(VaI—Thr)”“’—VaI—GIy*N—TrtO -~ HN
(@]
HoN-Thr-(Val-Thr)P™-val-Thr-Val—O

[

Switch-Segment

Schema 3.2: Syntheseschema zur Herstellung von @B/) single-switch (Il);
Reaktionsbedingungen:i. Fmoc-Aa, HBTU/DIPEA/NMP, 20 min.;ii. 20 vol%
Piperidin/NMP; iii. Fmoc-Val-Thr@?M*Mepro) OH, PyBOP/HOBt/DIPEA/DMF, 21 h; iv.
Boc-Thr OH, HBTU/DIPEA/ NMP, 20 miny. Fmoc-Val OH, DIC/NMI/DCM, X2 h;

Das Peptidderivatll wurde durch eine semi-automatisierte festphasemgkine
Peptidsynthese erhalten. Dabei wurden Standard FAmooosauren sowie die Pseudoprolin-
Dipeptide schrittweise am Peptidsyntheseautomag&oppelt. Der Einbau des Switch-Esters
in der Mitte der Sequenz, zwischen %alnd Thf, erfolgte im Glasreaktor unter
Bedingungen, die schon fur Peptitbeschrieben wurden. Nach beendeter Synthese wligde
chemische Struktur voii durch ESI-MS undH NMR Untersuchungen bestétigt. Dazu
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wurde eine Kkleine Fraktion vom Harz abgespalten, dieichzeitiger Entfernung aller
Peptidschutzgruppen. Die ESI-MS Messungen bestitidie erfolgreiche Synthese vdn
durch das Auftreten des entsprechenden Proton-AgdM;+H]" bei m/z 1119,2. Des
Weiteren zeigte datfH NMR Spektrum das Vorhandensein eines Switch Tire&sters

(6 = 1.33-1.35 ppm; C(CHIO-CO) sowie vier nativer Threonin Amidé £ 1.13-1.29 ppm,;
C(CHs)OH) in Bezug auf funf Valin Einheites € 2.07-2.21 ppm; CHCHz),).

Der am Harz verbliebende Teil vén wurde anschlieRend fir die Ankupplung eines RAFT-

Kettenlbertragers genutzt (siehe Kapitel 3.2.3).
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3.2 Synthese der Peptid-Polymerkonjugate

3.2.1 Wahl des synthetischen Polymers

Wie einleitend erwahnt, sind bereits einige Arbeitbekannt, in denen durch die
Selbstorganisation von Peptid-Segmenten eine S$ihikdung der synthetischen Polymer-
Konjugate induziert werden konrfe®*?"**3|n den meisten Fallen wurden allerdings nur
wasserlosliche Polymere, wie z.B. PolyethylenoXRPEO) als synthetisches Polymer
verwendet, und der Strukturbildungsprozess fardkemnaturlichen, wassrigen Umgebung der
Peptide statt. Dies limitiert jedoch den Umfangpassenden synthetischen Polymeren und
damit auch die Breite der zuganglichen struktueirelaterialien. Ein weiterer Nachteil von
PEO ist seine Teilkristallinitat. Sie muss bei datersuchung von Strukturbildungsprozessen
getrieben durch Peptid-Aggregation immer als zlis@er Faktor beachtet werden.

In dieser Arbeit soll die Methode der peptidgeleite Strukturbildung von synthetischen
Polymeren auf organische Ldsungsmittel erweitertde®®, um Zugang zu einer gréf3eren
Bandbreite an Polymermaterialien mit einer defiierStruktur zu ermdglichen. Aus diesem
Grund wurde fir diese Arbeit, mit Polybutylacrylat (PBA) ein bei Raumtemperatur nicht
kristallines Polymer (J=-49°C) verwendet. Es sollte daher den Einfluser d
Sekundarstrukturbildung der Peptide auf die Orgditn
des synthetischen Polymers nicht stéren. Des Veeiter .
erlauben BBAs die Anderung der mechanischen n
Eigenschaften durch die Modifikation des Ester- 5 OR
substituenten (Rest R in Abbildung 3.4). Somit ti&ssh Abb. 3.4 Struktur
ohne grol3e Veradnderungen eine breite Palette von der Polyacrylate

synthetischen Polymeren herstellen.

3.2.2 Kupplungsansatz

Aufbauend auf den Arbeiten vdRettig*®? wurde zunéchst ein niedermolekulare®BR mit
Carbonsaure-Endfunktionalitat durch kontrollierelikalische Polymerisation hergestellt. Im
nachfolgenden Schritt wurde das Polymer an den Aremminus des Harz-gebundenen
Peptids () gekuppelt.
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3.2.2.1 Synthese eines Saure-endfunktionalisiert&woly-n-butylacrylats

Das relativ niedermolekulare Polymer wurde durchRRTvonn-Butylacrylat mit Hilfe des
Initiators 2-Brom-Propionsaurebenzylester hergkstg@@chema 3.3). Die Kontrolle der
Polymerisation bzw. die Berechnung des Umsatzesgeef durch'H-NMR Spektroskopie.
Die Integralintensitaten charakteristischer Signddés Monomers (Resonanzen der Vinyl-
Protonen -ChE=CH-, 5.50 bis 6.50) wurden ins Verhdltnis gesetzt,deu Intensitat eines
Uberlagerten Monomer/Polymer-Signals (-8B, 3.80 bis 4.30 ppm). Nach Erreichen des

gewinschten Umsatzes wurde die Reaktion abgebrochen

5 1. PMDETA, ACN O
r CuCl, CuCl H
©/\ )H/ _>:O 2 HO

2. Pd/C, HCO,NH, 5

0" o
(PBA2K)  nBu

Schema 3.3 Reaktionsverlauf der Polymerisation vaBA und anschliel3ender reduktiver
Abspaltung der Benzylester-Schutzgruppe.

Die Benzylester Schutzgruppe wurde nach der Syatheser reduktiven Bedingungen mit
Ammoniumformiat und Palladium auf Aktivkohle selektabgespalten, wahrend die
Acrylsaureester Einheiten dabei erhalten bleibarielJdiesen Bedingungen wird zudem auch
die w-Bromo-Funktionalitdt des Polymers entfernt, welchesonsten eventuell Neben-
reaktionen wahrend der Konjugation hervorrufen kénbas resultierende PolymeBA2k
wurde durch Gel Permeations Chromatographie (GPE)NMR und MALDI-TOF-MS
charakterisiert. Die GPC ergab eine zahlenmittModmasse von Mgpc= 2300, was einem
Polymerisationsgrad von QP 18 entspricht, bei einer Polydispersitat vop/Ml, = 1,13.

'H NMR und MALDI-TOF-MS bestatigten zudem die quégative Endfunktionalisierung von
PBA2Kk.

3.2.2.2 Kupplung des Polymers PBA2k an das Peptidgaent |

Die Konjugation des synthetischen Polymers an @agplhasengebundene Peptid erfolgte
durch die Bildung einer Amidbindung zwischen dedstindigen Carboxylfunktionalitat des

PnBA und der terminalen Aminfunktion der Peptidsequ¢Bchema 3.4). Die Kupplung an

der Festphase hat den Vorteil, dass nach beend&taktion Uberschissiges, nicht

gekuppeltes Polymer leicht durch Waschprozessd Hfit entfernt werden kann.
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Die Aktivierung der Saurefunktion des Polymers gti® in Anlehnung an die Arbeit von
Rettig® unter verstarkten Kupplungsbedingungen mit PyB®PBt/ DIPEA. Die
Vollstandigkeit der Kupplung wurde durch einen regm Kaisertest®¥ der die

Abwesenheit freier Amingruppen anzeigt, bestétigt.

tBocTrlw—Va|-nPhe-G|y—o~-Trt—O

'BocThr-Val-Thr-Val-O
H,N-(Thr-Val);-O (1)

1. PBA2K, PyBop, HOB,
DIPEA, DMF
2. 50% TFA/DCM (V/v)

Trl1r~VaI-nPhe-GIy-OH
(0] Thr-Val-Thr-vVal-O

|
H N—(Thr-Val);O
15 H
(I-PBA2K)

0" o
|
nBu

Schema 3.4 Schematische Darstellung der Konjugation daBA°? PBA2k an das Harz-
gebundene Peptid-Derivat***

Nach der Abspaltung des KonjugateBBA2k vom Harz wurde das Produkt gefallt, im
Vakuum getrocknet und nach Gefriertrocknung ausx@ioin 62% Ausbeute isoliert. Die
quantitative Anbindung des nBA an die Peptidsequenz konnte, im Rahmen des
experimentellen Fehlers, durdii NMR Messungen bestétigt werden. Diese zeigten das
erwartete Verhaltnis denBA Wiederholungseinheiten zum Peptidsegment vori,1@urch

das Vergleichen der Integralintensitdten charadtiedher Signale des Polymei&=1.41,
CH>-CHj3) und des Peptidsegmends< 7.54 ppm, gH, nPhe).

3.2.3 Polymerisationsansatz

Es wurde einfiihrend schon beschrieben, dass flintkgration definierter Peptidsequenzen
in synthetische Polymerketten im Wesentlichen ZBygithesestrategien anwendbar sind. Die
im vorigen Abschnitt verwendete Kupplungsstratdgitet zwar Vorteile im Bezug auf die
Charakterisierung der einzelnen Konjugatkomponent®n der Kupplung sowie der
Aufreinigung des Konjugates, ist aber limitiert aefativ niedermolekulare Polymere. Um
den Einbau von hochmolekularen Polymeren zu ermiigh, empfiehlt sich der

Polymerisationsansatz. Dabei wird das synthetisét@dymer ausgehend von einem
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Peptidmakroinitiator aufgebaut. In anderen Arbekennte bereits gezeigt werden, dass sich
kontrolliert radikalische Polymerisationen fiir diesAnsatz sehr gut eign&f10219613¢lgg
konnten z.B. Ketten-Transfer-Reagenzien (CTAs) eptisequenzen gebunden werden und
als Makro-CTAs effektiv fir die Kontrolle deReversible Addition-Fragmentation Chain-
Transfer (RAFT) Polymerisation genutzt werdBf1%3"338 Dapej benétigt die RAFT
Polymerisation keine Anwesenheit von Metallkatalgsan und besitzt eine hohe Toleranz
gegenuber vielen funktionellen Gruppen, was einkmek Vorteil fir die Synthese von
Biokonjugaten darstellt. Dennoch wurde das Poterdes RAFT Prozesses fur diese
Synthesen noch nicht vollstandig ausgenutzt. Degt lwahrscheinlich zum einen an der
Empfindlichkeit gebréuchlicher CTAs gegeniber Naplalen, treten doch z.B. Amine
reichlich in Peptiden und Proteinen auf. Zum anddast eine mehrstufige Synthese des
RAFT Ubertragers mit anschlieRender chromatographkis Reinigung nicht unbedingt
winschenswert.

Eine interessante Moglichkeit ist die KonjugatiozsdPeptids Uber die R-Gruppe des RAFT
Ubertragers, d.h. den initiierenden Teil des CTA,dieser Ansatz zo,w-funktionalisierten
Biokonjugaten fiihrt. Letztere sind von grol3er Bedeg flr biomedizinische Anwendungen,
da sie leicht imx-Peptides-Thiol funktionalisierte Polymere umwandelbar simal.Arbeiten
von Rettig wurde der Zugangsweg zu Peptid-RAFT Makroubertréadéar Modell-Peptide
beschriebef1%! Dabei wurde die direkte Kupplung eines gebraubblic Carbonsaure-
funktionalisierten CTAs (4-Cyano-4-((thiobenzyl)sulyl- pentansaure) an den Amin-
Terminus eines Harz-gebundenen Peptids untersii¢ig. erwartet, fihrte dieser direkte
Ansatz zu einem deutlichen Anteil an Thioamid alsbdhprodukt®! Allerdings konnte
dieses Hindernis durch eine Zweistufen-Prozedurvilmeden werden(i) Kupplung von 2-
Brompropionsédure an den Amin-Terminus ufijl Substitution dera-Brom Gruppe mit
Dithiobenzoesaure. Diese Reaktion verlauft quantitand fihrt zu Peptid-CTAs in hoher
Reinheit, was eine chromatographische Aufreinigiligrfliissig macht. Nach der Abspaltung
vom Harz konnte das Peptid-CTA erfolgreich fir dRAFT Polymerisation vonn-
Butylacrylat angewendet werden und lieferte Konjagamit kontrollierbaren
Molekulargewichten und geringen Polydispersitaten Wi,/M, = 1,1.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde der beschriebene tArmar Synthese eines Peptid-RAFT
Makroubertragers das erste Mal von Modell-Peptidiene jegliche Funktion auf komplexe,

funktionale Peptide Ubertragen.
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3.2.3.1 Einfuhrung von RAFT Kettenubertragern

Die Verwendung eines Switch-Peptid Makroubertragersdie Synthese von PeptidiBA-
Konjugaten mit unterschiedlichen Polymerkettenldngellte die Untersuchung der peptid-
geleiteten Strukturbildung, in Abhangigkeit von d&oRe des synthetischen Polymerblocks,
ermoglichen.

Fur den Aufbau des Peptidmakrotbertragers wurdeodas beschriebene Switch-Pepiid
((TV)sG single-switch verwendet. Dieses zeichnete sich durch eine est&torung der
Aggregationseigenschaften aus, da es sowohl Svalshauch Pseudoprolin-Defektsegmente
enthielt. Das RAFT-Initiatorsegment wurde an Beterminalen Seite des Harz-gebundenen
Peptidsll durch die oben beschriebene Zweistufenprozedgeéihrt'®® (Schema 3.5).

O

Br:

%OH 0 @A @( Switch
Switch Br Switch witc|
HzN‘Peptith > %” Peptid —_— %N Peptid—OH

DCC/DIPEA/DMF Pyridine, THF
an (Ila) 60C,2 x20h an

2. 2vol.% TFA (DCM)

Schema 3.5 Darstellung der zweistufigen Synthese des Pe&piid- (11l ), durch Einflihrung
des RAFT-Kettenubertrager-Segments an das harzdebanPeptid (T\4G single-switch

().

Im ersten Schritt wurde 2-Brompropionsaure an dieminale Aminfunktionalitat des
Peptides gekuppelt. Zur Uberprifung des quantgatiwmsatzes zum Zwischenprodukt
(lla), wurde ein kleiner Teil vom Harz, bei gleichzgér Entfernung der Schutzgruppen,
abgespalten und mittels ESI-MS untersucht. Das &fesggektrum zeigte die entsprechenden
lonenaddukte des Produkts [MH]" und [Mya+Na]’, aber kein Signal fir das Edukt und
bestétigte somit die Umsetzung. Die anschlieRerepkfion dera-Bromgruppe vorla mit
Dithiobenzoesaure ergab den Peptid-Makrolbertrg§eptid-CTA) (Il ). Durch milde
Abspaltbedingungen wurdd als vollgeschutztes, gestortes Peptid isoliere @illstandige
Umsetzung konnte NMR-spektroskopisch nachgewieserdem, durch den Vergleich von
funf Valin Einheiten § =2.07-2.18 ppm; C{Hg);) und einem Switch Ester Threonin
(6 =5.26 ppm; CHO-CO) zu der aromatischen Dithioester Gruppe 7.42-7.96 ppm; ArH).
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Die saubere Synthese vtih machte deutlich, dass die Methode der festphabengenen
Synthese von Peptid-CTAs von einfachen Modell-Repf®™ auf komplexe
Peptidsequenzen erweitert werden kann, einschitel3Reptidderivaten mit temporaren
Switch-Ester Defektstellen.

3.2.3.2 RAFT Polymerisation mit (TV} single-switchPeptid-Makrolbertrager

Fur die Untersuchung der peptidgeleiteten Struldlwhg in Abhangigkeit von der GroRRe
des synthetischen Polymerblocks wurde der Peptikidddertragetll verwendet, um durch
RAFT Polymerisationen einen Satz aus verschieddéfmmugaten herzustellen (Abb. 3.5,
links). Diese enthielten alle die gleiche Aggregsgguenz ((TWG single-switch, aber
unterschieden sich in der Lange deBR Blocks. Die Polymerisationen wurden in DMF bei
60°C und mit AIBN als Quelle der Priméarradikale chgefihrt.

0,40-
0y 0,351
nBu 0,304
0,25+

linearer Fit

1. s
2.0 *HoN o = 0,20
S N—Val-Thr-Val-Gly-OH )
) ﬁH s 015
s o9 = 010
n N—Thr-Val-Thr-Val-Thr—N YT
H (0] £
0o 0,054
‘ ™ 0,00
nBu ’ T T T T T 1
0 5 10 15 20 25 30
Zeit [n]

Abb. 3.5 (links) Schematische Darstellung der SyntheseRBA-(TV)sG KonjugatenI{)

durch RAFT Polymerisation vomBA mit Hilfe des Peptid-CTA I{I ), Reaktions-
bedingungen:i. nBA, AIBN, DMF, 60°C; ii. 30vol% TFA/DCM; (rechts) halb-
logarithmische Darstellung der RAFT Polymerisatioon nBA mit Il (Monomerumsatz
gegen ReaktionszeitnBA] o/[I1l Jo/[AIBN] o = 285/1/0,1, DMF = 900l %).1**

Der Polymerisationsverlauf wurde mit GPC uitiINMR Spektroskopie verfolgt. Der rechte
Teil von Abbildung 3.5 zeigt die Korrelation des Mwonerumsatzes bezogen auf die
Polymerisationszeit. Der lineare Verlauf nach eikigizen Retardationszeit von 1-2 Stunden
deutet auf eine Kinetik 1.0rdnung hin. Dariber bmateigt auch das Molekulargewicht
linear mit dem Monomerumsatz und die Polydispersitg/ M, bleibt weitestgehend konstant
bei etwa 1,2. Diese Beobachtungen sprechen dadiss die RAFT Polymerisation effektiv

vom Peptid-CTAIIl kontrolliert wurde und betonen die Toleranz desFRAProzesses

gegenuber relativ komplexen, multifunktionalen Rigitukturen.
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Bei Erreichen des gewiunschten Monomerumsatzes wudie Polymerisationen durch
Abkuhlen und Luftzufuhr gestoppt. Die resultieremd@eptide-Polymer Konjugate wurden
durch Fallung und anschlieBende Gefriertrocknung &Agetonitril/Benzol isoliert. Die
Analyse der Konjugate erfolgte vor der AbspaltuligraPeptidschutzgruppen um mégliche
Probleme zu vermeiden, die z.B. durch Peptidag¢jemgaauftreten konnten. Aus GPC-
Messungen konnten die apparenten zahlenmittlerdm&&sen (Ma,) Sowie die apparenten
Polydispersitaten (MM,) erhalten werden. Dagegen beruhte die Bestimmenglsoluten
Werte fiir My aus'H NMR Messungen, durch Vergleich der Integrale akwmristischer
Resonanzen des nBA-Blocks © =4.05-4.10 ppm (O-CH) mit solchen, die dem
Oligopeptid-Segmentd(= 5.26 ppm (CHO-CO Thege)) bzw. der CTA-Einheit § = 7.34-
7.96 ppm (ArH)) zugeordnet werden konnten. Wie abdlle 3.1 zusammengefasst, weisen
die Konjugate Molmassen, Mo zwischen 9900 and 39000 auf, bei gleichzeitigtirela
niedrigen Polydispersitaten. Es sollte dabei bedckérden, dass beide Methoden, GPC and
NMR, entgegengesetzte Genauigkeiten mit steigenNeriekulargewicht des Konjugates
besitzen. Wahrend der Fehler der auf NMR beruhentddmimasse (Mnvr) Mit
zunehmenden Molekulargewicht desBRA-Blocks steigt, werden die auf GPC beruhenden
Ergebnisse durch den abnehmenden Einfluss desiBlggks immer genauer.

Um die noch voll geschiutzten Peptidsegmente in Id&ra Aggregatorsysteme zu
uberfuhren, wurden nach erfolgter Charakterisierdag Konjugate alle Seitenkettenschutz-
gruppen, einschliel3lich der Pseudoprolin-Einheitem Peptidblock entfernt (Abb. 3I¥).

Die Abspaltung erfolgte unter Einwirkung von verdter Trifluoressigsaure (TFA) in DCM
und anschlieBender Gefriertrocknung aus Acetotideitzol. Die hierfir verwendeten
Bedingungen beeinflussten nicht die StabilitatEstergruppen desnBA-Blocks. Das wurde
durch '"H NMR Messungen bestétigt und ist im Einklang mioBachtungen aus der
Literatur[®®!

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass sowoHlilfeitder Kupplungs- als auch der
Polymerisationsstrategie Peptid-Polymer Konjugasegéstellt werden konnten, die sich
aufgrund ihrer (TV9 Switch Peptidsequenz, fur die peptidgeleitete Kaambildung
synthetischer Polymere bestens eignen sollten. Wahtteer unterschiedlich grol3emBA-
Blocke konnte im Folgenden die Abhangigkeit deruBurbildung von der GroRRe des
konjugierten Polymers untersucht werden. In Tabdl& sind alle Daten der vier

verschiedenen Switch-PeptisMBPA Konjugate zusammengefasst.



Design und Synthese 48

Table 3.1: Charakterisierung der vollgeschitzten Konjugate

Konjugat M, mea (NMR) Mo konj. wt. % PBA Mp.app(GPC)? | My/M, (GPC)
I"-PBA2K”™ 2000 3300 60.5 2300 1.18
IV -PBASK 8300 9900 86.5 11000 1.29
IV " -PBA14k 14200 15800 91.5 16000 1.25
IV " -PBA38k 38000 39600 96.5 37000 1.33

? M Konjugat™ (Mg + M); b) Anteil an synthetischem Polymer im vollgeschiitzemjigat;® kalibriert gegen
PnBA Standards: geschiitztes Peptidsegmenthergestellt durch Kupplungsansat#nBA vor der Kupplung
ans Peptid.

3.2.4 Weiterentwicklung des Peptid-RAFT-Makrol&gers

Die im letzten Abschnitt beschriebene Synthese RIl@A-Peptid Konjugate macht das
enorme Potential der RAFT-Polymerisation als Weukzdir die Synthese von Peptid-
Polymerkonjugaten deutlich. Die Ankupplung der CE#heit ist allerdings nicht
automatisierbar und relativ zeitaufwendig. Es wdaher von Vorteil ein Peptid-CTA zu
entwickeln, das auf einfacherem Wege, in einer \valitomatisierbaren, festphasen-
gebundenen Peptidsynthese, hergestellt werden Kdes.konnte im Rahmen dieser Arbeit
realisiert werden.

Aufgrund der hohen Empfindlichkeit, der auf Dithéter basierenden CTAs, gegenuber
Nucleophilen, wurde fir diesen Ansatz ein Trithiomat-basierendes CTA genutzt. Fur
diese Klasse wurde unléangst nachgewiesen, dasalsiesehr effiziente CTAs fur die
kontrollierte Polymerisation verschiedenster Moncenavie z.B. Styrof**® MMA, % n-
Butylacrylat**! und NIPAM**? genutzt werden kénnen. Dariiber hinaus besitzerisie
hohere Toleranz gegentiber Nucleophilen als diei@itnzoat basierenden CTAE 43!

Die Verwendung des CTAs S-1-Dodecyl-S’-(R,R’-Dim@tR’-essigsaure)trithiocarbonat
(CTA-1) bringt einen weiteren Vorteil. Wahrend die Systhdnerkdmmlicher RAFT CTAs
oft an mehrstufige Reaktionen und chromatograpkigalfreinigung gebunden ist, kann das
CTA-l durch eine Einstufenreaktion erhalten werden. [Rimfache Synthese, die
Abwesenheit zuséatzlicher Reinigungsschritte und diédglichkeit kostenglnstige
GroRRansatze durchzufuhren, macl@hA-lI zu einem attraktiven Kandidaten fur das Design
von peptidbasierten Makro-CTAs.
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3.2.4.1 Synthese eines Trithiocarbonat-Peptid-CTAs

Im Folgenden wurde die Kupplung vd@TA-I an den Amin-Terminus des Festphasen-
gebundenen Peptids GGRGD@ ) untersucht (Schema 3.6). Diese spezielle Pepfidse
gehort zu der Adhasionsdoméne von Fibronectin unibglicht daher eine Kontrolle der
Zell-Adhasion durch spezifische Integrin Bindut§! Die Peptidsequen¥! wurde durch die
schrittweise Kupplung von Fmoc-Aminosauren, untev&ndung einer voll automatisierten
festphasengebundenen Peptidsynthese hergestellEriady der Synthese wurde durch ESI-
MS-Messungen einer kleinen, fur die Analytik abgdsmen, Peptidprobe bestétigt. Das
Massenspektrum zeigte nur Signale die dem gewimsdAtodukt (Meor.= 911,4 g/mol)
zugeordnet werden konntem/z 912 ([M+HJ"), 934 ([M+NaJ)). Wie in Schema 3.6 zu
sehen, wurd€TA-I unter standardmafigen, automatisierbaren Kupphetjsgungen aN'
gebunden. Die Kupplung wurde durch die Verwendung WIC als Aktivierungsmittel
ermoglicht. Der quantitative Umsatz der terminaldmin-Gruppe konnte durch einen
negativen Kaisertest bestatigt werden.

(a) Festphasensynthese des Peptid-Segments Pbi—Ng NH2
(Vi)

1. Ser(tBu) OH iiii

O SPPS BuO
Cl Fmoc- Strategie
. O al _ O—Trt J\/N J\’N\H/\NH

- 4, Arg(be) OH iiji

™ 22y

(b) Einfihrung des CTA-Segments und Abspaltung vom Harz

PNy (V11
1. DIC, DMAP (2h)

)j>< (CTA-I) w0
\n’ “CioHas Ho)j ?\ J]\/Nb\ J\,N\H/\NJ>< \n’ “CioH2s

2.20% TFE in DCM (1h)  BuO

(c) RAFT Polymerisation mit Peptid-CTA (VII)

=>= Pbf— N
n (VII-PnBA)

Q

nBU Buo\)’h\ b\
AIBN 60 T N N
DMF (90 vol%), Ho)j/ AR AR \H/\N \n’ “CizHas
BuO
nBu

Schema 3.6 Synthese des OligopeptiddA Konjugates (VII-mBA). Reaktions-
bedingungen: 2 Polystyrol-(2-Chlortritylchlorid) Ka i. Fmoc-Ser OH, DIPEA / DCM, 90
min ii. Fmoc-Aa, HBTU/DIPEA/NMP, 20 min.; iii. 200l.% Piperidin/NMP.



Design und Synthese 50

Das voll-geschitzte Peptid-CTA/I{ ) wurde unter milden Bedingungen (26.% TFE in
DCM) vom Harz abgespalten und aus Benzol/Acetdnittil) gefriergetrocknet. Die
chemische Struktur voWIl wurde durch'H NMR Spektroskopie tiberpriift und durch den
Vergleich der Integrale charakteristischer Resoearmer CTA-Einheitd = 0.87-0.91 ppm (3
H, CiiH.CHs) und des Peptid-Segments (3.62-4.48 ppm (9aHCH) bestatigt. Des
Weiteren deuteten ESI-MS Messungen auf eine se&ekimsetzung vowIl nachVII hin
und zeigten keine detektierbaren Hinweise auf Nptzefukte.

Die Chemoselektivitat der Kupplungsreaktion v@TA-I an den Aminterminus des
festphasengebundenen Peptids wurde aufRerdem nocih e€in Kontrollexperiment belegt.
Dies sollte zeigen wie gro3 der Anteil einer mdgdc Dithiocarbamat Bildung als
Nebenprodukt bei der Synthese wih ist. Dazu wurde da8TA-I in 20-fachem Uberschuss
ohne den Zusatz des DIC Aktivators auf das harzgddne Pepti?Vl gegeben. Eine HPLC-
MS Analyse erlaubte die Identifizierung des geseiclitiebenprodukts und zeigte, dass nach
zwei Stunden Reaktionszeit 10% Dithiocarbamat antin waren. Eine detaillierte HPLC-
MS Analyse des Produkigll wies darauf hin, dass im Fall der normalen Kupgl@mit
DIC) das Dithiocarbamat-Nebenprodukt nur in Spuren etwa 0.3% vorhanden war. Diese
Beobachtung bestatigt die Toleranz des Trithiocaab&egments gegentber nucleophilen

Angriffen.

3.2.4.2 Polymerisation vomBA

Das Peptid-CTAVI wurde im Folgenden fir die RAFT Polymerisation seftiedener
Monomere angewendet. Zundchst wurdButylacrylat als Modell-Monomer fur Acrylate
genutzt. Die Polymerisation wurde unter hoher Varding in DMF (90/0l.% ), bei 65°C
und AIBN als Quelle der Primarradikale durchgefiilider Verlauf der Reaktion wurde
mittels GPC andH NMR Spektroskopie verfolgt. Wie in Abbildung 3(Bnks) gezeigt,
bleibt die PolydispersitatM,/M,) des gebildeten Polymekéll konstant niedrig bet 1,1,
wahrend die mittlere Molmassd, linear mit steigendem Monomerumsatz zunimmt. Auch
die semi-logarithmische Auftragung von Monomerumsaégen die Reaktionszeit verlief
linear (Abb. 3.6, rechts). Diese Beobachtungen madakeutlich, dass das Peptid-CWAl
sehr gut dazu geeignet ist, die RAFT PolymerisatimmnBA effektiv zu kontrollieren.
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Abb. 3.6 (links) Abhangigkeit der mittleren Molmasse {Mind der Polydispersitat (VM)
bei steigendem Monomerumsatz, (rechts) semi-ldgaiiche Auftragung von
Monomerumsatz gegen Reaktionszgit die RAFT Polymerisation vomBA kontrolliert
durchVIl in DMF bei 65 °C. fiBA]o/[VII J/[AIBN] o = 470/1/0.1, DMF = 900l.%.14°!
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3.2.4.3 Polymerisationen weiterer Monomere

Das Peptid-CTAVII wurde im Folgenden auf die Polymerisationseigerfsehaanderer
funktionaler Monomere, wieN-Isopropylacrylamid (NIPAM) und Oligo(ethylenglyqel
acrylat (OEGA) untersucht. Die resultierenden REepBlymer Konjugate sollten von
Interesse fur biomedizinische Anwendungen seinsig@abiorelevante Eigenschaften, wie
Biokompatibilitat oder thermische Schaltbarkeitvegisen. PNIPAM zum Beispiel besitzt in
Wasser eine untere kritische Losungstemperatur {l®8i etwa 32°C.

Die Polymerisationen von NIPAM und OEGA wurden dutied NMR Spektroskopie verfolgt
und bei ca. 40-45% Umsatz gestoppt, um ein geeagnd¥lolekulargewicht fur
Bioanwendungen zu erreichen. So sollte z.B. 80@®3Ymol ein interessanter Molekular-
gewichtsbereich fur die Préaparation von temperatiialtbaren Oberflachen sein, da eine
Bedeckung und Funktionalisierung mdglich ist. DidP@ Daten deuteten bei beiden
Polymerisationen auf einen kontrollierten Reakti@nk&auf hin (die resultierenden Konjugate
besaRen Polydispersitatdn,/M, um 1,2). Dariiber hinaus ergab&i NMR Messungen,
nach Abspaltung der Peptidschutzgruppen, einegghrUbereinstimmung des theoretischen
Peptid/Polymer Verhéaltnisses.

Diese Ergebnisse machen das grol3e Potential diegsl-Makroubertragers deutlich. Zum
einen ist er Uber eine bequeme, automatisierbasgpl@sensynthese zuganglich. Zum
anderen erlaubt er die kontrollierte Polymerisatenschiedenster, funktionaler Monomere.
Er bietet somit sehr gute Moglichkeiten zur Hetated von Peptid-Polymer-Konjugaten mit

unterschiedlichsten Funktionen.
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So konnten bereits, in Zusammenarbeit mit dem MFrafen Institut fir Biomedizinische
Technik (Potsdam-Golm), erste positive Tests zalogischen Relevanz der synthetisierten
PNIPAM-GGRGDS Bio-Konjugate durchgefiihrt werd&h!

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass durchndumg der Kupplungs- als auch der
Polymerisationsstrategie in dieser Arbeit verschnste Peptid-Polymer Konjugate
hergestellt werden konnten. Entscheidend fir détesp Funktionalitat der Konjugate war
zum einen die Wahl des synthetischen Polymerblozks) anderen aber vor allem das
gezielte Design der verwendeten Peptidsequenzener@dglichte die Einfuhrung eines
Trithiocarbonat-CTAs in eine bio-funktionale RGD$&gldsequenz die Synthese von gut
definierten, biomedizinisch interessanten PNIPAMzwb POEGA- Konjugaten durch
kontrollierte RAFT Polymerisation. Andererseits figh die Wahl eines (T
Peptidsegments, bei gleichzeitigem Einbau von s#vien Storstellen zu Konjugaten, die
eine kontrollierte, schaltbare Mikrostrukturbildung organischer Lésung ermdglichen
sollten. Der Schaltvorgang und die peptidgeleitsggregation der PeptidABA-Konjugate

wurden im Folgenden eingehend untersucht.
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Kapitel 4

Charakterisierung des Aggregationsverhaltens

Wie einleitend in Kapitel 2.4.3 beschrieben wurdereiner vorangegangenen Arbeit die
starken Aggregationseigenschaften der gIR@ptidsequenz ausgenutzt, um als treibende
Kraft bei der Strukturbildung eines Peptid-Polyd¢impxid-Systems in wassrigen Lésungen
zu wirken™*® Die in die Sequenz eingebauten Switch-Segmentéesew sich dabei als
gutes Werkzeug fur die gezielte Initiierung und Kohe der Strukturbildung.

In dieser Arbeit sollte nun erstmals untersuchtdear inwiefern die (T\kPeptidsequenz
den Selbstorganisationsprozess von synthetischdgmBPeKonjugaten in organischen
Losungsmitteln steuern kann. Des Weiteren sollteEiefluss der Grof3e des synthetischen
Polymersegments auf die resultierenden Strukturewd wen Strukturbildungsprozel3
analysiert werden. Als erstes wurde die Struktddnb des kleinsten (TV)PnBA Konjugats

untersucht.

4.1 Strukturbildung des PeptidiBA-Systems I-PBAZ2k in Losung

Die in dieser Arbeit hergestellten (TaviPnBA Konjugate waren in diversen organischen
Losungsmitteln, wie z.B. Methanol, THF oder Chlamh gut l6slich, ohne das eine
Mikrostrukturbildung oder ausgedehnte Peptidsekistdikturbildung beobachtet werden
konnte. Wie eingangs erwahnt, waren die PEO-{Ta}-switch Konjugate in wassrigen
Losungen bei einem pH-Wert < 6 stabil. Erst einbdBung des pH-Wertes auf pH6
bewirkte die regioselektive Umlagerung $#8 Acyl Transfer) in den Switch-Segmenten
(Schema 4.1 rechts) und fiihrte zur Bildung desveatiPeptidrickgrats. Eine analoge
Umwandlung vom gestorten Peptid-Segment zum natifRaptid ist auch fir das
synthetisiertel,3-switch System KPBA2k) in organischen Ldsungsmitteln zu erwarten.
(Schema 4.1). Dies konnte durch Circular DichroisngiD) Messungen bestatigt werden.
Die Lésung vonl-PBA2k in Methanol zeigte ein CD-Absorptionsminimum bev&t195 nm
sowie ein breites Maximum bei ungefahr 215 nm (ABLL, links). Wahrend letzteres
charakteristisch fur die Switch-Ester-Segmente isgultiert das CD-Minimum aus der

statistischen Kettensegmentkonformation des natReptidsegments.
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Auch Uber einen langeren Zeitraum wurden keine &hes daflr gefunden, dass Peptid-
Sekundarstrukturbildung unter diesen Bedingungeitrithu Dies belegt, dass die starken
strukturbrechenden Eigenschaften der Switch-De®glgmente auch in organischen

Lésemitteln prasent sind.

Tr|1r Val-nPhe-Gly-OH
O Ti|1r-VaI-Thr Val-O
H N-(Thr-val);-O Switch-Segment
15 H o
(I-PBAZ2K)

(0]
? H,N
nBu H_' y O
pH 7,5 | O-N-acyl Transfer — O-N-acyl H o H
o Transfer OH
M j/\[( I\L}N nPhe-Gly—OH

(Ib-PBA2K)

Switch-Segment natives Peptid

Schema 4.1:Links: Schaltvorgang vom gestérten PeptidkonjugBBA2k in die native
Peptidformlb-PBA2k ; Rechts: pH-induzierter ©N Acyl Transfers!®!

Nach Einstellen des apparenten pH-Wertes der Losaufg etwa 7,5, durch Zugabe
methanolischer Natriumhydroxid (NaOH) Lésung, k@mtinnerhalb von 10-40 min die
typischen CD-Cotton-Effekte fup-Faltblattstrukturen detektiert werden (Abb. 4.ihks).
Dies deutet auf eine schnelle Wiederherstellung déegregationseigenschaften des
Peptidblocks hin und belegt somit einen effektiv@chaltvorgang vorl-PBA2k in Ib-
PBAZ2k.

Trotz der in Methanol beobachtetgiiFaltblattbildung zeigten AFM Aufnahmen, der
geschalteten Losundb(PBAZ2k), keine ausgedehnten Mikrostrukturen (Abb. 4.tht®).
Das kann durch eine erhohte Dynamik dgfaltblattbildung der (T\fDomanen in
Methanol im Vergleich zum wassrigen Losungsmittetlé&et werden. Dadurch, dass in
Methanol der hydrophobe Effekt vernachlassigt werdann, fehlt die entscheidende
Triebkraft fur die Stabilisierung deB-Faltblatter. Dies fuhrt zur Bildung von mehr oder
weniger schwachep-Faltblattstrukturen. Im Unterschied zu Wassen/ltesst im protischen,
organischen Losungsmittel die freie Energie deliggen, 3-Faltblatt-bildenden Konjugate

hauptsachlich aus den kleinen Unterschieden in ®vssdfbriicken-Bindungsenergien
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zwischen Peptid/Lésungsmittel (dissoziierte Formdl &eptid/Peptid (dissoziierte Form). Da
der Entropieverlust des Konjugates wahrend der égggron zumindest ausgeglichen werden
muss, ist die Gesamtstabilitdt défaltblattstrukturen vergleichsweise gering. Dist in
Ubereinstimmung mit CD Untersuchungen, die zeigkass der Selbstorganisationsprozess
von Ib-PBA2k in Methanol recht langsam ablauft, da die maximalensitidt des CD-
Minimums bei 216 nm erst nach tber 24h erreicht iafierdem ist bekannt, dass Methanol
den Selbstorganisationsprozess YRaltblatt bildenden Peptiden stark verlangsanihsse

im Fall von Peptidsegmenten mit sehr hoher Aggiegstenden?’!

20 —— |-PBA2k in MeOH

L
O nach 40 min bei pH 7.5
-"L ---- nach24 hbeipH7.5

Molare Elliptizitat © (deg - cm?/ dmol - 10'3)

T T T T T T T T T T T T 1
200 210 220 230 240 250 260
A (nm)

Abb. 4.1: Links: CD-Spektrum vonl-PBA2k in MeOH (c=0.5mg/ml) vor dem
Schaltprozess, in methanolischer NaOH Losung 40unch24 h nach dem Schalten; Rechts:

AFM Aufnahme der geschalteten LosungPBA2k in MeOH, pH= 7,5, Spincoating nach
24h auf Mica; Hohenbild (z = 10 nm)) (rechts).

Da in organischen Losemitteln die Starke der Wassibrickenbindungen entscheidend fur
eine gute Stabilisierung vd-Faltblattstrukturen ist, wurde Methanol gegen dpsotische
und unpolare Losungsmittel Diethylether ausgetaus@die fir die Ausbildung von
ausgedehnten, einheitlichen Strukturen erfordegliébynamik des Peptid-Organisations-
prozesses wurde durch den Zusatz vonvdB% Methanol als Co-Losungsmittel gewahr-
leistet.

Das ungeschaltete KonjugatPBA2k war loslich in Diethylether/Methanol. AFM-
Aufnahmen zeigten keine Hinweise flir eine peptidigeie Strukturbildung. Dies konnte

zudem durch FT-IR Messungen an dinnen Filmen hgisté¢rden. Die Amid | Bande blieb
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im Vergleich zur Messung im Feststoff unverandesit\b= 1641 crit, und liegt damit in
guter Ubereinstimmung zu gestorten (TV)-Multimer pfigen, die eine statistische
Kettenkonfiguration einnehméfi! Zusétzlich erlaubten die IR-Messungen den Nachweis
der Ester-Gruppen. Die Schwingungsbande woeil782 cm weist darauf hin, dass die
Switch-Ester-Gruppen unter den Bedingungen staidl @/ergleich Abb. 4.2).

————— I-PBAZK

—— Ib-PBA2K 1641
1730 /\,-1633 1504

a2 1545 /4

A A NN
c - / [ \/ / o\
E I\ T1eeo/ N\ \
8 ! \\ > / \ \ // \\\\7
o) { \ / \ "~/ -
2 \\16\90/ ) N

1782/

.
- 4 /

R
L

= 7I T T T T T T
1800 1750 1700 1650 1600 1550 1500

. -1
vincm

Abb. 4.2: CarbonylBereich des FT-IR-Spektrums gemessenlHBBA2k und Ib-PBA2k in
dinnen Filmen, erhalten durch Eindampfen des L&smittels. Zu sehen sind die Ester-
Carbonyl Absorptionsbander(Q**ester) = 1782 und(O""™ester) = 1730 ci) sowie die
Amid | und Il Bande (statistische Peptid-Kettenkgufation 1641 cil, 1524 cnit fir I-
PBA2k und antiparallelé3-Faltblattstruktur 1633 cth 1690 cni, 1545-1525 cni fir Ib-
PBA2k). Die Bande bev = 1660 cni kann aufB-Faltblatter zuriick gefiihrt werden, die sich
zu grofRen Loop-Strukturen anordri&ff

Die Zugabe von einem Aquivalent methanolischer Na@idung in Bezug auf die Switch-
Defekte initiiert schnell die Reorganisation in dgwitch-Segmenten und sorgt somit fur die
Bildung der nativen (T\gtAggregatorsequenz. FT-IR Messungen bestatigtes dliech das
Verschwinden der Switch-Ester Absorptionsbande diedVerschiebung der Amid | Bande
zu v = 1633 crit (siehe Abb. 4.2). Letztere, in Kombination mit d@anden beiv = 1660
cm?® und v=1690 cnt sind typische Schwingungsbanden fiir ein Peptid idaeiner
antiparallelen B-Faltblatt Konformation vorliegt. Diese Beobachtunigt in guter
Ubereinstimmung mit der Literatur, die z.B. dielt8torganisation von Modell-(T\)
Peptiden beschreiBt:**" Verglichen mit diesen Modell-Oligopeptiden ist d#dung eines
antiparallelen -Faltblatts fir ein Peptid-Polymer Konjugat noch sesmtlich starker
favorisiert, da eine solche Anordnung die Minimigguder sterischen AbstoRungskréfte

zwischen den benachbarten Polymerkndulen ermoglicht
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Darlber hinaus ist, wie schon erwéahnt, der Pepitisforganisationsprozess in organischen
Losungsmitteln durch die Bildung von Wasserstoftignbindungen getrieben. Aufgrund
der starker verzerrten Wasserstoffbriickenbindunigeejn paralleles Faltblatt gegeniber der

antiparallelen Anordnung nicht begiinsffg#!

4.1.1 Charakterisierung der gebildeten Strukturen

In Ubereinstimmung mit den IR-Messungen, die einepti@sekundarstrukturbildung
bestatigten, konnten nach der Initierung des Sebiangs, durch Zugabe der Base kzur
PBA2k Losung, mit Hilfe von AFM-Messungen gut definieiikrostrukturen beobachtet
werden (Abb. 4.3). In der AFM-Aufnahme sind eng gadene helikale Superstrukturen gut
zu erkennen. Die AFM-Probe wurde durch spincoateereLdsung vonlb-PBA2k, 12
Stunden nach der Initierung des Schaltvorgandsalen. Erste Anzeichen fir die Bildung
von anisotropen Faserstrukturen konnten bereitsn8din dem Schaltvorgang mittels AFM
beobachtet werden (siehe Abb. 4.9). Dies deutetiaeh schnellen Aggregationsprozess und
ein longitudinales Wachstum hin. Anscheinend bestetie gefundenen Strukturen aus
verdrillten B-Faltblatt Bandern. Diese Vermutung wird durch BielR Messungen gestutzt,
da die Schwingungsbande bet 1660 crit ausgedehntef-Faltblattern zugeordnet werden
kann, die eine Windung in groRe Loop-Strukturenwaigen’*®’ Des Weiteren konnte die
Anwesenheit von-Faltblattstrukturen in den helikalen Superstrugturdirekt durch
Elektronenbeugungsélected area electron diffractipSAED) im Transmissions Elektronen
Mikroskop (TEM) nachgewiesen werden. Dabei wurdeatiarakteristischer Strukturabstand
vond = 4.72 A gefunden, welcher typisch fur den Abstand B-Strangen inf-Faltblatt ist
(Abb. 4.3, eingefugtes Bild recht&f!

Die beobachtete Verdrillung d§-Faltblatter (biaxiale Rotation der Peptidstrangs)ein
typisches Strukturmotiv und in der Literatur beseitelfach beschrieben word&i'*! Diese
Analogie bestatigt, dass die Peptidorganisation dieninierende Komponente fir die
Strukturbildung im System darstellt. Folglich siadch die beobachteten Superstrukturen
vereinbar mit Peptid-OrganisationsmodelféhEs ist erwahnenswert, dass alle Strukturen
eine deutliche links-handige Verdrillung aufweis®ies kann fur Peptid-Anordnungen auch
erwartet werden, da die Chiralitdt der L-Aminos&ueenen rechtshandigen PepfieStrang
erzeugt und somit zu einer links-handigen Verdngjuum die Langsachse d@sFaltblatt

Bandes fiihrt (Konzept der alternierenden Chiralitdtierarchischen Systeméfiy’
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Abb. 4.3: Helikale Superstrukturen gebildet durch die pHumidrte Selbstorganisation von
Ib-PBA2k in Diethylether/Methanol (85 vol.%, I6-PBA2k] = 0,6 mmol/l, nach 12 h,
Raumtemperatur). Links: Profile der Strukturen dasn AFM Ho6henbild Ubereinstimmend
mit dem mittleren Bild; Mitte: AFM Aufnahme (Tapmn Mode, Phasenbild z =10°,
10x verdunnt, Spincoating auf Mica); Rechts: TEM Aufmee (unbehandelt, ¥Overdiinnt)
einschlieRlich SAED einer repréasentativen SteleEahschufy>®!

Wie aus AFM Aufnahmen ermittelt werden konnte, waiglie helikalen Strukturen recht
einheitliche H6henmaxima von 2,9 + 0,5 nm auf umstrecken sich Uber Langen von 2-
2,5um (Abb. 4.3). Die Breite der Strukturen wurde UG&M Aufnahmen bestimmt und
betrug etwa 10 =1 nm (Abb. 4.3, rechts). Die haékFeinstruktur der Aggregate konnte
nicht mit TEM aufgelost werden, was die These eidieht gewundenen Helix bekraftigt
(Abb. 4.3 rechts). Es zeigte sich, dass Peptid Rolgmer weder tber einen ausreichenden
Kontrast noch Uber ausreichend unterschiedlichendoie Eigenschaften verfiigen, die ein
selektives Anfarben der Strukturuntereinheiten uiméa. Dennoch ermoéglichte der
viskoelastische Kontrast zwischen den Peptidsegnerdie ein “kristallines”B-Faltblatt
bilden, und dem weichen Polymerblock,&-49 °C) eine Visualisierung durch AFM.
(Abb. 4.3, mitte). Die Phasenbilder gestatteter eelativ genaue Bestimmung der helikalen
Pitch-Hbhe (37 £ 3 nm) und des einheitlichen Pitéimkels (48° £ 3°).

Basierend auf diesen Dimensionen konnte ein Stroiddell vorgeschlagen werden, dass die
Struktur als einen deformierten Zylinder mit elbpen Querschnitt darstellt.

4.1.2 Vorschlag eines Strukturmodells

Der Vergleich mit Literaturdaten Uber das Aggremadiverhalten3-Faltblatt-bildender
Oligopeptide in organischen L6sungsmittelh sowie der Selbstorganisation von Peptid-
Polymer Konjugaten in wassrigem Medidi?**® fihrte zu folgendem Modellvorschlag.
Wie in Abbildung 4.4 zu sehen, entsteht durch dibSorganisation des Peptidsegments in
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ein antiparallelesB-Faltblatt eine 2D-Bandstruktur mit einem semi-itd&n Peptid 3-

Faltblatt-Kern und einer weichemBA Schale.

a) Verdrilltes B-Faltblatt b) Draufsicht (flaches B-Faltblatt)

g T

¢) Frontansicht (Drehung)

Yo I~

d) Draufsicht (Kippung)

Peptid-
Segmente

—
Polymerbldcke

Abb. 4.4: Idealisiertes Strukturmodell (a), in dem die Pdg#igmente des PepticBPA
Konjugates ein antiparallelg$-Faltblatt-Band ausbilden (a, vorne), welches gicheine
helikale Superstruktur verdrillt (a, hinten; die Ioerketten sind fir eine bessere
Ubersichtlichkeit nicht gezeigtR-Strang Rotationsmodi, die zur Verdrillung de&&altblatts
fuhren: flaches Faltblaty( =y, = 0; Pauling & Corey Faltblatt; (b)), verdrehtedtblatt {5, >

0 andy, = 0; (c)) und gekrimmtes Faltblayt & O andy, > 0; (d)); (Die helikale Struktur von
(a) wurde dabei aus RéH adaptierf'*

Aufgrund der Anreicherung remanenter Dipolmomerste gine flachef-Faltblattstruktur
(Abb. 4.4, b) energetisch nicht bevorzl§t>? Besonders in einem organischen Lésungs-
mittel mit vergleichsweise niedriger Dielektrizg#&bnstante ist eine flache Struktur eher
unwahrscheinlich. Aus diesem Grund wird eine lihésidige Verdrehung induziert, wobei
jedes Peptidsegment um die LangsachseBdealtblatts gedreht wird (Abb. 4.4, ¢). Um die
beobachtete helikale Superstruktur zu bilden, lsiclyzeitig zu dieser Verdrehung eine
Kippung desp-Faltblatt Bandes notwendig (Abb. 4.4, d). Das Aetin von Verdrillungen
bei ausgedehntef-Faltblatt Bandstrukturen ist ein bekanntes Mé&tiv>>**¥ Es kann
vermutet werden, dass die Verdrillung durch dieetstthiedliche chemische Natur der oberen

und unteren Seite (faziale Amphiphilie) dg$-Faltblatts verursacht wird. Dieser
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Polaritatsunterschied, hervorgerufen durch die rentgedlichen Thr- und Val-Seitenketten,
verursacht die Verdrillung des Bandes und fuhrt Bildung der helikalen Konfiguration.
Vermutlich unterstitzt dies die Bildung von Wastsfbrickenbindungen zwischen den
Hydroxygruppen der Threonine und macht es wahratiblej dass die Threonin Seite
innenliegend positioniert sind. Allerdings ist dlas jetzt nur eine Vermutung und muss z. B.
durch®H NMR Untersuchungen bestétigt werden. Die Vemanij desB-Faltblatts, aufgrund
der chemischen Unsymmetrie der Faltblattseiten hingioe Doppelband Struktur aus z\gei
Faltblattern unwahrscheinlich, da eine solche "RBibBtruktur® zwei symmetrische Seiten
aufweisen wiirdé€”

Aus den AFM Aufnahmen konnten Pitch-H6he und -Winkestimmt werden. Diese
erlaubten die Berechnung der maximalen Band-Bnedte 13,7 + 2 nm (Abb. 4.5). Dieser
Wert kann nun mit der theoretischen Breite vergliclwerden, die sich aus einem nicht
verdrillten antiparallelef-Faltblatt Band, gebildet durch KonjudatPBAZ2k, ergibt.

2
>
R
I
< |8
g |&

pitch N
Wtape o

Abb. 4.5 Berechnung der maximalen Band-Breite in den haddik Superstrukturemyicn ist
der Pitch-Winkel, pih entspricht der Pitch-HOhe umg,,cist die Band-Breite.

Die theoretische Breite konnte auf ca. 7,2 nm dieret werden. Dabei wurde angenommen,
dass das Peptidsegment einen vollstdndig gestrecBStrang mit 0,35 nm  pro

Aminosaur€? bildet und das Polymer ein statistisches Knauemfo Es ist allerdings

wahrscheinlicher, dass der Polymerblock, aufgrued kleinen Polymerisationsgrades und
aus Packungsgriinden, eine gestreckte Knauel Koafmmannimmt. Darauf deuten auch
die AFM and TEM Messungen hin, da dort ein Zwisecheam von etwa 6,5 nm zwischen den
Bandschleifen gut sichtbar sein sollte. Die Breitees solchen 2D-Bandes wirde zwar mit

der maximalen Band-Breite von 13,7 nm ziemlich geiilbereinstimmen. Dennoch ist eine
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vollstandig gestrecktall-trans Bursten-Konformation des Polymers, aufgrund dedugees
an konformativer Entropie sehr unwahrscheinlich.

Nach Aggeli et. al.lassen sich die mittleren Dreh- und Kippwinkel &in gewundenep-
Faltblatt Band nach Gleichung 4.1 und 4.2 bereclisiehe Abb. 4.6)!

Bandstruktur

h, ‘
“’/' g 7/ Verdrilltes p-Faltblatt
S (entsprechend der helikalen
Superstrukturen von Ib-PBA2K)

>0and y,>0 i
stabchenformiges (7,>0and 3> 0) (Gleichung 4.1)

Unimer
Peptid p-Strang

— o\ -1
N " Nope = b 2 1+ Yo
5 X % ape — 2
R Y WA
( N P . .
> ' Bandstruktur (Gleichung 4.2)
©p Verdrehtes B-Faltblatt

b | pu 2 -1
’ I 4 = (7, = 0andy,>0) lape = bz( yvzj 1+[yvj
b, Iz Vo

Abb. 4.6. Modell fur diep-Faltblattbildung durch die Anordnung von Pegbtrangen als
chirale Stdbchen in ein verformtes, steifes Bafd-dltblatt Band). Die Pitch-HOhe des
Bandes Rpe und der Radiusgpe konnen durch die Gleichungen 4.1 und 4.2 beschmnieb
werden. Dabei entsprich dem Abstand zwischen den Strangen im Band (typiBeBgang
Abstande inB-Faltblattern sind 4.63-4.758¥ y, und j; stellen die entsprechenden Kipp-
und Drehwinkel (in Radian) pro Einzelstabchen emflades Bandwachstums Vektors

darl1135]

Bei einem angenommenen runden Querschnitt der Swpleur in Losung, mit einem
berechneten Radius von etwa 7,1 nm (r = Undgngd/ 2r), wurden der Dreh- und Kipp-
winkel entsprechend auf ~ 1,9° undy,~ 2,3° berechnet. Diese Winkel wurden mit den
veroffentlichten Strukturdaten einBsFaltblatt-bildenden 11mer Oligopeptides verglichien
wassriger Losung wies dieses Oligopeptid symméteséerdrillungswinkel voryy =y, = 3°
auf™ Diese Winkel sind etwas groRer, als die iHPBA2k gemessenen. Es scheint sich
also in organischen Losungsmitteln ein steifereadBanit einer geringeren Verdrillung zu
bilden. Dies kann auch erwartet werden, da sich Bkg&rdge der Wasserstoffbriicken
Bindungsenergien in organischen Losungsmitteln Was$ser deutlich unterscheiden. Da in
Diethylether die Wasserstoffbriickenbindungen stadiad, werden auch die Bindungen

zwischen denB-Strangen innerhalb des Faltblatt-Bandes starker. $2emnach ist eine
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Verformung des Bandes, getrieben durch Dipolmomem#/oder chemische Anisotropie
energetisch aufwendig€r?

Eine wesentliche Eigenschaft der Strukturmechaoik/&Barrels (ein einzelnes gewundenes
B-Faltblatt gilt als einfachsteg-Barrel) ist, dass diese Superstrukturen ziemlich stéiir a
nicht starr sind und Scher-Deformationen tolerief2ies wurde durch AFM Untersuchungen
bestéatigt, da ein anisometrischer, elliptischer uiitt bei der Abbildung der
Superstrukturen auf einer Mica-Oberflache gefundarde. Da diese Deformation schon bei
sehr schwacher Dampfung auftrat, ist es leicht @aelamen, dass eine, der fir die
Deformation verantwortlichen Krafte aus der stark&dsorption von RBA auf Mica
resultiert. Diese Effekte wurden bereits in deretatur fur molekulare Birstensysteme
beschriebef>*%%!

Im Vergleich zu klassischen Polymeren besitzen eezgefinierte Peptide die Eigenschatft,
hierarchisch geordnete Strukturen mit multiplenuBurebenen ausbilden zu kénnen. So
besitzen ausgedehnfeFaltblattstrukturen die inharente Tendenz sichridie Ebene der
Sekundarstrukturbildung hinaus zu organisieren.figageschieht dies unabhangig von der
GroBe oder der Komplexitit der Peptidstrafitfe. Dies fuhrt zur Bildung von
Doppelbandstrukturen, Fibrillen bis hin zu Faselia,sich Uber Bereiche von Nanometern bis
Mikrometern erstrecken kénnen. Vor allem diese @isgionsprozesse vdhFaltblattern
sind zur Zeit ein wichtiges Feld in der medizinisshForschung, da z. B. das Amyldid
Protein (A31.42) dichte, intrazellulare Bindel vo-Faltblatt-Fibrillen durch pathologisches
Fehlfalten im Gehirn bildet. Diese Strukturen werdals pathogene Aggregate im
Zusammenhang mit der neurodegenerativen Alzheimankeit diskutiert:>®!

Somit ist es nicht verwunderlich, dass die helika®uperstrukturen vortb-PBA2k in
organischen Losungsmitteln die Tendenz zeigtenh sic definierter Weise weiter zu
organisieren. Mikroskopisch konnte dies mittels TENd AFM Messungen (Abbildung 4.3
und 4.7) durch die Aggregation von mehreren Proi&siren (helikale Superstruktur)

beobachtet werden.
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Abb. 4.7: AFM Aufnahme der Gel-Struktur gebildet in einer suiag von Ib-PBA2k
(0,6 mmol/l in Diethylether/Methanol (85 vol.%)) efa ca. 12 h Vernetzung bei Raum-
temperatur (5% verdunnt, Amplitudenbild z = 0,2 (d); makroskopisches Gel nach 24 h (a,
Einschub); Aufnahme einer vernetzten Struktur inh @wertiertes Hohenbild z =5 nm). Es
zeigt einfache Bandstrukturen mit helikaler Winduaty Protostrukturen (1,1), sowie
Strukturen aus zwei (Dimere: 2, 2') und drei Bamd@rimere: 3) (b).

In Ubereinstimmung mit Modellen fiir die Faltung v@aptided*" wiesen die resultierenden
Bindel eine einheitliche, links-handige Verdrehusgf. Dies zeigt zusatzlich, dass die
Zusammenlagerung der Protostrukturen einem def@meOrganisationsprinzip folgte. Ein
einfaches statistisches Verschlaufen aufgrund aterdlen, ungerichteten Wechselwirkungen
erscheint hingegen unwahrscheinlich. Makroskopitirt diese Aggregation zur Bildung
eines Organo-Gels ab einer Konzentration von efiaRBA2k] = 0,6 mmol/l (2 mg/ml)
innerhalb von 8-12 Stunden (siehe Abb. 4.7 Einsghubie Gelstruktur ist dabei
vergleichsweise weich und ein gel-fluid Ubergangrkainter recht mildem Scher-Stress
beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dasd&/eiretzung der Protostrukturen durch
reversible, schwache Wechselwirkungen hervorgerufied. Dennoch ist, wie in Abbildung
4.7 links zu sehen, die Gelstruktur selbsttragatsy mechanisch stabil.

Fur eine detailliertere Untersuchung solcher Galstren ist die Kleinwinkel-
Rontgenstreuung s(nall angle x-ray scattering SAXS) sehr gut geeignet. Diese
Charakterisierungsmethode bietet die Moglichkeaifodmationen Gber die Form von in
Losung befindlichen Polymeraggregaten zu gewinnen.

Zunachst erfolgte die Messung eines getrocknetds. Geese ergab einen stark ausgepragten
Reflex bei s= 0,105 nni (siehe Abbildung 4.8), der nach dem Bragg’scheneGesiner

Periodizitat vond = 9,5 nm zugeordnet werden kann. Dieser Wert emtspwahrscheinlich
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dem Durchmesser der helikalen Protostrukuren iaralichten 2D-hexagonalen Packung und

ist in guter Ubereinstimmung mit den gemesseneiteBreler Protostrukturen aus TEM- und

AFM-Aufnahmen (9-13 nm).
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Abb. 4.8: Kleinwinkel-ROntgenstreudaten einer getrockneteelp®@be ausib-PBA2k.
Auftragung der Intensitat Gber den Streuvektor.

Wie schon erwahnt, eignet sich die SAXS-Method@bdsrs fir die Strukturuntersuchung in
Losung. Allerdings gestaltete sich die Praparatiod Messung der PeptidiBA Proben
schwierig. Aufgrund der geringen Streuintensitéitdie Konzentration, ab der Gele gebildet
werden (2 mg/ml bzw. 0,2 %), nicht ausreichend, laformationen tber Formfaktor bzw.
Strukturfaktor aus der Streukurve zu erhalten. Edudgkonzentrierung der Probenansatze
fuhrte schnell zu einer inhomogenen Ldsung, da etéw nicht alles geldst werden konnte
oder nach kurzer Zeit, vor dem Einsetzen der Ghlbd), eine Fallung auftrat. Die einzige
Moglichkeit bestand im Einengen von verdinnten b@gn. Allerdings ist bei dieser
Methode die Konzentrationsbestimmung des Peptigiirat-Konjugats ungenau und auch
die Zusammensetzung des resultierenden Losungkyaitiesches (RO/MeOH), welches als
separate Messung von den Messdaten des Analytez@ipgn werden muss, ist nicht genau
zu bestimmen. Aus diesen Griinden konnten bis aedieZeitpunkt noch keine verwertbaren

Strukturinformationen aus den Messungen mit Losomigsl erhalten werden.

4.1.3 Kinetik der Strukturbildung

Um den zeitlichen Verlauf der Strukturbildung viinPBA2k in Diethylether/Methanol zu
untersuchen, wurden in verschiedenen Abstanden dechnitierung des Schaltvorgangs

AFM-Proben gemessen. In Abbildung 4.9 ist durch Alignahmen nach 3 h, 6 h, 12 h und
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nach 2 Tagen ein reprasentativer Ausschnitt aus $euokturbildungsprozel? dargestellt. Es
macht deutlich, dass die Strukturbildung recht sthmablauft. Erste leicht anisotrope
Strukturen bis zu 200 nm Lange waren bereits nactz@ beobachten. Weitere drei Stunden
spater hatte der Anteil anisotroper Strukturen mogemen. Es befand sich jedoch weiterhin
viel unstrukturiertes Peptid-Polymer-Konjugat aef dlica-Oberflache. Nach 12 h konnten
2-3 um lange helikale Faserstrukturen abgebildet werd2er Anteil an ungeordneten
Strukturen war nur noch minimal. Zu diesem Zeitgurdcheint die Bildung der
Protostrukturen also nahezu abgeschlossen zu Bainweitere Strukturbildung und damit
verbunden auch die Gelbildung geschieht, wie wedben schon beschrieben, durch

Aggregation der einzelnen Faser-Protostrukturen.

Abb. 4.9: AFM Aufnahmen der gebildeten Strukturen allisPBA2k in Diethylether/
Methanol (85 vol.%, ¢p-PBA2k] = 0,6 mmol/l; 10x verdinnt, spincoating auf Mi¢tjhen-
bilder z=12 nm) nach 3 h, 6 h und 12 h bzw. 2eéhag
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4.2 Erweiterung des Konzepts - Von Oligomeren ziyReren

In Analogie zum PeptidkonjugainBAs-block{TV)s (Ib-PBA2k), das im letzten Abschnitt
beschrieben wurde, waren auch die hohermolekul&enjugate, die Uber den RAFT
Polymerisationsansatz hergestellt wurden, direkeimer Mischung aus Diethylether und
Methanol 16slich. Dennoch musste, aufgrund der déeg PBA-Ketten, der prozentuale
Anteil an Methanol von 15 auf 3@l.% erhéht werden, um die Konjugate homogen l6sen zu
konnen. Da die Systeme nur noch ein Switch-SegmnemReptidblock enthielten wurde der
Losung ein wenig Trifluoressigsdure (TFA) als Sishior zugesetzt. Das gesamte
Peptidsegment wurde auf diese Weise effektiv ssidmit und eine frihzeitige Struktur-
bildung konnte unterdriickt werden. Dies wurde armst&ylV-PBA8k demonstriert. AFM
Aufnahmen zeigten unter diesen Bedingungen auch hacragen keine Anzeichen fur eine
kontrollierte Mikrostrukturbildung (siehe Abb. 4.1iks). Zuséatzlich wurde das Vorliegen
von undefinierten Amid-Strukturen durch eine breMmid | Schwingungsbande im FT-IR
Spektrum nachgewiesen (Abb. 4.10, rotes Spektrum).

Diese Beobachtungen zeigen deutlich das hervordagBotential der Switch-Segmente. Ein
einzelnes Switch-Defekt-Segment reicht aus, umkeifadie benachbarten (TY)Segmente
im Peptid-Block zu stéren und die Bildung von ausdenten 3-Faltblattstrukturen zu

unterdricken.
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Abb. 4.10: Links: AFM-Aufnahme vonlIV-PBA8k stabilisiert mit TFA in Diethylether/
Methanol (7:3), (1 mg/ml, nach 15 d; spincoating klica, AFM Hohenbild, z = 8 nm);
Rechts: FT-IR Spektren (Transmission) WhPBA8k gemessen als dinnen Film auf einem
ATR-Kristall; rot: aus TFA-stabilisierter Losung c¢fa 25 Tagen (1 mg/ml in
Et,O/MeOH/TFA (68:30:2)); schwarz: aus einer LosungT2ige nach Titration (1 mg/ml in
Et,O/MeOH (70%), pHyp. = 6,0).
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Durch die Titration der TFA-stabilisierten Losungt miner Mischung aus Diethylether und
methanolischer NaOH Lésung (70:301.%; 0,1 M NaOH in MeOH) konnte die peptid-
geleitete Mikrostrukturbildung initiiert werden. ®©idamit verbundene Einstellung des
apparenten pH-Wertes auf etwa 6 - 6,5 16st einegsiamen und kontrollierten-2N Acyl
Transfer in den Switch-Segmenten aus und fuhrt kEumwandlung des gestoérten
PeptidkonjugatedV ) in das native, aggregationsfahige Konjudat (sieche Schema 4.2).

O
*H3N
s H/VaI-Thr-VaI-GIy*NHC2H4OH
O
@AS NThVIThVIThH ?
—Thr-Val-Thr-Val-Thr—
Nl H 0 (V)
O o

5O
nBu o
TN N
O=N i HQO H

Acyl transfer
P

S OH
0 H O H
B S
N N OH
H 0O H o
Sle!

‘ 5
nBu V)
Schema 4.2 Darstellung des binédren Schaltvorgangs vom gestd?eptidkonjugalV in die
native, aggregationsfahige Peptidfovmausgeldstiurch den @N Acyl Transfer im Switch-

Segment; ReaktionsbedingungerpH-Wert Erh6hung aut 6.

4.2.1 Analyse der gebildeten Strukturen

Der Prozess der peptidgeleiteten Strukturbildungde/zunachst anhand des Peptid-Polymer
KonjugateslV-PBA8k untersucht, welches einemBA-Block von etwa M~ 8000 besitzt.
Durch das Einstellen des apparenten pH-Wertegpgpteiner verdinnten Losung vdn-
PBA8k (1 mg/ml) auf ca. 6,0, wurde eine sehr langsamee@Gerung der aggregations-
fahigen Spezies/-PBA8k und damit ein relativ kontrollierter Selbstorgatisnsprozel}
erwartet. Innerhalb von zwei Tagen konnte die Bilglanisotroper, faserartiger Strukturen
mit Langen bis zu einem Mikrometer durch AFM-Aufnam beobachtet werden. Wie in den
AFM-Aufnahmen in Abbildung 4.11 zu sehen ist, oligaren sich diese Strukturen Uber
einen langeren Zeitraum (12 d) weiter in Blndeld dibrillare Netzwerkstrukturen. Es ist

erwahnenswert, dass neben den faserartigen Mikkisten auch unstrukturiertes Material
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zu sehen ist. Dies konnten nicht geschaltete Katgugsein, die sich aufgrund ihres
kationischen Charakters auf der anionischen Micaffliche anreichern. Um dies genauer zu
untersuchen muassen noch kinetische Messungen snittelalytischer Ultrazentrifuge
durchgefuhrt werden, um die Entwicklung des Stridktdungsprozesses quantitativ

untersuchen zu kénnen.

400 500 nm

Abb. 4.11 AFM Aufnahmen der Fibrillen und des fibrillarenet¢werks, gebildet durch
peptidgeleitete Organisation va&fiPBA8K in Losung, 12 Tage nach der Titration (1 mg/ml
in EtO/MeOH (70%) bei pk}p = 6,0, Hohen-Bild z =12 nm) (a); AFM Aufnahme der
individuellen Proto-Strukturen mit links-handigeelikaler Superstruktur sowie das dazu
gehdrige Hohenprofil (Héhenbild, z = 12 nm, gerimg@npfung) (b).

Die dominierenden primaren Strukturelemente konmattels AFM praziser untersucht
werden. Wie in Abbildung 4.11 zu sehen, ist audr deutlich eine Feinstruktur, bestehend
aus einer links-handigen helikalen Superstruktikemmbar. Eine sehr ahnliche Struktur
wurde schon im letzten Abschnitt fir die kontraliee Selbstorganisation des PeptiaBRA
Konjugateslb-PBA2k beschrieben. Die Analogie zwischen den Mikrostrig&tuund den
entsprechenden Peptid-Organisator Einheiten erladéh direkten Vorschlag eines
gemeinsamen Organisationsmodells. Wie in Abbilddrig zu sehen, bilden sich, durch die
Selbstorganisation des Peptidsegments in eineanaligle 3-Faltblattstruktur, flache Kern-
Schale Bander mit einefiFaltblattkern und einerrBA-Hulle (Abb. 4.12 a und a’). Auch in
diesem Fall ist daB-Faltblatt verdrillt (Abb. 4.12 b,b’), was in eindelikalen Superstruktur
resultiert (Abb. 4.12 c-e). Analog zu dem SystédmmPBA2k werden die Verformungen

wiederum getrieben durch. Dipolmoment Effekte, ii. die faziale Amphiphilie des
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antiparallelen-Faltblattes undiii. wahrscheinlich auch durch sterische Abstol3ung der
benachbartenBA-Ketten. Die Links-Handigkeit ist in diesem Fabenfalls ein Resultat der
Chiralitat der Aminoséuren-Bausteine (L-Forfil):>®!

Synthetisches Polymer
YH = ’YV = 00

c) d)
e (}999 Y= 1.9% 7, =2.3%

\“\ Ko

w

Abb. 4.12: Idealisiertes Organisationsmodell der peptidgefert Mikrostrukturbildung, in
dem die Peptidsegmente des Pept@®& Konjugates ein antiparallele3-Faltblatt Band
bilden, welches sich in eine links-handige helikateerstruktur windet.

(unverformtes Band mit einem planar@éaltblatt und einer ®BBA-Schale (a Draufsicht; &’
Frontansicht (Polymerketten entfernt)); Kern-Scidéed mit verdrehtef-Faltblatt Kern (b
Draufsicht; b’ Frontansicht (Polymerketten entf@gnt 3-Faltblatt Band des 1lmer
Oligopeptides!™ mit gleichen Dreh- und Kippwinkel (c Seitenansjcht Frontansicht);
Verdrilltes Kern-Schale Band entsprechend der Agapes aus Peptid-Konjugti-PBA2k (d
Seitenansicht, d’ Frontansicht) und verdrilltes i&chale Band aus KonjugatPBA8k (e
Seitenansicht, e’ Frontansicht) (a-e: Positionen [fi€altblatter wurden entsprechend der
spezifischen Verformungswinkgh andy, berechnet; a, b & d, e: der Polymerblock und die
Peptidsegmente wurden aus Griinden der besseremithitichkeit nicht maRstabsgetreu
gezeichnet; d, e: von den ersten 20 Konjugaten evudie Polymerketten entferitj®!
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Das vorgeschlagene Strukturmodell wird auch dur€HRE Messungen an dunnen Filmen
von V-PBAB8k (eingetrocknet nach abgeschlossener Strukturlgldbastatigt. Die Lage der
Amid | Bande beivamige 1= 1628 crit ist ein deutlicher Hinweis auB-Faltblattstrukturen
(Abb. 4.10, schwarzes Spektrum). Das Peptid-Sekstrd&turmotiv konnte zusatzlich direkt
durch Elektronenbeugung (SAED-TEM) an den Mikrastineen nachgewiesen werden (siehe
Abb. 4.16a). Es wurde ein Abstand vibr 4,8 A gefunden, welcher typisch fir dgtStrang
Abstand inB-Faltblattstrukturen ist?

Wie schon im Fall des niedermolekularenBR-Konjugateslb-PBA2k, scheint auch die
Bildung des Fasernetzwerkes aus d&ePBA8k Mikrostrukturen durch eine hierarchische
Organisation der primaren Faserstrukturen (Supeds}| gesteuert zu werden (Abb. 4.11a).
Diese Bindelstrukturen entstehen wahrscheinlicbldschwache laterale Wechselwirkungen
zwischen den Fasern. Genaue Untersuchungen midEM-Phasenkontrastmikroskopie
erlaubten Rickschlisse auf den zugrunde liegendechdhismus. Durch die Verwendung
einer hohen Dampfung im AFM konnte aufgeldst weydkass die Helices nicht verschlauft
sind, sondern vielmehr parallel GUber Distanzen m&ahreren Mikrometern laufen und sich in
dichte Blndel packen (siehe Abb. 4.13 links). Ddabei entstehende Interferenzmuster
welches in den AFM-Messungen mit niedriger Dampfaogritt (Abb. 4.11), deutet auf eine

klare axiale Korrelation der Superhelices in demdin hin.

Tropocollagen

Collagen l
SOCRCICICICIC Collagen
S NP P Fiber
------------ pe_stsS i
cross-link S e

Abb. 4.13 links: AFM Aufnahme der Packung der individuell€tbrillen, gebildet durch
Selbstorganisation vorvV-PBA8k in Ldsung, 12 Tage nach der Titration (1 mg/ml in
EL,O/MeOH (70%) bei pkhp.=6,0; Phasenbild, z=70°, hohe Dampfung); rechts
schematische Darstellung der Packung einzelnea@ai-Fibrillen zu Collagen-Fasét
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Solcheln-RegisterPackungen von Helices bendtigen gut definierteiogesch auftretende
Eigenschaften entlang der Helix-Achse. Diese kdnmbediesem Fall aus der periodischen
“Klebrigkeit", verursacht durch die fBA-Bereiche und/oder aus periodisch auftretenden
Dipolmomenten deg3-Faltblatts resultieren. Die Generierung von saicheeriodischen

Eigenschaften entlang von Faserstrukturen stellfl@iddamentales Prinzip in der Natur dar,

welches z.B. in Collagen Filamenten zu finden i#bk.4.13 rechtsf®® Es ist

bemerkenswert,

Superhelices imitiert werden kann.
Die statistische Analyse der AFM Aufnahmen (Abd14.und 4.13) sowie der TEM

Messungen (Abb. 4.16) ermdoglichten die Bestimmungr dStrukturparameter

dass dieses Prinzip durch die $effastisation von synthetischen

der

Superhelices. Die Parameter sind in Tabelle 4.Jarmosengefasst. Um die Daten besser

vergleichen zu kénnen, enthalt die Tabelle sowdhlksurdaten der Superhelices vémn
PBAZ2k als auch Daten des 11mer Oligopeptides ohne Pobyoub™!

Tabelle 4.1 Strukturparameter der helikalen Proto-Struktuden Oligopeptide und Peptid-
Polymer Konjugaté&=>*!

11lmer Ib-PBA2k V-PBAS8k V-PBA14k | V-PBA38k
Peptid"
Hbhe (AFM) - 29+05nm| 3,60,8nm| 3,8 0,8nm| 52 1,4nm
Breite (AFM) - 13+ 1 nm 153 mnm | 17,222,5nm| 28+5nm
Breite (TEM) ~10 nm 10+ 1 nm 13+ 2 nm 15+ 3 nm 30£5nm
Pitch-Hohe (AFM) | 30+ 15nm | 37+2nm 59 5 nm
Pitch-Winkel (AFM) -- 48°+ 3° 61°t 5°
max. Bandbreité -- 13,7+2nm | 25,83 nm
Yo bend ~3° ~2,3° ~1,2°
Yo twist ~3° ~1,9° ~2,2°

Jaus TEM Aufnahmen bestimmt) Wimax = hpich X Sin opien (Mit Winax als maximale
Bandbreite in der helikalen Superstrukiiicn als Pitch-Winkel undhyiich als Pitch-Hohe).

4.2.2 Vergleich der Strukturen in Abhangigkeit 8aBA-Blocklange

Beim Vergleich der helikalen Strukturen voRPBA8k (86wt.% PBA) mit denen vorib-
PBA2k (61wt% PBA) fallt wiederum eine starke Analogie auf. Bei@eperstrukturen

scheinen relativ weich zu sein, wie aus den QuergshH_adngenverhaltnissen vokk = 3,4

und 4,3 g = Breiteey / Breitexqy) deutlich wird.
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Es ist zu erwarten, da¥6PBA8k gegenubetb-PBA2k, Strukturen mit grof3erer Breite und
Hohe bildet. Die Zunahme dieser Dimensionen igrdihgs nicht dramatisch (siehe Tabelle
4.1). Eine helikale Struktur ist theoretisch amfaghsten in Langsrichtung verformbar. Dies
konnte auch durch deutliche Unterschiede in BeziidP#ch-Hohe und Pitch-Winkel belegt
werden. So stieg die Pitch-Hohe der Strukturen w0 nm (11mer Oligopeptid ohne
PolymeFY) auf =37 nm (b-PBA2k) bzw. =59 nm ¥-PBAS8K). Zusatzlich wurde ein
Anstieg des Pitch-Winkels von48° (b-PBA2k) auf=61° (V-PBA8k) beobachtet (siehe
Tabelle 4.1). Diese Ergebnisse kénnen durch eifaehes Packungsmodel eines Bandes
erklart werden. Der Raumbedarf der Bandstruktudensich in die helikale Struktur winden,
steigt vom Oligopeptid zum Konjugét-PBA2k und zum Systenv-PBA8K an. Dies fiihrt
zu der beobachteten Streckung der Helixstrukturen.

Unter der Annahme, dass das Peptid eine gestrgti@&ang Konformation in einem
antiparallelenB-Faltblatt annimmt und dasnBA ein statistisches Knauel bildet, konnte die
theoretische Breite des Peptid-Polymer-Bandes beetaverden.

Wahrend das 11mer Oligopeptid ein Band st nm Breite bilden sollte, ist fllb-PBA2k
ein=7 nm undvV-PBAS8K ein etwa 10 nm breites Band zu erwarten. Dieseé\Weuarden mit
den maximalen Bandbreiten, berechnet aus den Ribtlen und Pitch-Winkeln der
gefundenen Superhelices, verglichen (Tabelle 4H$ liegt nahe, dass sterische
AbstoRRungskrafte zwischen den Béandern nicht aljflessender Faktor fur die Regulierung
der Strukturdimensionen der Helices gesehen weiklmmen. Dies macht erneut die
Dominanz der Peptidorganisatids+-Faltblattbildung) auf den Bildungsprozel3 der defiten
Mikrostrukturen deutlich.

Im Folgenden wurde untersucht inwiefern die stlesc Wechselwirkungen der dicht
gepackten, benachbarten Polymerketten die Verdglluer (-Faltblatt Bandstruktur
beeinflussen. Anhand des Strukturmodells, das eig gewundeneg3-Faltblatt Band
beschreibt, kdnnen die mittleren Dreh- und Kippwinkerechnet werden (siehe Abb. 4.6).
Tabelle 4.1 fasst die, aus den SuperheliceslbgPBA2k undV-PBA8k bestimmten Werte
fur ye (Drehwinkel) undy, (Kippwinkel) zusammen. Auch im Fall der héhermolekeh
Peptid-mMBA Konjugate bilden sich in organischen Lésungsshittsteifere Bandstrukturen
im Vergleich zum Modell 11mer Oligopeptid in waget Losung (siehe Abb. 4.12,
vereinfachte Visualisierung der Strukturen). Wievau beschrieben, liegt dies an den

groReren Bindungsenergiebeitragen der Wasserdiokbnbindungen in organischen
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Losungsmitteln verglichen mit Wasser. Wahrend desti®g des Molekulargewichts des
PnBA-Blocks von etwa 2k auf 8k nur einen geringenektfauf die Verdrillung de$-
Faltblatts hat (Tabelle 4.1), nimmt der Kippwinkiglutlich von ca. 2,3° auf 1,2° ab. Aufgrund
der geringeren Verformung entsteht eine Superhmeitxkleinerer Krimmung und grof3erem
Durchmesser. Dies lasst sich gut mit dem vereinéacModell einer verformten Spiralfeder
beschreiben, wobei die elastische Verformungseaeags dem sterischen Druck zwischen
den dicht gepacktemBA-Knaueln im[-Faltblatt resultiert.

Eine wichtige Grundlage des Ansatzes der peptidget@ Organisation synthetischer
Polymere besteht darin, dass das PeptidsegmerKaigsgates den Mikrostrukturbildungs-
prozess steueft! Dennoch ist anzunehmen, dass mit steigendem Malgjawicht das
statistische Knauel des synthetischen Polymerbloeks Organisationsprozess beeinflussen
kann. Aus diesem Grund ist es interessant, derlusmfles Molekulargewichtes desBA.-
Blocks auf den Selbstorganisationsprozel3 der Polaeptid Konjugate zu untersuchen.
AulRerdem ist das Peptidsegment der deutlich teuBmstandteil des Konjugates. Eine
Verringerung des Peptidanteils, bei gleichzeitigenaltung der strukturbildenden Funktion,
wurde daher das Anwendungspotential dieser Maiemiagtark erhéhen.

Fur die Strukturbildung der Konjuga¥®PBA14k und V-PBA38k mit PnBA-Bl6cken von
M, = 14000 und 38000 wurden vergleichbare Bedingungeie, schon fiurV-PBA8k
beschrieben, angewendet. Der Schaltvorgang wurdsh dlas Einstellen des apparenten pH-
Wertes in verdinnten Losungen vbritPBAl14k und IV-PBA38k auf etwa 6,0 ausgelost.
Dadurch sollte die ©N Acyl Umlagerung und die Bildung der aktiven Aggaéorspezies
V-PBA14k undV-PBA38k mit vergleichbarer Geschwindigkeit wie beWaPBA8k System
ablaufen. Wéahrend die Mikrostrukturbildung v&hPBA14k sich noch in vergleichbaren
Zeitraumen wie im Fall vonV-PBA8k bewegt, verlief die Selbstorganisation des
hohermolekularen AnalogotPBA38k deutlich langsamer.

Fur dasv-PBA14k System konnten die ersten faserartigen StruktimeAFM nach 2 Tagen
gefunden werden. AFM Messungen nach 16 Tagen reaytsgedehnte, fibrillare Strukturen
(Abb. 4.14 a). Dagegen wurden fur d&$°BA38k System erst nach etwa 50 Tagen im AFM
Anzeichen fir eine Faserbildung gefunden. Und eash etwa 80 Tagen konnten deutlich

Faserstrukturen nachgewiesen werden (Abb. 4.14 b).
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In Analogie zu den helikalen Superstrukturen Um#*BA2k undV-PBA8k konnten auch fur
die hochmolekularen Konjugate Hinweise fur das Mgen einer helikalen Feinstruktur
gefunden werden, selbst fur die Aggregate &BBA38k. Wie in Abbildung 4.14 b
(Einschub) zu sehen ist, erlaubt die Aufnahme dE®IAPhasenbildes die Visualisierung

eines periodischen Musters entlang der Faserachse.

Abb. 4.14: AFM Aufnahmen der Strukturen, entstanden durch sSethanisation vonV-
PBA14k (a) undIV-PBA38k (b) in Losung, 16 d und 80 d nach Start des Suttaesses
(Et,O : MeOH = 70:30r01.%, ¢ = 1 mg/ml; Phasenbilder z = 50° (a) und z =(85%).

Wenngleich auch keine prazisen kinetischen Unténsugen durchgefuhrt wurden, ist das
Auftreten von anisotropen Mikrostrukturen deutliabhéngig vom Molekulargewicht des
PnBA-Blocks. Wahrendlb-PBA2k innerhalb von 2-3 Stunden die ersten anisotropen
Strukturen bildet, benotigf-PBA8k =2 Tage,V-PBAl4k = 16 Tage und da¥-PBA38k
Konjugat sogar mehr als 2 Monate fur die Selbstusgdion unter vergleichbaren
Bedingungen. Dies konnte durchaus erwartet werdin,die Konzentration bei allen
Systemen konstant gehalten wurde (c = 1 mg/ml).@&@echwindigkeit des Strukturbildungs-
prozesses ist abhangig vom Volumenbruch des Pegtiasnts ¢°). Folglich verlangsamt
sich der Organisationsprozess der Konjugate miigestedem Molekulargewicht des
PnBA-Blocks, da die molare Konzentration von 3,3¢ifiol/ml (b-PBA2k) auf
2,5¢10° mol/ml (V-PBA38k) absinkt. Des Weiteren spielen noch sekundarekiffavie die
abnehmende Polymer Endgruppen Reaktivitat und Ayligéikeit eine Rolle.

Um diese Hypothese zu bestéatigen, wurde die Stroikdung von V-PBA38k bei einer
molaren Konzentration (c = 5,1¢1@nol/ml) untersucht, die vergleichbar zur verweedet
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Konzentration vorib-PBA2k war. Wie erwartet verlief der Strukturbildungsprdzgeutlich
schneller als bei der zuvor verwendeten Konzewotnaf{il mg/ml). So konnten die ersten
anisotropen Strukturen im AFM bereits nach ca. gehabeobachtet werden (siehe Abb.
4.15b). Im Kontrast dazu ist der Aggregationsprozaéh gleicher Zeit und bei etwa gleicher
Konzentration im Fall des kleinstemBA-Konjugats (b-PBA2k) bereits wesentlich weiter
fortgeschritten (Abb. 4.15a; Gelbildung). Nach 4Fagen wurden funV-PBA38k zwar
Faseraggregate mit vergleichbaren Langen (bis gmn)4im AFM beobachtet (Abb. 4.15c),

eine Gelbildung trat allerdings nicht auf.

Abb. 4.15 AFM Aufnahmen vonb-PBA2k (a) undV-PBA38k (b,c) bei gleicher molarer
Konzentration 2 Tage (a, b) und 4Tage (c) nachrtStdes Schaltprozesses
(Et,O : MeOH = 85:15vo0l% (a) bzw. 70:3@0l.% (b,c), ¢ =5,1 mol/ml, spincoating auf
Mica; Hohenbilder z =12 nm (a), z = 5 nm (b) urnd & nm (c)).

Die Faserstrukturen in Abb. 4.15 b,c erscheineitdsréca. 60-80 nm) im Vergleich zu den
Strukturen aus verdinnterer Loésung (ca. 50 nmesidib. 4.14 b). Dies resultiert vermutlich
aus der Praparation der Probe. Beim Spincoatemn kedseing mit h6herer Konzentration wird
die Micaoberflache mit Unimeren abgesattigt. Disdfatrukturen liegen auf bzw. in diesem
Film aus Unimeren. Dadurch wird der Ubergang von Eser zur Umgebung verschmiert
und die Strukturen erscheinen breiter.

Trotz der unterschiedlich schnellen Aggregationsesse, bilden letztendlich allenBPA-
block{TV)s Konjugate fibrillare Mikrostrukturen. Wie zu ersan, stiegen die Querschnitts-
dimensionen im Einklang mit den Molekulargewichttas PBA-Blocks vonV-PBA8K zu
V-PBA14k und zu V-PBA38k (Tabelle 4.1). Die grol3e Analogie der resultiesnd
Strukturen zu verdrillten Fibrillen vorg-Faltblatt-bildenden Peptiden macht nochmals
deutlich, dass die Mikrostrukturbildung durch dieg@nisation des Peptidsegments gesteuert
wird. Dies konnte auch fir die beiden hochmoleletaKonjugate {-PBA14k und V-
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PBA38K) durch Spektroskopie- und Streumethoden nachgewiesverden. FT-IR
Spektroskopie bestatigte durch die Lage der Anfs@dHwingungsbande in beiden Féllen das
Vorhandensein von ausgedehntBFaltblattstrukturen und SAED-TEM Messungen der
Faserstrukturen zeigten einen typiscBe®trang Abstand von 4,8 A (Abb. 4.16).

ta\d § i A oy ST £
i';l\“:,-f A ""”.,‘ oy :,j ———— —— ‘.‘E i 7
Abb. 4.16: TEM Aufnahmen vonV-PBA8k (12 Tage nach Titration) (ay/-PBA14k (15

Tage nach Titration) (b)nd V-PBA38k (80 Tage nach Titration; unbehandelt) (c) jewsils
SAED von einer reprasentativen Stelle als Einschub.

Die fibrillaren Strukturen vonV-PBAl4k und V-PBA38k wiesen also vergleichbare
Dimensionen mit z. BY-PBAS8K Fibrillen auf, bildeten ausgedehrfie~altblatt B&nder und
zeigtendeutliche Hinweise auf eine helikale Feinstruktergen. Daher kann auch fur die
héhermolekularen Konjugate von einem analogen Aggrensmodell ausgegangen werden.
Es ist nicht sonderlich tberraschend, dass bei kenen Anteil an weichemnBA in V-
PBA14k (91.5wt.%) undV-PBA38k (96.5wt.%) eine genaue Visualisierung der verformten
Kern-Schale Bandstrukturen schwierig ist.

Es konnte also fur alle synthetisierten (3¥VPhBA Systeme die Bildung faserartiger
Strukturen beobachtet werden. Dabei wurden deetlldimweise darauf gefunden, dass die
Organisation dieser synthetischen Polymermateniaiech den Peptidblock initiiert (Switch-
Segmente) und gesteudstialtblattbildung) werden konnte.

Um die relativen GroéfRenverhéltnisse von Peptid- #nBA-Block deutlich zu machen,
wurden die Molekilstrukturen der (TAG-PnBA Konjugate am Computer simuliert (MS
Modelling 3.1). Abbildung 4.17 zeigt die Molekuiskturen des kleinsten Peptid Konjugats
(DP, = 15) sowie der zwei hochmolekularen Konjugate Bf, = 110 und DR= 300. Der
Peptidblock ist dabei in der gestrecktelttrans [3-Strang Konformation dargestellt. Der

Vergleich macht deutlich, dass das kleinere Polgegment (DR=15) die peptidgeleitete
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Strukturbildung wahrscheinlich sterisch kaum bdasgen wird. Der Polymerblock mit 110
Wiederholungseinheiten hingegen scheint grol3 genwy, die Geschwindigkeit der
Aggregation durch Herabsetzung der Zuganglichkeit Bleptidstrange, senken zu kdnnen.
Dieser Effekt ist fur das Konjugat mit PR 300 {-PBA38k) noch viel starker
einzuschatzen. Dies konnte auch, wie oben bes@mjeldurch eine langsamere

Strukturbildung bei gleicher Konzentration bestévwgrden (siehe Abb. 4.15).
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Abb. 4.17: Molekulstrukturen von drei Konjugaten, jeweils ted®end aus einem (T¥G-
Peptidblock in derall-trans B-Strang Konformation und einemnBA-Block. Das obere
Konjugat besitzt ein Polymersegment mit .[BP15 (entsprichtib-PBA2k). Das mittlere
Molekidl mit DR, mga = 110 entspricht dem Konjugat-PBA14k, und das untere Molekul
mit 300nBA Einheiten entspricht dem KonjugatPBA38k. Die Molekulstrukturen wurden
mit MS-Modeling erzeugt (Accelrys Software Inc.,rsfen 3.1).
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Es ist daher umso beachtenswerter, dass selbs8, beit% (V-PBA14k) und 3,5wt.%
Peptidanteil (V-PBA38k) das Peptidsegment immer noch in der Lage ist, den
Strukturbildungsprozess des Systems zu steuernERjebnisse machen deutlich, dass ein
Segment aus nur 11 Aminosauren ausreicht, umnB@0 Einheiten in komplexe, definierte
Mikrostrukturen zu organisieren. In diesen Konjegakann der Peptidblock beinahe schon
als funktionelle Polymer Endgruppe angesehen werdes belegt das enorme Potential der
Klasse der sequenzdefinierten Oligopeptide fur degnale Design von synthetischen

Polymermaterialien mit kontrollierbarer Mikrostrukt
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Kapitel 5

Zusammenfassung und Ausblick

Die vorliegende Arbeit beschaftigt sich mit der 8yse von Konjugaten aus funktionalen,
sequenzdefinierten Peptidsegmenten und synthetisét@ymeren. Diese Materialklasse
vereint interessante strukturelle und funktion&igenschaften beider Komponenten. Zudem
kénnen die gewilnschten Funktionalitaten der Konpughurch gezielte Veranderungen am
Peptidsegment sehr genau eingestellt werden. Dabtndéese Systeme fir verschiedenste
Anwendungsbereiche interessant, wie z. B. fur niedizhe Anwendungen (Wirkstofftrager-
Systeme) oder fur die Untersuchung von Selbstosgéinnsprozessen.

In dieser Arbeit konnte erstmals gezeigt werderssddas biomimetische Konzept der
peptidgeleiteten Strukturbildung synthetischer Raye auch in organischen Losungsmitteln
angewendet werden kann. Dies ermdéglicht die Verwegdeiner Vielzahl synthetischer
Polymere mit verschiedensten Funktionalitdten undchmanischen Eigenschaften zur
Herstellung strukturierter Polymermaterialien. Sokonnte eine deutliche Erweiterung der
Anwendungsmaoglichkeiten zu den vorherigen ArbeiteWasser erzielt werden.

Als Peptid-Organisatoreinheit wurde eine linearbr{Val)s-Oligopeptidsequenz ausgewabhilt,
von der bekannt ist, dass sie ein sehr hohes Raitent Bildung vonp-Faltblattstrukturen
besitzt. Das Peptidsegment wurde durch eine setoraiisierte, festphasengebundene
Peptidsynthese aufgebaut. Aufgrund der bekanntbwigdgkeiten bei der Synthese v@n
Faltblatt-bildenden Peptiden wurden temporare strbkechende Elemente (Switch-
Segmente) in die Sequenz eingebaut. Diese Einhkidanen durch einen pH-abhéngigen
Schaltvorgang in die native Peptidform Uberfihrrdes. Die Integration solcher Segmente
gestattete aber nicht nur die Synthese der Pefitkiblin einer guten Reinheit. Sie erlaubten
vielmehr die gezielte Initiierung und gute Konteolller Strukturbildung der Peptid-Polymer
Konjugate. Die Reduzierung der Anzahl der SwitclgiBente von 4 auf 1 erlaubte eine
wesentlich vereinfachte Synthese und die Genemerines binaren Schaltvorgangs. Es
konnte gezeigt werden, dass ein Switch-Segmeneigbhsr um die Aggregationstendenz des
Peptidorganisators effektiv zu unterdrticken.

Die kovalente Anbindung des synthetischen Polynoeks (Polyn-Butylacrylat) erfolgte
Uber zwei unterschiedliche Synthesestrategien. Abeatz der terminalen Kupplungsreaktion
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eines saure-endfunktionalisiertenBA-Blocks an das festphasengebundene Peptidsegment
hat zwar Vorteile im Hinblick auf Reinigung und Cakterisierung des entsprechenden
Konjugats. Er ist jedoch limitiert auf kleine Polgnsegmente (lyi< 5000). Um den Anteil an
Peptidorganisator im Konjugat zu verringern, musséLange des synthetischen Polymers
stark erhoht werden. Die Synthese solcher Konjugafelgte erstmals durch RAFT
Polymerisation, ausgehend von einem (FMgkrokettentbertrager (Peptid-Makro-CTA).
Dabei konnte der Ansatz der festphasengebundermidMakro-CTA Synthese erfolgreich
von einfachen Modell-Peptidewf funktionale Peptidsequenzen mit temporarenc®whiister
Defektstellen erweitert werden.

Mit Hilfe der Kupplungs- und der Polymerisationas#gie konnte so ein Satz aus vier gut
definierten RBA-(TV)s Konjugaten mit unterschiedlich groRemBA Blocksegmenten
(Mn, pnea= 2000 -38000, MM, =1,2-1,3) synthetisiert und im Hinblick auf die
Strukturbildungseigenschaften analysiert werden.

Ein neuartiges Peptid-Makro-CTA konnte durch diefaghe Anbindung eines saure-
funktionalisierten Trithiocarbonat-CTAs hergestelierden. Dieser Ansatz ermdglicht durch
die Automatisierbarkeit einen einfachen Zugang umkfionalen Peptid-Polymerkonjugaten.
Anhand verschiedenster MonomeraBA, NIPAM, OEGA) konnte eine erfolgreiche
Kontrolle tber die Polymerisation durch das MakrbAGdemonstriert werden.

Die Untersuchung der peptidgeleiteten Mikrostrusildung der PBA-(TV)s Konjugate
erfolgte in den organischen Lésungsmitteln Dietthyde und Methanol. Durch CD-, IR- und
AFM-Messungen konnte gezeigt werden, dass zwei leme Switch-Einheit im (T\4}
Segment in der Lage waren, die Aggregation deri@gpinge zu unterdricken. Erst die
Zugabe von Base induzierte den SchaltprozelR in nddive Peptidsegment. Die damit
einhergehende Wiederherstellung der Aggregatiodsten flhrte zur Initiierung des
Selbstorganisationsprozesses frfFaltblattstrukturen, was durch CD- und IR-Messumge
bestatigt wurde. Aul3erdem konnten im Fall von aller Konjugaten im AFM faserartige
Mikrostrukturen mit deutlichen Hinweisen auf einekk-handige helikale Superstruktur
beobachtet werden. Das Vorliegen vp+Faltblattstrukturen in diesen Aggregaten konnte
durch IR-Spektroskopie und Elektronenbeugung (SAHEDA) nachgewiesen werden. Die
aus TEM- und AFM-Aufnahmen bestimmten Dimensionesr @aserartigen Aggregate
wurden mit der GrolRe desnBA-Blocks des entsprechenden Konjugats korreliend u

erlaubten den Vorschlag eines Strukturmodells. Dbibden die Konjugate, getrieben durch
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die B-Faltblattbildung der Peptidsegmente, ein 2-dimamalies Kern-Schale Band mit einer
PnBA-Schale und einem antiparallel@aFaltblatt im Kern. Letzteres verdrillt sich in ein
helikale Superstruktur mit linksgéangiger Windung. Ebnnte gezeigt werden, dass sich diese
Protostrukturen durch schwache laterale Wechsalwgkn weiter organisieren, in
sogenanntén-RegisterPackungen unter Beibehaltung der helikalen Uhgtsir. Dies fihrte
im Fall des kleinsten PeptidaBA Systems ab Konzentrationen von 2 g/l zur Bild@iges
schwachen Organo-Gels.

Die Ergebnisse machten deutlich, dass die pepgdged Organisation synthetischer
Polymere auch in organischen Losungsmitteln angdetewerden kann. Erstaunlicherweise
waren selbst Systeme mit nur 8&% Peptidanteil im Konjugat in der Lage, durch
Organisation der Peptidsegmente komplexe, anisetfdpnostrukturen zu bilden. Diese
Strukturen konnen durchaus als "Nanofedern", dshFanktionselemente angesehen werden.
Dies beweist, dass das biologische Struktur-Funktirinzip auch auf synthetische Polymer-
Peptidsysteme Ubertragen werden kann. Diese Stauktisollten daher interessante
mikromechanische Eigenschaften besitzen. Erste IBfieoUntersuchungen sind bereits in
Planung. Die helikalen Kern-Schale Strukturen Iietech eine Fille weiterer interessanter
Anwendungs- und Interaktionsmoglichkeiten. Beisgwmaise ist, durch die funktionalen
Oberflachen, das Einbringen von anderen Materidhedas Innere der Helix denkbar. Des
Weiteren konnten z.B. "Nanodrahte” durch die Adbimg von elektrisch leitféahigen
Polymeren erzeugt werden. Diese Beispiele machemgdz3e Anwendungspotential dieser
synthetischen Polymermaterialien mit definiertekistruktur deutlich.
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Kapitel 6
Anhang

6.1 Experimenteller Teil

Verwendete Chemikalien
1-Benzotriazoyloxytris(pyrrolidino)phosphonium-héxarophosphat (PyBOP; Nova
Biochem), N,N-Diisopropylcarbodiimid (DIC; Fluka) 2-(1H-benzaimole-1-yl)-1,1,3,3-
tetramethyluronium-hexafluorophosphat (HBTU; Iriot®ch), das Pseudoprolin Fmoc-Val-
Thr(¥™eMepro) OH (NovaBiochem), Fmoc-(4-nitro)phenylalanin Fmoc-nPhe OH;
NovaBiochem) und alle weiteren Aminosduren (ASs IBiotech) wurden bei -18 °C
aufbewahrt und ohne Aufreinigung direkt verwendBai allen verwendeten AS handelte es
sich um L-Aminosauren. Diisopropylethylamin (DIPEAgros) wurde destilliert und bis zum
Einsatz, vor Licht geschutzt, bei 4 °C aufbewaKupfer(l)bromid (CuBr; Aldrich, 98%)
wurde nach Standardbedingungen aufgereltfift.Piperidin (Acros), 1-Methyl-Imidazol
(NMI; Fluka, 99%), Oligo(ethylenglycol)acrylat (OEG Mppeo = 454, Aldrich),
Dodecanthiol (Alfa Aesar, 98%), Methyltrioctylammomchlorid (Aliquot 336; Fluka,
>97%) und Trifluorethanol (TFE; Fluka, 99%) wurdemne weitere Reinigung direkt
verwendetN-Isopropylacrylamid (NIPAM; Acros, 99%) wurde voerdNutzung aus-Hexan
umkristallisiert.  Tetrahydrofuran (THF) wurde vor erd Verwendung uber
Natrium/Benzophenon getrocknet und destilliert. Dierwendeten Harze (Polystyrol-2-
Chlortritylchlorid (1,56 mmol/g; Iris Biotech), Pgdtyrol-2-Aminoethanol-2-Chlortrityl
(0,74 mmol/g, Iris Biotech) und Tentagel-S-ChldyriGlycin (RAPP Polymere; 0,25
mmol/g)) wurden bei -18 °C aufbewahrt. Als Stanétzsdngsmittel fir die Peptidsynthese
wurde N-Methylpyrrolidon (NMP; Iris Biotech) verwendet, sl&orher Uber Aluminiumoxid
sowie Kieselgel filtriert wurde. 2-Brom-Propionséui(Aldrich, 99+%), n-Butylacrylat
(Aldrich, 99+%,), Dichlormethan (DCM; Iris Biotech)N,N-Dimethylformamid (DMF;
Aldrich), Trifluoressigsaure (TFA; Acros) und Pemgthyldiethylentriamin (PMDETA;
Aldrich, 99%) wurden jeweils vor der Verwendung tilksrt. Alle anderen Reagenzien

wurden von Aldrich bezogen und ohne weitere Aufgring verwendet.
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6.1.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften (AAV)

AAV 1) Peptid-Synthese

Die Festphasen-gebundene Peptidsynthese erfolgteh n&tandard Fmoc-Chemie
(FastMod™!" Protokollen in einem Peptidsyntheseautomaten dereFApplied Biosystems
(Synthesizer, ABI 433A). Als Schutzgruppe deAminogruppen der Aminosauren diente die
Fmoc-Gruppe (9-Fluorenylmethoxycarbonyl). Sie winth Basischen durch Piperidin
abgespalten. Im darauf folgenden Syntheseschrittl wie tGber HOBt/HBTU aktivierte
Aminosaure an den nun ungeschutzten Aminterminksigpelt. Die festphasengebundene
Peptidsynthese besteht folglich aus alterniererfel@oc-Abspaltung und anschlieRender
Kupplung der aktivierten Carboxylgruppe an die &ilgekuppelte Aminosaure. Das Peptid
wachst wahrend der Synthese voi@-Terminus in Richtung N-Terminus. Ein
Kupplungszyklus unter Standard-Bedingungen daueNl4huten.

Operation und Reagenzien Zeit (min)
Fmoc-Abspaltung mit 20% Piperidin in NMP 6
Waschen mit NMP 6
Aktivierung der Aminosaure (HOBt/HBTU) 7
Aktivierung mit DIPEA 5
Kupplung 20
Gesamt 44

AAV 2) Synthese der Switch-Ester Segmente

Der Aufbau einer Esterbindung zwischen einem hdmagdenentBoc-geschitzten Thr und
einem Fmoc-Val erfolgte in Anlehnung an die Arbeit®nBeyermanret al?.

Nachdem da$Boc-Thr OH nach Standard-Kupplungsbedingungen (AAMLldie Sequenz
eingebaut, und die Vollstandigkeit der Kupplungdtueinen Kaisertest (AAV5) tberpruft
wurde, erfolgte ein Transfer des Harzes in einessf@bktor. Dort wurde die Kupplung des
Fmoc-Val OH an die ungeschitz{gHydroxy-Seitenkettenfunktionalitdt des Threonins
durchgefuhrt. Nach Uberfilhrung des Harzes in deas@®hktor und Quellung in einem
Losungsmittelgemisch aus DCM/DMF (4idv), wurde Fmoc-Val in zehnfachem Uberschuss
zugesetzt. Die Aktivierung der Saurefunktion erfelggweils mit DIC (1eq) und 1-Methyl-
Imidazol (NMI; 0,75eq bezogen auf Fmoc-Val). Dazu wurde Fmoc-Valin i@GNDYDMF

geldst und eine Minute voraktiviert. Die Kupplunggam Glasreaktor betrug 2 Stunden. Die
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Kupplung wurde mindestens einmal wiederholt. Naem @rsten zwei Kupplungen und
anschlief3end nach jeder weiteren Kupplung wurdelUsiesatz der Veresterung durch einen
analytischen Fmoc-Test (AAV6) bestimmt. Die Kupmunurde wiederholt, bis ein Umsatz
von mindestens 95% erreicht war. Zur Vermeidung \eeghlsequenzen wurden nicht
veresterte Hydroxygruppen durch Acetylierung misigsaureanhydrid und NMI gecappt.
Zur Ankupplung weiterer Standard-AS wurde das HargchlieRend wieder in den Reaktor

des Peptidsyntheseautomaten tberfuhrt.

AAYV 3) Reduzierung des Beladungsgrades eines Harzes

Die Synthese von schwierigen Sequenzen kann duectietwendung von niedrig beladenen
Harzen teilweise verbessert werden (siehe Kapit@r@ndlagen). Aus diesem Grund wurden
teilweise die Beladungsgrade der eingesetzten Hgemeenkt. Durch den Einsatz eines
Gemisches aus x % Boc-Glycin und 100-x % Fmoc-@lyals erste zu kuppelnde
Aminosaure kann der Beladungsgrad reduziert werddar. Anteil an Fmoc-Glycin ist
entscheidend, da, aufgrund der verwendeten Fmom{ghaur an dieser Aminosaure weitere
Kupplungen zum Aufbau der Sequenz durchgefihrt ®rerdkoénnen. Der genaue
Beladungsgrad wurde nach der ersten Kupplung dwiclen analytischen Fmoc-Test
(AAV6) bestimmit.

Bsp.: Mit einem Gemisch aus 65% Boc-Glycin / 35%w0Er®lycin wurde der Beladungsgrad
des 2-Aminoethanol-2-Chlortritylharzes von 0,74 @25 mmol/g gesenkt.

AAV 4) Abspaltung vom Harz
Nach abgeschlossener Festphasensynthese wurde rddektP durch Einwirken einer

Abspaltlésung vom Harz getrennt. Dabei wurde zwaschwei Moglichkeiten gewahlt:

a) Seitenkettenschutzgruppen verbleiben am Peptid

Dazu wurden 10 ml Abspaltlésung (20% TFE in DOWVY) zum trockenen Harz gegeben.
Nach 60 min wurde abfiltriert, mit Abspaltlbsungwse DCM nachgewaschen und
anschlieBend das Losungsmittel im Membranpumpensvakfast vollstandig entfernt. Das
Produkt konnte durch Fallung in Diethylether unddntieRender Zentrifugation abgetrennt
werden. Der so erhaltene Feststoff wurde im Menpguampenvakuum getrocknet und
anschliel3end, je nach Ldslichkeit, aus Wasser,ohtteil oder 1,4-Dioxan gefriergetrocknet.
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b) Gleichzeitige Abspaltung der Seitenkettenschupgpegen

In diesem Fall bestand die Abspaltldsung aus 50% iRFDCM (v/v) und verblieb fir 60 min
auf dem Harz. Die restliche Aufarbeitung erfolgtalag zu Punkt a. Fir den Fall, dass das
Produkt nicht in Diethylether zu fallen war, wurdas Losungsmittel im Olpumpen-Vakuum

vollstandig entfernt und das Produkt anschlieRexfdeggetrocknet.

AAV 5) Kaiser-Test auf freie Amine

Einige Harz-Kugeln wurden entnommen, grindlich miMP, DCM und Diethylether
gewaschen und kurz im Vakuum getrocknet. Jeweds Thopfen der Losungen A, B und C
wurden auf das trockene Harz gegeben. Das Gemisctiewfir maximal 5 min auf 80 °C
erhitzt, wobei alle 30 sek. die Farbe der Harz-Brobt Hilfe einer Lupe Uberpruft wurde.
Gleichzeitig wurde eine Blindprobe ohne Harz ineenseparaten Gefald durchgefuhrt. Im
Falle einer Verfarbung der Probe gegenuber derdplobe wurde das Testergebnis als
positiv (d.h. freie Amine vorhanden) gewertet. DiKupplungsreaktion wurde
dementsprechend verlangert oder wiederholt. Dieub@en A, B und C wurden hergestellt

wie in der Literatur beschrieb&i?!

AAV 6) Analytischer Fmoc-Test

3-5 mg mit NMP und Dichlormethan gewaschenes unstcldieRend getrocknetes Harz
wurden in einer UV-Kivette (d =1 cm) mit 3 ml einedsung von 2¥o0l.% Piperidin in
DMF (v/v) versetzt und innerhalb von 20 min mehrsnatit einer Pipette durchmischt. Eine
zweite Kuvette mit Piperidinlésung ohne Harz diesieReferenz. In einem UV-Spektroskop
der Firma UVIKON (Spektrophotometer 931) wurde dibsorption der Probe gegen die
Referenz bei 290 nm gemessen. Die Berechnung dadBgsgrades des Harzes erfolgte mit
Hilfe von Gleichung 6.1Extinktionskoeffizient = 5253 M fiir das Dibenzofulven-Piperidin-
Addukt) 32

Beladung (mmol/g) = (Absorptidrf}l,75 - (mg Harz-Probe)) (Gh)e.
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6.1.2 Peptidsynthese

6.1.2.1 Synthese von 1,3-switch Peptid H-¥{tBu)-Val>-Thr3(tBu)-(Val*-Thr®)"tyal5-
Thr'(tBu)-(Val®-Thr®)*"*".val*’-nPhe"-Gly*%-OH (1)

Der Aufbau der Peptidsequenz erfolgte an einembAmbc-Gly vorbeladenen Tentagel-S-
Chlortrityl-Harz (Beladungsgrad: 0,25 mmol/g). \Meginn der Synthese wurde ein Capping
mit Essigsaureanhydrid durchgefihrt @NMI/NMP, 2x15 min.). Die schrittweise
Kupplung der Standard-Aminoséauren erfolgte nach AAwiter Anwendung von Standard-
ABI-Fastmoc Doppelkupplungs- und Fmoc-Abspaltungspollen. Nach jedem Kupplungs-
zyklus wurde die vollstandige Umsetzung durch eikensertest (AAV5) Uberprift. Die
Switch-Ester Segmente (Val-TAtJ" wurden entsprechend AAV2 per Handkupplung
zwischen Vdl und Thr sowie Vaf und Thf in die Sequenz eingebaut. Nach erfolgreicher
Kupplung und dem anschlieBendem Capping-Schrittfolgée die Synthese des nativen
Peptidsegments wiederum automatisiert im Synthégeeien nach AAV1. Nach der
Abspaltung der endsténdigen Fmoc-Schutzgruppe Voh Wurde ein kleiner Teil voh bei
gleichzeitiger Entfernung aller Peptidschutzgruppach AAV4b vom Harz abgespalten. Das
Peptidderivat wurde nach Gefriertrocknung aus 1,4-Dioxan alsléser Feststoff isoliert.

'H-NMR (MeOH-d,, 3.30 und 4.86 ppm):
5=0.95-0.98 (m, 30 H, C(CHp Val), 1.15-1.21 (m, 9 HC(CHs)OH Thr),
1.27-1.37 (dd, 6 H, C(GHO-CO Thr), 2.02-2.18 (m, 5 H, GBH,), Val),
3.63-4.46 (m, 19 H, 18-CH + 3 CHOH Thr + CH-CH nPhe), 5.14-5.22 (dt,
2 H, CHO-CO Thr), 7.52-7.55 (d, 2 H, &l nPhe), 8.12-8.14 (d, 2 H,.&

nPhe) ppm.

FT-IR: v = 3281 (w, amide A), 2973 — 2880 (m, C-H), 1742 @&O ester), 1640 (s,
C=0 amide I), 1519 (s, amide II), 1346 (m, amidg 1181-1132 (s, O-H)
cmi.

ESI-MS: - 1 mg/ml Methanol; Laufmittel Methanol

- Masse Mieor.= 1268,4 g/mol
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6.1.2.2 Synthese des single-switch Peptids H{tBu)-(Val*Thr®P°-val*-Thr>(tBu)-(Val®-
Thr)s" (val®-Thr9)P-val**-Gly*-NHCH,CH,0H (II)

Der Peptidsynthese erfolgte an einem 2-Aminoeth@mbbrtritylharz (1g, 0,74 mmol/g). Der
Beladungsgrad des Harzes wurde bei der Kupplundg3hgain, nach AAV3, auf 0,25 mmol/g
gesenkt. Die Kupplungen der Standard-AS erfolgte®eptidsyntheseautomaten nach AAV1
(Doppelkupplungsprotokoll). Die quantitative Umsetg wurde nach jedem Kupplungschritt
durch einen Kaisertest (AAV5) Uberprift. Es wurdevei Pseudoprolineinheiten (Fmoc-Val-
Thr(W™*Mepro) OH) (0.5 mmol, 2q) in die Sequenz eingebaut, jeweils im Anschlusslia
Kupplung von Val’ und Vaf. Dazu wurde das Harz in einen Glasreaktor tiberfiid eine
Doppelkupplung in DMF als Lésungsmittel unter Andang von PyBOP / HOBt / DIPEA
Kupplungsprotokollen (2/2/4q, 1 h) durchgefiihrt. AnschlieRend wurde das Haiindgjich
gewaschen und fur den Aufbau der nativen Peptidinigen im Syntheseautomaten weiter
verwendet. Der Einbau des Switch-Ester SegmentscheiVal® und Thf erfolgte wiederum
im Glasreaktor nach AAV2. Eine quantitative Umsetzkonnte nach drei Kupplungszyklen
durch einen analytischen Fmoc Test (AAV6) nachgsenewerden. Nach der Kupplung der
letzten AS (Tht) und Abspaltung der terminalen Fmoc-Schutzgruppedevein kleiner Teil
von Il nach AAV4b vom Harz abgespalten. Nach Gefriertnoclg aus 1,4-Dioxan wurdé
mittels ESI-MS undH NMR charakterisiert.
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'H NMR (MeOH-d; (3.30 und 4.84 ppm)):
5=10.94-0.98 (m, 30 H, C(GHp Val), 1.13-1.18 (m, 9 HC(CHs)OH Thr),
1.27-1.29 (d, 3 HC(CHs)OH Thr), 1.33-1.35 (d, 3 H, C(G)O-CO Thr),
2.07-2.21 (m, 5 H, CKCHs), Val), 3.61-4.74 (m, 20 H, 18-CH + 4 CHOH
Thr + HO-CH-CH,), 5.30-5.33 (t, 1 H, CHD-CO Thr), 8.10-8.46 (m, NH
ppm.

ESI-MS: - 1 mg/ml ACN/HO; Laufmittel Acetonitril/Wasser (1:t/v)
- Masse Mheor=1118,3 g/mol
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6.1.2.3 Synthese des Switch-Peptid Kettentbertrager
(Br-CH(CHs)-C(O)-Thi(tBu)-(Val-Thr)P-val*-Thr(tBu)-(Vaf-Thr')*¥* (val-Thr%)"-
Val*’-Gly*-NHCH,CH,OH) (lla)

Der Oligopeptid-ATRP-Makroinitiator wurde in Anleing an die Arbeiten voten Cate et
al. hergestellt®® Die Kupplung von 2-Brompropionséure (26) an denN-Terminus des
harzgebundeneh erfolgte nach Standard DIC Doppelkupplungsprotieko(5eq, 2x 4 h).
Die Reaktion wurde im Glasreaktor mit DMF als Logsimittel durchgeftihrt. AbschlieRend
wurde das Harz mit DMF, NMP gewaschen und ein kleifieil des Peptidderivats fur die
Charakterisierung voha nach AAV4b abgespalten.
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'H NMR (MeOH-d; (3.30 und 4.84 ppm)):
5=0.94-0.98 (m, 30 H, C(Gj Val), 1.17-1.35 (m, 15 H12 H C(CHs)OH
Thr + 3 H C(CH)O-CO Thr), 1.76-1.78 (d, 3 H, Br-C(GHCO), 2.07-2.18
(m, 5 H, CHCHs), Val), 3.65-4.68 (m, 21 H, 12 H-CH + 4 H CHOH Thr +
4 HO-CH-CH, + Br-CH(CH3)-CO), 5.27-5.30 (t, 1 H, C#D-CO Thr), 8.00-
8.45 (m, NH ppm;

ESI-MS: - 1 mg/ml ACN/HO; Laufmittel Acetonitril/Wasser (1:t/v)
- Masse Mieor.= 1254,3 g/mol
- m/z= 1255 ([M+H]), 1277 ((M+Na]), 647 ([M+H+KJ"), 628 ([M+2HF"),
619 ([((M=H,0)+2HJ**; Thr Fragmentierung)

Ph-C(S)-S-CH(CH)-C(0)-Thi(tBu)-(Val-Thr¥)’-val-Thr(tBu)-(Vaf-Thr’ )" (val’-
Thr)P-val*®-Gly*-NHCH,CH,OH) (lII)

Fur die Umwandlung vohia in den Peptid-Makrokettentbertragdr wurde Dithiobenzoe-
saure ausgehend von Brombenzol durch eine GrigRaadktion hergestellt und anschliel3end
zum harz-gebundenen ATRP-Makroinitiatda gegeben. Unter Argonatmosphare wurde
Brombenzol (19 mmol, Jeq) vorsichtig zu einer Dispersion aus Magnesiumspafic
mmol, 1 eq) in THF (10 ml) getropft und fir 45 Minuten gertihDas resultierende
Phenylmagnesiumbromid wurde Uber einen Filter ineei gekihlten Rundkolben mit
Schwefelkohlenstoff (27 mmol, 1,6q) Uberfihrt und mit 5 ml THF nachgespult. Das
Reaktionsgemisch wurde fur 2 Stunden bei Raumtemtyregerihrt. AnschlieBend wurde
vorsichtig etwas Wasser (6 ml) dazu gegeben undedigtierende Dithiobenzoat-Losung im
Membranpumpenvakuum aufkonzentriert. Nach ZugalmeWasser (20 ml) und Diethylether
(40 ml) wurde die wassrige Phase mit HCI (1 M, 2D angesauert und das Produkt zweimal
mit Diethylether extrahiert. Die kombinierten Etpleasen wurden zunachst tbern8@, und
anschlieBend im Olpumpenvakuum getrocknet. Daglerit gebundenen Oligopeptidderivat
lla (0,1 mmol) beladene Harz wurde in THF (4 ml) gdbumo und nacheinander,
Dithiobenzoesaure (315 mg, 2,05 mmol), sowie Pyr{d60ul, 2 mmol) dazu gegeben. Das
Reaktionsgemisch wurde fur 20h bei 60°C gerihm Anschluss wurde auf
Raumtemperatur gekuhlt und grindlich mit THF gewasc Es folgten Waschschritte mit
THF, Wasser, THF und DCM. Das Produkt wurde untéalE der Peptidschutzgruppen nach
AAV4a vom Harz abgespalten. Nach der Gefriertrocknuwaus Acetonitril/Benzol (1:1),
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wurden 112 mg (0,07 mmol) des Peptid-Makroubertsidgi¢ als rosafarbener Feststoff

erhalten.

'H NMR (MeOH-d, (3.30 und 4.84 ppm)):
5=0.96-1.67 (m, 87 H3OH C(CHs). Val + 12 H C(CH;)OH Thr + 3 H
C(CHs)O-CO Thr + 3 H S-C(CH-CO + 18 H C(CH); 'Bu + 12 H C(CH),
MeMenro + 9 H C(CH); Boc), 2.07-2.18 (m, 5 H, Qi€Hs), Val), 3.56-4.60
(m, 21 H, 12 Ha-CH + 4 H CHOH Thr + 4 H HO-CH-CH, + 1 H S-
CH(CHs)-CO), 5.26 (t, 1 H, CHD-CO Thr), 7.42 (t, 2 H, Arkkw), 7.58 (m, 1
H, ArHoard, 7.96 (d, 2 H, Arldno), 7.90-8.62 (m, NHppm.

FT-IR: v = 3284 (w, Amid A), 2973 — 2880 (m, C-H), 1783 @=O Ester), 1636 (s,
C=0 Amid I), 1513 (s, Amid I1), 1392-1368 (m, Amit), 1162 (s, O-H) crit;

ESI-MS: - 1 mg/ml ACN/HO; Laufmittel Acetonitril/Wasser (1:/V)
- Masse Mieor=1642,2 g/mol
- m/z = 1643 ([M+Na]), 1603 ([((M-HO)+H]"; Thr Fragmentierung), 812
(IM+2H]2

6.1.2.4 Synthese des Trithiocarbonat-Oligopeptidtéribertragers
H-Gly*-Gly*-Arg®(Pbf)-Gly*-Asp’(tBu)-Sef(tBu)-OH (VI)

Ein  Polystyrol-2-Chlortritylchlorid Harz ~ wurde mit Fmoc-Ser(tBu) OH  nach
Standardprotokollen belad€fi? Nach einem Cappingschritt mit 4@ wurde der
Beladungsgrad des Harzes durch einen analytischeocHest (AAV6) auf 0,36 mmol/g
bestimmt. Die Standard-AS wurden schrittweise irptilsyntheseautomaten analog AAV1
gekuppelt. Nach der Abspaltung der terminalen F@cdudtzgruppe (GIYy wurde ein kleiner
Teil des Peptids zur Charakterisierung winvom Harz abgespalten (hach AAV4a). Nach

Gefriertrocknung aus Acetonitril/Wasser (/%) wurdeVI als farbloser Feststoff erhalten.

'H NMR (MeOH-d, (3.30 und 4.86 ppm)):
6=1.14 (s, 9 H, O-C(C¥); Ser), 1.28-1.87 (m, 19 H, 9 H O-C(gklAsp, 6 H
O-C(CHs), Pbf, 4 H CH-CH-CH, Arg) 2.07-2.56 (m, 9 H, $CHs Pbf), 2.68-
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2.83 (m, 4 H, 2 H CHNH Arg, 2 H CH-C(O) Asp), 2.99-3.18 (m, 4 H, 2 H
CarCH, Pbf, 2 H O-CH Ser), 3.65-4.27 (m, 9 H-CH) ppm.

ESI-MS: - 1 mg/ml Methanol; Laufmittel Methanol
- Masse Meor.= 911,4 g/mol
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Synthese des RAFT-Kettenubertragers S-1-Dodecy(F§R’-Dimethyl-R”-Essigsaure)
Trithiocarbonat (CTA-I)

Die Synthese vo€TA-I erfolgte nach Vorschrift vohai et al*® 1-Dodecanethiol (8,09 g,
0,04 mol), Aceton (19,22 g, 0,33 mol) und AliquoB63 (Tricaprylylmethylammonium
chlorid, 0,65 g, 1,6 mmol) wurden in einem Dreikalben auf 10 °C gekuhlt. Innerhalb von
20 min wurde eine 50%ige Natriumhydroxdlésung (3¢360,04 mol) dazugegeben. Nach
weiteren 15 min rUhren, erfolgte die Zugabe vonv&dghblkohlenstoff (3,04 g, 0,04 mol)
geldst in Aceton (5 ml) innerhalb von 20 min. Dal#ibte sich die Losung rot. Es wurde
weitere 10 min geruhrt, bevor zu dem Gemisch Clidoro (7,12 g, 0,060 mol), in einem
Schritt, und tropfenweise 50%ige Natriumhydroxdligyl16 g, 0,2 mol) gegeben wurden.
Die Reaktionslosung wurde Uber Nacht bei Raumteatpegerihrt und anschlieRend durch
vorsichtige Zugabe von 60 ml Wasser und 10 ml H®@hg.) angesduert. Durch kraftiges
Ruhren und durchleiten von Stickstoff wurde das téeeaus dem Gemisch entfernt. Der
resultierende Feststoff wurde Uber einen Bluchméter abfiltriert und in 200 ml Isopropanol

fur 15 min geruhrt. AbschlieBend wurde das Gemisbls zur Trockne im
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Membranpumpenvakuum eingeengt. Nach Umkristalbsatius n-Hexan wurd€TA-|1 als
gelber kristalliner Feststoff erhalten.
Ausbeute: 8,29 g (59% d.Th.)

'H NMR (CDCk (7.26 ppm)):
§=0.88 (t, 3 H, CH-CHs), 1.24-1.41 (m, 18 H, CHHCHs), 1,72 (s, 6 H,

ESI-MS: - 1 mg/ml Methanol; Laufmittel Methanol
- Masse Meor= 365.16 g/mol
- m/z= 388 [M+Na], 773 [2M+Na],

C12H25-S-C(S)-S-C(CH),-C(0)-Gly-Gly*-Arg*(Pbf)-Gly*-Asp’(tBu)-Sef(tBu)-OH (VII)

CTA-1 (0,5mmol, %eg) wurde an die terminale Amingruppe des harzgehouene
Oligopeptid-Precusors/l gekuppelt. Die Synthese wurde entweder im Pepiitiege-
automaten unter Verwendung des ABI Fastmoc DCC-Kumgsmodul€” oder im
Glasreaktor durchgefuhrt. Als Kupplungsreagenzientdn DIC/NMI (5/4eq) in einem
Loésungsmittelgemisch aus DCM/DMF (80:20). Nach 2 Stunden Reaktionszeit konnte die
quantitative Umsetzung durch einen Kaisertest (AAViachgewiesen werdeWll wurde
unter Erhalt der Peptid-Schutzgruppen nach AAV4anvblarz abgespalten und nach

Gefriertrocknung aus Acetonitril/Benzol (50:80) als hellgelber Feststoff erhalten.

'H NMR (MeOH-d, (3.30 und 4.86 ppm)):
3 =0.87-0.91 (t, 3 H, CHCHgs, T-1), 1.17 (s, 9 H, O-C(C¥); Ser), 1.27-1.87
(m, 45 H, 20 H S-CH(CH,)10-CHs, 9 H O-C(CH)3; Asp, 6 H S-C(CH),, 6 H
O-C(CH), Pbf, 4 H CH-CH-CH, Arg) 2.08-2.56 (m, 9 H, £ CH; Pbf), 2.64-
2.84 (m, 4 H, 2 H CHNH Arg, 2 H CH-C(O) Asp), 3.00-3.18 (m, 6 H, 2 H
Car-CH, Pbf, 2 H CH-CH.-S, 2 H O-CH Ser), 3.62-4.48 (m, 9 H-CH) ppm.
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6.1.2.5 Kontrollexperiment

Zur Untersuchung der Nebenreaktion zwischen demleopkilen Amin [N-terminale

Amingruppe des Peptids) und der TrithiocarbonatiBinvon CTA-I zum Dithiocarbamat-
Nebenprodukt.
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Die Kupplung des Trithiocarbonat RAFT Kettenlubeageds CTA-1 (0,2 mmol) an das
festphasengebundene Peptd (0,02 mmol) wurde in Abwesenheit des AktivatorsCDI
durchgefuhrt. Die weiteren Reaktionsbedingungenebein im Vergleich zur zuvor
beschriebenen Synthese wdil unverandert. Nach 2 h Reaktionszeit wurde das Rtodu
nach AAV4a vom Harz abgespalten und aus Acetatdeiizol (1:1) gefriergetrocknet.

Die quantitative Analyse der Produktzusammenseteufodgte durch HPLC-MS Messungen.

HPLC-MS (RP8, MeOH/EKD, 254 nm):
Vy =2,7ml (912 m/z ([M+H]+)), Vdithiocarbamate= 22 Ml (1157 m/z ([Mthiocarbamat'é’H]Jr));
IntegralverhaltnisA(Vi) : A(V githiocarbamat = 10:1.

6.1.3. Synthese eines carboxyl-endfunktionalisrert€oly-n-butylacrylats
(PBA2K)durchATRP

6.1.3.1 Synthese von 2-Brom-propionsaurebenzylester

Die Synthese des Initiators erfolgte nach der fmiftovon De-Chenget al. %2,

In einem 50 ml Stickstoffkolben wurden unter Argatmosphare 32 mmol Benzylalkohol

und 35 mmol Pyridin in 20 ml trockenem DCM vorgdlaghd auf 0 °C abgesenkt.

Anschlie3end wurden 35 mmol 2-Propionsaurebronagfénweise hinzugegeben, wobei ein
weil3er Niederschlag ausfiel. Es wurde drei StungeinRaumtemperatur gerthrt, bevor die
Reaktion durch Zugabe von 20 ml Eiswasser, gefadgt 20 ml DCM abgebrochen wurde.
Die organische Phase wurde nacheinander mit wasshN@triumhydrogencarbonatlésung
und Wasser gewaschen und anschlieRend tUber Magrssfat getrocknet. Das L&sungs-
mittel wurde abdestilliert und das Rohprodukt kenmin Olpumpenvakuum bei 70 °C

umkondensiert werden. Es wurde eine farblose Losuhnaglten.

Ausbeute: 5,23 g (71% d.Th.)

'H NMR (CDCk): & =1.82 (d, 3H, Ch), 4.39 (q, 1H, CIBr), 5.19 (s, 2H, CHCa), 7.35
(s, 5H, GH) ppm.

13C NMR (CDCE) & = 21.6 (CH), 39.9 (CBr), 67.6 (CH), 128.2 (GH), 128.5 (GH),
128.6 (GH), 135.1 (G) ppm.
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6.1.3.2 ATRP vom-Butylacrylat

Fur die Polymerisation wurden CuBr (718 mg, 5 mmeoid CuBs (45 mg, 0,2 mmol) in
einen Schlenk-Kolben gegeben und dieser 3x evadkumer mit Argon beliftet. Eine entgaste
Mischung aus Acetonitriln-Butylacrylat und PMDETA (11 ml (33 vol.%.), 28,7 200
mmol) und 1,1 ml (5,2 mmol)) wurde Uber eine Sgritmter Schutzgasatmosphare in den
Kolben transferiert. Das Reaktionsgemisch wurde flrh gerdhrt um die
Kupferkomplexbildung zu ermdglichen. AnschlieBendrae auf 60 °C erwarmt und die
Polymerisation durch die Zugabe einer zuvor enggastLésung aus 2-Brom-
propionsaurebenzylester (1,75 ml, 10 mmol) in Acgtd (2 ml) gestartet. Durch Proben-
entnahme wurde der Verlauf der Reaktion mit HiltenvH NMR-Spektroskopie und GPC
verfolgt. Zur Bestimmung des Umsatzes wurden diegirale charakteristischer Signale des
Monomers (Resonanzen der Vinyl-Protonen »8EH-, 5.50 bis 6.50) ins Verhaltnis gesetzt,
zu der Flache eines uberlagerten Monomer/Polyngmes (-CH-O-, 3.80 bis 4.30 ppm).
Nach 2 h Reaktionszeit wurde die Reaktion durch (hdn und anschliel3ende Luftzufuhr
abgebrochen. Die Reaktionslésung wurde mit THF tvemtl und durch Filtration Uber eine
Kieselgelsdule vom Katalysator gereinigt. Das Eluwatrde im Membranpumpenvakuum
eingeengt und in einer LOsung aus Methanol/Eiswa$86:20 v/v) umgefallt. Nach
Trocknung im Olpumpenvakuum wurden 17,2 g Poly-tdagrylat (82% d.Th.) erhalten.

'H NMR (CDCk): &= 0.90-0.93 (t, 48 H,CH,-CHy), 1.14-1.17 (d, 3 HCH-CH), 1.35-
1.38 (b, 32 H,CH,-CHy), 1.58-1.91 (b, 64 H, CHCH,-CH, + CH-
Chp), 2.27 (b, 16 H, CKCH; ), 4.05 (b, 32 H, O-C}), 5.13 (s, 2 H, O-
CHy-Ca), 7.33 (5 H, GH) ppm.

GPC: (THF, PS-standards):xM 2100 g/mol, DR= 15, M\,/M, = 1,13.

6.1.3.3 Entfernen der Benzyl-Schutzgruppe

Die Benzylester Schutzgruppe derCarbonsdure Funktionalitat konnte unter reduktiven
Bedingungen selektiv abgespalten werd&Hh.

Dazu wurde das Polymer in einem Stickstoffkolbemlsolutem Ethanol geldst und entgast.
Im Argongegenstrom wurde zunédchst Ammoniumformiadl @anschlieRend Palladium auf

Aktivkohle (10%) zum Reaktionsgemisch zugegebere Reaktionsldsung wurde 2 h bei

35°C und 12 h bei Raumtemperatur gerthrt. Der RH@ysator wurde durch Filtration
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Uber Celite abgetrennt und das LOsungsmittel amatioisverdampfer entfernt. Der
Ruckstand wurde in DCM aufgenommen, nacheinandefy8iM HCI-L6sung, gefolgt von
Wasser extrahiert und anschlieRend Uber Magnesltahgetrocknet. Das Ldsungsmittel
wurde im Membranpumpenvakuum entfernt. Zur Reinjpunurde das Produkt aus THF in
Methanol/Eiswasser (2:¢/v) ausgefallt. Der Niederschlag wurde in DCM aufganmen,
Uber Magnesiumsulfat getrocknet und nach Entfernudgs Ldsungsmittels im
Olpumpenvakuum wurdeBA2k als viskoses Ol erhalten.

Ausbeute: 75% d.Th.

'H NMR (CDCL): &= 0.91-0.95 (t, 46 H,CH»-CHs), 1.18-1.19 (d, 3 HCH-CHs), 1.36-
1.38 (b, 32 H,CH,-CHs;), 1.59-1.91 (b, 64 H, CHCH,-CH, + CH-
CH,), 2.28 (b, 16 H, CHCH, ) 4.05 (b, 32 H, O-Ck ppm.
Es wurden keine detektierbaren Resonanzen &iBdnzylestergruppe

bei 5.13 and 7.33 ppm gefunden.

GPC: (THF, PS-standards):sM 2300 g/mol, DRP= 18, M\,/M, = 1,17.

FT-IR: v (cm): 2960 — 2874 (s, C-H), 1734 (s, C=0), 1166 (wWHD

MALDI-TOF-MS: Das MALDI-Spektrum vonPBAZ2k zeigt zwei Verteilungen mit
Abstédnden zwischen den Signalen von jeweils 128)]2 Da, die den
homologen Reihen der Natrium- und Kalium-Adduktegemrdnet
werden konnen.

M* =N - Mnga] + MiEndgruppent Mgegleition]

Bei einer theoretischen Masse von.gM = 128,08 Da pro
Wiederholungseinheit und einer Masse der EndgrupparMendgruppen]
= 75,1 Da, kodnnen die drei intensivsten SignaleAbitveichungen von
max. + 0,5 Da Polyr-butylacrylaten mit DR:ax = 14, 15 bzw. 16

zugeordnet werden.
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6.1.4 Synthese der Peptid-Polymer-Konjugate

6.1.4.1 Synthese von PnBA-block-THval®-Thr3-(Val*-Thr?)*"*val®-Thr’-(Val®-
Thré)s"hyal*’-nPhet’-Gly*>-OH (I-PBA2kK) (Kupplungsansatz)

Die Konjugation des end-funktionalisiertemBA-COOH (PBA2k) an denN-Terminus des
vollgeschitzten Peptidsegment$ urde als eine festphasengebundene Kupplungssaakt
durchgefuhrt. 640 mg voRBA2k (0,32 mmol, 4eq.in Bezug auf die theoretische Menge an
Peptidl) wurden in 5 ml DMF gel6st. Die Aktivierung der i@axyl-Funktionalitéat erfolgte
mit PyBOP / HOBt / DIPEA (167 mg, 0,32 mmoled./ 49 mg, 0,32 mmol, é4q./ 0,1 ml,
0,64 mmol, &q). Die resultierende Losung wurde zum Harz gegelmed fir 18 h bei
Raumtemperatur geschittelt. Nach einem WaschzykinsDMF, DCM, DMF wurde die
Kupplung wiederholt um eine quantitative Umsetzanggewdahrleisten. Die Vollstandigkeit
der Kupplung wurde durch einen negativen Kaise(#A&W5) bestéatigt.

Die Abspaltung des Konjugate&PBA2k erfolgte nach AAV4b, bei gleichzeitiger
Entfernung aller Peptidschutzgruppen. Das Konjkgainte nach Gefriertrocknung aus 1,4-
Dioxan in 62 % Ausbeute (d.Th.) isoliert werden.

'H NMR (MeOH-d, (3.30 und 4.86 ppm)):
3=0.94-0.98 (M, 75 H30 H C(CHs), Val + 46 H CH-CH), 1.11-1.28 (m, 18
H, 9 H C(CH)OH Thr + 6 H C(CH)O-CO Thr + 3 H Gi-CHs PnBA), 1.41
(m, 32 H, CH-CH; PnBA), 1.60-1.91 (b, 59 H, CHCH,-CH, + CH-CH
PnBA), 2.16-2.18 (m, 5 H, CKCHs), Val), 2.31 (b, 15 H, CHCH, ), 3.63-4.55
(m, 51 H, 12 Hu-CH + 3 H CHOH Thr + CH-CH nPhe + 32 H O-CH
PnBA), 5.16-5.24 (dt, 2 H, GB®-CO Thr), 7.53-7.55 (d, 2 H, & nPhe),
8.12-8.14 (d, 2 H, §H nPhe) ppm. Mconj. = 3300, DR = 16.

FT-IR: v =3292 (w, Amid A), 2960 — 2880 (m, C-H), 1730 G5O Ester), 1642 (s,
C=0 Amid 1), 1523 (m, Amid 1), 1346 (m, Amid )II1153 (s, O-H) crh.

Schaltprozedur fur Konjugat I-PBA2k

2 mg (0,6umol) I-PBA2k wurden in einer Mischung aus 0,89 ml Diethylethed ©,12 ml
einer methanolischen 0,01M Natriumhydroxid Losubhg (imol NaOH) geldst und fur 12 h
geschlittelt.
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6.1.4.2 Synthese der PnBA-Konjugate Ph-C(S)-S-(PHBE&H(CH3)-C(O)-Thr'(tBu)-(Val*
Thr3)P°-val*-Thr(tBu)-(Val®-Thr )" (val®-Thr)P°-val’*-Gly*-NHCH,CH,OH (1)
durch RAFT Polymerisation — allgemeine Durchflihrung

Der Switch-Peptid Kettentbertragér (20 mg, 12,3umol) wurde in DMF (4 ml) gel6st und
Uber Nacht unter Argonatmosphéare gerihrt. Nachderawurden 0,5 ml einer Lésung von
AIBN in DMF (0,4 mg/ml, 1,2umol) und 0,5 minBA (3,49 mmol) zum Reaktionsgemisch
gegeben. AnschlieRend wurde die Losung vorsichitigAngon entgast und auf 60 °C erhitzt.
Es wurden Proben entnommen um den Verlauf der Reakurch®H NMR-Spektroskopie
und GPC verfolgen zu kénnen. Bei Erreichen des geualiten Monomerumsatzes bzw.
Molekulargewichtes wurde die Polymerisation dur@sches Abkuhlen und Luftzufuhr
abgebrochen. Die entsprechende Probe wurde im (eovakuum aufkonzentriert, aus
Methanol in Eiswasser gefallt und zum Abschluss afsetonitril/Benzol (1:1)
gefriergetrocknet. Drei unterschiedlichenBA Konjugate (V-PBA8k, IV-PBAl4k, IV-
PBA38k) wurden auf diese Weise hergestellt. Die Charah&zung erfolgte durch GPC und
NMR Spektroskopie.

IV-PBA8K

'H NMR (DMSO-d; (2.49 und 3.31 ppm)):
5=0.78-1.76 (m, 669 HBO H C(CHs), Val + 195 H CH-CHs + 12 H C(CHs)
OH Thr + 3 H C(CH)O-CO Thr + 3 H S-C(CH-CO + 18 H C(CH)3'Bu + 12
H C(CHs), PP + 9 H C(Ch)sBoc + 130 H CH-CH; PnBA + 130 H CH-CH,-
CH, + 130 H CH-CH PnBA), 1.98-2.31 (m, 70 H, 5 H Qi€Hs), Val + 65 H,
CH-CH; PnBA), 3.64-4.34 (m, 151 H, 12 Id-CH + 4 H CHOH Thr + 4 H
HO-CH-CH, + 1 H S-CHCH3)-CO + 130 H O-CH PnBA), 5.26 (t, 1 H, CH
O-CO Thr), 7.29-8.51 (m, 15 H, 5 H ArH10 H NH ppm.
Mn.conj. = 9900, DR = 65.

GPC (THF, PBA-standards): Mapp= 11000, DR= 69, M\,/M,, = 1,29.



Anhang 99

IV-PBA14k

'H NMR (DMSO-d6):
Mn conj. = 15800, DR = 111, bestimmt durch den Vergleich der Integrale
charakteristischelH NMR Resonanzen desiBA-Blocks (¢ = 4.05-4.10 ppm
(OCH,)), des Oligopeptidsegmentd £ 5.26 ppm (CHO-CO Thest)) und der
CTA Endgrupped = 7.40-7.47 ppm (Arkets)-

GPC (THF, PBA-standards):
Mn.app= 16000, DR = 110, My/M,, = 1,25.

IV-PBA38k

'H NMR (CDCH):
Mh conj. = 39000, DR = 292, bestimmt durch den Vergleich der Integrale
charakteristischéHH NMR Resonanzen vormBA (8 = 4.05-4.10 ppm
(OCH,)) und der CTA Endgruppe € 7.34-7.96 ppm (Arh.

GPC (THF, PS-standards):
Mn,app= 37000, DR = 274, M,/M,, = 1,33.

Abspaltung der Peptidschutzgruppen:

Zur Entschitzung des Peptidsegments wurden dieugatg in einer Mischung aus 30% TFA
in DCM gel6st und fur 30 Minuten geschittelt. AngeRend wurde Dioxan dazugegeben und
die organischen Losungsmittel im Membranpumpenvakuentfernt. Die resultierenden
Produkte wurden aus Acetonitril/Benzol (1/4) gefriergetrocknet.

IV-PBA8K

'H NMR (MeOH-d; (3.30 und 4.84 ppm)):
5=0.80-1.10 (m, 225 HB0 H C(CHs), Val + 195 H CH-CHs), 1.16-1.95 (m,
408 H, 12 HC(CHs)OH Thr + 3 H C(CH)O-CO Thr + 3 H S-C(CH-CO +
130 H CH-CH; PnBA + 130 H CH-CH,-CH, + 130 H CH-CH PnBA), 2.10-
2.42 (m, 70 H, 5 H C{€Hs), Val + 65 H CHCH, PnBA), 3.64-4.34 (m, 151
H, 12 Ha-CH + 4 H CHOH Thr + 4 H HO-CH-CH, + 1 H S-CHCH;)-CO +
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130 H O-CH PnBA), 5.28 (t, 1 H, CHD-CO Thr), 7.45-7.97 (m, 5 H ArH)
ppm. Ivh,conj,: 9700, DR = 66.

IV-PBA14k

'H NMR (DMSO-d):
Mhn.conj, = 16700, DR= 120, bestimmt durch den Vergleich von Integralen
charakterischetH NMR Resonanzen desnBA-Blocks bei 4.05-4.10 ppm
(OCH,) und der CTA Endgruppe € 7.49-7.51 ppm (Arb).

IV-PBA38k
'H NMR (CDCh):

Mh.conj. = 38000, DR=285 bestimmt durch den Vergleich von Integralen
charakterischetH NMR Resonanzen desnBA-Blocks bei 4.00-4.06 ppm
(OCH,) und der CTA Endgruppe € 7.35-7.96 ppm (Arh).

16000+ h 120
n, theor L

140004 . - s L1.9
12000 o 18
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E  8000- . 15 &
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2000+ ° 00 ° -1.1
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Monomerumsatz [%0]

Abb. 6.1: RAFT Polymerisation vomBA kontrolliert durchlll bei 60 °C: Auftragung des
mittleren Molekulargewichts (M bestimmt durch GPC) gegen Monomerumsatz
(ReaktionsbedingungemBA] o/[ Il ]o/[AIBN] o = 285/1/0,1, DMF = 980l.%).

Allgemeine Schaltprozedur fir die Konjugate IV-PBA8/-PBA14 und IV-PBA38:

1 mg des Peptid#BA Konjugats (V) wurde in 1 ml einer Mischung aus Diethylether und
Methanol (70:30 v/v) gelbst.

unterdricken,

Um einen frihen, unkontrollierten Schalgang zu

20 mg TFabilisiert. Um eine
Reproduzierbarkeit der Schaltbedingungen zu geeidkteh, wurde der apparente pH-Wert

wurde die Ldsung sofort mit
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der EpO/MeOH Lo6sung bestimmt. Dies geschah durch Verdianren 10uL LOosung mit

3 uL entionisiertem Wasser und Messung des pHs méneiStandard Indikatorpapier (pH-
Bereich: 2-5 und 5-8). Um den Aggregationsprozesstarten, wurde der Schaltprozess in
den Switch-Segmenten des Peptidblocks durch dratioh des TFA-Stabilisators mit Base
(100ul, Diethylether/0,1 M methanolische NaOH (70:30)luziert. Der apparente pH-Wert
der Losung wurde auf diese Weise autpH 6,0 eingestellt. Dies ermdglicht eine langsame
Transformation vorlV in V. Wahrend des Schaltvorgangs und des Aggregationsgses
wurde die Losung mit langsamer GeschwindigkeitRemimtemperatur geschiittelt.

6.1.4.3 Synthese des Poly-n-Butylacrylat Konjuga@gsH,5-S-C(S)-S-(PnBA)-C(CHs)2-
C(0)-Gly-Gly*-Arg®(Pbf)-Gly*-Asp’(tBu)-Sef(tBu)OH) (VII-PBA):

Der Oligopeptid Makro-Kettentbertraggitl (10 mg, 8umol) wurde in 4 ml DMF gelost,
entgast und Uber Nacht unter Argonatmosphére geifolgte die Zugabe von 130einer
Stocklésung aus AIBN in DMF (1 mg/ml, Qi 8nol), gefolgt von 0,54 mhBA (3,74 mmol).
Die Reaktionslosung wurde vorsichtig entgast ungeruArgonatmosphare auf 65 °C erhitzt.
Fur die kinetische Untersuchung der Polymerisatiamrden in regelmaRigen Abstanden
Proben fiir GPC untH NMR Spektroskopie genommen. Der Monomerumsatzde/eiurch
den Vergleich der Integrale charakteristischer Rasmen des vinylischen Monomers
(6 =6.35-5.65 ppm, 3H, ¥€=CH) mit dem eines kombinierten Monomer/Polymer Signal
(6= 4.10-3.75 ppm, 2H, O-CH bestimmt. Die Polymerisation wurde durch Abkilguauf

Raumtemperatur und Luftzufuhr gestoppt.

6.1.4.4 Allgemeine Prozedur fur die RAFT Polymerigm von NIPAM und OEGA mit VI
als Macro-CTA:

Die Polymerisation von NIPAM oder OEGA erfolgte e@nghnlichen Bedingungen, wie fir
VII-PBA beschrieben. In Kirze: 25 mg veil (20 umol) wurden in 3,4 ml DMF geldst und
entweder wurde OEGA (0,78 mmol, 8§) oder NIPAM (2,7 mmol, 138q) dazu gegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde nach Zugabe veumél AIBN vorsichtig entgast und unter
Argonatmosphére auf 65 °C erhitzt. Direkt vor detvbAich der Reaktion wurde eine Probe
entnommen, um den finalen Monomerumsatz dtrfthNMR zu bestimmen. Das Rohprodukt
wurde anschliel3end durch GPC charakterisiert.

Voll geschiitzte&/II-PNIPAM : (My nmr conversion= 9800; M app. spc= 11500; M/M,, = 1,20).
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VO” geSChUtZteS/” 'POEGA. (Mn,NMR conversi0n= 8500, MLapp GP(,: 4800, M\//Mn = 1,23 ).

Nachdem das Lésungsmittel im Olpumpenvakuum ertfetnde, erfolgte die Abspaltung
aller Peptid-Schutzgruppen durch Einwirkung einam8ard Abspaltlosung (TFAM/TES

(95/4/1vol.%) fur 2 h. Die Reaktionslésung wurde bis zur Troeleingeengt, neutralisiert
und gegen entionisiertes Wasser dialysiert (MWCQ00)10 Die Konjugate wurden

anschlie3end durch Gefriertrocknung aus Acetoftty® (1:1) isoliert.

VII-PNIPAM (leicht gelber Feststoff):

'H NMR (DO (4.65 ppm)):
8=0.73-2.02 (t, 798 H, 3 H CHCHs, 20 H S-CH-(CH)10-CHs, 6 H S-
C(CHs)2, 4 H CH-CH-CH, Arg, 170 H -CH-CH-, 85 H -CH-CH-, 510 H
CH-(CH),), 2.74-2.89 (m, 4 H, 2 H GFNH Arg, 2 H CH-C(O) Asp), 3.00-
3.17 (m, 4 H, 2 H CHCH-S, 2 H O-CH Ser), 3.79-3.86 (m, 92 H, 85 H NH-
CH-(CHs),;, 7 Ha-CH Gly, Arg), 4.23 (t, 1 Ha-CH Ser), 4.42 (t, 1 Ha-CH
Asp) ppm;
DPyavr= 85,Mp nvr = 10400.

VII -POEGA ( gelblich viskoses Ol):

'H NMR (DO (4.65 ppm)):
§ =0.81 (t, 3 H, CH-CHs), 1.08-1.94 (m, 58 H, 20 H S-GHICH,)10-CHs, 6
H S-C(CH),, 4 H CH-CH-CH, Arg, 28 H -CH-CH-) 2.33 (m, 14 H, -Cht
CH), 2.76-2.84 (m, 4 H, 2 H G#NH Arg, 2 H CH-C(O) Asp), 3.00-3.18 (m,
4 H, 2 H CH-CH-S, 2 H O-CH Ser), 3.27 (m, 42 H, -O-G} 3.40-3.87 (m,
455 H, 448 H ChCH»-O, 7 Ha-CH Gly, Arg), 4.14-4.23 (m, 29 H, 1 H-
CH Ser, 28 H C(O)O-CHKHCHy), 4.41 (t, 1 Ho-CH Asp) ppm;
DRy nvr= 14,M nvr = 7300.
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6.2 Charakterisierungsmethoden (experimentelld) Tei
6.2.1 Polymer- und Peptidcharakterisierung

6.2.1.1 Kernmagnetische Resonanz (NMR) - Spektrqé#o

Die Aufnahme der NMR-Spektren erfolgte an einem kBruDPX 400-Spektrometer in
CDCl;, MeOH-d,, D,O oder DMSO-¢ bei Raumtemperatur bei 400 MHH(NMR) bzw.
100 MHz (°C-NMR). Signale von Spuren nicht-deuterierten Lammittels dienten als
interne Standards bezogen auf Tetramethylsilan. BRarbeitung der Spektren wurde das

Programm Win-NMR (Bruker) verwendet.

6.2.1.2 Gelpermeationschromatografie (GPC)

GPC Messungen wurden in THF oder NMP (Flussratd/rhim) unter Verwendung von drei
5pu-MZ-SDV Saulen (18 16 and 16 A) durchgefiihrt. Die Detektion erfolgte iiber einen
Brechungsindex- (RI) (Shodex RI-71) und einen UMdbéor (TSP UV 1000; 260 nm). Fur
die Auswertung der Daten kam eine universelle Kidrang, basierend auf linearen PS-
Standards (PSS, Germany) zur Anwendung. Fur keteti®)ntersuchungen, zur Bestimmung
von M, and M.,/M,, wurden Proben aus dem Polymerisationsgemiscloemen und mit
THF verdunnt.

6.2.1.3 Hochleistungsflissigkeitschromatografie kpgpelt mit Elektrospray-lonisations-
Massenspektrometrie (HPLC-MS)

Die Umkehrphasen-HPLC-MS-Untersuchungen erfolgtereiaer Anlage von Shimadzu
LCMS—-QP800a@ mit einer Chromatographie-Saule der Firma YMC (R&Do C18;
150 mm x 4,6 mm; Partikelgré3eudm) mit einem Methanol/Wasser Gemisch als Laufmittel
und einer Flussrate von 0,4 ml/min. Die Proben waorth Methanol geldst (1 mg/ml). Es
wurde jeweils ein Volumen von 50 pl eingespritztbgungsmittelgradient:odin. = 80%
MeOH; ti5 min. = 100% MeOH, 45 min. = 100% MeOH). Der UV-Detektor wurde bei den

Wellenlangen 254 nm und 310 nm genutzt.

6.2.1.4 Elektrospray-lonisations-Massenspektromet(ESI-MS)
Die Elektrospray-TOF-MS-Untersuchungen erfolgtenearer Anlage der Firma Shimadzu
des Typs LCMS—-QP80@0mit Stickstoff als Tragergas (4,5 I/min) im posin Modus mit
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einer Detektorspannung von 1,6 kV, einer Disenteatpevon 150 °C und einer Spannung
von 4,5 kV. Die Proben wurden in Methanol, Wasseatero einem Gemisch aus

Acetonitril/Wasser geldst (1 mg/ml).

6.2.1.5 MALDI-TOF-Massenspektrometrie

Die Matrix-assistierte Laser-Desorptions/lonisasieMassenspektrometrie wurde an einem
Voyager-DE STR BioSpectrometry Workstation MALDI-F&Massenspektrometer der
Firma Perseptive Biosystems, Inc. (Framingham, M/SA) durchgefuhrt. Die Proben
wurden in einer Konzentration von 0,1 mg/ml in Wag&cetonitril (1:1v/v, mit 0,1 % TFA)
gelost. Einpl dieser Losung wurde mit fl einer a-Cyano-4-hydroxyzimtsaure-Matrix-
Lésung (10 mg/ml in 0,3 % TFA in Wasser/Acetonitfll:1v/v) gemischt. Von dieser
Mischung wurde 1ul auf eine Probenplatte gebracht. Die Proben wurben 24 °C
luftgetrocknet. Die Messungen wurden bei einer Blsmigungsspannung von 20 kV
durchgefihrt. Jedes Spektrum wurde aus 250 Besahiass dem Laser gemittelt.

6.2.2 Methoden zur Untersuchung der Strukturbildung

6.2.2.1 Circulardichroismus (CD) - Spektroskopie

Die Messungen des Circulardichroismus wurden aeneispektrometer J 715 der Firma
Jasco durchgefiihrt. Die verwendete QuarzkUvettee lahe Schichtdicke von 1 mm. Die
Messungen erfolgten bei Raumtemperatur in einemshgsich von 300 nm bis 190 nm
(Messparameter: Auflosung: 0,2 nm; Scangeschwimitigl50 nm/min; Antwortzeit: 4 s;
Bandbreite; 1 nm). Fir jede Messung wurden mindssi® Einzelmessungen akkumuliert

und anschlieBend um das Spektrum des reinen Lasuibgls korrigiert.

6.2.2.2 Infrarot (IR) - Spektroskopie

Die IR-Spektren wurden an einem Gerét der Firm&Ba) Modell FTS 6000 aufgenommen.
Die Feststoffe bzw. dinnen Filme wurden in abgescmter Totalreflexion unter
Verwendung einer sogenannten Golden Gate-Anordii@mgle Reflection Diamond ATR)

gemessen.
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6.2.2.3 Mikroskopie

a) Optische Mikroskopie

Die lichtmikroskopischen Aufnahmen wurden mit einBtikroskop der Firma Olympus vom
Typ BX41TF im Auflichtmodus mit einer digitalen Kama angefertigt. Die Proben wurden
in Losung auf einen Glasobjekttrager getropft umd=itissigkeit und/oder als getrockneter
Feststoff untersucht.

b) Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Die Aufnahmen wurden mit einem NanoScope llla - 8eter Firma Veeco Instruments
(Santa Barbara, CA, USA) infrapping Mode angefertigt. Es kamen kommerzielle
Siliciumspitzen (Typ NCR-W) zum Einsatz (Tip-Radiewischen 6 und 10 nm). Eine Tip-
Korrektur wurde nicht durchgefiihrt. Die Aufnahmenrden mit einer Kraftkonstanten von
42 Nmi* bei einer Resonanzfrequenz von 285 kHz angeferig Abbildung wurde mit
einem 10x10 um e-scanner aufgenommen. Die Prolsamatéion erfolgte durch Spincoating
von verdinnten Losungen (0,05 bis 0,5 mg/ml) aidgchr abgezogene Mica-Substrate. Es
wurden jeweils 1@ auf das drehende Substrat (3000 Rigetropft und bis zur Trockne
gedreht. Die ausgemessenen Breiten, Langen undnHéelen jeweils Gber mind. 20 Werte

gemittelt.

c) Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) gekibppie Elektronenbeugung (SAED)

Die TEM Aufnahmen erfolgten an einem Elektronenmgkop OMEGA 912 der Firma Zeiss
mit einer Beschleunigungsspannung von 120 kV. Altsbentradger wurden mit Kohlenstoff
bedampfte Kupfer-Grids verwendet. Die Praparierutgy Proben erfolgte durch das
Aufbringen eines Tropfens einer verdiinnten Losing-0,5 mg/ml) auf das Kupfer-Grid und
anschlieBende Trocknung bei Raumtemperatur. Egyerfeeine Kontrastierung, da diese die

SAED Messergebnisse beeinflussen wirde.

6.2.2.4Rontgenkleinwinkelstreuung (SAXS)

Die SAXS Kurven wurden an einem Nonius Drehanod&riment (4 kW, Cu K) mit
Lochblenden Kollimation und einem MARCCD DetektorPixelgrol3e: 79) bei
Raumtemperatur aufgenommen. Der Abstand zwischebhePund Detektor betrug 74 cm,
resultierend in einem Streuvektorbereich ven= 2\ sind = 0,04—0,7 nMl (20 =
Streuwinkel, A = 0,154 nm). 2D Beugungsbilder wurden in 1D radiMittelwerte der

Streuintensitat umgewandelt.
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6.3 Charakterisierungsmethoden (theoretischer Teil)

6.3.1 Elektrospray-lonisations-Massenspektrom¢k-MS)

Die Elektrospray-lonisations-Massenspektrometri8l{ES) ist, ahnlich dematrix assisted
laser desorption / ionisatiofMALDI) — Massenspektrometrie, eine geeignete Mdth zur
Untersuchung von organischen Molekilen, Proteined ®ukleotiden, die sich durch
herkdbmmliche lonisierungsmethoden (Elektronenstofishtion (EI), chemische lonisation
(CI)) nicht unzersetzt im Vakuum verdampfen las&¥r®!

Fur die Messung wird eine stark verdiinnte LésungRtebe (16 bis 10" mol/l) durch ein
elektrostatisches Feld sehr fein dispergiert. Elslehi sich zunadchst kleine, geladene
Tropfchen, die durch Verdampfen des Losungsmitplsntan zu Mikrotropfchen zerfallen
(Coulomb-Explosionen) und abschliel3end werden dialyimolekile beim Transfer in das
Massenspektrometer desolvatisiert. Neben den Qoésiarionen, d.h. [M+H] [M+Na]"
etc. werden mit ESI-MS auch mehrfach geladene lonach der allgemeinen Formel
[M+nX]"™" detektiert, wobei X fiir Begleitionen wie "HNa', K" oder Li" steht. Bei der
Analyse von Mischungen muss beachtet werden, dasgeeSubstanzen besser ionisiert
werden kénnen als andere und das Spektrum dommniebevohl sie mdglicherweise nur in
geringer Menge in der Probe vorhanden sind.

Eine Kopplung mit HPLC (High Performance Liquid ©hratographie) ist in solchen Fallen
sehr vorteilhaft, da dann die Fraktionen einzeltergsucht werden kdnnen. HPLC ist eine
leistungsfahige Chromatographiemethode zur Trennuclgemischer Stoffgemische,
insbesondere auch von Peptiden und Protéifin.

Ein Nachteil der ,weichen“ Elektrospray-lonisatitiagt darin, dass oft zwischen kovalent
und anderweitig gebundenen Spezies nicht untedehieerden kann. Auf der anderen Seite
stehen einige Vorteile, u.a. wenig bis keine Fragmeeung, die Analysierbarkeit von grof3en,
mehrfach geladenen Molekilen und die Koppelbar&ritTrennverfahren wie HPLC oder
Kapillarelektrophorese, die die Untersuchung eimeel Komponenten der Mischung
wesentlich vereinfachen. Die Detektion erfolgt hguhit einem Quadrupol-Massendetektor
(Abb. 6.2). Es handelt sich dabei um vier paralejeordnete Metallstabe, die als Elektroden
zur Uberlagerung einer Wechsel- und einer Gleichispag genutzt werden.
Gegentuberliegende Elektroden haben die gleicheridlaDadurch wird ein Quadrupolfeld

erzeugt, in das die ionisierten Teilchen eintreten.
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Abb. 6.2: Vereinfachte Darstellung eines Quadrupol-Massetepaeters®”!

Durch die Geometrie der Anordnung und die Frequegrz Wechselspannung werden nur
Teilchen bestimmter Energie und eines bestimmmér-Verhaltnisses ungestért durch das
Quadrupolfeld beschleunigt. Alle anderen lonen déiheine oszillierende Bewegung aus und
erreichen den Auslass der Elektrodenanordnung .ni@i& lonen, die das Feld passieren
konnten, werden mit einer Elektrode oder einem tebslenvervielfacher nachgewiesen. Ein
Massenspektrum entsteht, wenn die Frequenz der S¥klsgannung verandert wird und

dadurch jeweils lonen mit andereriz-Verhaltnissen das Quadrupolfeld passieren.

6.3.2 Circulardichroismus (CD) — Spektroskopie

Die CD-Spektroskopie ist eine sehr gute Methode dem Gehalt an Sekundéarstrukturen von
Peptiden und Proteinen in Losung abschatzen zuekbnn

Fur diese Spektroskopie-Art ist eine optische Akiiv(Chiralitat) des betreffenden Molekiils
notwendig (chiroptische Methode). Dies kann durah Struktur des Molekils, aber auch
durch seine raumliche Anordnung gegeben sein. Regid links polarisiertes Licht wird von
optisch aktiven Substanzen unterschiedlich gebracbe&e Ausbreitungsgeschwindigkeit des
Lichtes und die Brechungsindices sind nicht glgish# ng). Dabei kdnnergrundsétzlich
zwei verschiedene Effekte auftreten. Wird die Imgalarisierte Welle beim Durchlaufen des
Mediums wellenlangenabhéngig in ihrer Polarisatichsung gedreht, spricht man von
optischer Rotationsdispersion (ORD). Werden dield®izirkular polarisierten Komponenten,
aus denen eine linear polarisierte Welle zusamnssgeist, zusatzlich verschieden stark

absorbiert, so liegt Circulardichroismus (CD) vor.
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Eine weitere Bedingung fuir CD ist die Fahigkeit ddslekils, Licht zu absorbieren.
Wechselt ein Elektron in ein energetisch hoher gprles Orbital, tritt bei einer
asymmetrischen Elektronenverteilung eine helikadungsverschiebung auf, so dass sich ein
Magnetfeld aufbaut. Dieses kann durch das maghetistbergangsdipolmoment m
beschrieben werde&chlieBen m und das elektrische Ubergangsdipolmbmeimen spitzen
Winkel ein, so tritt ein positiveCotton-Effekiauf, bei einem stumpfen Winkel ein negativer.
Die eigentliche Messgrof3e beim CD ist der Unteesthder Extinktionskoeffizientea fur
links bzw. rechts polarisiertes Licht (aus histdnen Grinden verwendet man jedoch die

Elliptizitat ©).
o) =Kk -&d (Gl.6.1)

Dabei ist d die Schichtdicke [cm], c¢ die Konzentat [mol/l], e € die
Extinktionskoeffizienten flr rechts bzw. links ailar polarisiertes Licht [ I/(mol-cm)] und K
ein Faktor gegeben durch K =In10 - 180t1~433.
Durch Normierung auf die molare Masse M wird didan® Elliptizitat [©] erhalten. Sie wird
in Grad cnm? mol™ angegeben.

[G)] MO

= m (Gl.6.2)

Der Zusammenhang der beiden Grof3en lasst sichsaranlichen, wenn man sich das linear
polarisierte Licht in zwei gegenlaufigen zirkulaslgrisierten Wellen zerlegt vorstellt. Beim
Durchtritt durch die Messlésung wird die eine Wellarker absorbiert als die andere. Werden
die beiden Wellen dann wieder addiert, ist das lmngenicht mehr linear, sondern elliptisch
polarisiertes Licht. Biopolymere wie Peptide, Pro¢ée DNA und RNA besitzen aufgrund
ihres Aufbaus eine chirale Struktur. Da es dur@hAlisbildung von Sekundéarstrukturen zur
spezifischen Kopplung von Chromophoren kommt, kémfpede Peptid-Sekundarstruktur ein
charakteristisches CD-Spektrum gemessen weéttfénabbildung 6.3 zeigt typische CD-
Spektren fir Peptide. CD-Messungen ermoglichen rdadiee gute Aussage, welche
Sekundarstruktur ddeptid annimmt (ungefaltei-Helix oderp-Faltblattstruktur).
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Abb. 6.3: Typische CD-Spektren flra-Helix(a), p-Faltblatt) und statistische
Anordnung(r)*®?!

6.3.3 Rasterkraftmikroskopie

Durch die Entwicklung der Rastertunnelmikroskomieafining tunneling microscog$TM))
und der Rasterkraftmikroskopiesdanning force microscopySFM) oder atomic force
microscopy(AFM)) in den 1980er Jahren durch G. Binnig und Rbhrer wurden grol3e
Fortschritte fur die direkte Abbildung auf der atmen GroRenskala erzifit” So konnten
durch diese Technologie, die 1986 mit dem Nobedpmisgezeichnet wurde, erstmals
Strukturen und Vorgange auf der Ebene von Atomed Miolekilen bildlich dargestellt
werden. Rasterkraftmikroskopie wird heute in grol3kfale fur die Untersuchung von
Biomolekulen und biologischen Proben angewendet.

Durch das mechanische Abtasten einer Probenobesflédt einer feinen Spitze wird eine
topographische Karte der Oberflache erstellt. DiefeEnung der Spitze von der Oberflache
kann durch einen piezoelektrischen Antrieb sehinklauf bis zu ca. 0,001 nm eingestellt
werden. Durch zwei weitere piezoelektrische Steffednte lassen sich Probe und Spitze in x-
und y-Richtung mit einer Genauigkeit von bis zu10,8m gegeneinander verschieben.
Dadurch kann die Oberflache rasterartig abgetagtetien. Zwischen der Tunnelspitze des
STM und der Probe wird beim AFM eine zusatzliché&Zgpangebracht, die mit Federkraft
auf die Probe gedriickt wird. Die Spitze folgt depdgraphie und bewegt sich auf und ab.
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Diese Bewegung wird dabei optisch verfolgt, indelwn wder Rlckseite der Feder ein
Laserstrahl in eine segmentierte Photodiode (P&iBktiert wird (Abbildung 6.4).

Abb. 6.4: Schematische Darstellung der Messanordnung eir&&-Mikroskops

Durch die Photostréme, die in den unterschiedlichegmenten der Diode gemessen werden,
kénnen die Winkel, in denen sich die Feder verbolheaty berechnet werden. Aus diesen
Werten kann direkt ein Hohenprofil erstellt werdém. Kontaktmodus wird die Auslenkung
der Feder relativ zur Probe Uber eine Regelschlkedastant gehalten. Hier wird die
topographische Karte durch die z-Position des Bibestimmt.

Die Spitzen bestehen hier meist aus Silizium odéizi@nnitrid. Ein Nachteil des
Kontaktmodus besteht darin, dass die Spitzenrdmkef bis 10 nm liegen. Bei der Bewegung
der grof3en Spitze Uber die Probe werden topogremhiBetails nicht unverzerrt abgebildet.
Erhebungen werden dabei tendenziell Gber- und &farigen unterschatzt. Kleinere Objekte
werden aufgrund des Faltungseffektes vergro3erlalofpt, d.h. der wirkliche Durchmesser

D entspricht nicht der gemessenen Breite B (Abh). 6.

AFM-Spitze ~ Abzubildendes

Objekt
9
—
= :

W

Abb. 6.5: Schematische Darstellung einer AFM-Messung: dekliwhre Durchmesser D
entspricht aufgrund von Faltungseffekten nichtgiemessenen Breite!B.
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Es konnen Strukturen gefunden werden, die als Abtdr Spitze gelten, sie haben eine
ahnliche GroRRenordnung. Des Weiteren konnen skéagiefungen von der Spitze nicht
beriihrt werden und erscheinen daher verfalschdemuftopographischen Biltf*.

Eine andere Variante des Kraftmikroskops erlaubbtdktfreies Arbeiteft’? Beim so
genannte apping-Modebefindet sich die federnd aufgehangte Spitze lois220 nm grol3er
Entfernung zur Probenoberflache. Hier wird wie be8fM mit Potentialunterschieden
gearbeitet. Allerdings sind hier die in diesem Alsisbereich auftretenden anziehenden van-
der-Waals-Krafte zwischen Probe und Spitze intamssDas van-der-Waals-Potential ist
vom Abstand abhangig und wird in &dhnlicher Weise der Tunnelstrom beim STM genutzt.
Die Spitze wird nahe der Eigenfrequeng zur Schwingung gebracht und dann der
Oberflache angenahert. Dabei Uberlagert sich deitmeBpotential der Eigenfrequenig das
van-der-Waals-Potential. Dadurch wird die Resonaggienzém = o — wo erniedrigt, die
Amplitude der Schwingung nimmt ab. Die Schwingumggktude ist ein Mal3 fur den
Abstand der Spitze von der Oberflache und ermdgtieim Gewinn von Informationen Uber
die Topographie der Oberflache.

Auf dem segmentierten Photodetektor, der hier etlsnferwendet wird, bewegt sich der von
der Spitze reflektierte Lichtfleck mit der Schwimgsfrequenz der Spitze. Mit Hilfe der
Auslenkung dieser Schwingung lasst sich die Schuwiggamplitude berechnen. Die Spitze
wird daraufhin Uber eine Regelung in gleichmaRigdmstand tber die Oberflache gefahren.
Die Signale der x-, y-, z- Regelung werden ansBeinel in eine graphische Darstellung
umgewandelt. Diese Methode ist daher besonderswdiche Proben wichtig, um eine

Zerstorung inKontakt-Modezu verhindern.

6.3.4 Transmissionselektronenmikroskopie

Die Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) ertaeime direkte Abbildung der Probe.
Sie nutzt dabei im Wesentlichen die Welleneigentehason Elektronen. Nach De Broglie
hangt deren Wellenlangemit dem Impuls p der Elektronen zusammen:

h h

A=e—=— (Gl. 6.3)
mw p

Wird eine Beschleunigungsspannung von 50 kV veneegrgb konnen Wellenlangen von bis
zu 0,005 nm erreicht werden. Im Vergleich zur Lioliroskopie (Auflésungsvermdgen

200 nm) kann dadurch ein wesentlich h6heres Aufigsuermogen erreicht werden.
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Als Elektronenquelle dient eine Glihkathode, beilspieise ein beheizter Wolframdraht,
oder eine Feldemissionskathode. Die emittiertenktElaen wirden mit Luftmolekulen
kollidieren und werden daher im Hochvakuum besatitgu Die verwendete Spannung
betragt zwischen 50 und 200 kV. Die von der Elektriguelle gelieferten Elektronen werden
von einem Kondensor-Linsensystem so abgelenkt, slagsarallel auf die Probe treffen und
den betrachteten Probenabschnitt gleichmalig azileu

Die optischen Komponenten eines TEM entsprechemndbrden Komponenten eines
Lichtmikroskops. Anstelle von Kondensator, Objektond Okular werden jedoch
Elektronenlinsen eingesetzt. Durch ein Projektindansystem hinter der Probe wird das vom
Objektiv-Linsensystem kommende Bild vergrof3ert aod einen Detektor geworfen. Daflr
wird haufig eine CCD-Kamera verwendet.

Die Elektronen werden von der Probe gestreut undieven dabei teilweise auch
Bewegungsenergie (inelastische Streuung). Probeitcher mit hoher Dichte oder schweren
Elementen kdonnen Elektronen ablenken und werdemrdadvom Detektor nicht erfasst.
Diese Probenbereiche erscheinen daher dunkel. dBerenit einer geringen Materiedichte
erscheinen heller. Organische und biologische Rrobesitzen meist keine schweren
Elemente und mussen daher kontrastiert werdenel&lgronendichte Kontrastierungsmittel
kommen Ublicherweise Schwermetallsalze (z.B. Uracgtiat oder Phosphorwolframséure)
zum Einsatz"!
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6.4 Abkurzungsverzeichnis

AAV allgemeine Arbeitsvorschrift

Ac,O Essigsaureanhydrid

ACN Acetonitril

AFM Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microggo
AS Aminosaure

Asp (D) L-Asparaginsaure

ATRP Atom Transfer Radikal Polymerisation

CD Circulardichroismus

DCC N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid

DCM Dichlormethan

DIC N,N’-Diisopropylcarbodiimid

DIPEA Diisopropylethylamin

DMAP 4,4-Dimethylaminopyridin

DMF N,N-Dimethylformamid

DMSO Dimethylsulfoxid

ESI Elektrospray-lonisation

Et,O Diethylether

Fmoc Fluorenylmethoxycarbonyl

Gly (G) Glycin

GPC Gelpermeationschromatografie

HBTU O-BenzotriazoN;N,N',N-tetramethyl-uroniumhexafluorophosphat
Hmb 2-Hydroxy-4-methoxybenzyl

HOBt N-Hydroxybenzotriazol

HPLC Hochleistungsflissigchromatografie

IR Infrarot

Lys (K) L-Lysin

MALDI Matrix Assisted Laser Desorption alwhisation
MeOH Methanol

MMA Methylmethacrylat

MS Massenspektrometrie, Massenspeidter

MWCO Molekulargewichts-Cutoff einer Dialysemembran
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NaOH Natriumhydroxid

nBa n-Butylacrylat

NIPAM N-Isopropylacrylamid

NMI 1-Methylimidazol

NMP 2N-Methylpyrrolidon

NMP Nitroxide-mediated Polymerisation

NMR Nuclear Magnetic Resonance, kernmetigche Resonanz
nPhe para-Nitrophenylalanin

OEGA Oligoethylenglycolacrylat

PEO Polyethylenoxid

Phe (F) L-Phenylalanin

PnBA Polyn-butylacrylat

ppm parts per million

PS Polystyrol

PyBOP Benzotriazol-1-yl-oxytripyrrolidipbosphonium—hexafluorophosphat
RAFT Reversibler Addition Fragmentation Kettensfam (Polymerisation)
SAXS Rontgenkleinwinkelstreuung (small angle x-sagtttering)

Ser (S) L-Serin

SEM Rasterelektronenmikroskop; -mikroskopie

tBoc tert.-Butoxycarbonyl

TEM Transmissionselektronenmikroskop; -mikroskopie

TES Triethylsilan

TFA Trifluoressigséaure

TFE Trifluorethanol

THF Tetrahydrofuran

Thr (T) L-Threonin

TOF Time-of-Flight / Flugzeit (-Detek der Massenspektrometrie)
Trp (W) L-Tryptophan

Trt Trityl-

Val (V) L-Valin

WAXS Rontgenweitwinkelstreuung (wide angtray scattering)

wt.% Gewichtsprozent
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