Kapitel 5 Experimenteller Teil

5 Experimenteller Teil

5.1 Reagenzien und Losungsmittel

5.1.1 Reagenzien in alphabetischer Reihenfolge

- 2- Bromethanol (95% ALDRICH)

- 1,3-Butadien (Fa. MERCK)

- n-Butyllithium (2.5 M Lésung in Hexan, Fa. ALDRICH)

- Chlorameisensaurebenzylester (90-95 %, Fa. FLUKA)

- Diethanolamin (99 %, Fa. Aldrich)

- Dihydroxyethyl-ethylendiamin (99%, Fa. Aldrich)

- Diisopropylazadicarbonsaure (99%, Fa. Lancaster)

- Essigsaure (p.a., 99 %, Fa. MERCK)

- Ethylenoxid (purum, >99,8 %, Fa. FLUKA)

- Hexaethylenglykol (purum, 97 %, Fa. FLUKA)

- Kalium (purum, 98 %, unter Paraffindl, Fa. FLUKA)

- Kaliumhydroxid

- Lithiumaluminiumhydrid (p.a., >98 %, Fa. MERCK)

- Methyliodid

- Natrium (p.a., 99 %, unter Paraffindl, Fa. FLUKA)

- 1-oleoyl-2-(7-Nitrobenzo-2-oxa-1,3diazol-aminododecanoyl)sn-glycerol-3-
phosphatidylcholine (Avanti, 25mM in CHCl3,

- Octadecanol (Aldrich, 98%)

- Octadecylamin (Aldrich, 98%)

- Palladium (puriss., 10 %ig auf Aktivkohle, Hydrierkatalysator, Fa. MERCK)

- Phosgen (99 %, Fa. MESSER- GRIESHEIM)

- Phosphorylchlorid

- Salzsaure (p.a., 32 %, Fa. MERCK)

- Texas-Rot (Sulforhodamin 101) (Avanti, 25 mM Loésung in CHCIs)

- Triethylamin

- Trimethylamin (99% ALDRICH)

- Triphenylphosphin

- Wasserstoff (Fa. LINDE)
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5.1.2 Losungsmittel

Folgende Losungsmittel wurden nach einfacher Destillation eingesetzt:
Benzol, Chloroform (CHCI;), Cyclohexan (Chx), Diethylether (Et,0), Ethylacetat, Methanol,
Methylenchlorid (CH,Cl,), Tetrahydrofuran (THF), Toluol (alle p.a., Fa. MERCK)

Die NMR-Spektroskopie wurde in folgenden Losungsmitteln durchgefiihrt:
Chloroform-d1 (CDCl;3), Wasser-d2 (D,0), Methanol-d4 (CD;0D)

Lésungsmittel, die fur bestimmte Synthesen besondere Reinheit besitzen muBten:
- Acetonitril (absolut)
500 ml Acetonitril wurde mit 5 g Calciumhydrid versetzt, 2 h unter RickfluB erhitzt und

das Losungsmittel anschlieBend abdestilliert.

- Chloroform (destabilisiert)
Ein Liter Chloroform wurde mit 20 g Diphosphorpentoxid versetzt, 2 h unter RickfluB

erhitzt und das Losungsmittel anschlieBend abdestilliert.

- Cyclohexan (absolut)
Ein Liter Cyclohexan wurde mit 5 g Calciumhydrid versetzt, 2 h unter RickfluB erhitzt und

das Losungsmittel anschlieBend abdestilliert.

- Diethylether (absolut)
Ein Liter Diethylether (vorgetrocknet tber Kaliumhydroxid) wurde unter Argonatmosphare
mit 2 g Natrium und etwa 100 mg Benzophenon einige Stunden lang unter RickfluB zum

Sieden erhitzt (bis zur Blaufarbung der Losung) und abdestilliert.

- Pyridin (absolut)
500 ml Pyridin wurden Uber Calciumhydrid wahrend 2 h unter RickfluB zum Sieden

erhitzt und anschlieBend abdestilliert.

- Tetrahydrofuran
Ein Liter Tetrahydrofuran wurde 3 Tage lang unter Argonatmosphire 5 g

Natrium/Kalium-Legierung unter RickfluB zum Sieden erhitzt und abdestilliert. Fir die
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anionische Polymerisation von Ethylenoxid wurde das nach obiger Methode gereinigte
Losungsmittel mit 1g Lithiumaluminiumhydrid versetzt und unter RuckfluB zum Sieden

erhitzt. AnschlieBend wurde das Losungsmittel unter Argonatmosphare abdestilliert.

5.2 Allgemeine Arbeitsvorschriften

5.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Phosgenierung von

Hydroxyverbindungen (AAV 1)

CO2 /Aceton

Nz-Bullasl

— Gaskondensator

Alkohol - —

(Losung) i -~ Ab2ug
4 Feuchtes
Ik pH-Papier
i

| 1 ]
Phosgen- Eis/NaCl CaCly Sicherheits- 30 NaOH,
bombe oder Hy0, AT gekdrnt  waschflasche je 200%% bzgl. COCI,

Zusatzkihigefdn

In einen Dreihalskolben mit Tropftrichter ohne Druckausgleich, Kondensieraufsatz und
Gasabgang (naheres siehe Abbildung auf der nachsten Seite) wird Phosgen im 5molaren
UberschuB einkondensiert. AnschlieBend wird die Hydroxyverbindung langsam zugetropft, so
daB das Phosgen nur gelinde siedet. Nach Beendigung der Zugabe wird das
Reaktionsgemisch (iber Nacht bei Raumtemperatur gerlihrt. Das danach noch im
ReaktionsgefaB verbliebene Phosgen wird durch langsames Erwarmen auf 50°C vertrieben.
Reste des Phosgens und das Losungsmittel werden anschlieBend im Olpumpenvakuum

entfernt. Das Produkt wird ohne Reinigung fir die Kondensationsreaktion eingesetzt.
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5.2.2 Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die Kondensation von Aminen mit
Chloroformiaten in Chloroform (AAV 2)

In einem Kolben mit Tropftrichter wird das Amin in entstabilisiertem Chloroform geldst. Bei
einer Temperatur von 0 - 5°C wird innerhalb von 1 h unter kraftigem Rihren das
Chloroformiat, gelést im doppelten Volumen Chloroform, zugetropft und anschlieBend eine 1
M Natriumcarbonatlésung im 1.5 fachen UberschuB bezogen auf das Amin zugesetzt. Das
Reaktionsgemisch wird Uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt. Zur Aufarbeitung werden
die Phasen getrennt und die waBrige Phase dreimal mit Chloroform extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden je zweimal mit 2 N Salzsdure, 5 %iger
Natriumhydrogencarbonatlésung und Wasser gewaschen und tber Natriumsulfat getrocknet.
Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt und das Produkt im Hochvakuum

getrocknet.

5.2.3 Allgemeine Arbeitsvorschrift fiir die hydrogenolytische Abspaltung der
Benzyloxybarbonyl-Schutzgruppe (CBO-Schutzgruppe) (AAV 3)

Die geschitzte Verbindung wird in 100 ml eines 1:1 Gemisches von Methanol und Essigsaure
geldst und mit 1 g Hydrierkatalysator Palladium auf Aktivkohle (10%) aufgeschlammt in
Essigsaure versetzt. AnschlieBend wird 12 Stunden bei 45°C und einem Wasserstoffdruck
von 9 bar hydriert, wobei vor Beginn der Reaktion der Autoklav mehrmals mit Wasserstoff
gespult wird. Das Reaktionsgemisch wird Uber Celite gefiltert, das Ldsungsmittel am
Rotationsverdampfer weitestgehend entfernt. Danach wird die Ldésung mit 10 N
Natriumhydroxidldsung auf pH 14 abgestumpft und dreimal mit Chloroform extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen werden (ber Natriumsulfat getrocknet und das

Lésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.
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5.3 Synthese der Einzelverbindungen

Im Folgenden werden die Synthesen der einzelnen Verbindungen beschrieben und Daten der

Charakterisierung mittels NMR-Spektroskopie angeftihrt.

Der Makroalkohol 5 und alle daraus synthetisierten Verbindungen wurden mehrfach
hergestellt, wobei die Ansatze von a bis f durchnumerieret wurden. Die zugehdrigen
Reaktionen sind in ihrer AnsatzgroBe jeweils in einem Beispiel beschrieben, die genauen
Ausbeuten der einzelnen Ansatze a-f sind fir die jeweiligen Zielverbindungen bezogen auf
den Makroalkohol bzw.(bei 12, 16 und 25) bzw. Auf das Makroamin 9 (bei 22) angegeben.

5.3.1 N-(Benzyloxycarbonyl)-ethan-1,3-diamin 1

(C10H14N202; MW = 194,13)

In einem Dreihalskolben mit zwei Tropftrichtern werden 15,63 g (0,26 mol) Ethylendiamin in
100 ml Wasser vorgelegt. Die Losung wird mit dem Indikator Bromkresolgriin versetzt und
mit Methansulfonsdure bis zum Umschlagspunkt des Indikators versetzt (ca. 46g; 48 mmol).
Es werden 140 ml Ethanol zugegeben und anschlieBend abwechselnd eine Losung aus 39g
(0,23 mol) Chlorameisensaurebenzylester und eine 50 %ige waBrige Natriumacetatldsung
zugetropft. Dabei ist es wichtig, daB der pH-Wert mdglichst nah am Umschlagspunkt des
Indikators bleibt und auf keinen Fall zu darunter absinkt. AnschlieBend wird die
Reaktionsldsung eine weitere Stunde geriihrt und die Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Der
Rickstand wird mit 500 ml Wasser aufgenommen , zur Abtrennung des disubstituierten
Produktes gefiltert und mit dreimal 100 ml Benzol extrahiert. Die organische Phase wird

anschlieBend mit konzentrierter waBriger Natriumchloridlosung gewaschen, das
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Losungsmittel Uber Natriumsulfat getrocknet und anschlieBend im Vakuum entfernt. Man

erhalt ein farbloses Ol.

- Ausbeute: 19,41 g (0,10 mol) =41 % d. Th.

- Charakterisierung

1H-NMR (d[ppm]); in CDCls:

2,80 (Hg, 2H, t) 3,22 (He, 2H, t) 5,10 (Hy, 2H, s)
7,35 (H,, 5H, m) 7,39-7,29 (Ha, 5H, m)
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5.3.2 Diethanolamin-N-carbonsdaure-benzylester R2 (,,EACBO")

(Cle 17NO4; MW: 239,26)

o)
I _CH,—CH,—OH

CH,—0—C—N{_
CH,—CH,—OH

a b c d e

- Durchfiihrung nach AAV 2

- Ansatz: 26 g (0,25 mol) Diethanolamin in
100 ml Chloroform, entstabilisiert

300 ml 1N Natriumcarbonatlésung

21 ml (25,449, 0,16 mol) Chlorameisensaurebenzylester in

25 ml Chloroform, entstabilisiert

- Ausbeute: 31,7 g (0,13 mol) = 82 % d. Th.,
leicht gelbliches Ol

- Charakterisierung
1H-NMR (8[ppm]); in CDCl3:

3,56 (Hc, 4H, d) 3,84 (Hq, 4H, d, breit)
5,11 (H, 2H, s) 7,39-7,29 (H,, 5H, m)

4,38 (He, 2H, s, breit)
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5.3.3  N,N’-Dihydroxyethyl-N,N’-Dicarbonsidure-benzylester-ethylendiamin 3
(.De(CBO),")
(Cy2H28N,03; MW: 416,47)
a b

o~
074

Durchfiihrung nach AAV 2

Ansatz: 1 g (6,74 mmol) N,N’-Dihydroxyethyl-ethylendiamin in
20 ml Chloroform, entstabilisiert
20 ml 1N Natriumcarbonatlésung
2,2 g (0,16 mol) Chlorameisensaurebenzylester in

10 ml Chloroform, entstabilisiert

Ausbeute: 2,72 g (6,53 mmol) = 97 % d. Th.,
leicht gelbliches Ol

Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:
2,58 (H., 4H, m) 3,35 (Hg, 4H, m) 3,69 (He, 4H, m)
5,09 (Hy, 4H, s) 7,34-7,37 (H,, 10H, m)
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5.3.4 Polymerisation von 1,3-Butadien zur Darstellung des ungesattigten
Makroalkohols 4
i
CH
*ScH h

I
H,C-CH,-CH,-CH,—~~CH,-CH=CH—CH, ....... £CH,-CH—)~CH,-CH,-OH
P— X y

a b c/d elf b g j k

In einen vollstandig ausgeheizten 1l-Dreihalskolben mit Kondensationsaufsatz werden
Cyclohexan und Tetrahydrofuran, beide getrocknet, unter Argonatmosphare vorgelegt und
mit 32 ml einer 2,5 molaren Losung aus Butyllithium in Hexan (Fa. Aldrich) versetzt. In den
auf -79° gekuihlten Kolben wird das 1,3-Butadien (Fa. Merck) iber Molekularsieb und Kalium-
Spiegel einkondensiert. Beim Erwarmen auf Raumtemperatur wird die Reaktionslosung
orange. Man laBt Uber Nacht bei Raumtemperatur rihren, anschlieBend wird in den
gekuhlten Kolben das Ethylenoxid (Fa. Fluka) wie oben einkondensiert, wobei sich die
Losung entfarbt. Nach weiteren 5h Rihren bei Raumtemperatur werden 200 ml einer 10
%igen Salzsaurelosung zugegeben. AnschlieBend 1aBt man noch einmal 1h rihren, trennt
dann die beiden Phasen im Scheidetrichter und wascht die organische Phase zweimal mit
Wasser. Nach Trocknen Uber Natriumsulfat wird das Losungsmittel am Rotationsverdampfer
entfernt und das erhaltene gelbe Ol im Hochvakuum getrocknet. Da das Produkt
lichtempfindlich ist, werden alle GlasgefaBe wahrend der Aufarbeitung mit Aluminiumfolie

umhiillt. Das Rohprodukt, ein leicht gelbliche Ol, wird ohne Reinigung eingesetzt.
- Charakterisierung:

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:

0,82 (H,, m) 1,26-1,58 (Hp, m) 1,56 (H, m)

1,94 (H,, -CH<, m) 2,34 (H,, trans-CH2CH=CHCH2-, m)

2,46 (Hg, cis-CH2CH=CHCH2-, m)

3,58 (Hy, m) 4,88 (Hy, m) 5,30 (H, cis-CH=CH-, m)

5,46 (He, trans-CH=CH-, m) 5,76 (Hg, m)
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Tabelle 5.3.4 AnsatzgroBen fur die Polymerisation: Menge Cyclohexan (Chx), THF,
Konzentration Butadien ([C4Hs]), Konzentrationsverhéltnis THF zu Initiator
([THFJ/[I]), Konzentration des Initiators ([I]), Menge Ethylenoxid,

theoretischer  Polymerisationsgrad (P theoret.) und tatsachlicher

Polymerisationsgrad
Ansatz | ml Chx mITHF [C4Hg] [THF]/[I [1] ml P P exp.
] CH4O  theoret.

a 120 40 3,3 6,0 0,5 7 6,4 5,8
b 100 10 5,2 0,8 1,4 12 3,8 2,2
C 400 3 0,5 0,7 0,1 5 3,9 3,1
d 150 0 3,5 0,0 0,5 7 7,1 3,3
e 800 1 0,7 0,2 0,1 7 7,1 55
f 120 40 3,3 6,0 0,5 7 6,4

5.3.5 Makroalkohol 5 (,,ROH")

CH
“ScH

|
HyC*CH,*CH,*CH,~~CH,"CH=CH=CH, ¥ ......... ¥CH,"CH—CH,*CH, OH
X y

a b c d

Das Rohprodukt 4 wird in 100 ml Cyclohexan gelost und in einem 1l|-Glasrihr-Autoklaven
(Fa. Buchi) geftllt. Die Lésung wird mit 700 mg Hydrierkatalysator Palladium auf Aktivkohle,
aufgeschlammt in Cyclohexan, versetzt und bei 70°C und 9 bar Wasserstoffdruck (iber Nacht
hydriert. Zur Entfernung des Katalysators wird das Reaktionsgemisch Uber Celite gefiltert
und anschlieBend wird das Ldsungsmittel entfernt. Das Rohprodukt wird durch
Saulenchromatographie Uber Kieselgel gereinigt. Mit dem Laufmittel Cyclohexan werden
zunachst zwei nicht ndher charakterisierte Verunreinigungen abgetrennt (Rf = 0,87 und
0,78) und anschlieBend das farblose Produkt (Rf = 0,06 mit Laufmittel Cyclohexan) mit

Ethylacetat von der Saule gewaschen.

Tabelle 5.3.5: Auflistung der Einwaagen und Ausbeuten
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(bezogen auf Butadien) fiir die Anséatze 5a-f

Einsatz Auswaage Mw 5in Ausbeute
Ansatz
Butadien in mol ing g/mol in %
a 53 27,0 429 7
b 57 46,0 223 8
C 2,0 16,4 281 9
d 53 37,1 300 8
e 53 27,2 411 7
f 53 33,0 430 8
- Charakterisierung

1H-NMR (d[ppm]); in CDCls:
0,87 (Ha, m) 1,26 (Hp, m) 1,54 (H,, m, 2H)
3,64 (Hq, t, 2H)
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5.3.6 Makrochloroformiat 6

CH
“cH Q

H4C-CH,~CH,-CH,—CH,-CH—CH—CH,~ .
X

“stater

I
£ CH,-CH—~CH,~CH,-0—C—Cl
y

a b c d

Durchfiihrung nach AAV 1

Ansatz: z.B. 17,6 mmol Makroalkohol 5
6 ml (83 mmol) Phosgen

Ausbeute: es wird von einer Ausbeute von 100% ausgegangen

hellgelbes viskoses Ol

Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:
0,86 (Ha, m) 1,26 (Hp, breit, m) 1,66 (H., m)
4,32 (Hg, t)
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5.3.7 Makroamin-CBO 7 (REnCBO)

c d (0] e f g
’ )I\
N O
..stat... o NN \n/

y X

- Durchfiihrung nach AAV 2

weitere Umsetzung ohne Reinigung

- Ansatz: 2 mmol Makrochloroformiat 6
10 ml Chloroform, entstabilisiert
5 ml 1N Natriumcarbonatlésung
0,58 g (3mmol) N-(Benzyloxycarbonyl)-ethan-1,3-diamin 1 in

10 ml Chloroform, entstabilisiert

- Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:

0,61-0.94 (H,, m) 1,07-1,59 (Hp, m) 1,50 (He, 2H, t)
3,32 (Hq, He, 4H, m) 4,08 (Hs, ,H, m) 5,10 (Hg, 2H, s)
7,35 (Hy, 5H, s)
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5.3.8 Makroamin 8 (REn)
b
~  a N
c d
a

...stat...
y

- Durchfiihrung nach AAV 3

O e f
0 H/\/

Zur Verbesserung der Loslichkeit des Eduktes wurde dem Reaktionsgemisch Ethylacetat

zugesetzt. Nach Umsetzung erfolgte Reinigung mittels Saulenchromatographie Uber Kieselgel

mit einem Gemisch aus Methylenchlorid und Methanol (20:1). Das Produkt konnte trotz

zweifacher Saulenchromatographie nicht vollsténdig rein erhalten werden. Die Ausbeute

wurde deshalb nicht bestimmt.

- Ansatz: 2 mmol Makroamin-CBO 8
0,5 g Pd/C 10%ig

- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:

0,65-0.90 (H,, m) 1,09-1,33 (Hp, m)
2,86 (H;, 2H, m) 3,25 (He, 2H, m)

1,56 (He, 2H, t)
4,10 (Hg, 2H, m)
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5.3.9 Makroamin RNH, 9

b

A

~  a N

c d

..stat... \[\/\/\]\/\NH
X 2

y

6,5 g (0,1 mol) Natriumazid werden geldst in 6,5 g Wasser und nach Abkuhlen auf 0°C
versetzt mit 40 ml Benzol. Wahrend einer halben Stunde werden tropfenweise 30g
konzentrierte Schwefelsaure zugegeben. Dabei darf die Temperatur nicht Gber 10°C steigen.
Die organische Phase wird abgetrennt, Uber Natriumsulfat getrocknet und abfiltriert.
AnschlieBend wird die Konzentration an Knallsdure (HN3) bestimmt durch Titration mit 0,1 M
Natriumhydroxidldsung gegen Phenolphthalein.

In 3 ml trockenem THF gelostes Makroamin 5 (3 mmol, 0,95 g) wird mit 3,6 ml einer 1M
Lésung von Knallsdure in Benzol, versetzt. AnschlieBend werden 0,66 g (3,3 mmol)
Diisopropylazadicarbonsaure in 2 ml THF und 1,73 g (6,6 mmol) Triphenylphosphin in 10 ml
THF nacheinander zugegeben. Die Reaktionslosung wird eine Stunde bei Raumtemperatur
und anschlieBend drei Stunden bei 50°C gerlihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel im
Vakuum entfernt und der Rickstand durch Saulenchromatographie tber Kieselgel gereinigt.
Dazu werden zuerst alle Verunreinigungen mit 1l einer Methylenchlorid/Methanol Mischung
mit steigendem Methanol Gehalt (20:1 bis 1:1) eluiert. Durch Spilen mit Methanol/25%ige

waBrige Ammoniaklésung erhalt man das reine Amin.
- Ausbeute: 0,42 g (0,14 mol) = 45 % d. Th.

- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:

0,82-0,91 (H,) 1,06-1,48 (Hp) 1,55 (Ho)
4,95 (Ha)
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5.3.10 Methoxyhexaethylenglykol (,HEGMe"”) 10
(C13H2307; MW: 296,37)

la 2b 3c 4c 5d e

OWO
HSC/ \]G\/\OH

Zu einer auf 0°C gekiihlten Suspension von 0.72 g (18 mmol) 60% Natriumhydrid in 10 ml
trockenem Tetrahydrofuran wird eine Losung von 4,24g (15 mmol) Hexaethylenglykol in 10
ml THF gegeben. Dann wurde tropfenweise 1,12 ml Methyliodid (18 mmol) zugegeben und
die Losung funf Stunden bei Raumtemperatur geriihrt. Nach versetzen mit 0,5 ml Wasser
wurde die Reaktionslosung in 70 ml Wasser gegeben und mit sechs mal 50 ml
Methylenchlorid extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit konzentrierter
Natriumchloridlésung gewaschen, lber Natriumsulfat getrocknet und das Losungsmittel im
Vakuum entfernt. Das Rohprodukt wurde mittels Saulenchromatographie ber Kieselgel mit
einer 20:1 Mischung Methylenchlorid/Methanol gereinigt. Das Produkt mit Rf = 0,77
entspricht der disubstituierten und das Produkt mit Rf = 0,67 der gewtlnschten

monosubstituierten Verbindung.
- Ausbeute: 1,51 g (5,1 mmol) = 34 % d. Th.
- Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:
3,15 (He, 1H, s) 3,38 (Ha, 3H, s) 3,56 (Hg, 2H, t)
3,61-3,68 (H, 20H, m) 3,72 (Hyp, 2H, t)

B3C-NMR (3[ppm]); in CDCl5:
59,02 (Cy) 61,62 (Cs) 70,26-70,57 (Cs)
71,87 (C,) 72,57 (Cs)
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5.3.11 Chloroformiat von Methoxyhexaethylenglykol 11
(C14H2708C|, MW: 358,81)

c d e

(@]
K_M
Hsc/O\/[/\/O~16\/\O)]\CI

Durchfiihrung nach AAV 1

Ansatz: 1 g (3,4 mmol) Methoxyhexaethylenglykol 10
1,68 g (1,2 ml, 17 mmol) Phosgen

Ausbeute: es wird von einer Ausbeute von 100% ausgegangen

Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:
3,38 (Ha, 3H, s) 3,56 (Hp, 2H, t) 3,66-3,72 (H., 18H, m)
3,77 (Hq, 2H, t) 4,46 (H, 2H, t)
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5.3.12 Amphiphil mit Methoxyhexaethylenglykol Kopfgruppe 12
(,RENMeHEG")

c d o) e f g h [ j
i PR e ow o 2R _o
...Stat... \[\/\/\]\/\O N/\/ \"/ \/[/\O/\];/ ~N
y X H

O

- Durchfiihrung nach AAV 2

- Ansatz: 1,4 mmol Makroamin 8
10 ml Chloroform, entstabilisiert
2,5 ml 1N Natriumcarbonatlésung
0,4 g (Immol) Chloroformiat von Methoxyhexaethylenglykol R153

in 10 ml Chloroform, entstabilisiert

Tabelle 5.3.12: Aufiistung der Auswaagen und der
Ausbeute (bezogen auf den
Makroalkohol ROH 5) fir die

Ansétze 12a-€.

Ansatz | Auswaage Mw 12  Ausbeute
a 0,799 839 31
b 0,44 g 631 18
C 0,59 g 681 30
d 1,049 683 26
e 0,539 824 21
- Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCl:

0,72-0.91 (H,, m) 1,11-1,50 (Hy, m) 1,57 (He, 2H, m)
3,28 (He, Hr, 4H, m) 3,38 (H;, 3, s) 3,55 (H;, 2H, t)
3,62-3,78 (Hn, 20H, m) 4,05 (Hg, 2H, m) 4,22 (Hg, 2H, t)
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5.3.13 Diethanolamin-N-carbonsaure-benzylester-bis-chloroformiat 13

(C14H15N06C|2, MW: 364,18)

0
0 Il
@ I _CH—CH,—~0—C—Cl
cH,—0—C—NZ
CH,—CH,—0—C—Cl
a b c d/d' g

Durchfiihrung nach AAV 1

Ansatz: 31,7 g (0,13 mol) Diethanolamin-N-carbonsaurebenzylester 1
194g (140 ml, 1,96 mol) Phosgen

Ausbeute: es wird von einer Ausbeute von 100% ausgegangen

Charakterisierung

1H-NMR (d[ppm]); in CDCls:
3,66 (Hc, 4H, t) 4,40 (Hq, 2H, t) 4,46 (Hy, 2H, t)
5,17 (Hy, 2H, s) 7,36 (H,, 5H, m)
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5.3.14 ~(REn),EACBO” 14
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- Durchfiihrung nach AAV 2

weitere Umsetzung ohne Reinigung

- Ansatz: 2,25 mmol Makroamin 8
10 ml Chloroform, entstabilisiert
2,5 ml 1N Natriumcarbonatlésung
0,36 g (0,98mmol) Diethanolamin-N-carbonsaure-benzylester-bis-
chloroformiat 11 in

5 ml Chloroform, entstabilisiert

- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:

0,56-0,91 (Ha, m) 1,07-1,48 (Hy, M) 1,56 (Hc, 4H, m)
3,27 (He, Hr, 8H, m) 3,53 (Hs, 4H, t) 4,07 (Hg, 4H, m)
4,19 (Hg, 4H, m) 5,15 (H, 2H, s) 7,36 (H;, 5H, m)
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5.3.15 2,2'-Bis-[(Makroamin)carbamoyl oxy]-diethylamin 15 ((,,REn),Ea")

c d (0] e f g h
a J s
N (6]
...Stat... fe) N/\/ NH
y H 2
fe} 2

- Durchfiihrung nach AAV 3

Das Produkt wurde mittels Saulenchromatographie dber Kieselgel mit einem

Losungsmittelgemisch aus Methylenchlorid und Methanol (20:1) gereinigt, konnte aber nicht

vollstandig rein erhalten werden.

- Ansatz: 0,5 g Pd/C auf 2 mmol 14

- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:

0,55-0,88 (Ha, m) 1,05-1,46 (Hp,, m) 1,55 (H., 4H, m)
2,93 (Hy, 4H, t) 3,29 (He, H¢, 8H, m) 4,10 (Hg, 4H, m)

4,22 (Hg, 4H, m)
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5.3.16 Amphiphil mit 2 hydrophoben Resten und
Methoxyhexaethylenkopfgruppe 16 (,RN,EAMeHEG")
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- Durchfiihrung nach AAV 2
AnschlieBend  erfolgte  Reinigung  mittels  Sdulenchromatographie  mit  einem

Ldsungsmittelgemisch von Methylenchlorid und Methanol (20:1).

- Ansatz: 0,15 mmol 15
5 ml Chloroform, entstabilisiert
0,5 ml 1N Natriumcarbonatlésung
55 mg (0,15 mmol) Chloroformiat von Methoxyhexaethylenglykol 11

in 5 ml Chloroform, entstabilisiert

Tabelle 5.3.12: Aufiistung der Auswaagen und der
Ausbeute (bezogen auf den
Makroalkohol ROH 5) fir die
Anséatze 16a, b und d.

Ansatz | Auswaage Mw 16  Ausbeute
a 0,08 g 1499 4
b 0,20g 1250 9
- Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCl:

0,54-0,92 (Ha, m) 1,02-1,47 (Hp, m) 1,56 (Hc, 4H, m)
3,30 (He, Hy, 8H, m) 3,39 (H, 3H, t) 3,55 (Hy, Hy, 6H, m)
3,65 (H;, 20H, m) 4,06 (Hg, 4H, m) 4,24 (Hg, Hi, 6H, m)
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5.3.17 N,N’-Dihydroxyethyl-ethylendiamin-bis-chloroformiat 17
(C24H25C|2N208, MW: 541,38)
a b c
@) @)
A
d
e

OCOCI ococCl

Durchfiihrung nach AAV 1

Ansatz: 2,7 g (6,48 mmol) N,N’-Dihydroxyethyl-ethylendiamin-
carbonsaurebenzylester 3
4,49 g (3,2 ml, 1,96 mol) Phosgen

Ausbeute: es wird von einer Ausbeute von 100% ausgegangen

Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:
3,34 (H, 4H, m) 3,52 (Hg, 4H, m) 4,36 (He, 4H, m)
5,06 (Hy, 4H, s) 7,29-7,34 (H,, 10H, m)
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5.3.18 (RN).De(CBO), 18

...stat... N
X Yy [e)
o}

- Durchfiihrung nach AAV 2
AnschlieBend erfolgte Reinigung durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel mit
Methylenchlorid/Methanol (1:20). Das Produkt konnte allerdings nicht vollstandig rein

erhalten werden.

- Ansatz: 7 mmol Makroamin 8
20 ml Chloroform, entstabilisiert
12 ml 1N Natriumcarbonatlésung
2,90 g (2,54 mmol) N,N"-Dihydroxy-ethylendiamin-N,N’-bis-carbonsaure-
benzylester 17 in

10 ml Chloroform, entstabilisiert
- Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCls:

0,71-0.98 (H,, m) 1,09-1,32 (Hy, m) 1,41 (He, 4H, m)
3,11 (Hg, 4H, m) 3,55 (H¢ , 4H, t) 3,97 (Hg, 4H, m)
4,13 (He, 4H, m) 5,12 (Hy, 4H, ) 7,29-7,40 (H, 10H, m)
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5.3.19 (C18H37N)2DE(CBO)2 19

(C60H 102N403; MW: 1007,47)

- Durchfiihrung nach AAV 2
AnschlieBend erfolgte Reinigung durch Sdulenchromatographie tber Kieselgel mit
Methylenchlorid/Methanol (1:20). Das Produkt konnte allerdings nicht vollstandig rein

erhalten werden.

- Ansatz: 2 g (8,6 mmol) Octadecylamin 8
20 ml Chloroform, entstabilisiert
4 ml 1N Natriumcarbonatlésung
3,56 g (3,06 mmol) N,N-Dihydroxy-ethylendiamin-N,N’-bis-carbonsaure-
benzylester 17 in

10 ml Chloroform, entstabilisiert

- Charakterisierung

1H-NMR (8[ppm]); in CDCl3:

0,78-0.93 (H,, 6H, m) 1,09-1,35 (Hs, 60H, m) 1,44 (He, 4H, m)
3,11 (Hg, 4H, m) 3,55 (H¢ , 4H, t) 3,97 (Hq, 4H, m)
4,12 (He, 4H, m) 5,11 (Hs, 4H, ) 7,30-7,41 (H, 10H, m)

142



Kapitel 5 Experimenteller Teil

5.3.20 (RN),De 20
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- Durchfiihrung nach AAV 3
- Ansatz: 0,85 g Rohprodukt 18
0,5 g Pd/C 10 %ig
- Charakterisierung
1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:
0,71-0.98 (H,, m) 1,09-1,32 (H,, m) 1,41 (He, 4H, m)
2,66 (Hg, 4H, m) 2,87 (Hs, 4H, t) 3,17 (Hg, 4H, m)

4,17 (He, 4H, m)
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5.3.21 (C18H37)2De 21

(C44H90N404; MW: 739,2 1)

b
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- Durchfiihrung nach AAV 3
- Ansatz: 0,79 g Rohprodukt 19
0,5 g Pd/C 10 %ig
- Charakterisierung
1H-NMR (d[ppm]); in CDCls:
0,71-0.98 (H,, m) 1,09-1,32 (H,, m) 1,50 (He, 4H, m)
2,63 (Hg, 4H, m) 2,92 (Hf, 4H, t) 3,14 (Hg, 4H, m)

4,13 (He, 4H, m)

9
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5.3.22 (RN),De(HEGMe), 22

b

: c d ] e f i
a 0 h j k
...stat...‘[\/\/\]\/\N)J\o )]\ o
X y \/\,il o N \/]5/\0/
ﬁCHz)z g

o/\/'\‘\n/o\/[’\o/\]\/o\
5

Lstat.. NN
X Yy 0
(0]

- Durchfiihrung nach AAV 2
AnschlieBend erfolgte Reinigung mittels Saulenchromatographie mit einem

Lésungsmittelgemisch von Methylenchlorid und Methanol (20:1).

- Ansatz: 0,38g (0,45 mmol) Rohprodukt 20
5 ml Chloroform, entstabilisiert
0,5 ml 1N Natriumcarbonatlésung
83 mg (0,23 mmol) Chloroformiat von Methoxyhexaethylenglykol R11
in

5 ml Chloroform, entstabilisiert
- Ausbeute 0,63 g (0,43 mmol) = 9 % bezogen auf das Makroamin 9
- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:

0,72-0.91 (H,, m) 1,11-1,50 (Hs, m) 1,57 (He, 2H, m)
3,14 (Hg, 4H, m) 3,38 (Hx, 3, 5) 3,49-3,57 (Hy, H,, 8H, m)
3,62-3,68 (H;, 20H, m) 4,14 (Hq, 2H, m) 4,22 (He, Hp, 2H, t)
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5.3.23 (C18H37)2DE(HEGME)2 23

(C72H 124N4020; MW: 1383,9 1)
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- Durchfiihrung nach AAV 2
AnschlieBend erfolgte Reinigung mittels Saulenchromatographie mit einem

Lésungsmittelgemsich von Methylenchlorid und Methanol (20:1).

- Ansatz: 0,169 (0,8 mmol) Rohprodukt 21
5 ml Chloroform, entstabilisiert
0,5 ml 1N Natriumcarbonatlésung
57 mg (0,16 mmol) Chloroformiat von Methoxyhexaethylenglykol R11
in

5 ml Chloroform, entstabilisiert

- Ausbeute 0,34 g (0,4 mmol) = 8 % bezogen auf das Makroamin 9

- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CDCls:

0,78-0.90 (H,, m) 1,12-1,48 (Hy, M) 1,56 (He, 2H, m)
3,12 (Hg, 4H, m) 3,36 (Hy, 3, 5) 3,50-3,56 (Hy, H;, 8H, m)
3,61-3,68 (H;, 20H, m) 4,11 (Hg, 2H, m) 4,19 (He, Hp, 2H, t)
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5.3.24 2-Bromoethyl dichlorophosphat 24

Eine Losung von 1,46 g (24,7 mmol) 2-Bromoethanol in 10 ml Methylenchlorid wird wahrend
30 min langsam zu 7,28 (47,4 mmol) Phosphorylichlorid, geldst in 100 ml Methylenchlorid
getropft. Trockener Stickstoff wird durch die Reaktionslosung geleitet um wahrend der
Reaktion entstehendes Hydrogenchlorid Gas zu entfernen. Nach 18 Stunden werden das
Methylenchlorid und der gréBte Teil des Uberschissigen Phosphorylchlorids am
Rotationsverdampfer entfernt. Das Rohprodukt wird durch Vakuumdestillation gereinigt.
Dabei wird zunachst nicht Phosphorylchlorid entfernt und danach das Produkt abdestilliert
(Sdp.: 80°C, 2.5010% mbar). Man erhélt ein farbloses Ol.

- Ausbeute: 4,18 g (17,3 mmol) = 70 % d. Th,,

- Charakterisierung:

1H-NMR ([ppm]); in CDCl3:
3,62 (H,, 4H, t) 4,59 (Hy, 2H, dt)

31p-NMR (3[ppm]); in CDCls:
8,72
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5.3.25 Amphiphil mit Phosphatidylcholin Kopfgruppe 25 (,,RPC")
2b
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Die Reaktion wird in von Restfeuchtigkeit befreiten ReaktionsgefaBen unter Argon und mit
sorgfaltig getrockneten Losungsmitteln durchgefihrt. Eine Losung von 2 mmol Makroalkohol
R4 und 0,75 ml (0,54 g; 5,4 mmol) Triethylamin in 10 ml trockenem Diethylether wird
tropfenweise zu einer gekilhlten Lésung (0 °C) von 0,7 g (2,9 mmol) 2-
Bromoethyldichlorophosphat R168 in Ether unter Argon gegeben. Die Mischung wird
zunachst 12 Stunden bei Raumtemperatur gertihrt, dann vier Stunden unter RlckfluB erhitzt.
Nach Abkiihlen auf Raumtemperatur wird 20 ml Wasser zugegeben und die
Reaktionsmischung flr weitere 17 Stunden gerlhrt. Die Phasen werden getrennt, die
waBrige Phase dreimal mit 20 ml Chloroform extrahiert, die vereinigten organischen Phasen
uber Na,SO, getrocknet, das Trocknungsmittel abgefiltert und das Losungsmittel im Vakuum
entfernt. Der Rickstand wird in 20 ml eines Chloroform/Acetonitril Gemisches (7:3) geldst
und in ein DruckgefaB geflllt. 7,5 g Triethylamin (126,9 mmol) werden durch die Ldsung
geleitet, das DruckgefaB wird fest verschlossen und fiir 21 Stunden auf 50 °C erhitzt. Nach
dem Abkuhlen werden die Ldsungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt und der
wachsartige Rilckstand wird durch Sdulenchromatographie (ber Kieselgel gereinigt. Dazu
werden zunachst die nicht naher charakterisierten Verunreinigungen durch Elution mit 1l
eines Methylenchlorid/Methanol Gemisch abgetrennt. Das Verhaltnis wird dabei langsam von
9:1 auf 3:1 geandert. Nach Elution mit weiteren 200 ml Methanol wird das Produkt mit

Methanol/25%ige waBrige Ammoniumchloridldsung 1:20 gewonnen.
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Tabelle 5.3.25: Auflistung der Einwaagen und Ausbeuten fir die Ansédtze 25a-f

Ansatz Einwaage ROH 5 Auswaage Mw 25  Ausbeute

a 49 0,799 1,12 mmol 594 12 %
b 3g 0,44 g 1,34 mmol 388 10 %
C 249 0,59¢ 1,28 mmol 446 18 %
d 49 1,049 1,07 mmol 465 8 %
e 49 0,53 g 0,88 mmol 576 9%

- Charakterisierung

1H-NMR (3[ppm]); in CD;0D:

0,61-0.94 (H,, m) 1,13-1,52 (H,, m) 1,62 (He, 2H, t)

3,23 (Hg, 9H, s) 3,63 (Hg, 2H, t) 3,90 (He, 2H, tt)

4,26 (Hg, 2H, m)

B3C-NMR (3[ppm]); in CD;0D:

11,0-14,5 (C,) 23,8-33,5 (C,-Cs) 54,7 (C))

60,3 (Ce) 67,7 (Cs)

IP-NMR (8[ppm]); in CD;0D:

1,25

5.3.26 Amphiphil mit Phosphatidylcholin Kopfgruppe 26 (,,C<H3;0OPC")

(C23H50NO4P, MW = 435,62 g/mOI)
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Die Reaktion wird analog der Synthese fur RPC 25 unter Argon und mit absolutierten
Lésungsmitteln durchgefiihrt. Eine Lésung von 1,1 g (4 mmol) Octadecanol und 1,5 ml (1,08
g; 10,8 mmol) Triethylamin in 15 ml trockenem Diethylether wird tropfenweise zu einer
gekuhlten Losung (0 °C) von 1,4 g (5,8 mmol) 2-Bromoethyldichlorophosphat R168 in Ether
unter Argon gegeben. Nach 12 Stunden bei Raumtemperatur wird die Losung vier Stunden
unter RlckfluB erhitzt. Nachdem auf Raumtemperatur abgekiihlt gelassen wurde, werden 20
ml Wasser zugegeben und die Reaktionsmischung fir weitere 17 Stunden gerthrt. Die
organische Phasen wird abgetrennt und die waBrige Phase dreimal mit 20 ml Chloroform
extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen werden Uber Na,SO, getrocknet, und nach
Filtern wird das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Der Rlckstand wird in 30 ml eines
Chloroform/Acetonitril Gemisches (7:3) gelést und in ein DruckgefaB gefullt. 15 g
Triethylamin (253,8 mmol) werden durch die Losung geleitet, das DruckgefaB wird fest
verschlossen und die Reaktionslosung wird Uber Nacht bei 50 °C gerlhrt. Das Losungsmittel
wird im Vakuum entfernt und der Rickstand durch Saulenchromatographie Uber Kieselgel
gereinigt, zunachst durch ein Methylenchlorid/Methanol Gemisch mit wachsendem Anteil von
Methanol. (Das Verhaltnis wachst von 9:1 auf 1:1.) geandert. Im AnschluB an Nachwaschen
mit weiteren 200 ml Methanol wird das Produkt mit Methanol/25%ige waBrige

Ammoniumchloridiésung 1:20 eluiert.

- Ausbeute: 0,24 g (0,56 mol) = 14 % d. Th.

- Charakterisierung

1H-NMR (d[ppm]); in CD;0D:

0,86-0.91 (H,, m) 1,13-1,48 (Hp, m) 1,63 (Hc, 2H, t)
3,29 (Hg, 9H, s) 3,63 (H¢, 2H, t) 3,85 (He, 2H, tt)

4,24 (Hg, 2H, m)

31p-NMR (3[ppm]); in CD;OD:
1,21
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5.4 Messungen und Instrumente
5.4.1 Gelpermeationschromatographie

Die Gelpermeationschromatographie wurde mit einer WATERS GPC-Anlage durchgefihrt. Die
Trennung erfolgte an drei hintereinandergeschalteten Saulen, beschickt mit vernetztem
Polystyrol (PartikelgréBen: 100, 500 und 1000 A). Als Elutionsmittel diente entgastes und
filtriertes Chloroform (FluB: 1 ml/min). Die Detektion erfolgte durch die Messung des
Brechungsinkrements mit einem WATERS 481 - Brechungsindexdetektor. Die Eichung der
Anlage erfolgte mit Polystyrol- und Polyethylenoxidstandards.

5 _\; Kalibrierkurve Polystyrol | 4r .+ Kalibrierkurve Polyethylenoxid -
AN N
\'\\\ \\
4 =
o 3 N ie} \\
\\.l * \\°
N -
) N 2
15 20 25 30 15 20 25 30
Elutionsvolumen [ml] Elutionsvolumen [ml]

Kalibrierkurven GPC mit PS- und PEO-Standards

5.4.2 ESI/MS-Spektren

Zur Aufnahme der Spektren wurde eine Standard Kratos Elektronenspray Ionenquelle und
daran angeschlossen ein Kratos Profile doppelt fokussierendes, magnetisches
Sektorinstrument mit 1,33 kV Beschleunigungsspannung verwendet. Der m/z-Wert wurde im
Bereich 25-3500 Da aufgezeichnet. Die Scangeschwindigkeit betrug 10 s/Dec und die
Auflosung 1700 (10% Taldefinition). Die verwendeten Potentiale betrugen 5,23 kV an der
Spraykapillare, 3,14 kV am Zylinder, 1,89 kV an der Endplatte. Kalibrierung erfolgte mit
Casium Iodid (500 mg/I, Methanol/Wasser 9:1)
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5.4.3 NMR-Spektroskopie

Die 'H- und *C-Kernresonanz-Spektren wurden mit einem AC 250-Spektrometer der Firma
BRUKER in Chloroform-d (Fa. ALDRICH), bzw. Methanol-d4 (Fa. EURISO-TOP) mit
Tetramethylsilan als internem Standard aufgenommen. Die MeBtemperatur betrug 298K, die
Konzentrationen der Ldsungen lagen zwischen 10 und 100 mg/ml (*H - und *P-NMR
Spektren) bzw. 50 und 300 mg/ml (**C-NMR-Spektren). Fiir die **C- und *'P-NMR Messungen
wurde ein 'H-Breitbandentkoppler zugeschaltet. Die Zuordnung der Signale erfolgte anhand
von Literaturangaben oder durch Vergleich mit den Spektren der Vorstufen.

Zur Charakterisierung der Signale wurden folgende Abklirzungen verwendet:

s = Singulett d = Dublett t = Triplett g = Quadruplett
m = Multiplett (nicht aufgeldste oder Uberlappende Signale)

Zur Angabe der chemischen Verschiebung wurden die Signalschwerpunkte ausgewahlt. Die
Kennzeichnung der Protonen in den Strukturformeln erfolgte durch Kleinbuchstaben, die

Kennzeichnung der Kohlenstoffatome durch Zahlen

5.4.4 Differentielle WarmefluB Kalorimetrie

DSC-Untersuchungen wurden an einem PERKIN-ELMER PYRIS 1 WarmefluBkalorimeter mit
automatischer Tieftemperatureichung durchgefiihrt. Die gemessenen Werte wurden jeweils
entsprechend einer mit Indium und Wasser durchgeflihrten Eichung Kkorrigiert. Die
Einwaagen der Proben betrugen 4 bis 10 mg. Der vermessene Temperaturbereich lag
zwischen -110°C und 60°C, die Heizrate bei 20K/min.

5.4.5 Fluoreszenzspektren

Es wurde ein PERKIN ELMER Luminescence Spectrometer LS50B mit thermostatisierbarem
Probenhalter verwendet. Die Schlitzweite betrug 2,5 mm. Die Spektren wurden mit einer
Scangeschwindigkeit von 90 nm/s bei einer Anregungswellenlange von 336 nm

aufgenommen.
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5.4.6 Schub-Flachen-Diagramme

Die Messung der Schub-Flachen-Diagramme wurden mit einer LAUDA FW 2 Filmwaage
durchgefilhrt. Der Trog wurde mit Milli-Q™ Wasser befiillt und mit einem LAUDA
Thermostaten temperiert. Die angegebenen Temperaturen lieBen sich auf + 0.5 °C genau
einstellen. Die zum Spreiten verwendeten Chloroformlésungen der untersuchten Substanzen
besaBen Konzentrationen von ca. 1 mmol/l, die gespreiteten Stoffmengen betrugen zwischen
1,500® mol und 700 mol. Fiir die Herstellung der Lésungen wurde Chloroform in HPLC-

Qualitat verwendet.

5.4.7 Fluoreszenzfiimwaagenmessungen

Es wurde eine selbstgebaute temperierbare Fiimwaage mit 48 cm? Trogfliche sowie einem
Wilhelmiplattchen-Druckaufnehmer mit einer Genauigkeit von 0,5 mN/m verwendet. Die
Werte flr den Druck und die Flache wurden mit Hilfe von Arachidinsdure kalibriert. Die
Untersuchungen fanden mit einem ZEISS Axiovert 10 Mikroskop statt. Zur Dokumentation
wurde eine AQUA TV CCD Videokamera HR 480 verwendet. Die Bilder wurden mit einem
PANASONIC S-VHS-Recorder aufgenommen und mit einem Macintosh IIfx-Zubehdr mit einer
PERCEPTICS PixelPipeline Graphikkarte und mit der Bildbearbeitungssoftware Image 1.44

(Wayne Rasband, National Institutes of Health) analysiert.

5.4.8 Photobleichverfahren

Als Bleichstrahl diente ein Argonionenlaser mit einer Wellenlange von 488 nm. Zur
Vereinfachung der Geometrie und damit der spateren Berechnung der Diffusionskonstante
wurde ein Pinhole mit einem Radius von 7,3 um verwendet. Der Laserstrahl wird in einen
Bleichstrahl und einen MeBstrahl aufgeteilt, dessen Intensitat zusatzlich mit einem
Polarisationsfilter reguliert werden kann. Beide Strahlen bilden das Pinhole scharf iber einen
dichroitischen Spiegel und das Objektiv auf die Probe ab. Die Fluoreszenz wird Uber einen
Transmissionsfilter (A>500 nm) und eine Irisblende in den Photomultiplier (RP1527P,
Hamamtsu) abgebildet. Ein Computerprogramm regelt Uber eine D/A-Time/Counter Karte
den MeBablauf und die Datenerfassung. Zur Temperatursteuerung diente ein LAUDA

Thermostat, mit dem die Probenkammer und das Olimmersions-Objektiv gleichzeitig
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temperiert werden. Mit einem PT-100 wird die Temperatur direkt in der Probenkammer
gemessen. Um eine Verfalschung der Ergebnisse beruhend auf Fluoreszenzerholung durch
Rotationsdiffusion zu vermeiden wurde zur Depolarisation des linear polarisierten

Laserstrahls wurde ein A/4-Plattchen in den Strahlengang eingesetzt.

5.4.9 Lichtmikroskopie

Die Lichtmikroskopiebilder wurden an der Technischen Universitat Minchen (Lehrstuhl flr
Biophysik, Prof. Sackmann) aufgenommen. Die Untersuchungen fanden mit einem ZEISS
Axiovert 10 Mikroskop statt, ausgeristet mit einem Phasenkontrast-Objektiv (ZEISS 40 x Ph2
nA = 0.75). Zur Dokumentation wurde eine AQUA TV CCD Videokamera HR 480 verwendet.
Die Bilder wurden mit einem PANASONIC S-VHS-Recorder aufgenommen und mit einem
Macintosh IIfx-Zubehor mit einer PERCEPTICS PixelPipeline Graphikkarte und mit der
Bildbearbeitungssoftware Image 1.44 (Wayne Rasband, National Institutes of Health)

analysiert.

5.4.10 Hydrierung

Es wurde ein thermostatisierbarer Glasriihrautoklav BEP 280 der Firma BUCHI mit 1 |

Fassungsvermdgen verwendet.
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6. Zusammenfassung

Die chemische Biophysik befaBt sich zunehmend mit Proteinreaktionen in Modellmembranen.
Diese Proteine werden haufig an sogenannte Ankerlipide gebunden und so in der
Modellmembran immobilisiert. Derartige Lipide sollten mdglichst lange hydrophobe Reste
aufweisen, was bei gesattigten Alkylketten zu einem Verlust an Fluiditdt der Membran flihren
kann. Um dem Bedarf an geeigneten Ankerlipiden nachzukommen, wurde in der
vorliegenden Arbeit ein neuartiger Amphiphiltyp synthetisiert, der trotz langer hydrophober
Alkylketten nicht an Kettenflexibilitat einbliBt und in der Lage ist, Modellmembranen

natdrlicher Lipide, wie etwa DPPC, durch Zusatz als Colipid zu fluidisieren.

Um sich far den Einsatz in den verschiedensten Arten mehrkomponentiger
Modellmembranen zu eignen, mussen die hergestellten Amphiphile einige Forderungen
erfullen. In erster Linie sollten die neuartigen Amphiphile nichtkristallisierbar sein, um die
Fluiditat zu gewahrleisten. Diese Hauptanforderung wurde durch die Verwendung eines
hydrophoben Bausteins aus verzweigtem Polybutadien erfillt. Um ihn chemisch zu
stabilisieren wurde er hydriert. Die Synthese durch anionische Polymerisation ermdglichte die
Herstellung von Oligomeren mit enger Molekulargewichtsverteilung. Diese war wichtig, um
ein moglichst gut definiertes Produkt zur Verflgung zu haben und konnte mittels
Gelpermeationschromatographie bzw. im Fall der Phosphatidylcholine mit Hilfe der
Elektronenspray Ionisation / Massenspektroskopie (ESI/MS) nachgewiesen werden.
Funktionalisierung durch Ethylenoxid ermdglichte die Anknlpfung verschiedener hydrophiler

Kopfgruppen (Methoxyhexaethylenglykol bzw. Phosphatidylcholin).

Butadien kann bei anionischer Polymerisation mit Butyllithium in Abhangigkeit vom
Losungsmittel in unterschiedlichen Konformationen, durch 1,2- und 1,4-Addition,
polymerisieren. Diese Eigenschaft wurde genutzt, um hydrophobe Reste unterschiedlicher
Mikrostruktur herzustellen. Die genaue Charakterisierung erfolgte dabei Uber mehrere
Methoden der magnetischen Kernresonanzspektroskopie (NMR). Die quantitative Auswertung
der 'H-NMR Spektren lieferte dabei die Anzahl der Tetramethylen- und
Ethylethylenwiederholungseinheiten und damit das Molekulargewicht und die Riickgratlange
der hydrophoben Reste aller untersuchter Amphiphile. Die aus den NMR-Spektren erhaltenen
Werte stimmen dabei gut mit den Ergebnissen der ESI-Massenspektroskopie liberein. Mittels
quantitativer Auswertung der >C-NMR Spektren konnte AufschluB (iber die Mikrostruktur der

vorliegenden Verbindungen erhalten werden. Ein wichtiges Ergebnis war dabei, daB die
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Wahrscheinlichkeit fir den Einbau einer Ethylethyleneinheiten als erste Monomereinheit nach
der Butylgruppe des Initiators groBer ist, als flir statistischen Einbau entsprechend dem
mittleren Gehalt an Verzweigungen erwartet wirde. Die Differenz der Wahrscheinlichkeiten
ist um so groBer, je niedriger der Gehalt an Verzweigungen liegt. Daher sind Komplikationen,
die sich im umgekehrten Fall, einer Haufung von 1,4-Additionseinheiten am Anfang der
Kette, ergeben wirden, nicht zu beflirchten. In diesem Fall wirden namlich vermehrt
Molekiile vorliegen, die eine erste Verzweigung erst am zehnten Kohlenstoffatom besitzen,
was unter Umstanden negative Auswirkungen auf die Fluiditdt der Modellmembranen, mit

Sicherheit aber EinfluB auf das Verhalten in Mono- oder Doppelschichten hatte.

Im Mittelpunkt dieser Arbeit stand die Ermittlung der Struktur-Eigenschaftsbeziehungen der
verzweigten ~ Amphiphile. Dazu  wurden unter  anderem die kritischen
Mizellbildungskonzentrationen in Abhangigkeit von Kopfgruppe Amphiphiltyp mit Hilfe der
Fluoreszenzspektroskopie bestimmt. Pyren diente dabei als Indikator fir die Bildung von
Mizellen. Es konnte tensidisches Verhalten nachgewiesen werden. Der temperaturabhéngige
Trend der CMC ist dabei sowohl im Fall der Phosphatidylcholinkopfgruppen als auch fiir die
Methoxyhexaethylenglykolkopfgruppen mit den in der Literatur beschriebenen Systemen
vergleichbar. Der EinfluB der Kettenlange und besonders auch der Anzahl der hydrophoben
Ketten ist im Vergleich zu unverzweigten Amphiphilen allerdings sehr gering. Durch den
starken Verzweigungsgrad besitzen die untersuchten Verbindungen eine CMC, die konstant
im Bereich 10° mol/l liegt. Dies spiegelt den groBen EinfluB der Verzweigungen wider,
welche die Loslichkeit der Verbindungen in Wasser erh6hen. Da Colipide mit einer groBeren
Wasserloslichkeit als die unverzweigten natirlichen Lipide wie DPPC Membranen dieser
Lipide zu fluidisieren vermdgen, darf ausgehend von den CMC-Werten von allen verzweigten

Amphiphilen erwartet werden, daB sie in Mischung mit DPPC fluide Modellmembranen bilden.

Die verzweigten Amphiphile wurden weiterhin mittels Filmwaagenmessungen auf Stabilitat
der Langmuirfilme sowie auf den Flachenbedarf der einzelnen Verbindungen untersucht.
Aufgrund der hohen Wasserloslichkeit der verzweigten Lipide bildete keines einen stabilen
Langmuirfilm aus, wie aus den Relaxationskurven ersichtlich war. Durch die Wahl geeigneter
Parameter bei der Durchfiihrung der Messungen war es dennoch madglich, zuverlassige und
reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Fir die Amphiphile mit Methoxyhexa-
ethylenglykolkopfgruppe konnte gezeigt werden, daB der Flachenbedarf hauptsachlich von
der Anzahl der Kopfgruppen abhangig ist. Da in ihren Isothermen der Lift-off durchweg nicht

durch einen scharfen Knick in der Kurve angezeigt wurde, konnte der exakte Flachenbedarf
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fur diese Amphiphiltypen nicht ermittelt werden. Statt dessen wurden die Werte bei

Erreichen eines Druckes im Langmuirfilm von 0,5 mN/m verglichen.

Im Fall der Phosphatidylcholine konnte ein Zusammenhang zwischen Flachenbedarf und
Struktur des verzweigten hydrophoben Restes hergestellt werden. Mit einer einfachen
zweidimensionalen Betrachtung ist es gelungen, die Werte flir den Flachenbedarf sehr genau
abzuschatzen. Es war so mdglich zu zeigen, daB die verzweigten Amphiphile dem erhdhten

Druck durch glinstige sterische Anordnung ausweichen.

Weitere wichtige Forderungen an die hier vorgestellten Lipide bestanden in der Mischbarkeit
mit DPPC, der Fluidisierung der DPPC-Mono- und Doppelschichten in mehreren Typen von
Modellmembranen und der Stabilitat dieser zweikomponentigen Membranen. Sie wurden mit
einer Kombination aus Filmwaagenmessungen, Differentieller WarmefluBkalorimetrie in
Losung mit WasserliberschuB, Untersuchungen mittels Photobleichverfahren und

Fluoreszenzmikroskopie Uberprift.

Zunachst wurden Mischungen von DPPC und verzweigtem Amphiphil gemeinsam auf dem
Langmuirtrog gespreitet. Die Mischungen einiger Verbindungen wiesen dabei ein ,zweites
Plateau” in der Isotherme auf, was oft ein Hinweis auf eine Phasenseparation ist. Allerdings
wurde diese Besonderheit im vorliegenden Fall mit einer Desorption von der Grenzflache
gedeutet, die ab einem bestimmten Druck auftritt und so dieses Plateau erzeugt, da fur die
Verbindungen bei anderen Messungen keine Anzeichen flir Entmischung gefunden wurden.
Eine Tendenz zur Entmischung ist mittels DSC Messungen einfach nachzuweisen. Aus diesem
Grund wurden waBrige Vesikellosungen dieser Verbindungen in Mischung mit DPPC
hergestellt und mittels DSC untersucht. Anzeichen fir Entmischungen konnten hier nicht
gefunden werden. Dagegen wiesen fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen einer gemischten
substratgestitzten Membranen ca. zehn Minuten nach der Praparation ,Locher” auf, also
eine partielle Zerstorung der Membran, die auf der Wasserldslichkeit der verzweigten
Komponente beruht. Zusatzlich zeigen Messungen mittels Photobleichverfahren an diesen
»solid supported membranes” bei Steigerung des Anteils an verzweigtem Amphiphil zunachst
eine Fluoreszenzerholung, aber dann eine Abnahme der Fluoreszenzintensitat. Diese kann
nur so gedeutet werden, daB die Loslichkeit des verzweigten Amphiphils die DPPC-Membran
dahingehend destabilisiert, daB ein Teil der zugesetzten Substanz von der Grenzflache

desorbiert.
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DSC Messungen an waBrigen Losungen zweikomponentiger Vesikel lieferten flr ein anderes
Amphiphil, das bei Filmwaagenmesungen in Mischung mit DPPC keine Auffalligkeiten wie ein
~Zweites Plateau” zeigte, einen Hinweis auf eine Mischungsllicke. Der Molenbruchbereich der
Entmischung konnte ermittelt und in einem vorlaufigen Phasendiagramm festgehalten
werden. Auch Fluoreszenzfilmwaagenmessungen zeigten fir diese Verbindung eine weitaus
geringere Fluidisierung des DPPC-Langmuirfilms als fir die beiden anderen mit diesen
Methoden untersuchten Substanzen. Es kann versucht werden, diese Ergebnisse
dahingehend zu verallgemeinern, daB flr Mischbarkeit mit DPPC glinstige Strukturmerkmale
ein langes hydrophobes Rickgrat und/oder ein hoher Verzweigungsgrad sind. Die Griinde

hierflir sind noch unklar.

Die untersuchten Amphiphile zeigten in Vesikellossung mit WasserliberschuB keine
thermotrope Phasenumwandlung. Dies spiegelt die durch die Verzweigungen verursachte
hohe Fluiditat wider. Die Bilder der videounterstiitzten Lichtmikroskopie korrelieren mit
diesem Ergebnis. Unmittelbar nach Kontakt mit Wasser und bei Raumtemperatur wurde die
Ausbildung von Riesenvesikeln bzw. fingerférmigen Tubuli, die sich von einem Reservoir-
Substanztropfen ausbreiteten, beobachtet. Diese Untersuchung wurde beispielhaft nur mit
einem verzweigten Phosphatidylcholin durchgefiihrt. Aufgrund friiherer Beobachtungen an
einem verzweigten Amphiphil mit substituierter Hexaethylenglykolkopfgruppe und den
Ergebnissen der anderen Untersuchungen kann mit groBer Sicherheit angenommen werden,

daB alle anderen verzweigten Amphiphile ahnliches Verhalten zeigen.

Der EinfluB der verzweigten Amphiphile auf DPPC-Membranen ist dem des Cholesterins
vergleichbar. Die Fluidisierung wird eindeutig durch die Verbreiterung des Endotherms und
sein Absinken zu niedrigeren Temperaturen in den DSC-Messungen bewiesen. Auch dieses
Ergebnis wird durch die Lichtmikroskopie gestiitzt. Rein qualitativ kann gesagt werden, daB
mittels ,electro swelling” praparierte Vesikel einer 1:10 Mischung wesentlich steifer waren als
fur eine 1:5 Mischung (DPPC:verzweigtes = Amphiphil). Ebenso  zeigten
Fluoreszenzfilmwaagenmessungen - mit Ausnahme der oben erwahnten Verbindung, die mit
DPPC eine Mischungsliicke besitzt - eine erhebliche Stérung der festanalogen Phase des
DPPC.

Insgesamt prasentieren sich die neuartigen Amphiphile als Verbindungen mit hoher
Kettenflexibilitat - unabhdngig von der Rickgratlange des hydrophoben Restes - und

tauglich, Modellmembranen unverzweigter Amphiphile zu fluidisieren. Dies wird durch die
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Ethylenverzweigungen erreicht. Allerdings besitzen sie gerade aufgrund dieser
Seitengruppen den Nachteil einer fir Amphiphile mit langkettigen Alkanresten hohen
Wasserloslichkeit, auf der die Instabilitat der Langmuirfilme der Reinsubstanzen und der
Mischungen mit DPPC beruhen. Durch Wahl des richtigen Mischungsverhaltnisses kénnen
allerdings trotzdem stabile Modellmembranen erhalten werden. So kann gesagt werden, daf
ein neuer Amphiphiltyp vorgestellt wurde, der bei Wahl der richtigen Parameter
(Ruckgratlange und Verzweigungsgrad des hydrophoben Restes, Mischungsverhaltnis mit
DPPC) flr die Herstellung von zweikomponentigen, fluiden Modellmembranen und als

Ankerlipid fir Proteine geeignet ist.
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7. Summary

Protein reactions in model membranes are a subject of growing interest in the field of
chemical biophysics. Often anchorlipids are used to immobilise proteins. These lipids should
possess long hydrophobic chains to provide a strong anchoring in the membrane. Long
chains, however, often mean a decrease in membrane fluidity due to chain crystallisation. In
this thesis, a novel type of amphiphile is presented, which does not decrease membrane

fluidity despite having long hydrophobic chains.

One of the main requirements for such amphiphiles are non-crystallising hydrophobic tails to
guarantee membrane fluidity. We used hydrogenated polybutadiene chains with randomly
distributed ethyl branches as hydrophobic tail to meet this main requirement (fig. 7.1).
Anionic polymerisation of butadiene using butyl lithium as the initiator yielded a well-defined
product with narrow molecular weight distribution as characterised by gel permeation
chromatography and electron spray ionisation / mass spectroscopy. Reaction of the living
polymer end with ethylene oxide produced a terminal hydroxy group. This enabled the

attachment of various hydrophilic head groups to the resulting macroalcohol (fig. 7.2).

1. BuLi
O
N i— > ...stat... W\]y\/\OH

4

3. H,, PdICaCoO, /\/\f\)\’\
S stat.. WOH =ROH 5

Fig. 7.1: Synthesis scheme of the branched macroalcohol - hydrophobic tail for the novel
non-crystallisable type of amphiphils

The polarity of the solvent used for the anionic polymerisation determines the content of
ethyl ethylene and tetramethylene units in the polymer. We exploited this effect and
synthesised six hydrophobic macroalcohols of different microstructure. Their structural
characterisation was carried out using nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR).
Quantitative evaluation of the proton NMR spectra gave the number of 1,2- and 1,4-addition

units. This data allowed us to calculate the number average molecular weight and the
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number of backbone atoms in the polymerised hydrophobic part of all synthesised
amphiphiles. The molecular weights obtained on this way were in good agreement with the
results of electron spray ionisation / mass spectroscopy experiments. *C NMR spectra
provided information about the microstructure of the compounds, especially in the front of
the polymer chain. The monomer unit following the butyl segment of the initiator is more
likely a branched ethyl ethylene unit than a non-branched unit. The relative probability of
having a branched unit in the first position increases with decreasing overall content of
branches. Thus there are relatively few amphiphiles containing chains with a first branching
only on the 10" carbon atom. Molecules with such a microstructure could decrease the
fluidity of the model membranes or at least cause a different behaviour in mono- and
doublelayers in comparance to amphiphiles with a 1,2-unit in first place after the butyl
segment. This possibility has not to be taken into account when interpreting the results of

the further experiments.

12a-e

/\/\f\l\
...stat... O)]\NH
y

X

NH \H/OV\O /),BCHg

O
|
...stat... O=—pP—0
y

/\/N(CH3)*

25a-e

Compound Mw X y C % C/x
in g/mol

12a 839 53 0,6 18,9 90 3,6
12b 631 1,4 0,8 11,9 64 8,5
12c 681 2,1 0,9 13,9 70 6,6
12d 683 1,7 1,4 15,0 55 8,8
12e 824 3,2 2,4 21,9 57 6,8
25a 592 53 0,5 18,7 91 3,5
25b 388 1,8 0,3 10,9 86 6,1
25c 445 1,9 1,2 14,9 61 7,8
25d 464 1,9 1,7 16,4 53 8,6
25e 568 2,0 3,4 23,5 37 11,8

Fig. 7-2: Chemical structure of two novel branched amphiphiles and data on their
microstructure as determined by quantitative NMR spectroscopy.

C: average number of carbon atoms in the chain.
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The relation of structure and properties of the branched amphiphiles was the main focus of
this thesis. For this reason the critical micelle concentrations were determined in dependence
of the hydrophilic head group and the type of amphiphile using the method of fluorescent
probes with pyrene as indicator of micelle formation. The temperature dependence of the
fluorescence was similar to results described in the literature for both the amphiphiles with
phosphatidyl choline and with methoxy-hexa(ethyleneoxy) headgroup. Compared to non-
branched tensides, the length of the hydrophobic tail has a weak influence on the cmc (1 - 8
- 10°® mole/l). This corresponds to a good solubility of all compounds in water. Usually
membranes of non-branched saturated lipids such as DPPC become more fluid when a co-
lipid of higher solubility is added. According to the cmc data, all synthesised amphiphiles are

therefore expected to fluidise model membranes of DPPC.
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Fig. 7-3: Film balance relaxation curves of several branched amphiphiles

Film balance experiments provided information on the stability of monolayers at the air-
water-interface and on the area required by the molecules. As all branched amphiphiles were
water-soluble, none of them appeared to be stable in a Langmuir film, as can be seen from
the relaxation diagrams (fig. 7-3). By choosing appropriate experimental conditions, it was
nevertheless possible to obtain reliable and reproducible results. The area at the interface
required by the amphiphiles with methoxy-(hexaethyleneoxy) headgroup mainly depended
on the number of headgroups per molecule. Due to conformational transitions of the
polyoxyethylene segment, the area-pressure-isotherms of amphiphiles with this headgroup

did not show any sharp bends that would indicate lift-off (fig. 7-4).
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Fig. 7-4:

Film balance isotherms of an amphiphile with a methoxy
hexa(ethyleneoxy) (12e) headgroup and a phosphatidylcholine
(25e) synthesised from the same macroalcohol (5e, view fig. 7-1)
at 20°c

We found a relation of the required area and the structure of the hydrophobic tails for the

phosphatidylcholines. It was possible to predict the experimental data using a simple two-

dimensional model. This proves that the molecules avoid the pressure by orienting in a
sterically favourable way.

Miscibility with natural lipids such as DPPC was another main requirement for the

synthesised lipids, as was the ability to fluidise DPPC mono- or doublelayers and to form

Microscopy.

stable mixed micelles. We proved that the novel amphiphiles have these properties by a
vesicle solutions, fluorescence recovery after photo bleaching (FRAP) and fluorescence

combination of film balance experiments, differential scanning calorimetry (DSC) of mixed
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Fig. 7.5: Isothermes of mixed Langmuir films of DPPC and a branched amphiphile with (a)
methoxy hexa(ethyleneoxy) headgroup 12e and (b) a phosphatidylcholine 25a at

different molar ratios at 20°C

When spreading mixed solutions of DPPC and branched amphiphiles on the water surface of
the Langmuir trough, some of the recorded isothermes showed a "second plateau” (i.e. the
amphiphiles 12e and 25a, fig. 7.5). This is often an indication of phase separation. Other
experiments gave evidence that this is not the case for the branched lipids presented here.
Therefore this effect has to be interpreted as desorption of the branched lipid from the
interface that occurs at a certain pressure. Segregation can easily be detected in DSC
experiments by the appearance of a second peak in the thermogramm. We therefore
examined aqueous solutions of mixed vesicles using DSC. The two-compound systems
appeared to be completely miscible (fig. 7.6). Fluorescence microscopy of substrate
supported membranes, however, revealed "dark spots" (fig 7.7) that formed ten minutes
after preparation. This indicates partial decomposition of the film caused by dissolution of
the branched component in the water phase. Additional FRAP (fluorescence recovery after
photo bleaching) measurements of these solid supported doublelayers showed first a
fluorescence recovery, but after 15 minutes a decrease of fluorescence intensity for certain
proportions of mixing. This can only be explained by an unstable mixed model membrane

due to the dissolution of the branched co-lipid in water.
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Fig. 7.6: DSC thermogramms of aqueous vesicle solutions made from mixtures of DPPC and

a branched amphiphile. The molar fraction of 12e and 25a is given as x.

Fig. 7-7:  Fluorescence microscopy pictures of a solid supported membrane of 12e and
DPPC (ratiol:10) after 10 minutes (a) and 12 minutes (b). Diameter of the

pictures: 66 um.

Another amphiphile, 25¢, that did not possess any particularities like a "second plateau" in
the film balance experiments, showed segregation in the DSC experiments. In comparison to
the amphiphiles discussed earlier, this one has fewer branches and a shorter backbone. We
determined the range of the molar fraction in which immiscibility with DPPC occurs and
constructed a tentative phase diagram. Amphiphile 25c¢ also fluidises DPPC membranes to a
lesser extent, as we showed by fluorescence film balance experiments. These results can
most likely be generalised in stating that branched amphiphiles with a long backbone and a
high content of branches are more appropriate to form stable and fluid mixed model

membrane with DPPC.
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None of the examined amphiphiles exhibits any thermotropic phase transitions in bulk or as
vesicle solution in excess water. This mirrors the lack of crystallisability caused by the
branching. Pictures taken by video supported microscopy confirm this result. Immediately
after the amphiphile came in contact with water, finger-like tubules that formed by swelling

and were growing from a central reservoir droplet were observed.

The influence of the branched amphiphiles on DPPC membranes is comparable to that of
cholesterol. We proved the effect of fluidisation by DSC measurements of aqueous solutions
of mixed vesicles. As already mentioned, the DSC thermogramms of mixed vesicle solutions
with DPPC showed broadened exothermal peaks with decreasing transition temperatures
upon increasing content of branched co-lipid. These results, too, are supported by
microscopy experiments. Their qualitative outcome: a vesicle solution of a 1:10 mixture of
branched lipid and DPPC, prepared by electro swelling, contained vesicles that were much

more rigid than those prepared from a 1:5 mixture.

The novel type of amphiphiles presented in this work builds highly fluid membranes,
regardless of the chain length of the hydrophobic tail and the ratio of branching. They can
be used to fluidise model membranes of non-branched, saturated natural lipids due to their
ethyl branches. As a disadvantage, the branched hydrophobic chains effect a high solubility
in water. This causes instability of mixed DPPC model membranes upon increasing the
content of co-lipid above a critical value. Nevertheless, this novel type of amphiphile is well
suited as an anchorlipid for proteins in fluid two-component membranes provided the right
parameters (backbone length and ratio of branching of the hydrophobic tail, mixing ratio
with DPPC) are chosen.
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9 Anhang

9.1 verwendete Abkiirzungen

) chemische Verschiebung in ppm
Druck in mN/m
AAV allgemeine Arbeitsvorschrift
Abb. Abbildung
BLM black lipid membrane
Boc tert-Butyloxycarbonyl-, Schutzgruppe
C/x Anteil der Rickgratatome, die eine Verzweigung tragen
CBO Benzyloxycarbonyl-, Schutzgruppe flir Amine
CDCL; deuteriertes Chloroform
Chx Cyclohexan
CMC kritische Mizellbildungskonzentration
De N,N’-Dihydroxyethylethylendiamin
d. Th. der Theorie
Da Dalton
DEPT Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer
DPPC Dipalmitoylphosphatidylcholin
DSC Differentielle Scanning Kalorimetrie
Ea Diethanolamin
ESI-MS Elektronenspray Ionisation / Massenspektroskopie
F(t) Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit der Zeit
Fab Molekilfragment mit einer Antigenbindungsstelle
FRAP Fluorescence Recovery After Photobleaching
GPC Gelpermeationschromatographie
HEGMe Methoxyhexaethylenglykol-
AHmM Schmelzenthalpie der Hauptumwandlung
AHv Schmelzenthalpie der Vorumwandlung
I Intensitat des Peaks bei 373 nm im Pyren Fluoreszenzspektrum
I Intensitat des Peaks bei 383 nm im Pyren Fluoreszenzspektrum
INADEQUATE Incredible Natural Abundance DoublE Quantum Transfer
Kap. Kapitel
kv kilo Volt
LB lamellaren Gelphase
La in die fllissig-kristalline Phase
LC Liquid Compressed = festanaloge Phase des Langmuirfilms
LE Liquid Expanded = fllissiganaloge Phase des Langmuirfilms
M Molar
m Masse, Meter
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m/z Masse / Ladung

mmol milli Mol

Mn Zahlenmittel des Molekulargewichts

MW Molekulargewicht

Mw Gewichtsmittel des Molekulargewichts

N Anzahl der Triaden

NBD 1-Oleoyl-2-(7-Nitrobenzo-2-oxa-1,3diazol-aminododecanoyl)sn-glycerol-3-
phosphatidylcholin

NMR Nuklearmagnetische Resonanz

PB geriffelte Gelphase

PC Phosphatidylcholin

PD Polydispersitat

Pd/C Palladium auf Aktivkohle

r, R Radius

Re Endwert der relativen Erholung

REN Makroamin mit Diethylaminfragment

Rf FlieBgrenze der Dinnschichtchromatographie

RN Makroamin

ROH Makroalkohol

Rl relative Fluoreszenzerholung

S Sekunde

SSB Solid Supported Bilayer (substratgestiitzte Doppelschicht)

t Zeit

ty, Halbwertszeit

tert tertiar

Tab. Tabelle

TEM Transmissionselektronenmikroskopie

Tg Glasubergangstemperatur

THF Tetrahydrofuran

Tm Schmelztemperatur

Tv Temperatur der Vorumwandlung

vgl. vergleiche

X Anzahl der Ethylethyleneinheiten

y Anzahl der Tetramethyleneinheiten
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9.2 Ubersicht iiber die Strukturformeln aller amphiphile mit verzweigtem
hydrophoben Rest

9.2.1 Amphiphile mit einem hydrophoben Rest

/\/\f\l\ I
NH O CH; 12a-e
...stat... O)kNH/\/ \[r \(\/\04’6 —

y X
@)

(e}
|| /\/N(CH3)+3 25a-e
...stat... O——p——0 -

y X

o

Tab. 9-I : Strukturdaten der Amphiphile 12a-e und 25a-e. Zahlenmittel des
Molekulargewichts aller verzweigter Amphiphile (vgl. Strukturformeln in Kapitel
9.2) als Ergebnis aus den 'H-NMR Spektren und ESI-MS. Mn: Zahlenmittel des
Molekulargewichts, x und y: durchschnittliche Anzahl der Ethylethylen- bzw.
Tetramethyleneinheiten,  C:  Anzahl der C-Atome im  Rickgrat,
Verzweigungsgrad in %, das entspricht einem Verzweigungsgrad von einer
Verzweigung auf C/x Riickgratatome.

Probe MW Zahlenmittel in X y C % C/x
g/mol

12a 839 53 0,6 18,9 90 3,6
12b 631 1,4 0,8 11,9 64 8,5
12c 681 2,1 0,9 13,9 70 6,6
12d 683 1,7 1,4 15,0 55 8,8
12e 824 3,2 2,4 21,9 57 6,8
25a 592 53 0,5 18,7 91 3,5
25b 388 1,8 0,3 10,9 86 6,1
25¢ 445 1,9 1,2 14,9 61 7,8
25d 464 1,9 1,7 16,4 53 8,6
25e 568 2,0 3,4 23,5 37 11,8
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9.2.2 Amphiphile mit zwei hydrophoben Resten

(o]
o]
/\/\f\)\fx ..stat... S O)I\ /\/N_< o

..stat... o N\/\ o

\/\/\/jrx , \LI/ N—-\<O
O
/\/\(\)\}X ..stat... N)I\

(e}
y O—\N)LFO/\/],O\
6

ﬁCHZ)Z 22

16a,b

N O.
N o—0r2r" \n,r ~N Y
..stat... 6
X y \[( o
O

Tab. 9-1 : Strukturdaten der Amphiphile 12a-e und 25a-e. Zahlenmittel des
Molekulargewichts aller verzweigter Amphiphile als Ergebnis aus den ‘H-NMR
Spektren und ESI-MS. Mn: Zahlenmittel des Molekulargewichts, x und y:
durchschnittliche Anzahl der Ethylethylen- bzw. Tetramethyleneinheiten, C:
Anzahl der C-Atome im Riickgrat, Verzweigungsgrad in %, das entspricht einem
Verzweigungsgrad von einer Verzweigung auf C/x Riickgratatome.

Probe MW Zahlenmittel in X y C % C/x
g/mol
16a 1499 5,9 0,1 18,2 98 3,1
16b 1250 2,8 1,0 15,6 74 5,6
16d
22 1207 1,2 0,3 9,4 80 7,8
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