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Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit behandelt die Synthese funktionalisierter Polyrota-

xane und deren Anwendung in biologischen Systemen.

Zuerst wurde ein Baukastensystem bestehend aus wasserléslichen Polyme-
ren, sowle verschiedene kationische, zucker- bzw. fluoreszenzfunktionali-
sierte Cyclodextrine synthetisiert. Je nach Kombination von Polymer und
Cyclodextrin wurden so verschiedene Polyrotaxane hergestellt, die auf die

jeweilige Anwendung zugeschnitten waren.

Die Kombination von Ionen mit kationischen Cyclodextrinen stellte einen
sehr wirksamen Vektor fiir die Gentransfektion dar. Es konnte gezeigt wer-
den, dass die Polyplexe aus diesen Rotaxanen gegeniiber PEI sowohl in der
Transfektionsrate, als auch in der Zellvertriglichkeit, iberlegen waren.
Insbesondere bei gesunden Zelllinien (C2C12) konnte eine 80-fach héhere
Transfektionsrate erzielt werden, bei einer gleichzeitigen Uberlebensrate

der Zellen von mehr als 90%.

Eine weitere Anwendung wurde in der Zellerkennung mittels zuckermodifi-
zierten Cyclodextrinen gefunden. Durch Co-Auffiadelung mit fluoreszenz-
markiertem Cyclodextrin konnte die Bindung an Zellen verfolgt werden. Es
wurde gezeigt, dass die Rotaxane an rote Blutkorperchen binden und dass
eine Differenzierung in der Bindungsstirke zwischen Glucose und Galacto-

se erfolgt.

Insgesamt wurde gezeigt, dass Rotaxane durch ihren modularen Aufbau
vielfaltige Werkzeuge in biologischen Anwendungen darstellen, insbesonde-

re in der Gentransfektion und der Zellerkennung.



Summary

The present thesis dicusses the synthesis of functionalized polyrotaxanes

and their application in biological systems.

Initially, a modular system of water-soluble polymers and different cati-
onic-cyclodextrins and sugar- or fluorescent-modified cyclodextrins were
synthesized. Depending on the combination of polymer and cyclodextrins,

special polyrotaxanes for the respective application were tailored.

The combination of ionen with cationic cyclodextrins demonstrated a very
effective vector for gene transfection. The polyplexes made of rotaxanes re-
vealed a higher transfection rate as well as a higher cell viability compared
to PEI. Particularly with regard to benign cell lines (C2C12), the transfec-
tion rate was 80-fold higher with a cell viability greater than 90%.

Another application of polyrotaxanes with sugar-modified cyclodextrins is
cell regognition using fluorescent-modified cyclodextrins in a co-threading
process to monitor the bonding to cells. The rotaxanes bonded to red blood

cells showed different bonding strengths between glucose and galactose.

All in all, the modular systems of polyrotaxanes are versatile tools in biolo-
gial applications, especially with regard to gene transfection and cell re-

gognition.
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Einleitung 1

1 Einleitung

Eine gro3e Herausforderung der Medizin liegt in der Therapie von gene-
tischen Defekten. Eine Vielzahl von Erkrankungen, insbesondere Immun-
schwéchen beruhen auf einem defekten vererbten Genom. Aber auch Krebs
kann von einen erworbenen Gendefekt herrithren, der durch verschiedenar-
tige Umwelteinfliisse, wie z.B. Chemikalien, UV-Licht oder Viren hervorge-

rufen werden kann und vom Kérper nicht mehr korrigiert wird.[!]

Eine elegante Losung wéare nun, fehlende DNA zu ergédnzen, defekte DNA
zu ersetzen oder aber Krebszellen durch Einschleusung der entsprechenden
Nukleotid-Sequenzen zum Absterben zu bringen.?2l Zur Transduktion eig-
nen sich naturgemall Viren, die mit der einzuschleusenden DNA bestiickt
sind.[3] Dass diese Therapien mit Viren in klinischer Anwendung problem-
behaftet sind, wurde spatestens 1999 bekannt, nachdem insgesamt sechs

Patienten nach einer solchen viralen Therapie verstorben sind.[4 5!

Es gilt also neue Wege zu finden, die sicherer, vertriaglicher und zuver-
lassiger sind, um DNA in Zellen in vitro oder in vivo einzuschleusen, mit
dem gleichen Ziel, ndmlich der Therapie bzw. der Korrektur von Gendefek-
ten.l6] In der Vergangenheit hatten sich kationische Liposome und kationi-
sche Polymere z.B. Polyethylenimin! als viel versprechende nonvirale Gen-

transfersysteme gezeigt.

In der vorliegenden Arbeit sollen nun die Méglichkeiten der supramole-
kularen Chemie bei der Gentransfektion und der molekularen Erkennung
von Zellen, insbesondere im Hinblick auf biologische Abbaubarkeit, Toxizi-

tat und Effizienz untersucht werden.
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1.1 Supramolekulare Chemie

1.1.1 Begriff der supramolekularen Chemie

Unter dem Begriff supramolekulare Chemie versteht man die Bildung
von supramolekularen Strukturen, die aus mehreren Molekiilen bestehen
und durch komplementiare Wechselwirkungen, z.B. van der Waals oder
Wasserstoffbriickenbindungen in einer bestimmten geometrischen Anord-
nung zusammengehalten werden. Die supramolekulare Chemie beschéftigt
sich mit der Bildung und Umwandlung solcher Strukturen, sowie deren

thermodynamischen, kinetischen und strukturellen Eigenschaften.!8!

Derartige Strukturen sind aus der Natur bestens bekannt. Als Beispiele
seien Enzyme, DNA und die Erkennung korpereigener Zellen genannt. Ein
Hauptmerkmal fiir die Wichtigkeit und Anwendung in biologischen Syste-
men von supramolekularen Verbindungen ist die molekulare Erkennung,

also die Selektion von genau definierten Bindungspartnern.

Zur Unterscheidung der beteiligten Molekiile werden die supramolekula-
ren Strukturen auch als Wirt-Gast-Komplexe bezeichnet. Dabei stellt der
Wirt das zumeist groBere Molekiil dar, das in der Lage ist, reversibel ein

Gast zu binden.

1.1.2 Cyclodextrine

Unter Cyclodextrinen (CDs) versteht man ringférmige Oligomere der a-
1,4-glycosidisch verknilpften D-Glucopyranose. Sie wurden erstmals von
VILLIERS!! 1891 entdeckt und im Jahre 1903 von SCHARDINGERIO struktu-
rell aufgekéart. Die Reihe der Cyclodextrine bestehend aus 6, 7 und 8 Gluco-
seeinheiten werden als a-,f- und y-Cyclodextrine bezeichnet und kénnen
mit Hilfe selektiver Fillungsmittel getrennt und gereinigt werden.[11
Durch Rontgenstrukturuntersuchungen konnte eine konische Form nach-
gewiesen werden.!2! In Abbildung 1 sind die Form und die AusmaBe der

CDs dargestellt.
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Cyclodextrine

Cyclodextrine besitzen eine relativ gute Wasserloslichkeit und haben
dennoch ein hydrophobes Inneres.[13. 14 Der Grund dafiir sind die Hydro-
xylgruppen der Glucosebausteine, die alle nach aullen gerichtet sind. Die
primdren OH-Gruppen sind an der schmalen Offnung, die sekundéren an
der breite Offnung zu finden und sind somit Namensgeber fiir die primére
bzw. sekundare Seite der CDs. Der Konus wird dabei durch intramolekula-
re Wasserstoffbrickenbindungen zwischen den OH-Gruppen der primé&ren
und sekundéren Seite stabilisiert. Diese Wechselwirkungen sind bei 3-CD
optimal moéglich und man findet hier einen liickenlosen Ring aus H-
Briicken.l15] Durch diesen Effekt ldsst sich auch die schlechtere Wasserlos-

lichkeit von B-CD im Vergleich zu a- und y-CD erklaren

Die Eigenschaften der Cyclodextrine sind in Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Eigenschaften der Cyclodextrinel16!

a-CD B-CD y-CD
Anzahl Glucoseeinheiten 6 7 8
Molares Gewicht 972 1135 1297
Wasserlsslichkebei 25°C [mol/1] 0,149 0,016 0,178
Hohe der Cavitiat [nm] 0,8 0,8 0,8

Innendurchmesser Cavitiat [nm] 0,47-0,52 0,60-0,65 0,75-0,85
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1.1.3 Polyrotaxane

Polyrotaxane bestehen aus einem Fadenmolekil auf das ein oder mehre-
re Ringe aufgefidelt sind und werden daher auch als axiale Einschlussver-
bindungen bezeichnet.l'”! Man unterscheidet dabei zwischen Pseudopolyro-
taxanen, deren Aktivierungsenergie hinreichend klein ist, so dass bei
Raumtemperatur ein Wiederabfiadeln méglich ist und dem bei Raumtempe-
ratur stabilen Rotaxan. Der schematische Aufbau eines Pseudorotaxans ist

in Abbildung 2 dargestellt.

—

Abbildung 2: Schematische Synthese eines Pseudorotaxans

Zum Aufbau solcher Pseudorotaxane sind Cyclodextrine als Wirte pra-

destiniert.

Cyclodextrine eignen sich aufgrund Ihrer Eigenschaften zur Bildung von
Polyrotaxanen bzw. Pseudopolyrotaxanen.!18! Da das Auffideln nur in Was-
ser mit freiwerdender Enthalpie verbunden ist, miissen spezielle Polymere,
so genannte Polybolaamphiphilell® genutzt werden. Diese bendtigen sowohl
eine ausreichend lange, hydrophobe Alkankette und besitzen auch
hydrophile Gruppen, die das Gesamtmolekil wasserléslich machen. Bei-

spiele fiir solche Polybolaamphiphile sind in Abbildung 3 dargestellt.



Einleitung 5

(If’
N N
H It
. CHj

S5

Polyamin Poly-N-oxid
o i
P
N+ 0”10
CH, ) o_
lonen Polyalkylenphosphat

Abbildung 3: Polymere, die zur Bildung von Polyrotaxanen geeignet sind [20, 21]

Die Bildung eines Pseudopolyrotaxans stellt also sowohl fiir das CD als
auch fir das Polybolaamphiphil eine energetisch giinstige Situation dar, da
das Innere des CD-Rings (Cavitéit) nun mit einem hydrophoben Gast statt
mit Wasser besetzt ist und damit gleichzeitig die Alkankette mit dem exo-
hydrophilen CD maskiert ist.[22] Die Grofle der Aktivierungsenergie ist ab-
hédngig von Kombination aus Polymer und Cyclodextrin. Die Bindung wird
umso starker je besser der hydrophobe Wirt in die Caviat passt und je gro-
Ber bzw. geladener die hydrophile Einheit ist und damit das Wiederabfa-
deln kinetisch hindert. Die Aktivierungsenergie fiir das tiberschreiten der
hydrophilen Barriere betrigt fiir das Poly-N-Oxid (Abbildung 3) 17 kd/mol,

fiir das Ionen bereits 25 kd/mol.[23]
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Abbildung 4: Mechanismus des Auf- und Abfddelns von CD auf Polybolaamphiphi-

len[24]

Beim Auffiadeln der Ringe kénnen prinzipiell alle Stellen belegt werden.
Der letztendliche Belegungsgrad héngt vom Verhaltnis k¢, also der Ge-
schwindigkeitskonstanten fir das Auffideln auf die erste Bindungsstelle
und der Geschwindigkeitskonstanten kq fiir das Abfddeln ab. Damit ergibt
K

sich fiir die Gleichgewichtskonstante: K =——. Das Weiterfddeln ist energe-
d

tisch gleichwertig und wird nur durch die Entropie beeinflusst.24] Der Me-

chanismus ist schematisch in Abbildung 4 dargestellt.

Den Auffadelungsgrad kann man mit Hilfe des 'H-NMR-Spektrums er-
mitteln, da die Signale von aufgefddelten und freien a-Cyclodextrinringen

fiir H-1 unterschiedlich sind. (siehe Abbildung 5)
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Abbildung 5: tH-NMR-Spektrum von CD im Rotaxangleichgewicht

In Abbildung 5 ist exemplarisch ein 'H-NMR-Spektrum dargestellt.
Durch den Gast im Cyclodextrin erfolgt eine Tieffeldverschiebung des Sig-
nals von H-1. H-1* stellt dabei das Signal des Protons am anomeren Zent-
rum des aufgefdadelte Cyclodextrins dar. Durch Vergleich mit der Integrati-
on von Polymerprotonen kann der Auffadelungsgrad bestimmt werden. H-1

stellt das freie Cyclodextrin dar.[25]

1.2 Gentransfektion

Unter dem Begriff Gentransfektion versteht man allgemein die Ein-

schleusung von fremder DNA in Zellen mittels nicht viraler Carrier.

Die Nutzung viraler Gentransfersysteme wird als Transduktion bezei-
chent. Trotz einer vergleichsweise hohen Transduktionsrate(26! z. B. durch
Adeno- und Retroviren iberwiegen bei der viralen Methode eine Vielzahl
von Nachteilen. Sie konnen beispielsweise eine starke Immunreaktion aus-

l6sen und werden vom Immunsystem sehr schnell neutralisiert.27] Des Wei-
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teren besteht die Gefahr, dass mit den Viren krebsausléosende DNA, sog.

Okogene mit eingeschleust werden.[28]

Auf der Suche nach nicht viralen Vektoren, die nicht immunogen oder
onkogen sind, wurden sowohl physikalische Methoden entwickelt, wie z.B.
den DNA-Elektrotransfer(29) oder das Beschiefen von Zellen mit DNA-
haltigen Partikeln.[30]

Das Hauptaugenmerk liegt allerdings auf chemischen Transfektions-
methoden, insbesondere mittels kationischer Polymerel31. 321 deren physio-

logischen Eigenschaften!33l und Optimierung.!34

O Kationisches Polymer

+

‘T’

DNA

Zellkern

‘B+

£ x

X x X
X
Polyplex
X

Endozytose

Abbildung 6: Schematische Darstellung der Gentransfektion mit kationischem Po-

lymer(31]

In Abbildung 6 ist der Vorgang der Gentransfektion mittels kationischer
Polymere schematisch dargestellt. Im ersten Schritt bilden sich durch Mi-
schung des kationischen Polymers mit der anionischen DNA sogenannte
Polyplexe in der Grof8e von Nanopartikeln, die durch Endozytose in die Zel-
le gelangen. Nach Freisetzung der DNA aus den Polyplexen bzw. Endoso-
men erfolgt die Transkriptions im Zellkern und anschlieBend die Translati-
on in den Ribosomen, also die Synthese des kodierten Proteins. Eine Uber-

sicht tiber den aktuellen Stand der nicht-viralen Vektoren ist im /nternati-
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onal Journal of Pharmaceutics, 427(1), 2012 als Schwerpunktthema zu fin-
den.35] Das meistbekannte und meistuntersuchte Polymer zur Gentransfek-
tion ist Polyethylenimin (PEI)[36], Des Weiteren sind auch Chitosan!37 oder
auch Kombinationen aus PEI und Chitosan als Vektoren geeignet.[38] Als
weitere kationische Polymere haben sich Polyrotaxane als durchaus viel

versprechende Vektoren gezeigt.[39, 40]

1.3 molekulare Erkennung

Die molekulare Erkennung stellt mit die wichtigste Eigenschaft dar, die
fir die Funktion biologischer Systeme unerldsslich ist. So ist sie beispiels-
weise Grundvoraussetzung fiir den Metabolismus in Enzymen, fiir die Er-
kennung von Viren, Bakterien und fremden Zellen durch das Immunsys-
tem!41] und auch fiir die Verteidigung von Pflanzen gegen Fressfeinde durch

Lectine.[42]

Bereits im Jahre 1894 wurde durch EMIL FiSCHER[43] das anschauliche
Modell des Schliissel-Schloss-Prinzips gepragt, das besagt, dass die Sub-

strate von Enzymen in die Enzymtasche passen, wie ein Schlissel ins

Schloss.

Diese Vorstellung wurde spater von Koshland durch das induced-fit Mo-
dell erweitert!44] da man festgestellt hat, dass sich nach dem Andocken die
Form des Rezeptors 1m sich bildenden Komplexes anpassen
kann.(Abbildung 7) Auch er hat mit dem Vergleich von der "Hand im Hand-
schuh" ein anschauliches Modell gepragt.

Rezeptor + Ligand Rezeptor-Ligand-Komplex

Abbildung 7: Komplexbildung nach dem induced-fit-Modell, wobei der Rezeptor sei-

ne Form andert
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Das ABO-Blutgruppensystem ist ein einfaches Beispiel flir die molekula-
re Erkennung. Im Jahre 1900 erkannte KARL LANDSTEINER die agglutinie-
rende Wirkung verschiedener Blutgruppen./4s] Durch Untersuchung der
Wechselwirkung verschiedener Blutgruppen fand man heraus, dass die
Blutgruppen A und B Antikérper im Serum gegen die Antigene der roten
Blutkorperchen der jeweils anderen Blutgruppe, die Blutgruppe AB keine
und Blutgruppe 0 sowohl Antikérper gegen A und B tragen.!46] (Abbildung
8)

Blutgruppe A Blutgruppe B

/

Antigen A Antikdrper B Antigen B Antikdrper A

Blutgruppe O Blutgruppe AB

‘)@ -

Keine Antigene I
Antikdrper A und B Antigen A
Keine Antikdrper

Antigen B

Abbildung 8: schematische Darstellung des ABO-Blutgruppensystems

Es gibt eine Vielzahl weiterer, wesentlich komplizierterer Systeme fir
die Erkennung zwischen Zellen, Geweben und auch Viren. Sie beruhen oft
auf Zuckern und vor allem auf komplexen Oligosaccharid-

Wechselwirkungen mit Zellmembranrezeptoren.[4”] Diese kooperativen
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Wechselwirkungen konnen u.a. mithilfe synthetischer Polymere untersucht

werden!48 und sind potenzielle Diagnose- und Heilmittel fiir die Zukunft.

Eine Kombination aus der molekularen Erkennung und gleichzeitiger
Gentransfektion, konnte eine weitaus spezifischere Transfektion ermogli-
chen und damit insbesondere bei der Bekdmpfung von Krebs ein gezielte
Auswahl und Zerstérung der malignen Zellen bewirken. Die Voraussetzun-

gen fir ein solches System soll in der vorliegenden Arbeit erforscht werden.
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2 Zielsetzung

Im Rahmen dieser Arbeit soll die Synthese von kationischen Polyrotaxa-
nen erarbeitet und untersucht werden. Aulerdem sollen diese anschlieBend
auf ihre Anwendung in biologischen Systemen getestet werden, insbesonde-
re in ihrer Anwendung als Vektor fiir die Gentransfektion und der Erken-

nung von Zellen.

Im ersten Schritt werden lineare Polymere bzw. Polybolaamphiphile be-
notigt, die sowohl eine genligende Wasserléslichkeit, als auch einen ausrei-
chenden Teil an hydrophoben Alkylketten zur Komplexierung von Cyclo-
dextrinen besitzen. Dabei sollen neben den bereits untersuchten Ionenen,
die als hydrophile Einheiten quarternierte Amine enthalten, auch neutrale

bzw. zwitterionische Polybolaamphiphile synthetisiert werden.

Der zweite Teil stellt die Synthese von Cyclodextrinderivaten dar. Insbe-
sondere steht dabei die Herstellung von monofunktionalisiertem
a-Cyclodextrin im Mittelpunkt, da es hier bislang keinen einfachen Weg
wie bei B-CD gibt. Es soll dann eine Cyclodextrinbibliothek synthetisiert
werden, die fiir die einzelnen Anwendungen notwendigen Gruppen tragen,
wie z.B. kationische Gruppen, verschiedene Zucker oder Fluoreszenzfarb-

stoffe.

Im nachsten Schritt sollen dann die Polyrotaxane durch Auffideln von
Cyclodextrinen auf die Polymere dargestellt werden und deren physikali-
schen und biologischen Eigenschaften wie Bildung von Nanopartikeln bzw.

DNA-Komplexen und deren biologisches Verhalten untersucht werden.
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Das Baukastensystem aus Cyclodextrinderivaten und Polymeren soll so
kombiniert werden, dass die Polyrotaxane in verschiedenen Zelltests auf
deren mogliche Anwendungen hin untersucht werden kénnen. Dabei sollen
kationische Polyrotaxane fiir die Gentransfektion und eine Kombination
aus fluoreszenzmarkierten und zuckermodifizierten Cyclodextrinen fir
Komplexierungs- und Anbindungstests hergestellt und fiir die jeweiligen

Anwendungen optimiert werden.
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Diskussion der Ergebnisse

Zur Untersuchung von Polyrotaxanen sowohl fiir molekulare Erkennung
als auch fir die Gentransfektion sind zwei grundlegend unterschiedliche
Bausteine zu synthetisieren. Dies sind einerseits die Cyclodextrinderivate
und andererseits die polybolaamphiphilen Polymere. In den nachsten Kapi-
teln wird zunédchst die Herstellung der Polyrotaxane und schlie8lich deren

Anwendung als Vektoren sowie in der Zellerkennung, diskutiert.

3 Synthese von Polybolaamphiphilen

Die zum Aufbau von Polyrotaxane geeigneten Polymere miissen eine Rei-
he von Anforderungen erfiillen. Einerseits miissen sie die notwendige Was-
serloslichkeit fiur den Fadelvorgang mit CDs im wassrigen Milieu besitzen,
andererseits tiber geniugend lange Alkanketten als hydrophobe Einheiten
verfigen, damit die Cyclodextrine diese komplexieren. Dabei sollen die
hydrophilen Gruppen zwar energetisch iberwindbar sein, aber dennoch ei-
ne ausreichend hohe Hiirde darstellen, um das Wiederabfiadeln zumindest
bei Raumtemperatur zu verzogern. Des Weiteren sollen die Polymere mog-
lichst unverzweigt sein, da nur lineare Molekiile vollstandig belegbar sind.
Die Wahl der Polymere fiel im Rahmen dieser Arbeit auf die bereits be-
kannten Ionenel49 mit quartidrem Stickstoff und Poly-N-Oxide.l50 Als wei-
tere Moglichkeit mit einer noch gréBeren hydrophilen Barriere, sowie einer
besseren biologischen Abbaubarkeit, sollten Piperazin-Alkandioldiacrylat-

Copolymere dienen.
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3.1 Ionene

Grundsitzlich kénnen Ionenel5ll) also lineare Polymere mit quartdrem

Stickstoffatom und der allgemeinen Formel:

fid

auf verschiedenen Wegen hergestellt werden. Eine Mdéglichkeit besteht in
der Polykondensation von Di-tert-Alkylaminen mit Alkandihalogeniden

analog der MENSHUTKIN-Reaktion[51-531:

S)

|@CI
N<CH2>N\ + CIJ(CHZ)CI — ¥ N<CH2 N Cl"2 *
y

X

Eine andere Mdéglichkeit ist die polymeranaloge Reduktion von Polyamiden
und anschlieBender Methylierung.[59] Polyamide (Nylon), die einen geringen
Verzweigungsgrad bei gleichzeitig hoher Molmasse aufweisen, sind kom-
merziell erhéltlich und eignen sich gut als Ausgangsmaterial. Sie wurden
im ersten Schritt mittels Reduktion vom Amid in die Amine (1, 2, 3) iiber-

fuhrtl25!:

O

Iz
-

N THF
H

Das entsprechende Ionen-11 (4) wurde anschlieBend durch Reaktion mit
Methyliodid in Methanol gewonnen. Wahrend der Aufarbeitung mittels Ult-
rafiltration wurde durch Zugabe von HCI das Iodid gegen Chlorid als Gege-

nion getauscht.

CHs

/LH . Mel _ /L|® .
* MeOH * 1

11 CH3z "11
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3.2 Poly-N-Oxide

Die Synthese der Poly-MV-Oxide erfolgte ebenfalls ausgehend vom Polya-
min und anschlieBender Eschweiler-Clark-Methylierung!54! mit Formalde-
hyd in Ameisensdure als Reagenz, um die Reaktion auf der Stufe des terti-

dren Amins (5, 6, 7) zu stoppen.
CH
H . HCHO e
N > J(N *
41 HCOOH .
n+1

AnschlieBend erfolgte die Oxidation zum Poly-N-Oxid (8, 9)mittels Was-

serstoffperoxid in wassriger Losung.

cl:l_|3 H,0O (|:|_|3
/LN . 22 .~ l/N@) n
* H,O *1
n+1 ) n+1

3.3 Piperazin- Alkandioldiacrylat-Copolymere

Auf der Suche nach Rotaxanen, die eine bessere biologische Abbaubarkeit
zeigen, wurde nach neuen Polymeren gesucht, die eine Estergruppe tragen
und damit leicht in die Monomere gespalten und verstoffwechselt werden
koénnen. Diese "Sollbruchstellen" in der Kette haben den weiteren Vorteil,
dass ein Zerfall des Rotaxans sowohl tiiber Abfiadeln der Ringe als auch tber
ein Aufbrechen der Kettenglieder erfolgen kann. Zuséatzlich sollten die Po-
lymere eine hohere Aktivierungsenergie besitzen und damit ein Wiederab-
fadeln bei RT verhindern. Die Wahl fiel auf Piperazin-Alkandioldiacrylat-

Copolymere mit der allgemeinen Strukturformel:

o) o)
' o)v N/_\N /\)Lo%%*
__/ n
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Ausgangsstoff fiir die Synthese waren jeweils die Alkandiole. Sie wurden
mit Acrylsdurechlorid in die Alkandioldiacrylate umgesetzt. Die Reaktion
erfolgte in absolutiertem THF mit Triethylamin als Base und anschlieBen-

der sdulenchromatographischer Reinigung.

HOMOH \)(J)\ = I )(L/
+ —_—
n N o THE O\ o%\}no =

Die Ausbeuten lagen zwischen 37% und 55% fiir 1,10-Decandiol (10) bzw.
Ethylenglycol (11).

Im nachsten Schritt wurden die Diacrylate mit der stochiometrischen
Menge Piperazin in 1,2-Dioxan zuerst bei Raumtemperatur, dann bei 50°C

umgesetzt. Die Produkte erhielt man jeweils durch Fallung in Diethylether.

o) o)
’ o)v N/_\N A)ko%%*
__/ n

Neben dem PIP-10 Derivat (12) wurden weitere Polymere mit unter-
schiedlichen Kettenldngen synthetisiert. Es wurde weiterhin PIP-2 (13),
wobei die Ziffer fir die Anzahl an Methylengruppen steht, analog herge-
stellt. Neben der oben beschriebenen Polykondensation von Piperazin mit
den Diacrylaten wurde auch die Reaktion von Acrylsduremethylester mit
Piperazin zum Piperazin-1,4-dipropionsduremethylester und anschlieende

Copolykondensation mit Diolen und Diaminen.

Im Endeffekt haben sich die Piperazin-Copolymere als schwer syntheti-

sier- und reproduzierbar gezeigt und nur geringe Polymerisationsgrade ge-
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zeigt auch bei langen Reaktionszeiten. Nur das PIP-10 hatte mafBig zufrie-
den stellende Eigenschaften als Polybolaamphiphil gezeigt. Es war préapa-
rativ nicht moglich, die Stickstoffatome zu Ammoniumgruppen zu quarter-
nisieren oder sie zu N-Oxiden zu oxidieren analog zu den lonenen bzw. Po-
ly-N-Oxiden. Die Estergruppe als Sollbruchstelle hat sich zudem als zu un-
stabil herausgestellt, sodass sich das Polymer teilweise bereits beim Auffa-

delvorgang bei erhohter Temperatur zersetzte.

Damit stellten sich flir die folgenden Tests hauptséchlich die Ionene und

Poly- N-Oxide als geeignet heraus.

Die synthetisierten Polymere sind in Tabelle 2 aufgelistet:

Tabelle 2: Ubersicht Polymere

Polymer Mw M, PD Ladung
(unprotoniert)
PA-10 1 88.300 Da)? 55.400 Da)? 1,59 neutral
PA-11 2 61.600 Da)! 42.900 Da)? 1,44 neutral
PA-12 3 18.300 Da)? 11.500 Da)? 1,59 neutral
Ionen-11 4 ---)2 ---)2 ---)2 kationisch
Me-PA-10 5 2.600.000 Da 1.100.000 Da 2,36 neutral
Me-PA-11 6 390.000 Da 240.000 Da 1,63 neutral
Me-PA-12 7 840.000 Da 740.000 Da 1,14 neutral
N-Oxid-10 8 ---)2 ---)2 ---)2 zwitterionisch
N-Oxid-11 9 ---)2 ---)2 ---)2 zwitterionisch
PIP-10 12 25.000 Da 10.000 Da 2.5 neutral
PIP-2 13 2.800 Da 1.600 Da 1.75 neutral

)1 GPC-Messwerte durch Wechselwirkung mit stationdrer Phase sehr ungenau

)2 GPC-Messung durch Wechselwirkung mit stationdrer Phase nicht méglich

Eine genaue Bestimmung der Molmassen, insbesondere bei den gelade-
nen Polymeren, war aufgrund der Wechselwirkungen mit der stationédren

Phase der GPC nur schwer oder gar unmoglich. Dennoch lieferten die Me-
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PA's recht brauchbare Ergebnisse, sodass im Folgenden davon ausgegangen
wurde, dass die polymeranalogen Reaktionen ohne Polymerabbau oder —

aufbau stattgefunden haben.

4 Synthese von Cyclodextrinderivaten

Die Synthese von Cyclodextrinderivaten stellt aufgrund von moéglichen
Reaktionstellen und deren mehrfaches Vorkommen im Cyclodextrin eine
grole Herausforderung insbesondere in der Aufarbeitung und Reinigung
dar. Da die OH-Gruppen eine unterschiedliche Reaktivitidt und eine unter-
schiedliche sterische Hinderung besitzen, kann man dennoch gezielt be-
stimmte OH-Gruppen substituieren.!55) In der Literatur sind u.a. Reaktio-
nen der OH-Gruppen mit Alkylhalogeniden!56!, Silylchloriden” und Sul-
fonsdurechloriden!58!, sowie die nucleophile Substitution mittels Halogen-

iden!®9 oder Aminen!60 bekannt.

Bei monosubstituierten CDs liegt die Herausforderung im Ausschluss
von mehrfach substituierten Derivaten durch gezielt Reaktionsfithrung
oder aber in einer aufwindigen Reinigung. Bei -CD kann eine Monosubsti-
tution mit Tosylchlorid unter Verwendung von Cu?*-Ionen im basischen
wissrigen Milieu nach der Vorschrift von DEFAYE ET AL.[61 durchgefiihrt
werden. Eine Ubertragung dieser Vorschrift auf a-CD ist wegen der kleine-
ren Cavitdat nicht moéglich. Zur Herstellung von Mono-a-CDs kommen daher
nur aufwendige Reinigungen der Reaktionsgemische in Frage, die meist

nur geringe Ausbeuten liefern.[25]
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4.1 Monofunktionelle Cyclodextrinderivate

4.1.1 monofunktionalisiertes a-CD

Neben der Synthese der nun folgenden CD-Derivate wurde in der vorlie-
genden Arbeit nach einer neuartigen Moglichkeit gesucht, a-CDs zu Mono-
funktionalisieren. Zur Untersuchung der Zellerkennung durch zuckermodi-
fizierte CDs miissen diese Zucker liber einen geeigneten Linker an das CD
gebunden werden. Dabei sollte pro CD moglichst nur ein Zucker gebunden
sein, um kooperative Effekte intramolekular auszuschlieBen und um diese
Effekte den Rotaxanen zuordnen zu kénnen. Da die synthetisierten Poly-
mere die stabilsten Komplexe mit a-CD eingehen, musste nach einem ver-
besserten Weg der Synthese von monofunktionalisiertem a-CD gesucht
werden. Die in der Literatur beschriebene Wege fiihrten jeweils zu nativem
und mehrfachsubstituierten Produkte, die anschlieBend nicht mehr trenn-
bar waren.l62] Ein neuartiger Weg wurde in der Umsetzung von o-CD mit
Triphenylphosphan, Diethylazodicarboxylat (DEAD) und Phtalsdureimid

entsprechend der Mitsunobu Reaktion!63! gefunden.

OH OH

PPh; DEAD
Phtalimid

Das entstehende Mono-(6-deoxy-6- N-phtalimido)-a-Cyclodextrin (14) hat
dadurch einen ausreichend hohen Polaritidtsunterschied zum nativen sowie
den mehrfachsubstituierten CDs, sodass eine Trennung des Reaktionsge-
mischs moglich wird. Die Reinigung erfolgte mittels praparativer HPLC

und man erhéalt das Produkt in einer Ausbeute von 31%. In der vorliegen-
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den Arbeit konnten so 7g fiir die weiteren Synthesestufen problemlos her-

gestellt werden.

Im néchsten Schritt wurde das Mono-(6-deoxy-6-N-phtalimido)-a-
Cyclodextrin in das Mono-(6-amino-6-deoxy)-a-CD (15) iiberfithrt. Dies er-
folgte mit einer Ausbeute von 83% analog der Gabriel-Synthesel64 durch

Abspaltung des Phtalimidrestes mit Hydrazin in Wasser.

Man erhédlt somit ein monofunktionalisiertes o-Cyclodextrin als Aus-

gangsbasis fir die weiteren Syntheseschritte.

Um das Mono-amino-a-CD fir die Kupplungsreaktionen weiter zu modi-
fizieren wurde es mit Propargylchloroformat umgesetz. Dies erfolgte in
DMF unter Zugabe von DMAP und Triethylamin. Nach Trocknung des Re-
aktionsgemisches im HV wurde mit Essigsdureanhydrid in Pyridin das
Produkt acetyliert und am Ende sdulenchromatographisch gereinigt. Diese
Reaktion war sowohl mit dem a- (16) als auch mit dem B-CD-Derivat (22)

moglich.

- - 0

1) CI)J\O/\\\

2) ACZO

-
v
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4.1.2 monofunktionalisiertes 3-CD

Neben der neuartigen Methode monofunktionalisiertes a-CD herzustel-
len wurde auch B-CD nach der Methode von DEFAYE ET AL.[61 tosyliert. Da-
bei wird B-CD in einer alkalischen Lésung von Kupfersulfat mit p-
Toluolsulfonsdurechlorid umgesetzt. Da die Cu?*-Ionen dabei einen Chelat-
komplex mit den sekunddren OH-Gruppen an C-2 und C-3 zwischen zwei
Cyclodextrinen bildet und gleichzeitig das Tosylchlorid von den Cyclo-
dextrinen komplexiert wird, bildet sich bei dieser Reaktion trotz des groflen

Uberschusses an Tosylchlorid ausschlieBlich das Mono-Produkt an C-6.

Die Aufreinigung erfolgt durch Neutralisation und Umkristallisation aus
einer EDTA-Lésung zur Entfernung des Kupfers. Man erhalt das Mono-[6-
deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrin (17) zwar nur in geringer Ausbeu-

te von ca. 10%, aber in guter Reinheit.

Ausgehend von den nun gewonnenen Cyclodextrinen wurde nun nach
verschiedenen Moglichkeiten gesucht, diese weiter zu modifizieren, um die
entsprechenden Zuckerderivate daran zu kuppeln. Da die Synthese von den
Zuckern und den Cyclodextrinen recht aufwendig ist bzw. nur geringe Aus-
beuten bietet, sollten die weiteren Schritte bzw. die Kupplung der beiden
moglichst quantitativ ablaufen. Die Wahl fiel auf "Click"-Reaktionen, die
ausgehend von den monofunktionellen Cyclodextrinen durchgefithrt werden

konnen. Dies war einerseits die Kupplung von Isothiocyanaten sowohl an
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CD oder Zucker mit dem entsprechenden Amin als Gegenstiick und ande-

rerseits die Kupplung von Aziden an Propinyl-Resten.[65]

Die Herstellung der Mono-Azide konnte nur im Falle des B-CDs aus dem
Mono-Tosyl-B-CDs erfolgen. Das Mono-(6-azido-6-deoxy)-p-CD (18) wurde
mit einer Ausbeute von 70% durch eine nucleophile Substitution mit Natri-

umazid in Wasser hergestellt.

NaN3

Das Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-CD war damit Ausgangstoff fiir die Syn-
these des Isothiocyanates und des Amins (19) in Kapitel 4.2 und gleichzei-

tig ein Baustein fir die Click-Reaktion mit einem Propinyl-Zucker.

Zur Umsetzung der Azid-Verbindung zum  Mono-(6-deoxy-6-
isothiocyanato)-p-CD (21) wurde die Azid-Verbindung im ersten Schritt mit
Essigsaureanhydrid acetyliert (Ausbeute 92%) und im zweiten Schritt mit-
tels Schwefelkohlenstoff und Triethylphosphit zur gewilinschten Verbin-
dung umgesetzt. (Ausbeute: 52%)

CS, + P(OEt);
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4.1.3 Synthese von Einfach- und Mehrfachzuckern zur Anbindung an CD

Zur Kupplung an die CD-Derivate wurden nun die entsprechenden Ge-
genstiicke der folgenden Zucker hergestellt: Glucose, Mannose, Galaktose,

Laktose, sowie Maltose.

Bei der Synthese der Azido-Verbindungen gibt es prinzipiell zwei Mog-
lichkeiten. Die Azidgruppe kann entweder an C-6 oder C-1 eingefiihrt wer-
den. Fiar die C-6 Derivate wurden nur der Einfachzucker o-Methyl-
mannose gewahlt. In einer nach ROLF APPEL!6¢! benannten analogen Reak-
tion wurde der Zucker mit Triphenylphosphan und Tetrabrommethan um-
gesetzt, worauf eine Sx2 Reaktion mit Natriumazid in einer Eintopfreakti-
on erfolgte. Nach der Trocknung im HV erfolgte auch hier die Acetylierung
mit Essigsdureanhydrid in Pyridin.[25]

OH N

1) PPh; / CBr, / NaNg
O 2.) Ac,0 / Pyridin Q
HO! "10Me > AcOr 1OMe

HO OH AcO OAc

Durch das sterisch anspruchsvolle Triphenylphosphan erhdlt man bei die-

ser Reaktion ausschliellich das oben genannte Produkt.

Analog zur Reaktion des Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-CD zum Mono-(6-
deoxy-6-isothiocyanato)-p-CD wurde auch das C-6 Azid der o-Methyl-

mannose zum Isothiocyanat (23) umgesetzt. Dies erfolgte ebenfalls mittels

Schwefelkohlenstoff und Triethylphosphit in Toluol.

N5 N

O CS, / P(OEt); O
AcOr 1OMe > AcO'" “10OMe

AcO OAc AcO OAc
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Fir die Einfilhrung der Azidgruppe an die Position C-1 wurde zuerst
2-Azidoethanol (24) aus 2-Chlorethanol durch nukleophile Substitution mit
NaNs hergestellt. Zur Anbindung dieser Linker wurden die Zucker zuerst
in Essigsdureanhydrid und Pyridin peracetyliert (25, 28, 30, 32). Anschlie-
Bend wurde das Peracetylprodukt mit 30%iger Bromwasserstoffsdure in
Eisessig zum 2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-bromid nach der Vorschrift von ERNST

REDEMANN und CARL NIEMANNI67 umgesetzt.

OH OAc
1.) Ac,0O / Pyridin
O 2.) HBr/HOAC O
HO 11OH >  AcO “1Br

HO OH AcO OAc

Eine weitere Variante der Einfihrung einer guten Abgangsgruppe war
die Umsetzung von 2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-glucopyranose mit Trichloraceto-

nitril zum 2,3,4,6,-Tetra- O-acetyl-glucopyranosyl-trichloracetimidat(33).!68!

OAcC OAcC

HN
Q CCI,CN / CsCO;4 O »—CCl
AcO OH >  AcO o

AcO OAcC AcO OAcC

Da die Reaktion mit HBr ausgehend von peracetylierten Zucker durchge-
fihrt werden konnte und diese Reaktion auch in guten Ausbeuten verlief,
wurden alle weiteren Zucker (26, 27, 29, 31) nach der REDEMANN Methode

hergestellt.

Im nachsten Schritt wurde dann das Bromid mit der HELFERICH-
Variantel6? der KONIGS-KNORRI70 Reaktion gegen das 2-Azidoethanol aus-
getauscht. Dazu wurde das 2,3,4,6-Tetra-O-acetyl-glycosylbromid in trocke-
nem Acetonitril gelost und zu einer Suspension von Quecksilbercya-
nid/Quecksilberbromid und 2-Azidoethanol in Acetonitril getropft und 72h
bei RT geriihrt. Die Isolation der Produkte (34-38) erfolgte anschlieBend

saulenchromatographisch.
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OAc N OAc
Ho/\/ 3

0 0
HgCN, / HgBr
AcO wuBr 9-Ta 1 MOE2 > AcO 0~ N3

AcO OAc AcO OAc

4.1.4 Kupplung der CD- und Zuckerbausteine

Der nachste Schritt in der Synthese der zuckermodifizierten Cyclo-
dextrine war die Kupplung der verschiedenen Bausteine. Dabei konnten
einerseits die Isothiocyanate mit Aminen in einer nukleophilen Addition
unter Bildung einer Thioharnstoffbriicke gekuppelt werden oder aber die
Azide mit den Propinylgruppen in einer kupferkatalysierten 1,3-dipolaren
Cycloaddition verbunden werden. Demnach war es unerheblich, welche

Gruppe an welchem Rest hing und wie diese kombiniert wurden.

Bei der Kupplung der Zuckerisothiocyanate mit dem B-Cyclodextrinamin
wurden die Bausteine in Pyridin geldost und tiber Nacht bei RT geriihrt.
S
R—N=C=S + H);N-R" —— > R\NJ\N,R'
H H
Die Aufarbeitung erfolgte durch Trocknung im Hochvakuum und an-

schlieBendem Digerieren und Waschen mit Chloroform.

Das so hergestellte zuckermodifizierte Cyclodextrin (51), das noch teil-
weise acetyliert war, wurde zum Schluss mit Natriummethylat in Methanol

entschiitzt. (52)

Bei der kupferkatalysierten Methodel?!! der 1,3-dipolaren Cycloadditi-
on!”?l wurden die Edukte in wasserfreiem Toluol gelést und mit Kupfer-(I)-
iodid-triethylphosphit-Komplex sowie Diisopropylethylamin versetzt und

drei Tage bei Raumtemperatur geriihrt.
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@.N R Cul - P(OEY) ZANTEN
//N//N R S R/\g_\I\IIN R'

Die Aufreinigung der acetylierten a-Cyclodextrine (39, 41, 43) sowie der B-
Cyclodextrine (45, 47, 49) erfolgte durch Sidulenchromatographie. Anschlie-

Bend wurde mit Natriummethylat in Methanol entschiitzt.

Aufgrund des komplexen Aufbaus dieser Molekiile mit sieben bis neun Glu-
coseeinheiten bzw. sechs oder sieben Glucoseeinheiten plus Galaktose,
Mannose oder Laktose und der verringerten Symmetrie der Cyclodextrine,
sind die NMR-Spektren sehr schwer auszuwerten und eine genaue Zuord-
nung der Peaks ist oft kaum moglich. Die Bildung des aromatischen Tria-
zolrings bei dieser Reaktion ist daher fir die Verfolgung des Umsatzes ex-
trem hilfreich, da dessen Signal bei 7,6 bis 7,7ppm mit dem Signal von H-1

in Relation gesetzt werden kann.

Insgesamt hat sich als beste Methode fiir die Herstellung monozucker-
funktionalisierter Cyclodextrine die Kupplung aus Propargyl-CD mit den
Azidozuckern tber 1,3-dipolare Cycloaddition herausgestellt. Diese wurden
in der Folge fiir die Bindungsstudien an Zellen genutzt. Die zuckermodifi-

zierten CDs sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: zuckermodifizierte Cyclodextrine

Cyclodextrine CD Zucker Linker Molmasse
Man-TA-a-CD 40 a-CD Mannose Triazolylmethylurethan 1303,14 g/mol
Gal-TA-a-CD 42 o-CD Galactose Triazolylmethylurethan 1303,14 g/mol
Glu-TA-a-CD 44 a-CD Glucose Triazolylmethylurethan 1303,14 g/mol
Gal-TA-B-CD 46 B-CD Galactose Triazol 1378,20 g/mol
Mal-TA-B-CD 48 B-CD Maltose Triazol 1540,34 g/mol
Lac-TA-B-CD 50 B-CD Lactose Triazolylmethylurethan 1627,42 g/mol
Man-TU-B-CD 52 B-CD Mannose Thioharstoff 1369,26 g/mol
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4.2 Hexafunktionelle Cyclodextrinderivate

Bei der Synthese der kationischen Cyclodextrine sollten CDs mit nur ei-
ner Aminogruppe als Ladungstrager, vor allem aber Cyclodextrine mit ho-
her Ladungsdichte hergestellt werden. Die Synthese der monofunktionali-
sierten CDs 15 und 19 wurde bereits in den Kapiteln 4.1.1 und 4.1.2 be-
schrieben. Im Gegensatz dazu ist die Synthese der an C-6 persubstituierten
CDs vergleichsweise einfach und kann fiir a- und B-Cyclodextrin gleicher-
mallen angewendet werden. Beginnend mit dem nativen a-Cyclodextrinen
wurden im ersten Schritt die OH-Gruppen an C-6 gegen Iod ausgetauscht.
Dies erfolgt dhnlich einer APPEL-Reaktion nach einer Vorschrift von Ga-
delle.[’3] Dabei wurde das Cyclodextrin zu einer Loésung von Triphe-
nylphosphan und Iod in trockenem DMF gegeben und 24h bei 80°C geriihrt.
Anschlieend wurde Natriummethylat in Methanol hinzugegeben und das

Produkt in Methanol gefallt.

OH

1.) PPhg /1,
2.) NaOCHj

Y

Der Unterschied zwischen o- und B-CD besteht lediglich in der Aufreini-
gung. Die kleinere Cavitiat des a-CDs besitzt eine gréfere Bindung zu ele-
mentarem lod als B-CD. Der Effekt der Iod-Bindung zu a-CD ist vergleich-
bar mit der Bindung zu Stédrke. Wahrend bei p-CD das Waschen mit Me-
thanol bzw. die Extraktion des tiberschiissigen Iods mittels Soxhlet Verfah-
ren ausreichend war, konnte eine vollstindige Reinigung des o-CDs nur
durch eine Acetylierung der sekundaren OH-Gruppen und anschlieBender
sdulenchromatographischer Reinigung erfolgen.(53) Bedingt war auch eine
Reinigung durch Zugabe von Silberlésungen und Ausfdllung des Silberio-

dids nach Reduktion mit Natriumsulfit moéglich.
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Das acetylierte Hexakis-(6-deoxy-6-iodo)-a-cyclodextrin (53) war dann
das Edukt fir die folgenden Reaktionen. Zur Herstellung des Amins wurde
nun das Iod gegen Azid in einer Sx2 Reaktion ausgetauscht. Dies erfolgte
iber 48h bei 75°C in DMF mit Natriumazid. Da es sich bei dem Ausgangs-
stoff um ein acetyliertes o-CD handelte, wurde das Produkt (54) sidulench-

romatographisch gereinigt.

NaN3

Im weiteren Verlauf wurde das Azid entschiitzt und mittels STAUDINGER
Reduktion!’ zum Amin reduziert. Auch hierbei kam Triphenylphosphan
zum Kinsatz, das mit dem Azid ein Phosphazid bildet und unter Cyclisie-
rung uber einen Vierring Stickstoff abspaltet. Nach wassriger Aufarbeitung

entstand dann das gewiinschte Amin. (55)

Eine weitere Moglichkeit der Reduktion zum Amin stellte die Umsetzung
der peracetylierten Azide mit elementarem Wasserstoff und Palladium auf
Aktivkohle in Essigsidureethylester dar. Da diese Reaktion meist unvoll-

standig verlief, wurde die STAUDINGER Reduktion bevorzugt.
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Eine weitere Variante der Einfiihrung von sechs Aminogruppen iiber ei-
nen Linker war die Umsetzung der 6-Iodo-Verbindungen mit Cysteamin
bzw. 2-Aminoethanthiol.[”5] Das Hexakis-[6-deoxy-(2-amino-ethylsulfanyl)]-
a-cyclodextrin (56) erhilt man durch Umsetzung des Hexakis-(6-deoxy-6-
iodo)cyclodextrins mit 2-Aminoethanthiol und Triethylamin in DMF. Nach
der Aufarbeitung durch Fallung der wéssrigen Losung in Aceton und Zuga-

be von HCI erhalt man die Produkte als Hydrochloride.

1.) 2-Aminoethanthiol
2.) HCI

In den folgenden Versuchen hat sich gezeigt, dass das Hexakis-[6-deoxy-
(2-amino-ethylsulfanyl)]-a-cyclodextrin gut geeignet ist, da es als a-CD eine
stabile Bindung zu den Polymeren zeigt, der Auffidelungsgrad im NMR
verfolgt werden kann und es mit sechs Aminogruppen eine hohe Ladungs-

dichte besitzt, die zudem noch flexibel ist.

Die kationischen Cyclodextrine sind in Tabelle 4 zusammengefasst:

Tabelle 4: kationische Cyclodextrine

Cyclodextrin Molmasse Ladung/CD
(in protonierter Form)
Mono-Amino-a-CD 15 971,86 g/mol 1
Mono-Amino-B-CD 19 1133,99 g/mol 1
Hexa-Amino-a-CD 55 966,94 g/mol 6

Hexa-Cysteaminyl-o-CD 56 1327,64 g/mol 6
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4.3 Fluoreszenzmarkierte Cyclodextrine

Zur Detektion der Rotaxane in Zellbindungsexperimenten mussten pas-
sende Fluoreszenzfarbstoffe gefunden werden. Eine Mdéglichkeit war Fluo-
rescein, das als Isothiocyanat kommerziell erhaltlich ist und in gleicher
Weise an die aminofunktionalisierten Cyclodextrine gekuppelt werden

konnte, wie die Isothiocyanate in Kapitel 4.1.[49, 76]
HO o) o)
L0
HO o) o) COOH
L )
+

H
COOH — N NH
g
g s

Die Nachteile von Fluorescein sind das Photobleichen, also das Nachlas-
sen der Fluoreszenz bei Lichteinstrahlung, vor allem aber die pH-

Abhéngigkeit und die Ladung der Carboxylat-Gruppe.

Als Alternative dazu stellten sich die BODIPY-Fluoreszenzfarbstoffe dar.
Der Name BODIPY leitet sich von der Grundstruktur der Farbstoffe BO-
ron-DIPYrrin-Komplex ab und kann durch Variation der Substituenten im
Emissionsmaximum, also der Fluoreszenzfarbe, variiert werden. Der
Hauptvorteil fiir die Anwendung in der vorliegenden Arbeit liegt darin,
dass die BODIPY-Farbstoffe nach auBBen neutral sind und eine hohe Quan-
tenausbeute besitzen. Zum Einsatz kam ein BODIPY-funktionalisiertes
B-CD, das ausgehend vom Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin hergestellt

werden konnte und folgende Struktur besitzt:
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Die Vorstufe wurde von RONNY HEISEL analog der Vorschrift von GU et.
al.l’”l synthetisiert und ibernommen, sodass im Rahmen dieser Arbeit nur
die Acetylgruppe durch Natriummethylat in Methanol abzuspalten wurden.
Das so erhaltene fluoreszenzmarkierte Cyclodextrin (57) ist ein roter Fest-
stoff, der selbst in hoher Verdiinnung eine kraftige griine Fluoreszenz in
wassriger Losung zeigt. Mit diesem Cyclodextrinderivat konnte ein weite-
rer Nachweis des Auffiddelns von Cyclodextrinen auf die Polymere gezeigt
werden. Wahrend das reine BODIPY-CD in der Gelelektrophoresekammer
keine Wanderung zeigte, bewegte sich das Polyrotaxan bestehend aus BO-
DIPY-CD und dem polykationischen Ionen-11 zur Kathode hin. (Abbildung
9)

BODIPY-CD ROTAXAN

Abbildung 9: Gelelektrophorese BODIPY-CD vs. Rotaxan in Agarose bei 110V
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Eine quantitative Auswertung mit der Software UN-SCAN-IT gel 6.1 von

Silk Scientific Inc.!78! zeigte die Verteilung der Fluoreszenzintensitidt in

Abhéngigkeit vom Abstand zur Geltasche.

BODIPY-CD und BODIPY-CD auf lonen-11
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Abbildung 10: Relative Fluoreszenzintensitit bei der Gelelektrophorese von BODI-

PY-CD und BODIPY-Rotaxan

Wiahrend die Intensitat beim reinen BODIPY-CD bereits in kurzem Ab-

stand zur Tasche gegen Null tendiert, erkennt man beim kationischen Ro-

taxan eine deutliche Wanderung zur Kathode hin, mit der stiarksten Inten-

sitdt am Ende der Laufstrecke von immer noch 70% der Maximalintensitat.

Dennoch scheint Fluoreszenz bei der Wanderung durch das Gel auf der

"Strecke" zu bleiben. Eine moégliche Erklarung ist die Polydispersitiat des

Ionen-11. Eine weitere Erklarung ist ein allméhliches Abfadeln der Cyclo-

dextrine vom Ionen-11 wéhrend der Wanderung durch das Gel.

Durch diesen Versuch konnte gezeigt werden, dass sich das BODIPY-CD

auf Ionen-11 auffiddeln ldsst und anhand seiner Fluoreszenz gut zu erken-

nen ist und sich damit fir die folgenden Zellexperimente eignet.
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5 Herstellung und Bildungskinetik der Polyrotaxane

In Kapitel 1.1.3 wurde bereits beschrieben, dass die treibende Kraft fir
das Auffadeln von Cyclodextrinen auf Polybolaamphiphile in den hydropho-
ben Wechselwirkungen zwischen den Alkylabschnitten des Fadens und der
hydrophoben Cavitat des Cyclodextrins zu finden ist. Aus diesem Grund ist
die Auffadelung nur in wéassrigem Milieu moéglich. Die Geschwindigkeit der
Rotaxanierung von Polybolaamphiphilen ist im Gegensatz zu Homopolyme-
ren wie Polyether,[79 Polyamine!8 und Polyester(81] hauptsiachlich von der
"Dicke" der hydrophilen Gruppe, sowie der Temperatur abhingig.[82] Da bei
groBen hydrophilen Gruppen, wie die hier verwendeten quartidren Amine
der Ionene Auffadelungszeiten von bis zu zwei Jahren fiir den nahezu quan-
titativen Umsatz bei Raumtemperatur beobachtet wurden,[83! war die Kine-
tik und Temperaturabhingigkeit der verwendeten Polymere von groller Be-
deutung. Zur Bestimmung der Kinetik eignet sich die Beobachtung des
NMR-Signals von H-1 der Glucoseeinheiten, welches einen deutlichen Un-
terschied zwischen aufgefddeltem und freiem CD zeigt. Zur besseren Aus-
wertbarkeit wurden jeweils Losungen der Polymere Ionen-11 und N-Oxid-
11 mit a-CD Loésungen gemischt, sodass in der Lésung anschlieBend ein
Molverhaltnis von CD zu den Monomereinheiten der Polymere von 1:2 be-
stand. Durch Integration der Peaks fiir aufgefiadeltes und freies CD konnte
dann der Auffadelungsgrad bestimmt werden. Die Kinetiken von Ionen-11

und N-Oxid-11 wurden jeweils bei 70°C und 50°C gemessen.
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Es hat sich gezeigt, dass die beste Vergleichsmoglichkeit die Auftragung
des Belegungsgrades gegen die Wurzel der Zeit bietet.[82] Diese Vorgehens-
weise ist in der Literatur fir die Beschreibung eindimensionaler Diffusi-
onsprozesse bekannt,[84 851 welche vergleichbar sind mit dem Auffidelungs-
prozess von Cyclodextrin auf Polymere. Eine gute Beschreibung der Kinetik

liefert daher die Funktion:
Y=Y -(1-e*)

wobel Y, den maximalen Belegungsgrad und k die Konstante fir die Auffa-

delungsrate beschreibt. Im folgenden Diagramm ist die Auffidelungskine-
tik von Ionen-11 mit a-CD im Verhéaltnis 1:2 und einer Konzentration von 3
bzw. 6 mM (beim Polymer bezogen auf die Wiederholeinheit) bei einer Tem-

peratur von 70 °C dargestellt.
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Abbildung 11: Kinetik Ionen-11 bei 70°C

Unter den gegebenen Bedingungen konnte eine gute Reproduzierbarkeit
der Theorie erreicht werden bei einem R? von 0,99. Die rechnerische Ma-
ximalbelegung betrug dabei 47,3% und die Konstante fiir die Geschwindig-
keit 0,089.
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Der gleiche Versuch lieferte bei einer Temperatur von 50°C folgendes Er-

gebnis:

20

Belegungsgrad [%)]

T T T T T T
0 5 10 15

Zeit [Wurzel (h)]

Abbildung 12: Kinetik Ionen-11 bei 50°C

Obwohl nur eine Temperaturunterschied von 20°C bestand ist Geschwin-
digkeit des Auffiadelns deutlich zuriick gegangen. Der rechnerische Grenz-
umsatz betrdgt dabei nur noch 19,7% dies jedoch bei einer rechnerisch
schnelleren Geschwindigkeitskonstanten von 0,109. Dies lasst sich entwe-
der durch eine zu geringe Anzahl an Messwerten fiir den langsamen Um-

satz erkldaren und/oder durch das schlechtere Bestimmtheitsmal3 von 0,88.

Die gleichen Versuche wurden parallel mit dem N-Oxid-11 durchgefiihrt.
Auch hier betrugen die Konzentrationen von Polymer 3 mM und von a-CD
6mM. Erwartungsgemall ist die Auffiadelungsgeschwindigkeit durch die

kleinere N-Oxid-Gruppe wesentlich schneller als beim Ionen-11.
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Bei 70°C erhielt man folgendes Ergebnis:
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Abbildung 13: Kinetik N-Oxid-11 bei 70°C

Es i1st auf den ersten Blick zu erkennen, dass die Auswertung der NMR-
Daten zur Auffadelung von a-CD auf das Poly-/N-Oxid weit von der Theorie
abweichen und die Berechnung der Geschwindigkeitskonstanten bzw. des
maximalen Auffidelungsgrades bei einem Bestimmtheitsmal R* von 0,64
nicht sehr verlasslich ist. Dennoch zeigt der Graph deutlich, dass der Grof3-
teil der Auffadelung in den ersten Minuten erfolgt ist und bereits nach ca.
1h fast den Maximalwert erreicht hat. Rechnerisch ergab sich ein Grenz-

umsatz von 19,15% bei einer Geschwindigkeitskonstanten von 3,45 (vgl.
0,089 bei Ionen-11)
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Auch der Versuch mit dem M-Oxid-11 wurde bei einer Temperatur von

50°C wiederholt:
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Abbildung 14: Kinetik N-Oxid-11 bei 50°C

Auch hier zeigte sich wieder die deutliche Abweichung von der theoreti-
schen Kinetik und ein Bestimmtheitsmall R? von 0,65. Erstaunlicherweise
war der Belegungsgrad mit ca. 19% vergleichbar mit dem Ergebnis von der
Kinetik bei 70°C und auch die geringere Geschwindigkeitskonstante von
1,36 im Vergleich zu 3,45 bei 70°C passt prinzipiell zur geringeren Tempe-

ratur.

Der Grund fir die schlechten Ergebnisse beim MN-Oxid-11 liegt vermut-
lich in dem Auftreten einer Phasentrennung bei einer LCS-Temperatur.
Das Auftreten dieser Entmischungstemperatur (vgl. Kapitel 6) wurde erst
im spéteren Verlauf dieser Arbeit entdeckt. Vergleicht man die Konzentra-
tion von 3 mM (entspricht 1,2 mg/ml) mit Abbildung 17 so stellt sich bei
dieser Konzentration eine LCS-Temperatur von ca. 35°C bis 40°C ein. Die
Versuchstemperaturen hingegen lagen bei 50°C bzw. 70°C und damit ober-

halb der LCST. Inwieweit eine Phasentrennung stattgefunden hat ist nicht
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bekannt. Der geringe Grenzumsatz von 19% lasst jedoch vermuten, dass
das Polymer nicht mehr vollstdndig in Lésung war. Im Rahmen der Verof-
fentlichung(82l wurde die Kinetik des Ionen-11 und des N-Oxid-11 in einer
0,1 M NaCl Losung gemessen. Mdéglicherweise hat dies die LCST erhoht
und somit den Grenzumsatz auf 45% mehr als verdoppelt. Der Einfluss von

Salzen auf die LCST ist aus der Literatur bekannt.[86-88]

Ausgehend von den gewonnenen Erkenntnissen im Zusammenhang mit
Auffadelungskinetik konnten nun die bendétigten Polyrotaxane fir die fol-
genden Transfektions- und Bindungsversuche hergestellt werden. Die
Tabelle 5 enthalt die Rotaxane, die in den folgenden Kapiteln zur Anwen-

dung kommen:

Tabelle 5: Rotaxane

Rotaxan Polymer Polym?:lia'\aivgnsgrad Cyclodextrin  Belegungsgrad
R1 Ionen-11 2.100 Cysteaminyl a-CD 45%
R2 Ionen-11 2.100 a-CD 50%
R3 Me-PA-11 2.100 a-CD 35%
R4 N-Oxid-10 15.300 Gal-TA-a-CD 38%
R5 N-0xid-10 15.300 Glu-TA-a-CD 44%

Die Belegung der Rotaxane R3 und R4 mit BODIPY-CD lag im Bereich < 1%

6 LCST-Verhalten der Poly-N-Oxide

Eine interessante Eigenschaft, die sich wahrend der Arbeit mit den Poly-
N-Oxiden gezeigt hatte, war das Auftreten einer Lower-Critical-Solution-
Temperatur (LCST). Im Gensatz zum "normalen" Lésungsverhalten von
Stoffen mit einer Upper-Critical-Solution-Temperatur (UCST), bei dem sich
mit zunehmender Temperatur die Loslichkeit verbessert bzw. in Abhéngig-
keit vom Molenbruch x eine homogene Losung entsteht (Abbildung 15), ver-

schlechtert sich die Loslichkeit bei Stoffen mit LCST beim Erwarmen und
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es bilden sich schlieBlich zwei Phasen.(Abbildung 16) Der Vorgang ist re-
versibel und bei Abkiihlung unter die LCST entsteht wieder eine Lésung.

Homogene Mischung
UCST
<1
T
1
2-Phasen

tinnnnn flucse \

o T 1

X

Abbildung 15: Phasendiagramm fir Stoffe mit UCST
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Abbildung 16: Phasendiagramm fur Stoffe mit LCST

Beim vorliegenden Poly-M-Oxid-11 konnte in Abhéngigkeit von der Kon-
zentration des Polymers in wassriger Losung bei Uberschreitung der LCST
ein Ausfallen des Polymers aus der zuvor klaren Lésung beobachtet wer-
den. Dieses Verhalten ist in der Literatur unter anderem fiir die Polymere
Polyethylenglycol, 89! Polyvinylmethylether,[90] Poly- V-
isopropylacrylamid(9 und Poly-N-vinylcaprolactam!?l! bekannt. Der LCST-
Effekt ist auf eine negative Mischungsenthalpie und —entropie zuriickzu-

fiihren.!92] Beim Erwidrmen auf bzw. iiber die LCS-Temperatur werden die
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intramolekularen Van-der Waals-Kréafte der hydrophoben Polymerteile gro-
Ber als die Hydration selbiger und es kommt zur Bildung eines hydropho-
ben Kerns, sowohl intra- als auch intermolekular. Insbesondere Poly-N-
isopropylacrylamid und Poly-/N-vinylcaprolactam sind von groBem Interes-
se, da ihre LCST mit einer Temperatur von 32 bis 34 °C im physiologischen
Bereich liegt und Anwendungen im Bereich der Pharmakologie oder sogar

der Textilindustrie erméglichen.[90]

Bei dem Poly-WN-Oxid-11 wurden die LCS-Temperaturen mittels Trans-
missionsmessung bestimmt. Sie reichen von 8°C bei einer Polymerkonzent-

ration von 10 mg/ml bis ca. 40 °C bei einer Konzentration von 1 mg/ml.
(Abbildung 17)

—sm—1 mg/ml

100 2 mg/ml
—u— 3,5 mg/ml
—v—5 mg/ml
80 —A— 10 mg/ml

60 —

40 4

Transmission [%]

20 H

Temperatur [°C]

Abbildung 17: LCST Verhalten von Poly-N-Oxid in Abhéngigkeit von der Tempera-

tur
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Bei der Auftragung der LCS-Temperaturen (Wendepunkte der Transmis-

sionsmessungen) gegen die Konzentration erhalt man folgenden Graphen:
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Abbildung 18: LCS-Temperatur in Abhingigkeit von der Polymerkonzentration

Da das Poly-M-Oxid im Gegensatz zu den oben genannten Polymeren ne-
ben dem LCST Effekt auBBerdem die Fahigkeit besitzt, Polyrotaxane zu bil-
den, war die Kombination aus beidem und der Einfluss der Rotaxanierung

auf die LCST bei gegebener Polymerkonzentration von groBem Interesse.
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Abbildung 19: Einfluss der Rotaxanierung des Polymers auf die LCST

Abbildung 19 zeigt den Einfluss der Rotaxanierung auf die LCST. Durch
das Auffiadeln von Cyclodextrin hatte sich eine Verringerung der LCS-
Temperatur gezeigt. Bei gleicher Konzentration des Poly-/N-Oxids erfolgte
durch Zugabe von a-CD eine Verringerung der LCST um ca. 10°C und der
Verlauf bzw. die Bildung des Gelzustandes verlief weniger diskret als beim
freien Polymer. Die Auffadelung von CDs auf geeignete thermosensible Po-
lymere stellt somit nicht nur die Moglichkeit einer Funktionalisierung dar,
sondern bietet gleichzeit auch die Moéglichkeit sowohl Temperatur als auch
Verlauf der LCST entsprechend zu beeinflussen. Dies eréffnet eine weitere

Dimension in einer moglichen Anwendung als Gentransfer- oder Drug-

Delivery-System.
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7 Gentransfektions mittels Polyrotaxanen

Grundvoraussetzung fiir die Gentransfektion mit Polymeren und auch
Rotaxanen ist die Fahigkeit, mit DNA kleine Komplexe bzw. Partikel zu
bilden, die nach aullen hin positiv geladen sind und durch die Zellmembran
eingeschleust werden kénnen. (vgl. Abbildung 6) Bekanntester Vertreter ist
PEI (Polyethylenimin). PEI zeigt eine hohe Transfektionrate sowohl in
vitro als auch in vivo.[93-98] Leider besitzt PEI gleichzeitig eine zu groBe To-
xizitdt, um beil einer Gentherapie beim Menschen Anwendung finden zu
konnen.99] Eine Verbesserung der Zellvertriglichkeit bei gleichzeitig hoher
Transfektionsrate durch die Nutzung von Rotaxanen bzw. Cyclodextrinpo-
lymeren konnte bereits gezeigt werden.[39 100,101l Tn den folgenden Kapiteln
wird nun die Anwendung der zuvor synthetisierten kationischen Polyrota-

xane untersucht.

7.1 Herstellung der DNA-Rotaxan-Polyplexe

Fir die Herstellung der Polyplexe zur Bestimmung von Partikelgrolle
und (-Potential sowie der Komplexierungsstiarke durch Gelelektrophorese
und Farbverdriangungsuntersuchung wurde CT-DNA verwendet. CT steht
fir Calf Thymus und wird aus dem Kalberthymus gewonnen. CT-DNA ist
preisginstig kommerziell erhéltlich und ist fiir die oben genannten Tests
vollkommen ausreichend. Die Bestimmung der Transfektionsrate sowie die
Rasterkraftmikroskopie erfolgte mit gWIZLuc einer Plasmid-DNA, die Luci-
ferase aus dem Leuchtkéfer oder Glihwiirmchen kodiert und deren erfolg-
reiche Transfektion durch das Auftreten von Biolumineszenz quantifiziert

werden kann.[102]

Die Polyplexe wurden jeweils durch Mischen einer Stammlésung von
80 pg/ml DNA mit den Stammlésungen an Ionen-11 bzw. den Rotaxanen
mit 1 mg/ml entsprechend dem gewiinschten N:P Verhéaltnis (Verhéiltnis
aus der Anzahl der Stickstoffatome im Polymer/Rotaxan und der Anzahl

der Phosphoratome in der DNA) hergestellt. Dazu wurden zur DNA-Lésung
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die Polymer/Rotaxan-Losungen hinzu pipettiert und mittels Pipette ge-
mischt. AnschlieBend wurden die Polyplexe bei Raumtemperatur mindes-
tens 30-60 min., zur Ausbildung mdglichst homogener Polyplexe, aufbe-

wahrt.

7.1.1 Bestimmung der PartikelgréBBe mittels DLS und Bestimmung
{-Potentials

Zur Klarung der Frage, ob die Polyplexe uiberhaupt fiir die Gentransfek-
tion in Frage kommen und welche Konzentrationen an Polymer/Rotaxan
notwendig sind, um stabile und positiv geladene Partikel zu erhalten, wur-
den im ersten Schritt Polyplexe mit Ionen-11 und den Rotaxanen R1 bis R3
mit N:P Verhiltnissen von 0,3:1 bis 4:1 hergestellt. AnschlieBend wurden
die hydrodynamischen Radien mittels dynamischer Lichtstreuung bestimmt
und das {-Potentials von den selben Proben gemessen. Die Werte sind in

den folgenden Tabellen zusammengefasst:

Tabelle 6: Polyplexradius und {-Potential CT-DNA mit Ionen-11

N:P DLS-Radius [nm] ¢-Potential [mV]
0,5 110 -17,1
0,8 79 +18,2
1 65 +18,2
1,5 39 (72%) + 180 (23%) +11,9
2 31 (65%) + 103 (32%) +10,2
2,5 32 (65%) + 154 (31%) +12,0

Tabelle 6 zeigt, dass Polyplexe in der GréBenordnung von 31 bis 110 nm
gebildet wurden. Mit zunehmendem N:P Verhiltnis werden die Polyplexe
immer kompakter. Ab einem N:P von 1 treten zwel unterschiedlich grolle

Partikel auf. Da bei einem N:P >1 ein Uberschuss an Polymer vorliegt, liegt
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die Erklarung nahe, dass einzelne Polyplexe durch Polymerketten mitein-

ander verkniipft wurden und dadurch der gro3ere Radius zustande kommt.

Das {-Potential ist anfdnglich bei einem N:P von 0,5 mit einem Wert von
-17,1 mV noch negativ, dndert aber bereits bei N:P 0,8 das Vorzeichen und

hat einen Wert von 18,2.

Die gleichen Messungen wurden auch mit den Rotaxanen R1 bis R3

durchgefiihrt:

Tabelle 7: Polyplexradius und {-Potential CT-DNA mit R1

N:P DLS-Radius [nm] C-Potential [mV]
0,3 87 (96%) 17 (4%) -30
0,5 86 (93%) 20 (7%) -35
0,8 96 (95%) 16 (5%) +24
1 56 (99%) +21
1,5 56 (95%) +31
2 60 (93%) + 427 (7%) +32
4 59 (90%) + 809 (3%) +23

Bei dem Cysteaminyl-Rotaxan R1 treten bereits bei N:P Verhaltnissen
von 0,3 bis 0,8 zweil Populationen auf. Dies sind zum einen Polyplexe um
90nm und vergleichsweise sehr kleine Partikel um 20nm. Das {-Potential
bei R1 ist vom Betrag zwar vom Betrag her groBer, der Wechsel des Vorzei-

chens erfolgt aber ebenso wie beim Ionen-11 zwischen N:P von 0,5 und 0,8.
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Tabelle 8: Polyplexradius und {-Potential CT-DNA mit R2

N:P DLS-Radius [nm] C-Potential [mV]
0,3 193 (96%) -33,2
0,5 105 (96%) -27,1
0,8 53 (99%) +16,7
1 52 (98%) +18,6
1,5 47 (95%) +17,2
2 48 (88%) 326 (12%) +17,9
4 59 (93%) +24,8

Rotaxan R2 hatte einen &dhnlichen Verlauf von PartikelgréBe und (-
Potential wie R1. Der Vorzeichenwechsel erfolgte ebenfalls zwischen N:P

von 0,5 und 0,8 jedoch bei geringeren Absolutwerten des Potentials.

Die gleichen Messungen wurden zuletzt mit dem Rotaxan R3 durchge-
fuhrt, welches im Gegensatz zu den vorherigen Polymeren bzw. Rotaxanen

aus Me-PA-11 6 und a-Cyclodextrin bestand.

Tabelle 9: Polyplexradius und {-Potential CT-DNA mit R3

N:P DLS-Radius [nm] C-Potential [mV]
0,5 78,1 (94%) -21

1 243 (11%) + 532 (87%) -15

2 237 (23%)+ 1208(11%)+ 2668(66%) -6

4 179 (7%) + Aggregate +6

Das Rotaxan R3 hat sich als ungeeignet fiir weitere Versuche herausge-

stellt. Obwohl bei N:P von 0,5 noch ein zu erwartender Radius im Vergleich
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zu den anderen Versuchen zu finden war, so waren ab N:P 1 hauptséichlich
Partikel zu finden. Insbesondere zum Wechsels des Vorzeichens des (-
Potentials war ein N:P Verhéaltnis > 3 notwendig, wobei bei diesem Ver-
haltnis keine Erfolg versprechenden Polyplexe mehr zu finden waren. Alle

weiteren Untersuchungen wurden daher auf Ionen-11 und die Rotaxane R1

und R2 beschrankt.

7.1.2 Bestimmung der Komplexierungsstiarke mittels Gelelektrophorese

und Farbverdrangungsuntersuchung

In diesem Kapitel sollte nun untersucht werden, wie stark die Polyplexe
im Vergleich zu den Interkalationsfarbstoffen Ethidiumbromid und SYBR-
Safe sind und wurden mittels Gelelektrophorese untersucht. Es wurde be-
stimmt, bei1 welchem N:P Verhaltnis die DNA vollstindig komplexiert ist

und ob diese Ergebnisse mit den Werten aus Kapitel 7.1.1 kongruent ist.

Ethidiumbromid und SYBR-Safe sind Fluoreszenzfarbstoffe, die mit der
DNA starke Komplexe bilden und im komplexierten Zustand fluoreszieren.
In den folgenden Versuchen wurden zur CT-DNA-Lésung mit Fluoreszenz-
farbstoff, jeweils Losungen von den Polymeren bzw. Polyrotaxanen gegeben
und anschlieBend die verbleibende Fluoreszenz gemessen. Begonnen wurde
mit Ionene-11 und Ethidiumbromid als bekannter Farbstoff fiir diesen Ver-
such. Aufgrund der stark krebserregenden Wirkung von Ethidiumbromid
wurde der gleiche Versuch mit SYBR-Safe durchgefiihrt und an die Bedin-
gungen angepasst. SYBR Safe besitzt neben der geringeren Karzinogenitéit
auch ein besseres Signal-Rausch-Verhiltnis.[103] Die Lésungen enthielten
jeweils 60 pg CT-DNA in 3 ml HEPES-Puffer. Zu dieser Lésung wurden Po-
lymer/Polyrotaxan Losungen von 0,5 pg/ul in 10 pl Schritten zugegeben und
jeweils die Fluoreszenz bei 530 nm gemessen. AnschlieBend wurde die rela-
tive Fluoreszenz gegen das N:P Verhéiltnis aufgetragen. Bei der Berech-
nung des N:P Verhéaltnisses wurde dabei die Verdiinnung durch Zugabe der
Polymerlésung beriicksichtigt bzw. mit den Massen von Polymer und DNA
gerechnet. Es stellte sich heraus, dass eine Menge von 1ul SYBR-Safe
(1:10.000 Konzentrat in DMSO) die besten Resultate lieferte.
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Abbildung 20: Farbverdrangungsversuch von Ionen-11

In Abbildung 20 ist das Ergebnis der Fluoreszenzmessung mit Ionen-11
dargestellt. Es zeigt, dass das Polymer eine stiarkere Bindung zur DNA ein-
geht als SYBR-Safe und diesen verdridngt. Eine nahezu vollstindige Ver-
drangung ist bereits bei einem N:P Verhéaltnis von 0,7 zu erkennen. Dem-
nach sind weniger positive Stickstoffatome des Polymers nétig, um den
Farbstoff zu verdrangen. Der Wert von 0,7 stimmt auch mit dem Vorzei-

chenwechsel des {-Potentials aus Kapitel 7.1.1 iberein.
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Abbildung 21: Farbverdrangungsversuch von R1

Bei Rotaxan R1 war das Ergebnis dhnlich (Abbildung 21). Auch hier wur-
de eine fast vollstandige Verdrangung des Farbstoffs bei einem N:P von 0,6
erreicht und war in Ubereinstimmung mit dem Vorzeichenwechsel des (-
Potentials in 7.1.1. Die geringere Messpunktdichte zwischen 0 und 1 im
Vergleich zu Ionen-11 und R2 kommt durch den kleineren Wert von M:N
aufgrund des aufgefidelten Hexakis-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-a-cyclodextrin

zustande.
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Abbildung 22: Farbverdrangungsversuch von R2

Beim Farbverdriangungsversuch von R2 zeigte sich ein anderes Bild. Es
wurde zwar ebenfalls eine Verdriangung des Farbstoffs festgestellt, jedoch
war ein N:P Verhiltnis von ca. 0,8 notwendig und es blieb eine Restfluo-
reszenz von ca. 20% bestehen, im Gegensatz zu ca. 5% bei Ionen-11 und R1.
Dies ist dadurch zu erkldren, dass R2 ausschlieBlich natives a-Cyclodextrin
tragt und dieses die Ladungen des Polymers eher abschirmt. Trotzdem ist
eine Komplexierung der DNA erkennbar, wenn auch schwécher, als bei den

vorherigen Versuchen.

Eine weitere Moglichkeit der Untersuchung der Polyplexe und der Kom-
plexierungsstirke, sowie dem notwendigen N:P Verhiltnis, besteht in der
Gelelektrophorese der Polyplexe. Hierbei wird DNA mit unterschiedlichen
Konzentrationen an Polymer/Rotaxan komplexiert und anschlieBend mit-
tels elektrischem Feld durch ein Agarosegel bewegt. Die komplexierte DNA
verbleibt dabei in der Geltasche und die freie DNA wandert zur Anode.
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Abbildung 23: Gelelektrophorese DNA mit Ionen-11

In Abbildung 23 ist die Komplexierung von DNA mit Ionen-11 darge-
stellt. Die verschiedenen N:P Verhaltnisse sind tiber der Geltasche angege-
ben. Es ist zu erkennen, dass eine vollstindige Komplexierung der DNA

zwischen N:P = 0,9 und 1,3 liegt.

“control

Abbildung 24: Gelelektrophorese DNA mit R1

Abbildung 24 zeigt das Ergebnis fiir R1. Bei diesem Rotaxan liegt die

vollstandige Komplexierung bei ca. 1,4.
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control

Abbildung 25: Gelelektrophorese DNA mit R2

Das Ergebnis fur R2 in Abbildung 25 zeigt fir dieses Rotaxan eine voll-
standige Polyplexbildung bei N:P 1,1. Durch die Gelelektrophoreseuntersu-
chungen konnten ebenfalls die Bildung von Partikeln mit den Poly-
mer/Rotaxanen gezeigt werden. Die vollstdndigen Umsetzungen im Bezug
auf die N:P Werte liegen zwar leicht oberhalb der Ergebnisse von DLS, (-
Potential und Farbverdrangungsuntersuchung, sind aber immer noch we-
sentlich kleiner als die von PEI.[104] Tn vergleichbaren Versuchsanordnun-
gen findet man Werte von N:P von groBer zweill05) und damit eine hohere
positive Ladung fiur das gleiche Ergebnis im Vergleich zu Ionen-11 und den
Polyrotaxanen R1 und R2. Es lasst die Schlussfolgerung zu, dass eine ge-
ringere Gesamtladung notwendig ist, wenn die Ladungstriger eine ver-
gleichbare Ladungsdichte zur DNA besitzen. Bei Polyethylenimin findet
sich ein Verhaltnis von Molmasse zu Ladung (M:N) von 43,7. Vergleicht
man diese mit der DNA (als Molmasse pro negativer Ladung der Phosphat-
gruppe) (M:P) von ca. 305, so sieht man, dass die Ladungsdichte bei PEI ca.
sieben mal so grol3 ist. Im Vergleich dazu findet man bei Ionen-11 ein M:N
Verhiltnis von 233,8 und bei R1 und R2 ein Verhaltnis von 251,3 bzw.
720,2.
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7.1.3 Rasterkraftmikroskopische Untersuchung der Polyplexe

Als weitere Charakterisierungsmethode wurden die Polyplexe mittels
Rasterkraftmikroskop (AFM) untersucht. Dazu wurden Polyplexe aus
gWIZLuc-pDNA mit Ionen-11 und den Polyrotaxanen R1 und R2 herge-
stellt. Die gWIZLuc-pDNA kam hier zum Einsatz, da diese im Gegensatz
zur CT-DNA monodispers ist und damit einheitlichere Ergebnisse liefert.
Es wurden mit den genannten Polymer/Rotaxanen und der pDNA Polyplexe
mit einem N:P Verhiltnis von 2 in HEPES Puffer synthetisiert und an-
schlieBend auf eine frische Muskovit-Glimmer Platte (Mica) gegossen. Nach
30 Sekunden wurde die tiberstehende Losung abgesaugt und die Platte
zweimal mit HEPES-Puffer gewaschen. Die Aufnahmen erfolgten anschlie-
Bend im "Tapping"-Mode in Lésung.
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5.0 nm
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Digital Instruments NanoScope
Scan size 2.020 pm
Scan rate 3.052 Hz
Number of samples 512
Image Data Height
Data scale 10.90 nm

Abbildung 26: AFM Aufnahme von gWIZLuc-pDNA mit Ionen-11

Insbesondere die Aufnahme der Polyplexe mit Ionen-11 (Abbildung 26)
zeigte ein erstaunliches Ergebnis. Es hatten sich deutlich zu erkennende
Polyplexe gebildet. Allerdings waren Teile der DNA aullerhalb des Kom-
plexkernes zu finden. Sie waren teilweise bliitenartig um den Kern ange-
ordnet. Obwohl die Komplexierung mit Ionen-11 offensichtlich nicht voll-

standig war, konnten dennoch gute Transfektionsergebnisse mit Ionen-11
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bei gleichen N:P Verhiltnissen erreicht werden. (vgl. Kapitel 7.2) Das ne-
gative (-Potential sowie die Grof3e der Partikel waren ausreichend fiir eine

erfolgreiche Aufnahme und Expression des Luciferase-Gens.
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Abbildung 27: AFM Aufnahme von gWIZLuc-pDNA mit R1

Bei der AFM-Aufnahme der Polyplexe mit R1 wurden die Partikel mit
vergleichbaren GroéBen von den DLS Messung (siehe Tabelle 6Tabelle 7
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Tabelle 8) gefunden (Abbildung 27) Neben den diskreten Partikeln wurden
hier auch Aggregate gefunden. Die Tiefenauflosung bei dieser Messung war
allerdings unzureichend und konnte bei Wiederholungsmessungen auch
nicht verbessert werden. Dennoch konnte eine zweidimensionale Darstel-

lung erreicht werden.
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Abbildung 28: AFM Aufnahme von gWIZLuc-pDNA mit R2

Die Aufnahmen mit R2 zeigten das beste Ergebnis in Bezug auf Kom-
plexbildung. Es wurden hier ausschlieBllich diskrete, ungefahr gleich grolle
Partikel gefunden (groBer Partikel unten links war eine Verunreinigung),
die auch keine freie DNA mehr zeigte. Die Grofe der Partikel korrelierten

mit den durch DLS Messungen erhaltenen Partikeldurchmessern.

Die folgenden Transfektionsexperimente wurden mit Polyplexen, beste-
hend aus gWIZLuc-pDNA und Ionen-11 sowie R1 und R2, durchgefiihrt. Bei
der Herstellung wurde HEPES-Puffer verwendet, der Hauptbestandteil des
OptiMEM Reduced Serum Media ist und die gleiche Zeit zur Bildung der

Komplexe abgewartet. Es ist also davon auszugehen, dass die in Kapitel 7.2
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verwendeten Polyplexe in GréBe und Gestalt vergleichbar sind, mit denen

aus den AFM-Aufnahmen.

7.2 Bestimmung der Transfektionsaktivitiat der Polyplexe im

Zellversuch

Zur Bestimmung der Transfektionsrate der Polymer/Rotaxane wurden
drei Zelllinien gewihlt: A549 (menschliche alveolare basal Epithelzellen
aus einer Lungenkrebszelllinie), MCF7 (menschliche Brustkrebszellen) und
gesunde Zellen C2C12 aus Méause-Myoblasten. In diesem Zellversuch wur-
den Polyplexe aus Ionen-11, den Polyrotaxanen R1 und R2 und gWIZLuc-
pDNA mit einem N:P Verhiltnis von 2 hergestellt, vergleichbar derer aus
Kapitel 7.1.3.

Im ersten Schritt wurden die Zellen fiir das Experiment mit einer See-

ding-Dichte von 140.000 Zellen pro Well prapariert:

A549-Zellen in RPMI-1640 zusammen mit 10% FCS, AB/AM (Antibio-
tikum/Antimykotikum: 100 Einheiten/ml Penicillin, 100ug/ml Strep-
tomycin, 250 ng/ml Amphotericin B), 2 mM L-Glu

MCF7-Zellen in RPMI-1640 mit 10% FCS, AB/AM und 2 mM r-Glu

C2C12-Zellen in DMEM mit 10% FCS, AB/AM, 2 mM »-Glu und 2 ml

NEAA (nicht essentielle Aminosduren)

Nach 24 Stunden wurde die Losung abpipettiert und gegen die Transfek-
tions-Losung mit den Komplexen ersetzt. Diese wurden durch Zugabe der
Polymer/Rotaxane, entsprechend dem N:P Verhéaltnis von 2, zur gWIZLuc
pDNA (4pg pro Well) in 10 ml OptiMEM hergestellt. Nach einer Inkubati-
onszeit von 4 Stunden bei 37°C und 5% CO: wurde die Transfektions-
Mischung entfernt und Zellen mit auf 37°C vorgewidrmter RPMI-1640-

Losung bedeckt. Daraufhin folgten weitere 48 Stunden Inkubationszeit.
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Parallel zu Ionen-11 sowie R1 und R2 wurden Polyplexe mit PEI als posi-
tive Kontrolle benutzt, die gleichzeitig auch eine Vergleichbarkeit mit Lite-

raturdaten gewéahrleisteten.

7.2.1 Auswertung der Luciferase-Aktivitit

Als Mal} fir die erfolgreiche Transfektion und Expression der durch
gWIZLuc-pDNA kodierten Luciferase konnte nun deren Aktivitit als Lumi-

neszenz, nach Zugabe des Luciferin-Reagenz, gemessen werden.

Dazu wurde nach den 48 Stunden die uberstehende Losung entfernt und
zweimal mit PBS gewaschen. AnschlieBend wurden 600ul Lysepuffer zuge-
geben und nach 5 Minuten das Lysat bei 13.000 rpm fiir 5 Minuten zentri-
fugiert.

Die Messung der Lumineszenz erfolgte anschliefend in einem Lumino-
meter (TD20/20, Promega) nach Mischung von 100 pl des Luciferin-Reagenz
mit 20 pul der Probe. Man erhalt den Messwert in der Einheit LU/ml.
(LU=light unit)

7.2.2 Bestimmung der Proteinmenge

Damit ein Vergleich der gemessenen Lichteinheiten zwischen den Proben
und mit PEI méglich war, musste die Lichtintensitiat von LU/ml in LU/mg
an Protein umgerechnet werden. Dazu war es notwendig die Menge an Pro-
tein pro Milliliter fiir jede Probe zu bestimmen. Dies erfolgte mittels Brad-
ford Test.[106] Hierbei werden die Proben mit Coomassie Brilliant Blue G-
250 versetzt. Dieser Farbstoff ist in seiner ungebundenen Form rot mit ei-
nem Absorptionsmaximum von 465 nm. Der Farbstoff verbindet sich mit
Proteinen unter Verschiebung des Absorptionsmaximums auf 595 nm und
farbt sich damit blau. Die Absorptionsstidrke der Lésung im Bereich von

595 nm ist somit ein Mal fir die Menge an Proteinen in der Lésung.
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Im ersten Schritt wurde eine Kalibrierung mit bovinem Serumalbumin
(BSA) als Standard durchgefiithrt. Die Stammlésung von BSA (1 mg/ml)
wurde dazu mit Lysepuffer auf 0,6 bis 0,1 mg/ml in 0,1 mg/ml Schritten
verdiinnt und jeweils 10 pl dieser Losungen mit 200 pl Bradford-Assay-
Reagenz versetzt. Nach 15 Minuten wurden dann die Absortionswerte bei
595 nm gemessen und diese Werte zur Erstellung einer Kalibrierkurve
verwendet. In gleicher Weise wurden die Proben aus 7.2.1 gemessen. Dazu
wurden 20pl der Proben mit 180ul Wasser verdinnt und wiederum 10pl
dieser Losung mit 200ul Bradford-Reagenz versetzt. Die Absortionsmess-
werte wurde dann durch Vergleich mit der Kalibrierkurve ausgewertet und
so die Konzentration an Protein in den Proben aus 7.2.1 in mg/ml be-
stimmt. Mit dieser Information konnte anschliefend die Lumineszenz pro

Milligramm Protein berechnet werden.
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Abbildung 29: Ergebnis der Transfektion von gWIZLuc-pDNA

In Abbildung 29 sind die Ergebnisse der Transfektion von gWIZLuc in
die Zellen A549, C2C12 und MCF7 mithilfe von Ionen-11, R2 und R1, sowie
zu Vergleichszwecken mit PEI, dargestellt. Es ist erkennbar, dass alle Po-

lymere und Rotaxane in Lage waren, das Gen in die Zellen einzuschleusen
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und dass die Zelle anschlieBend Luciferase produziert hat. Das beste Er-
gebnis lieferte dabei das Rotaxan R1. Da es sich bei A549 und MCF7 um
Krebszellen handelt, die bekanntermallen eine hohe Zellteilungsrate haben
und auch relativ leicht zu transfektieren sind, ist besonders der Vergleich
der benignen C2C12 Zellen interessant. Hierbei konnte sowohl das Ionen-
11 als auch die Rotaxane eine wesentlich bessere Transfektionrate als PEI
erzielen. Insbesondere R1 zeigte eine ca. 80-fach hohere Konzentration an
Luciferase als PEI. Auch Ionen-11 und R2 zeigten eine hohere Transfekti-
onsrate bei C2C12 als PEI, waren jedoch vergleichsweise schwacher als PEI
bei A549 und MCF7. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass R1 bei
allen Zelllinien das beste Ergebnis lieferte, insbesondere gegeniiber PEI

und dies vor allem bei den gesunden Zellen.
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7.3 Toxizitdtsuntersuchung mittels MTT-Assay

Eine der wichtigsten Eigenschaften eines potentiellen Genvektors auf Po-
lymerbasis, neben einer hohen Transfektionsrate, ist eine geringe Toxizitat.
Insbesondere bei PEI als Standard in der Gentransfektion ist diese fiir den

in-vivo Einsatz zu hoch.

Aus diesem Grund wurden die Proben aus 7.2 abschlielend noch auf ihre
Zelltoxizitat hin untersucht. Dies erfolgte durch Bestimmung der metaboli-

schen Aktivitat mittels MTT-Assay.[107]
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Abbildung 30: Zytotoxizitatstest der Polymere/Rotaxane

Erfreulicherweise zeigte der MTT-Test eine geringere Toxizitdt von R1
gegeniiber allen anderen Polymeren bzw. Rotaxan. Die Uberlebensrate der
Zellen lagen bei R1 fir alle drei Zelllinien weit iiber 90% und fir C2C12
sogar nahe 100%. Ionen-11 zeigte die schlechteste Zellvertraglichkeit im
Test. Insbesondere bei MCF7 lag die Uberlebensrate nur bei knapp iiber
60%. Das Rotaxan R2 schnitt vergleichbar mit Ionen-11 ab und war etwas

besser be1 MCF7, aber schlechter bei A549 und C2C12.
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Da alle Polyplexe mit einem N:P Verhaltnis von 2 hergestellt wurden und
R1 zusatzlich zu den Ladungen im Polymer noch sechs weitere Aminogrup-
pen am Cyclodextrin tragen, war hier die Gesamtmenge an Rotaxan we-
sentlich geringer als bei Ionen-11 und vor allem R2. AuBlerdem war dadurch
auch die geringste Menge an Polymerfaden im Test notwendig. Durch die
supramolekulare Struktur des Rotaxans R1 konnten die kooperativen Ef-
fekte der Aminogruppen der Cyclodextrine ausgenutzt werden und eine
deutliche Reduktion an Polymerbestandteilen durch Austausch gegen kati-

onisches CD erzielt werden.

R1 hat damit in allen Tests liberzeugen kénnen und hat die héchste
Transfektionsrate bei gleichzeitig bester Zellvertraglichkeit. Zudem war
aufgrund der hohen Ladungsdichte die geringste Menge an Rotaxan im Test

notwendig.

Es konnte also gezeigt werden, dass supramolekulare Strukturen mit ei-
nem kationischen Backbone und kationischem Cyclodextrin nicht nur zur
Bildung von Polyplexen mit DNA fdhig ist, sondern PEI sowohl in der

Transfektionsrate als auch in der Zellvertraglichkeit tibertrifft.
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8 Zellerkennung durch Polyrotaxane

Neben dem Aufbau von Polyrotaxanen zur Gentransfektion bietet sich
das Baukastensystem auch fiir weitere Anwendungen an. Insbesondere die
Erkennung von bestimmten Zellen und deren zielgerichtete Therapie stel-
len eine grofle Herausforderung dar. In den folgenden Kapiteln sollen nun
Rotaxane hergestellt werden und auf ihre prinzipielle Tauglichkeit in der

Erkennung von Zellen untersucht werden.

8.1 Synthese der Rotaxane fiir Zellerkennung

Die Synthese der Rotaxane fiir die Zellerkennung erfolgte analog zu de-
nen in Kapitel 7. Hier wurde jedoch das N-Oxid-10 als Polymer gewéahlt, da
es einen zwitterionischen Aufbau hat und damit die elektrostatischen

Wechselwirkungen zwischen Rotaxan und Zellen geringer ausfallen.

Es wurden verschiedene Kombinationen aus Cyclodextrinen aus Kapitel
4.1.4 und 4.3 gewahlt und auf das Polymer N-Oxid-10 aufgefadelt. Zur An-
wendung in den Zelltests kamen schliefllich die beiden Rotaxane aus

Tabelle 10.

Tabelle 10: Rotaxane fir Zellerkennung

Rotaxan Polymer Cyclodextrin Belegungsgrad [%]

R4 N-Oxid-10 8 Gal-TA-o-CD 38

R5 N-Oxid-10 8 Glu-TA-a-CD 44
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8.2  Zellerkennungsversuche mit Erythrozyten und CACO-2
Zellen

Zur Untersuchung der Bindungsstdrke von den zuckermodifizierten Po-
lyrotaxane wurden zwel verschieden Zelltypen gewéahlt. Dies waren zum
einen rote Blutkérperchen (RBC) und zum anderen CACO-2 Zellen. Die ro-
ten Blutkoérperchen besitzen keinen Zellkern und sind nicht zur Endozytose
fahig. CACO-2 Zellen sind Darmepithelzellen, die vielfach Anwendung in

der Untersuchung von transephitelem Transport von Wirkstoffen findet.[108]

Zur qualitativen Bestimmung der Bindung von galaktosemodiziertem Ro-
taxan (R4) und glucosemodifiziertem Rotaxan (R5) wurden Loésungen mit
einer Konzentration von 100 pg/ml hergestellt und mit den zu untersu-
chenden Zellen inkubiert. AnschlieBend wurde dreimal gewaschen, um un-
gebundenes Rotaxan aus der Losung zu entfernen. Die Betrachtung unter
dem Fluoreszenzmikroskop bei 488nm zeigte, dass insbesondere das Rota-
xan R4 eine deutlich erkennbare Bindung zu den roten Blutkérperchen ein-

gegangen ist. (Abbildung 31)

Abbildung 31: RBC mit Rotaxan R4 (Galactose)

Auch bei Rotaxan R5 war eine Bindung an die RBC zu erkennen
(Abbildung 32), jedoch unter gleichen Messbedingungen war eine geringere
Affinitat zu finden.
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Abbildung 32: RBC mit Rotaxan R5 (Glucose)

Es lasst sich daraus schlussfolgern, dass Rotaxane grundsitzlich zur
Bindung an RBCs in der Lage sind und weiterhin dass die Bindung von Ga-

lactose starker ist als die von Glucose.

In einem weiteren Versuch wurde das Rotaxan R5 mit CACO-2 Zellen ge-
testet. Auch hier wurden die Zellen mit einer 100 pg/ml Losung an R5 in-
kubiert und das nicht gebundene Rotaxan durch dreimaliges Spililen ent-
fernt. Abbildung 33 zeigt, dass die Zellen durch das Rotaxan fluoreszenz-
markiert wurden. Anders als bei den RBCs sind hier auch kleine Punkte
von konzentrierter Fluoreszenz zu entdecken. Dies konnte auf eine Endozy-

tose des Rotaxans hindeuten.
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Abbildung 33: CACO-2 Zellen mit Rotaxan R5 (Glucose)

Es konnte gezeigt werden, dass sich die fluoreszenzmarkierten, zucker-
modifizierten Rotaxane an die Zellen angelagert hatten. Qualitativ konnte
gezeigt werden, dass Rotaxan R4 mit Galaktose starker an RBCs bindet als
R5 mit Glucose. Es konnten ebenfalls Anzeichen fiir eine Endozytose von
Rotaxan R5 bei den CACO-2 Zellen gefunden werden. Eine weitere Unter-
suchung wurde nicht mehr durchgefithrt und sollte Inhalt weiterer Unter-
suchungen sein. Dabei sollten dann neben Zuckern vor allem hochspezifi-

sche Molekiile fiir bestimmte Zellen genutzt werden. Durch Kombination
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der erfolgreichen Gentransfektion aus Kapitel 7 mit einer potentiellen Er-
kennung von malignen Zellen, konnte durch das baukastenartige Aufbau-
system speziell auf die Anwendung zugeschnittene Rotaxane, durch einfa-

ches Auffadeln in wéssriger Losung, realisiert werden.
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9 Zusammenfassung und Ausblick

Im ersten Teil der Arbeit konnten sowohl die notwendigen Polymere bzw.
Polybolaamphiphile als auch die funktionalisierten Cyclodextrine herge-
stellt werden. Dabei wurden bereits bekannte Polymere synthetisiert aber
auch nach neuen Moglichkeiten gesucht. Bei den Cyclodextrinen konnten
kationische- und zuckermodifizierte sowie fluoreszenzmarkierte Cyclo-
dextrine hergestellt werden. Hierbei sind insbesondere die monofunktiona-
lisierten a-CDs zu erwidhnen. Es wurde erstmals Mono-(6-amino-6-deoxy)-
a-CD durch die Synthese von MN-Phthalimido-a-CD und dessen Trennung
mittels praparativer HPLC in ausreichender Menge verfiighar gemacht.
Ausgehend davon konnten dann insbesondere die zuckermodifizierten o-

CDs fiir die Bindungsexperimente synthetisiert werden.

Es folgten anschlieBend Kinetikmessungen des Auffiadelns von a-CD auf
ITonen und N-Oxid. Hierbei konnte die Auffadelcharakteristik aus der Lite-
ratur bestédtigt werden und aufgrund der gewonnenen Ergebnisse konnte
Ionen-11 als das am besten geeignete Polymer zur Bildung der Rotaxane
fur die Gentransfektion ermittelt werden, da es die hochste Stabilitat be-

sitzt.

Der Hauptbestandteil dieser Arbeit war die Untersuchung der Polyrota-
xane in ihrer Anwendung als Gentransfervektoren. Dazu wurden die Rota-
xane R1 und R2 mit Ionen-11 und PEI als Standard untersucht. Es wurden
von den Rotaxanen und Ionen-11 jeweils Polyplexe mit DNA hergestellt und
diese mittels DLS, Farbverdrangungsuntersuchung, Gelelektrophorese und
AFM charakterisiert und das (-Potential der Polyplexe bestimmt. Hierbei
konnte gezeigt werden, dass die Polyplexe mit den Rotaxanen und dem Io-
nen-11 aus dieser Arbeit in der Lage sind geeignete Polyplexe fir die

Gentransfektion zu bilden.

Besonders erfreulich waren die Ergebnisse bei der eigentlichen Transfek-

tion von Zellen. Hier konnte durch Einschleusen von gWIZLuc-pDNA in die
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Zelllinien A549, C2C12 und MCF7 gezeigt werden, dass alle Polyplexe zur
Gentransfektion geeignet sind und dass insbesondere R1 bei allen Zellli-
nien eine hohere Transfektionsrate als PEI zeigt und vor allem bei den ge-
sunden Zellen C2C12 eine bis zu 80-fach héhere Konzentration von Lucife-

rase gefunden wurde als bei PEI.

In den abschlieBenden Zellvertriglichkeitstest schnitt R1 ebenfalls am
besten ab. Hier konnte fiir alle Zellen eine Uberlebensrate gréBer als 90%

nachgewiesen werden.

Da in allen Tests ein niedrigeres N:P-Verhaltnis zur Bildung der Po-
lyplexe im Gegensatz zu PEI notwendig waren und insbesondere bei R1 die
Hauptladung der Aminogruppen an den Cyclodextrinen sitzt, konnte ge-
zeigt werden, dass eine hohere Zelliiberlebensrate durch Verwendung von
kationischen Cyclodextrinen mdéglich ist, die durch Auffadeln auf ein Poly-
mer und Bildung eines Rotaxans die kooperativen Effekte gewinnt, die zur

Bildung von Polyplexen notwendig sind.

Nach der erfolgreichen Gentransfektion wurde nun die Moglichkeit der
Nutzung von Rotaxanen bei der molekularen Erkennung von Zellen unter-
sucht. Die Untersuchung erfolgte mit den Rotaxanen R4 und R5, die neben
BODIPY auch zuckermodifizierte Cyclodextrine trugen. Dabei konnte quali-
tativ gezeigt werden, dass sich sowohl R4 (Galactose) als auch R5 (Glucose)
an rote Blutkérperchen (RBC) anlagern, R4 aber stirker an die RBCs ge-

bunden werden.

Ein Erfolg versprechender Ausblick ist die Kombination beider Effekte,
sowohl Gentransfektion als auch molekulare Erkennung von Zellen. Kann
beides kombiniert werden, so wiirde eine neue Moglichkeit der gerichteten
Gentransfektion zur Verfiigung, die durch das Baukastenprinzip enorm

vielseitig wére.
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10 Experimenteller Teil

10.1 Chemikalien und Lésungsmittel

Das o~ und B-Cyclodextrin wurde in Pharmaqualitit von der Firma Wa-
cker-Chemie erworben. Das Nylon-11 und Nylon-12 als Ausgangsstoffe fur
die Polymersynthesen wurde freundlicherweise von der Firma Degussa zur
Verfiigung gestellt. Alle weiteren Feinchemikalien wurden von den Firmen
Merck, Fluka oder Aldrich bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.
Die Losungsmittel zur Synthese wurden in technischer Reinheit erworben.
Absolutierte Losemittel wurden tber géangige Verfahren getrocknet und

destilliert bzw. in wasserfreier Form p.a. eingesetzt.

10.2 Methoden und Geréte

Kernmagnetische Resonanzspektroskopie (NMR-Spektroskopie)

Die NMR-Spektren wurden mit dem NMR-Spektrometer Avance 500 der
Firma Bruker BioSpin GmbH bei Raumtemperatur aufgenommen (1H:
500.00 MHz, 13C: 125.71 MHz). Als interner Standard dienten jeweils die
Resonanzen der nicht vollstindig deuterierten Losungsmitteln (Sg(DMSO-
de) = 2,49 ppm, du(CDCls) = 7,25 ppm, du(D20) = 4,75 ppm, 5c(DMSO-dg) =
39,50 ppm, 8c(CDCls) = 77,00 ppm). Fiir 13C Spektren wurde Acetonitril als

interner zugegeben und das CHjs-Signal bei 1,32 ppm herangezogen.

Die NMR-Spektren wurden mit dem SpecManager der Software ACD-
Labs Version 7.0 oder Version 12.0 der Firma Advanced Chemistry Deve-
lopment Inc. ausgewertet. Die chemische Verschiebung ist jeweils relativ zu

Tetramethylsilan in parts per million (ppm) angegeben. Die Multiplizitidten
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in den 'H-Spektren wurden gekennzeichnet mit s fiir Singulett, d fir

Duplett, t fir Triplett und m fiir Multiplett.

Infrarotspektroskopie (IR)

Infrarotspektroskopische Untersuchungen wurden mit dem FT-IR-
Spektrometer Tensor 27 der Firma Bruker Optik GmbH als Reflexions-
spektren mit der GoldenGate-ATR-Technik aufgenommen. Die Auswertung
erfolgte mit der Software OPUS 4.2 der Firma Bruker Optik GmbH.

Diinnschichtchromatographie (DC)

Die Diinnschichtchromatographie wurde mit Fertigfolien (ALUGRAM
SIL G/UV3254 nm der Firma Marcherey-Nagel & Co.) durchgefiithrt. Die Sub-
stanzen wurden mit einem Tauchreagenz (Ethanol/Schwefelsdure/ Anisal-
dehyd 190:2:8 oder Ethanol/Schwefelsdure 98:2) und anschlieBendem Er-
warmen sichtbar gemacht oder durch deren Fluoreszenzléschung unter der

UV-Lampe (254 nm) identifiziert.

Massenspektrometrie (MS)

Die Massenspektren wurden mit einem Massenspektrometer des Typs ZQ
4000 der Firma Waters gemessen. Die Ionisierung erfolgte dabei nach der

Electron Spray Ionisationsmethode (ESI+ bzw. ESI-).

Gel Permeations Chromatographie (GPC)

Bei der Gel Permeations Chromatographie wurden die Sdulen PSS-
Novema 30 und PSS-Novema 300 fir kationische Proben verwendet
(Eluent: THF mit 1% Triethylamin). Als Pumpe diente eine Waters 515. In-
jiziert wurden jeweils 50ul iiber ein Rheodyne Ventil. Die Proben wurden

mit einem Refraktometer der Firma Viskotek LR40 und einem Lichtstreu-
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detektor PSS SLD 7000/BI-MwA analysiert. Die Kalibrierung erfolgte mit
Pululan-Standards und die Auswertung mit der Software PSS WingPC 7.

Ultrafiltration (UF)

Die Ultrafiltration der Polymere erfolgte in 400 ml UF-Zellen. Zur Reini-
gung von niedermolekularen Verunreinigungen wurden die methanolischen
bzw. wéssrigen Losungen mit dem 5- bis 10-fachen Volumen an Lésungs-
mittel gegen eine POO5SF-Membran mit einer Ausschlussgrenze von 5 kDa

kontinuierlich filtriert.

Zur Reinigung der Rotaxane dienten VivaSpin Zentrifugalkonzentratoren
der Firma Sartorius mit einer Ausschlussgrenze von 10 kDa und einem Vo-
lumen von 4 bzw. 20 ml. Die Proben wurden jeweils auf ca. 10% des Aus-
gangsvolumens aufkonzentriert und anschlieBend mit Losungsmittel wie-

der aufgefiillt. Dieser Vorgang wurde drei- bis flinfmal wiederholt.

Rasterkraftmikroskopie (AFM)

Zur Aufnahme von AFM-Bildern der DNA-Polymer-Komplexe diente ein
Rasterkraftmikroskop der Firma Veeco Instruments, Santa Barbara CA,
USA mit einem E-type-Scanner und einem NanoScope Ila oder V controller.
Zur Messung in Luft wurde ein Silizium-Cantilever (OMCL-AC160TS,
Olympus) mit einer Federkonstanten von 40-52 N m'! bei einer Resonanz-
frequenz von ca. 250-300 kHz im Tapping-Mode mit einer Auflésung von
512 x 512 Pixel und einer Scangeschwindigkeit von 0,5 bis 1 Hz genutzt.
Die topographischen Bilder wurden mit Hilfe der Software Nanoscope v 7.3

oder SPIP v 3.3.6 analysiert.

Farbverdrangungsuntersuchung/Fluoreszenzspektroskopie

Zur Untersuchung der Bindungsstarke zwischen DNA und den Polyme-

ren/Polyrotaxanen wurde CT-DNA (60pg ml'?) mit SYBR-Safe™ in HEPES
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Puffer versetzt und anschlieBend durch Zugabe der Probenlésungen die Re-
duktion der Fluoreszenzintensitidt mittels Spektrometer bei 530 nm ver-

folgt.

Dynamische Lichtstreuung (DLS)

Die Bestimmung der Partikelgro3en bzw. der hydrodynamischen Radien
der DNA-Polymer-Komplexe erfolgte mit einem DLS-Gerat Viscotek 802
mit einem internen 50 mW Laser der Wellenldnge 830 nm. Die Partikelgro-
Ben wurden durch Aufnahme des gestreuten Lichtes in einem Winkel von
90° zum einfallenden Laserlichts, unter der Annahme, dass die Partikel
sphérisch sind und nicht miteinander interagieren, durch Bestimmung der
Diffusionskoeffizienten mit Hilfe der Stokes-Einstein Funktion berechnet.
Die Berechnung erfolgte jeweils durch Messung von drei Proben mit zehn

Wiederholungsmessungen.

Zeta-Potential (§)

Das {-Potenzial der CT-DNA-Polymer-Komplexe wurde durch den Zetasi-
zer 2000 der Firma Malvern mit einem 10 mW He-Ne Laser bei einer Wel-
lenldnge von 633 nm, durch Messung der elektrophoretischen Beweglich-
keit der Proben bei Raumtemperatur bestimmt. Die Proben wurden jeweils

finfmal gemessen und der Mittelwert bestimmt.

Fluoreszenzmikrospopie

Die Fluoreszenzanalysen wurden mithilfe eines Eclipse TE 2000-E Mik-
roskops der Firma Nikon mit einer DCC Kamera, Model 512B der Firma
Cascade Photometrics (USA) als Detektor und eines VisiChrome high speed
Polychromator System der FirmaVisitron Systems als Lichtquelle durchge-
fihrt. Die Auswertung erfolgte mit der Software MetaVue der Firma MDS
Analytical Technologies.
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10.3 Synthesen

10.3.1 Synthese wasserloslicher Polymere

Poly-(iminodecamethylen) - 1
P AAAAA
N
* 1 3 5 4 2 *

Es werden 5g Nylon 10 (30 mmol) in 400 ml absolutiertem THF suspen-
diert und unter Stickstoff und Riickflul (85°C) erhitzt. Innerhalb 1 h wer-
den 50 ml einer 2 M Loésung BHs-MesS in THF zugetropft und tber Nacht
unter Ruckflull geriithrt. Es entsteht eine galertartige leicht triibe Masse,
die unter Riickflul 1 Woche gerihrt wird. Nach Abkiihlen auf RT wird die
zdhe Masse vorsichtig mit 200 ml Wasser versetzt. Es entsteht unter Gas-
entwicklung eine feste weille Masse, die fiir 3 h gerithrt wird. Anschlieend
wird das Losungsmittel abdestilliert.Dann gibt man 200 ml Wasser und 100
ml Eisessig hinzu und riuhrt unter Ruckfluss, bis der Feststoff vollstandig
gelost 1st. Nach Abkihlen auf RT wird die leicht milchige Léosung gegen ei-

ne POO5SF Membran in Methanol ultrafiltriert. (Druck: 3-4 bar; Volumen
MeOH: 1 1), wobei die Lésung aufklart.

Das Retentat wird zu 1000 ml 15%iger NaOH langsam zugetropft, wobei
sich ein feiner weiller Niederschlag bildet. Dieser wird abgesaugt, mit Was-

ser dreimal neutral gewaschen und anschliefend im Hochvakuum getrock-

net.
Ausbeute: 2,5 g weiBBes Pulver (54 % der Theorie)
1H-NMR: 8/ppm (CDCl3) = 1,21-1,24 (m, 12H, 3-5); 1,6 (t, 4H, 2);
2,88 (t, 4H, 1)
GPC: Mw: 88.300 Da

M,: 55.400 Da
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Poly-(iminoundecamethylen)!82! -2
* 1 3 5 5 3 1

Es werden 35g Nylon 11 (191 mmol) in 400 ml absolutiertem THF sus-
pendiert und unter Stickstoff und RiickfluB (85°C) erhitzt. Innerhalb 1 h
werden 300 ml einer 2 M Loésung BHsMe2S in THF zugetropft und tber
Nacht unter Rickflull gerithrt. Es entsteht eine galertartige leicht triibe
Masse, die durch Schitteln zerkleinert, mit weiteren 400 ml THF versetzt
und unter Rickflull iiber Nacht geriihrt wird. Nach Abkiithlen auf RT wird
die zdhe Masse vorsichtig mit 210 ml Wasser versetzt. Es entsteht unter
Gasentwicklung eine feste weille Masse, die zerkleinert und fiir 3 h geriihrt
wird. AnschlieBend wird das Losungsmittel abdestilliert. Dann gibt man
300 ml Wasser und 150 ml Eisessig hinzu und rihrt unter Riickfluss, bis
der Feststoff vollstandig gelost ist. Nach Abkiihlen auf RT wird die leicht

milchige Loésung gegen eine POO5F Membran in Methanol ultrafiltriert.
(Druck: 3-4 bar; Volumen MeOH: 4 1), wobei die Lésung aufklart.

Das Retentat wird zu 1500 ml 15%iger NaOH langsam zugetropft, wobei
sich ein feiner weiller Niederschlag bildet. Dieser wird abgesaugt, mit Was-

ser dreimal neutral gewaschen und anschlieend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 23,38 g weilles Pulver (72 % der Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (CDCl3) = 1,25-1,26 (m, 14H, 3, 4, 5, 6); 1,45 (m,
4H, 2); 2,56 (t, 4H, 1,)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 27,43 (2); 29,59 (4, 5, 6); 30,26 (3); 50,20
(1)
GPC: Mw: 61.600 Da

M- 42.900 Da
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Poly-(iminododecamethylen) - 3
N
* 1 3 5 6 4 2 *

Es werden 35,72 g Nylon 12 (181 mmol) in 400 ml absolutiertem THF
suspendiert. Unter Stickstoff werden innerhalb 1 h 50 ml einer 10 M Lo-
sung BH3Mes2S zugetropft. AnschlieBend wird tiber Nacht unter Rickflul3
(95°C) erhitzt. Es entsteht eine galertartige leicht triibe Masse, die durch
Schiitteln zerkleinert, mit weiteren 200 ml THF versetzt und unter
RickfluB 2 Tage gerithrt wird. Nach Abkiihlen auf RT wird die zdhe Masse
vorsichtig mit 250 ml Wasser versetzt. Es entsteht unter starker Gas- und
Warmeentwicklung eine feste weille Masse, die zerkleinert und fiir 2 h ge-
rihrt wird. AnschlieBend wird das Losungsmittel abdekantiert und das
restliche LM im HV weitgehend entfernt.Dann gibt man 500 ml Wasser und
250 ml Eisessig hinzu und rihrt unter Riickfluss, bis der Feststoff
vollstandig geldst ist. Nach Abkiihlen auf RT wird die leicht milchige Lo-

sung gegen eine PO05F Membran in Methanol ultrafiltriert. (Druck: 4-6
bar; Volumen MeOH: 5 1).

Das Retentat wird zu 2000 ml 15%iger NaOH langsam zugetropft, wobei
sich ein feiner weiller Niederschlag bildet. Dieser wird abgesaugt, mit Was-

ser dreimal neutral gewaschen und anschlieBend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 20,50 g weilles Pulver (62 % der Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 1,21-1,24 (m, 16H, 3-5); 1,59 (m, 4H, 2);
2,9 (t, 4H, 1)
13C-NMR: 8/ppm (MeOD-d,) = 27,38 (2); 27,74(6); 30,37(5); 30,64 (4);

30,75(3);49,04 (1)
GPC: Mw: 18.300 Da

M.y,: 11.500 Da
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Poly-(N,N-Dimethylammoniumundecamethylenchlorid)!s2! - 4
1' p—
| + Cl, 4 6 4 2
N *
|
1 3 5 5 3 1
1
1,18 g Poly-(iminoundecamethylen) 2 (6,97 mmol) werden in 80 ml Me-
thanol suspendiert und mit 1,8 g Natriumcarbonat (17,0 mmol) versetzt.
Nach dem Zutropfen von 2,7 g Methyliodid (19,0 mmol) wird die Tempera-
tur auf 80°C erhoht und fir 24 h gerithrt. Nach Abkiihlen auf RT wird der
Feststoff abfiltriert und mit 6 ml konz. Ammoniak versetzt. AnschlieBend
wird mit 2 N HCI neutralisiert und die Losung gegen eine UF-PES-4H-
Membran (3 1 Wasser/Methanol 1:1, 3 bar) ultrafiltriert. Dann gibt man 20

ml 1 N HCI hinzu und engt am Rotationsverdampfer ein. Das Produkt wird

in Wasser gegen eine UF-C-10 Membran (4 1, 2,5 bar) ultrafiltriert.

Die Lésung wird filtriert und anschlieBend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 535 mg gelblicher, klebriger Feststoff (33 % d. Theorie)

1H-NMR: S/ppm (D20) = 1,29-1,34 (m, 14H, 3,4,5,6); 1,72 (m, 4H, 2);
3,02 (s, 6H, 1'); 3,24 (m, 4H, 1)

13C-NMR: S/ppm (D20) = 22,26 (2); 25,95 (3); 28,65-28,95 (4,5,6);
50,99 (1"; 64,40 (1)

GPC: Mw: 421.900 Da)!

M,: 259.700Da)!

) berechnet aus 6
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Poly-(V-methyl-iminodecamethylen) - 5

y
|
N

2,00 g Poly-(iminodecamethylen) 1 (12,9 mmol) werden unter Riihren bei
60 °C in 50 ml Ameisensdure gelost. Die klare Losung wird mit 3 ml For-
maldehyd-Losung (36%) versetzt und 2 Tage bei 80 °C geriihrt. Anschlie-
Bend wird mit Methanol aufgefillt und gegen eine POO5F Membran ultra-
filtriert. (Volumen: 2,5 1; Druck: 6 bar)

Das Retentat wird zu 600 ml NHs-Lésung (12%) zugetropft. Das Produkt
ballt sich zusammen und die Losung wird abdekantiert. Der klebrige Fest-
stoff wird in Chloroform gelést und mit Wasser gewaschen. Die org. Phase
wird uber Magnesiumsulfat getrocknet, das Loésungsmittel am Rotations-

verdampfer entfernt und das Produkt im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,34g gelblicher gummiartiger Feststoff (61 % d. Th.)

1H-NMR: S/ppm (CDCls) = 0,97 (m, 12H, 3,4,5); 1,14 (m, 4H, 2); 1,89
(s, 3H, 1'; 2,01 (t, 4H, 1)

GPC: Mw: 2.600 kDa

M., 1.100 kDa
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Poly-(N-methyl-iminoundecamethylen) - 6

9,41g Poly-(iminoundecamethylen) 2 (55,6 mmol) werden unter Riihren
bei 60 °C in 180 ml Ameisensdure gelést. Die klare Losung wird mit 7 ml
Formaldehyd-Lésung (36%; 91,5 mmol) versetzt und 2 Tage bei 80 °C ge-
rihrt. AnschlieBend wird mit Methanol aufgefiillt und gegen eine POO5F
Membran ultrafiltriert. (Volumen: 2,5 1; Druck: 6 bar)

Das Retentat wird zu 600 ml NHs-Lésung (12%) zugetropft. Das Produkt
ballt sich zusammen und die Losung wird abdekantiert. Der klebrige Fest-
stoff wird in Chloroform gelést und mit Wasser gewaschen. Die org. Phase
wird tiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel am Rotations-

verdampfer entfernt und das Produkt im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 7,63 g gelblicher gummiartiger Feststoff (74 % d. Th.)

IH-NMR: 8/ppm (CDCls) = 1,26 (m, 14H, 3,4,5,6); 1,44 (m, 4H, 2);
2,19 (s, 3H, 1); 2,28 (t, 4H, 1)

13C-NMR: §/ppm (CDCls) = 27,32 (2); 27,63 (3); 29,56 (4); 29,59 (5);
29.62 (6); 42,32 (1'); 57,96 (1)

GPC: Mw: 390.000 Da

M.y: 240.000 Da
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Poly-(N-methyl-iminododecamethylen) - 7

10,0 g Poly-(iminododecamethylen) 3 (54,6 mmol) werden unter Riihren
bei 60 °C in 180 ml Ameisensiure gelést. Die klare Losung wird mit 7 ml
Formaldehyd-Lésung (36%; 91,5 mmol) versetzt und 2 Tage bei 80 °C ge-
rihrt. AnschlieBend wird mit Methanol aufgefiillt und gegen eine POO5F
Membran ultrafiltriert. (Volumen: 2,5 1; Druck: 6 bar)

Das Retentat wird zu 600 ml NHs-Loésung (12%) zugetropft. Das Produkt
ballt sich zusammen und die Losung wird abdekantiert. Der klebrige Fest-
stoff wird in Chloroform gelést und mit Wasser gewaschen. Die org. Phase
wird tiber Magnesiumsulfat getrocknet, das Losungsmittel am Rotations-

verdampfer entfernt und das Produkt im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 7,5 g klebriger farbloser Feststoff (70 % d. Th.)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 1,24 (m, 16H, 3,4,5,6); 1,45 (m, 4H, 2);
2,18 (s, 3H, 1'); 2,28 (t, 4H, 1)

13C-NMR: §/ppm (CDCls) = 27,36 (2); 27,66 (3); 29,59 (4); 29,61 (5);
29,65 (6); 42,35 (1; 57,98 (1)

GPC: Mw: 840.000 Da

M,: 740.000 Da
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Poly-(V-methyl-iminodecamethylen- N-oxid) - 8

300 mg Poly-(N-methyl-iminodecamethylen) 5 werden in 20 ml Chloro-
form und 20 ml Methanol gel6st. AnschlieBend werden 4 ml HyO9 (30%)

zugegeben und 1 Tag bei RT geriihrt. AnschlieBend werden weitere 8 ml
Wasserstoffperoxid zugesetzt und kurz erwarmt. Chloroform und Methanol
werden weitgehend abdestilliert. Es wird mit 50 ml Wasser aufgefiillt, wo-
bei sich eine triibe Losung bildet. (das Polymer ist in der Kilte 16slich!) An-

schlieBend wird die wassrige Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 320 mg farbloser zaher Feststoff (97% d. Theorie)

1H-NMR: S/ppm (D20) = 1,33 (m, 12H, 3,4,5); 1,52 (m, 4H, 2); 2,26
(s, 3H, 1'; 2,39 (t, 4H, 1)

GPC: Mw: 2.850 kDa)!

M,: 1.200 kDa)?

) berechnet aus 5



Experimenteller Teil 82

Poly-[(N-methyl-iminoundecamethylen)- N-Oxid] - 9

350 mg Poly-(MN-methyl-iminoundecamethylen) 6 (1,91 mmol) werden in
25 ml Chloroform geldést und mit 2,4 g Wasserstoffperoxid-Harnstoff (7,64
mmol) geldst in 25 ml Methanol langsam versetzt. AnschlieBend wird iiber
Nacht bei RT geriihrt. Es werden 5 ml Wasserstofperoxid zugegeben und 2
Tage bei RT geriithrt. Dann wird eine Spatelspitze Palladium auf Aktivkoh-
le (5%) zur Vernichtung des iiberschiissigen H9Og zugesetzt und 2 Tage bei

RT gerithrt. Nach Abfiltrierung des Katalysators wird die Losung gefrierge-

trocknet.
Ausbeute:
1H-NMR: S/ppm (MeOD-d,) = 1,28 (m, 14H, 3,4,5,6); 1,52 (m, 4H, 2);
2,36 (s, 3H, 1'); 2,52 (¢, 4H, 1)
13C-NMR: S/ppm (MeOD-d,) = 27,90 (2); 29,97-30,06 (3-6); 41,59 (1");
57,75 (1)
GPC: Mw: 424.000 Da)?l

M,: 260.900Da)!

) berechnet aus 6
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1, 10-Decandioldiacrylat!109 -10

O

10 g 1,10-Decandiol (57,0 mmol) werden im Hochvakuum vorgetrocknet
und in 400 ml absolutiertem THF gel6st. Dazu gibt man 26 g Triethylamin
(258 mmol) und kiihlt mit einem externen Eisbad. Zu dieser Losung tropft
man unter starkem Rithren 21 g Acrylsdurechlorid (18,6 ml, 230 mmol) in
50 ml abs. THF, so dass die Innentemperatur zwischen 30 und 35°C liegt.
Anschlieend werden noch 2 h bei RT weitergeriithrt. Durch Zugabe von Me-
thanol wird tiberschiissiges Saurechlorid vernichtet. Das ausgefallene
Triethylaminhydrochlorid wird abgesaugt. Das Lésungsmittel wird am Ro-
tationsverdampfer entfernt und der gelbe Riickstand sdulenchroma-

tographisch gereinigt. (Kieselgel, Hexan/Ethylacetat 15:1).

Ausbeute: 5,97 g farbloses Ol (37 % d. Theorie)
Rf: 0,34 (Hexan/Ethylacetat 15:1)
1H-NMR: S/ppm (CDCl3) = 1,23-1,35 (m, 12H,3-5); 1,61-1,67 (quint.,

4H, 2), (t, 4H, 1); 5,77-5,80+6,35-6,39 (ddd, 4H, b); 6,07-
6,12 (dd, 2H, a)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 25,86 (3); 28,58 (2); 29,15 (5); 29,34 (4);
64,63 (1); 128,65 (a), 130,30 (b), 166,26 (C=0)
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Ethylenglycoldiacrylat[109] - 11

O

26 g Ethylenglycol p.a. (23,4 ml; 419 mmol), 140 ml Triethylamin
(838 mmol) und 0,2 g Pyrogallol werden in 200 ml trockenem Toluol gelost
und auf ca. 5°C gekiihlt. AnschlieBend tropft man 67,8 ml Acrylsdurechlorid
(838 mmol) in 80 ml trockenem Toluol innerhalb von 0,5 h zu. AnschlieBend
wird fiir 0,5 h bei 60°C geriihrt. (Besser wire ein KPG-Riihrer, da eine zidhe
Masse entsteht). Der Niederschlag wird abgesaugt (sehr viel) und das Lé-
sungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das rotgelbe Ol wird destil-

lativ gereinigt (68°C - 71°C; 1 mbar).

Ausbeute: 39,12 g farbloses Ol (55 % der Theorie)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 4,32 (s, 4H, 1); 5,77-5,79 (dd, 2H, b-cis);
6,03-6,09 (dd, 2H, a); 6,33-6,36 (dd, 2H, b-trans)

13C-NMR: d/ppm (CDCls) = 62,02 (1); 127,80 (a); 131,16 (b);
165,63 (C=0)
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Poly-(1,10-Decandioldiacrylat-a/t-Piperazin)(109! - 12

1

3 5 4 2

2 4 5 3 1

C C O

/ \ b

__/ . O
C Cc

0,762 g Piperazin (8,85 mmol) werden in 10 ml trockenem 1,4-Dioxan ge-
16st (im Ultraschallbad) und mit 2,5 g 1,10-Decandioldiacrylat 10
(8,85 mmol) versetzt. Man laBt unter Stickstoff fiir 10 Tage bei RT stehen.
Anschlieend erwarmt man fir 4 Wochen bei 50 °C. Die zdhe gelbliche Mas-

se wird in 80 ml Chloroform gelést und langsam unter Rithren in 1,5 1

Diethylether getropft. Es bildet sich ein weiller Niederschlag. An der Ge-

faBwand bildet sich ein zdher Film aus, der nach zwei Tagen rithren eben-

falls erstarrt ist. Der Feststoff wird abgesaugt und im HV getrocknet.

Ausbeute: 2,6 g leicht gelblicher gummiartiger Festoff (80 % d. Th.)

1H-NMR: 5/ppm (CDCl3) = 1,28 (m, 12H, 3-5); 1,59-1,62 (q, 4H, 2);
2,48-2,51 (m, 12H, a,c); 2,68-2,71 (t, 4H, b); 4,05-4,07 (t,
4H, 1)

13C-NMR: 3/ppm (CDCls) = 25,85 (5); 28,57 (2); 29,18 (4); 29,40 (3);

32,23 (a); 52,71 (b); 53,45 (c); 64,61 (1); 172,48 (C=0)

GPC: Mw: 25.000 Da

M,: 10.000 Da
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Poly-(Etylenglycoldiacrylat-a/¢-Piperazin) - 13

(o3 C O
4N N\b)k _ 0 r
T /\/ L
\c_c/ a O 2 b

O

10,12 g Piperazin (118 mmol) werden in 100 ml trockenem 1,4-Dioxan
unter erwarmen und schiitteln gelost und mit 20,0 g Ethylenglycoldiacrylat
(118 mmol) in einem 250 ml Schraubdeckelglas versetzt und 3 Tage bei
65°C stehen gelassen. Das Reaktiongemisch wird in 250 ml Chloroform ge-
16st und langsam unter Rithren in 2 1 Diethylether getropft. Der Feststoff

wird abgesaugt und im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 19,6 g weiBer Festoff (65% d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,42 (bs, 8H, c); 2,43-2,46 (t, 4H, a); 2,60-
2,63 (t, 4H, b); 4,21 (s, 4H, 1)

GPC: Mw: 2.800 Da

M,: 1.600 Da
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10.3.2 Synthese monofunktionalisierter a-Cyclodextrine

Mono-(6-deoxy-6-phthalimido)-a-cyclodextrin - 14

20 g a-Cyclodextrin (20,56 mmol), 13,5 g Triphenylphosphin (51,4 mmol)
und 10,6 g Phthalimid (71,59 mmol) werden in 700 ml wasserfreiem DMF
gelost und 2 h unter Stickstoff bei RT geriihrt. AnschlieBend tropft man 16
ml DEAD-Lésung (40 % Diethylazodicarboxylat in Toluol) (16,11 g;
37 mmol) zu und rithrt weitere 4 h. Das Reaktionsgemisch wird zur Trock-
ne eingeengt und in 1 1 Aceton digeriert. Der weille Festoff wird abfiltriert,
mehrmals mit Aceton gewaschen und im HV getrocknet. Rohausbeute die-
ser Stufe (22,5 g). AnschlieBend wird mittels praparativer HPLC gereinigt
(Losemittelgradient Ethanol/Wasser von 5% Ethanol nach 95 % Ethanol;
Siule trentec Analysentechnik, Reprosil 100, C18, 10 mm 250 x 30 mm)

Ausbeute: 7,00 g weiBBer Feststoff (31 % d. Theorie)

1H-NMR: d/ppm (D20) = 3,49-3,74 (m, 12H, 2,2',4,4"); 3,82-4,05 (m,
24H, 6,6',5,5',3,3", 5,04-5,05 (d, 5H, 1); 5,18-5,19 (d, 1H,
1); 7,90 (bs, 4H, b,c)

13C-NMR: d/ppm (D20) = 60,38 (6,6"; 71,81 (2,2"); 72,00(5,5'); 73,38
(3,3"), 81,25 (4,4"); 101,60 (1,1'); 123,47 (¢); 131,11 (a);
135,14 (b); 169,97 (C=0)
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Mono-(6-amino-6-deoxy)-a-cyclodextrin - 15

7,00 g Mono-(6-deoxy-6-phthalimido)-a-Cyclodextrin 14 (6,35 mmol) wer-
den in 100 ml Wasser gelost und mit 3,18 g Hydrazin-Monohydrat versetzt.
Das Reaktionsgemisch wird bei 60°C 24 h geriuhrt. Dabei entsteht ein wei-
Ber Niederschlag. Nach Abkuhlen auf RT wird der NS abfiltriert und die
Loésung in 1800 ml Aceton getropft. Der dabei anfallende Niederschlag wird

abfiltriert und im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 5,15 g weiler Feststoff (83% d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (D20) = 3,55-3,64 (m, 12H, 2,2',4,4"; 3,82-3,98 (m,
24H, 6,6',5,5',3,3"); 5,04 (d, 5H, 1); 5,06-5,07(d, 1H, 1)

13C-NMR: d/ppm (D20) = 59,08 (6"; 59,13 (6); 70,26 (2); 70,37 (2");
70,71 (5,5'); 71,90 (3); 72,00 (3"; 79,92 (4'); 80,01 (4);
99,92 (1); 100,10 (1"
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Propargyl- N-[Mono-(6-deoxy-6-amino)-a-Cyclodextrinl-carbamat-
heptadecaacetat - 16

1 g 15 (1,03 mmol) werden in 20 ml DMF geldst und mit 104 mg Triethy-
lamin (1,03 mmol) und 13 mg DMAP (103 pmol) versetzt. AnschlieBend
werden 134 mg Propargylchlorformiat (1,13 mmol) zugegeben und 3 Tage
bei RT geriihrt. Das Reaktiongemisch wird im Hochvakuum getrocknet, mit
30 ml Pyridin und 40 ml Essigsdureanhydrid versetzt und 2 Tage bei RT
gerithrt. Anschlieend wird der Ansatz auf 200 ml Eiswasser gegossen und
dreimal mit je 100 ml Dichlormethan extrahiert. Die vereinigten org. Pha-

sen werden mit 2 M HCI, mit ges. NaHCOg-Lsg. gewaschen und tber Mag-

nesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer
entfernt und der Rickstand im HV getrocknet. AnschlieBend wird sau-

lenchromatographisch gereinigt. (Kieselgel; Eluent: Ethylacetat; Rf 0,22)

Ausbeute: 1,49 g weiBer Feststoff (82 % d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,03-2,19 (m, 51H, OAc); 2,48 (t, 1H, c);
3,70-3,87 (m, 6H, 2,2"); 4,11-4,24 (dd, 2H, a); 4,31-4,51 (m,
6H, 4,4"); 4,70-4,80 (m, 6H, 5,5"; 5,06-5,09 (m, 5H, 1');
5,16 (d, 1H, 1); 5,44-5,59 (m, 6H, 3,3"

MS: m/z (MeCN) = 1790,0 [M+Nal]+
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10.3.3 Synthese monofunktionalisierter p-Cyclodextrine

Mono-[6-deoxy-6-(p-toluolsulfonyl)]-B-cyclodextrinl61] - 17

170,25 g B-Cyclodextrin (150 mmol) werden in 7,5 1 Wasser gelést und
mit 112,5 g CuSO, (450,6 mmol, gelést in 7,5 1 Wasser) versetzt. Dabei
klart die Losung auf. Anschliend wird mit 150 g NaOH (3,75 mmol, gelést
in 7,5 1 Wasser) versetzt. Zur dunkelblauen Lésung werden 225 g
p-Toluolsulfonsidurechlorid (1,18 mol, gelést in 1,5 1 Acetonitril) langsam
zugetropft und anschlieBend tiber Nacht bei RT geriihrt. Beim Eintropfen
bildet sich ein Niederschlag, der durch Rithren wieder in Losung geht. An-
schlieBend wird mit 2 M HCI neutralisiert und der hellblaue Niederschlag
abgesaugt. Der Niederschlag wird verworfen und das Filtrat zum Ausfillen

1im Kihlschrank aufbewahrt.

Der leicht blauliche Niederschlag wird abgesaugt und aus 250 ml einer

10 mM EDTA-Lésung umkristallisiert und der weille Rickstand gefrierge-

trocknet.
Ausbeute: 14 g (7,25 % der Theorie)
1H-NMR: d/ppm (DMSO-dy) = 2,42 (s, 3H, e); 3,19-3,42 (m, 14 H, 2,

2, 4, 4); 3,50-3,67 (m, 28 H, 3, 3, 5, 5, 6, 6"); 4,16-4,46
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(m, 6H, 6-OH); 4,76 (s, 1H, 1); 4,83 (m, 6H, 1'); 5,60-5,80
(m, 14H, 2-, 2", 3-, 3-OH); 7,42 (d, 2H, ¢); 7,74 (d, 2H, b)

13C-NMR: S/ppm (DMSO-dy) = 21,17 (e); 59,79 (6); 59,92 (6"); 72,00
(5, 5); 72,44 (2, 2°); 73,08 (3, 3); 81,51 (4, 4°); 101,94 (1,
1°); 127,53 (c); 129,84 (b); 132,68 (d); 144,76 (a)
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Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin!55! - 18

3,30 g 17 (2,56 mmol) und 3,00 g Natriumazid (46,1 mmol) werden in je-
weils 25 ml Wasser suspendiert bzw. gelost und anschlieBend gemischt. Die
gelbe Suspension wird 4 h unter Rickfuss geriihrt. AnschlieBend wird im
Eisbad rasch abgekiihlt und mit 50 ml Aceton versetzt. Man 146t 24 h bei
RT auskristallisieren. Der entstandene weille Niederschlag wird abgesaugt,

mit Aceton gewaschen und im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 2,06 g weiBer Festoff (70% der Theorie)

IH-NMR: 8/ppm (DMSO-dy) = 3,25-3,37 (m, 14 H, 2, 2, 4, 4); 3,53-
3,77 (m, 28 H, 3, 3, 5, 5, 6, 6'); 4,35-4,60 (m, 6H, 6-OH);
4,82 (d, 6H, 1'); 4,86 (d, 1H); 5,60-5,80 (m, 14H, 2-, 2’-, 3-,

3’-OH)

13C-NMR: S/ppm (DMSO-dp) = 59,76 (6); 59,91 (6); 71,95 (5, 5);
72,36 (2, 27); 73,01 (3, 3); 81,52 (4, 4°); 101,43 (1); 101,94
(1)

IR: viemt = 3299 (s, O-H); 2923 (m, C-H); 2102 (m, C-Na);

1151 (m, C-0); 1021 (s, C-0)
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Mono-(6-amino-6-deoxy)-B-cyclodextrin!55! - 19

1000 mg 18 (862 pumol) werden in 40 ml DMF gelést und mit 900 mg
Triphenylphosphin (3,00 mmol) versetzt. AnschlieBend gibt man 8 ml konz.
Ammoniumhydroxid-Lésung hinzu (Gasentwicklung) und riithrt iiber Nacht
bei RT. Danach wird das Losungsmittel vollstdndig entfernt und der weille
Riickstand iiber Nacht mit 100 ml Wasser digeriert. Der weille Feststoff aus
Triphenylphosphinoxid wird abgesaugt und das Filtrat gefriergetrocknet.

Ausbeute: 977 mg weiller Feststoff (100 % d. Th.)

1H-NMR: S/ppm (DMSO-dy) = 3,20-3,44 (m, 14H, 2,2',4,4"); 3,45-3,73
(m, 28H, 3,3',5,5',6,6'); 4,37-4,50 (m, 6H, 6-OH); 4,82-4,83
(d, 6H,1"; 4,89-4,90 (d,1H, 1); 5,59-5,82 (m, 14H, 2-,2'-,3-
,3'-OH)

13C-NMR: d/ppm (DMSO-dp) = 59,70 (6,6"; 71,68 (5,5'); 72,20 (2,2";
72,83 (3,3"; 81,33 (4,4"; 101,51 (1); 101,76 (1"

IR: viem't = 1024, 1152 (s, C-0); 1366 (w); 1654 (w, N-H);
2925 (m, C-H); 3290 (s, O-H)
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Mono-(6-azido-6-deoxy)-B-cyclodextrin-icosaacetat!110 -20

OAc N5

1 g 18 (0,86 mmol) wird in 30 ml Pyridin gelést und mit 30 ml Acetan-
hydrid versetzt. Man rihrt tber Nacht bei RT. Nach DC Kontrolle
(EE/EtOH/HQO 45:5:3) zeigt sich, dass die Acetylierung noch nicht voll-

standig ist. Man fliigt weitere 20 ml Acetanhydrid zu und rihrt erneut 2
Tage bei RT. Anschlieend gie3t man auf 250 ml Eis und extrahiert dreimal
mit 60 ml Dichlormethan. Danach wird zweimal mit je 100 ml 2 N HCI] und
dann mit 100 ml ges. NaHCO3s-Losung neutral gewaschen. Die org. Phase

wird tber MgSO4 getrocknet, das Dichlormethan am Rotationsverdampfer

entfernt und der Riickstand im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute: 1,58 g weiBer Feststoff (92 % d. Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (DMSO-dp) = 1,99-2,07 (m, 60 H, Acetyl-CHs3); 3,57-
3,78 (m, 2H, 6); 3,80-3,89 (m, 7H, 4, 4’); 3,97-4,14 (m, 7H,
5, 5); 4,18-4,44 (m, 12H, 6'); 4,65-4,75 (m, 7TH, 2, 2'); 4,95-
5,13 (m, 7H, 3, 3); 5,17-5,26 (m, 7H, 1, 1°)

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-ds) = 20,33-20,51 (Acetyl-CHs); 50,31 (6);
62,36 (6'); 69,38 (5, 5°); 70,00 (2, 2°); 70,68 (3, 3); 76,55 (4,
4); 96,68 (1, 1°); 169,31-170,02 (Acetyl-C=0)

IR: vieml = 1024 (s, C-0); 1213 (s, CO-OR); 1368 (m, CO-OR);
1737 (s, C=0); 2105 (w, C-N3)
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Mono-(6-deoxy-6-isothiocyanato)-B-cyclodextrin-icosaacetat - 21

1,50 g 20 (750 umol), 3,6 ml (60 mmol) Schwefelkohlenstoff und 1,0 ml
(6 mmol) Triethylphosphit werden in 25 ml wasserfreiem Toluol gelést und
fir 16 h bei 80°C gerihrt. Nach Abkiihlen wird tiber Nacht bei RT weiter-
geriithrt. Anschliefend fiigt man 120 ml Wasser hinzu und extrahiert die
wassrige Phase dreimal mit je 50 ml Dichlormethan. Die vereinigten orga-
nischen Phasen werden nacheinander mit je 120 ml 1 M H2SO4 und geséat-
tigter NaCl-Losung gewaschen und iiber MgSO4 getrocknet. Das Lésungs-
mittel wird abdestilliert und das gelbe Ol im HV getrocknet. Der gelbliche
Feststoff (roh: 1,633 g) wird sdulenchromatographisch (Kieselgel, Ethylace-

tat) gereinigt wird.
Ausbeute: 783 mg weiller Feststoff (52 % d. Theorie)

1H-NMR: 5/ppm (DMSO-ds) = 1,99-2,06 (m, 60 H, Acetyl-CH3); 3,57-
3,77 (m, 2H, 6); 3,81-3,90 (m, 7H, 4, 4°); 3,96-4,12 (m, 7H,
5, 5); 4,18-4,45 (m, 12H, 6'); 4,66-4,75 (m, 7TH, 2, 2°); 4,95~
5,13 (m, 7H, 3, 3); 5,17-5,26 (m, 7H, 1, 1°)

13C-NMR: S/ppm (DMSO-dp) = 20,3-20,5 (Acetyl-CHs); 50,3 (6); 62,3
(6"; 69,4 (5, 5); 70,0 (2, 27); 70,7 (3, 3); 76,6 (4, 47); 96,7
(1, 1); 134,4 (NCS); 169,3 (Acetyl-C=0); 170,0 (Acetyl-
C=0)

MS: m/z MeOH/CHCl3) = 2016,57 [M+H]+, 2038,63 [M+Na]+
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Propargyl- N-[Mono-(6-deoxy-6-amino)-B-Cyclodextrin]-carbamat-

icosaacetat- 22

160 mg 19 (141 pmol) werden in 2 ml DMF gelést und mit 14,3 mg
Triethylamin (141 pmol) und 1,7 mg DMAP (14 pumol) versetzt. Anschlie-
Bend werden 18,4 mg Propargylchlorformiat (155 pmol) zugegeben und 3
Tage bei RT geriihrt. Das Reaktiongemisch wird im Hochvakuum getrock-
net, mit 5 ml Pyridin und 5 ml Essigsdureanhydrid versetzt und 2 Tage bei
RT gertihrt. AnschlieBend wird der Ansatz auf 50 ml Eiswasser gegossen
und dreimal mit je 20 ml Chloroform extrahiert. Die vereinigten org. Pha-

sen werden zweimal mit 1 M HCI, zweimal mit ges. NaHCO3-Lsg. gewa-

schen und tber Magnesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Rickstand im HV getrocknet. An-
schlieBend wird sdulenchromatographisch gereinigt. (Kieselgel; Eluent:

Ethylacetat; Rf 0,22)

Ausbeute: 175 mg weiBer Feststoff (60 % d. Th.)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 2,05-2,14 (m, 60H, OAc), 2,52-2,53 (t,
1H, ¢); 3,68-3,79 (m, 7H, 2,2"); 4,05-4,39 (m, 28H,
3,3',4,4',6,6'); 4,70-4,73(dd, 2H, a); 4,73-4,85 (m, 7TH, 5,5");
5,01-5,02 (d,1H, 1); 5,07-5,14 (m, 6H, 1")
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13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,76-21,03 (Acetyl-CH3); 60,38 - 62,69
(6,a,c); 69,65-71,08 (2,3,4,5); 96,80 (b); 100,00 (1); 138,74
(7); 169,30-170,64 (Acetyl-C=0)

MS: m/z (MeOH) = 2056,7 [M+H]+, 2078,5 [M+Nal+
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10.3.4 Synthese funktionalisierter Zucker

1-Methyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-desoxy-6-isothiocyanato-a-D-

mannopyranosid(i11l - 23

S
N/
6
=—O
AcO'"{4 1L-10Me
3 2
AcO OAc

1,45 g (4,20 mmol) Methyl-2,3,4-tri- O-acetyl-6-azido-6-desoxy-a-D-
mannopyranosid, 10,0 ml (166 mmol) Schwefelkohlenstoff und 2,88 ml (16,8
mmol) Triethylphosphit werden in 25 ml wasserfreiem Toluol gelést und fiir
16 h bei 80°C gerithrt. Nach Abkiihlen wird iiber Nacht bei RT weiterge-
rithrt. AnschlieBend fligt man 120 ml Wasser hinzu und extrahiert die
wassrige Phase dreimal mit je 50 ml Dichlormethan. Die vereinigten orga-
nischen Phasen werden nacheinander mit je 120 ml 1 M H2SO4 und gesat-
tigter NaCl-Losung gewaschen und tber MgSO4 getrocknet. Das Lésungs-
mittel wird abdestilliert und das leicht gelbliche Ol im HV getrocknet.
Nach Entfernen des Solvens erhdlt man einen gelblichen Feststoff
(1,4212g), der saulenchromatographisch (Kieselgel, Toluol/Ethylacetat 5 : 1)

gereinigt wird und erhalt das Produkt als weiBlen kristallinen Feststoff.

Ausbeute: 1,12 g weiBer Festoff (74 % d. Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 1,97-2,13 (3s, 9H, Acetyl-CH3); 3,42 (s,
3H, Methoxy-CHz3); 3,62 (d, 2H, 6); 3,95 (m, 1H, 5); 4,75
(d, 1H, 1); 5,20 (t, 1H, 4); 5,23 (dd, 1H, 2); 5,35 (dd, 1H,
3),

13C-NMR: d/ppm (CDCl3) = 20,5-20,7 (Acetyl-CHz3); 46,0 (6); 55,6
(OMe); 67,1 (4); 68,4 (5); 69,1 (2); 69,9 (3); 98,4 (1); 134,1
(NCS); 169,6-169,9 (C=0)
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2-Azidoethanol - 24

HO A\,
1 3

30,24 g 2-Chlorethanol (25,2 ml, 375 mmol) werden zu einer Lésung von
30 g Natriumazid (461 mmol) und 1,5 g Natriumhydroxid (37,5 mmol) in
120 ml Wasser zugegetropft. Die Reaktionslosung wird 3 Tage bei RT ge-
rihrt. Die gelbe Losung wird mit 35 g Natriumsulfat versetzt, 2 h bei RT
gerithrt, anschlieBend abdekantiert und 3 mal mit je 70 ml Dichlormethan
extrahiert. Die vereinigten org. Phasen werden tiber Magnesiumsulfat ge-
trocknet und das Losungsmittel abdestilliert. Die gelbe Fliissigkeit wird
anschlieBend bei 78-80°C bei 34 mbar destilliert.

Ausbeute: 23 g farblose Fliissigkeit (70% d. Th.)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 2,78 (s, 1H, OH); 3,38-3,40 (¢, 2H,2);
3,72-3,74 (t, 2H, 1)
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Mannose-pentaacetat(112! - 25

OAc
6
@)
1
2

5
AcOr 43 OAc

AcO OAc

23,3 g Mannose werden in 150 ml Pyridin suspensiert, mit 200 ml Essig-
sdureanhydrid versetzt und 1 Tag bei RT gertihrt. Der Ansatz wird auf 400
ml Eiswasser gegossen und zweimal mit 150 ml Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten org. Phasen werden zweimal mit 2 M HCI, anschlieBend mit
ges. Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen und tiber Magnesiumsul-
fat getrocknet. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt

und der Riickstand im HV getrocknet.

Ausbeute : 49,7 g weiller Feststoff (98% d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,01, 2,05, 2,09, 2,17, 2,18 (5s, 15H, Ace-
tyl-CHs); 4,03-4,07 (m, 1H, 5); 4,09-4,30 (2 dd, 2H, 6);
5,26-5,36 (m, 3H, 2,3,4), 6,09 (d, 1H,1)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,50, 20,59, 20,62, 20,73, 20,82 (Acetyl-
CHs); 62,09(6); 65,54, 68,32, 68,72 (2,3,4); 70,60 (5); 90,59
(1); 168,01, 169,48, 169,69, 169,94, 170,59 (C=0)
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-mannopyranosylbromid[112] - 26
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10,0 g 25 werden mit 50 ml HBr-HOAc versetzt und 1h bei RT geriihrt.
Anschlieend gielt man die Reaktionslésung auf 500 ml Eiswasser und ext-
rahiert zweimal mit 150 ml Dichlormethan. Die org. Phase wird anschlie-
Bend mit 500 ml Wasser, 500 ml ges. Natriumhydrogencarbonatléosung und
erneut mit 500 ml Wasser gewaschen. Es wird uber Magnesiumsulfat ge-

trocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute: 9,94 g gelbliches hochviskoses Ol (94 % d. Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 2,01, 2,08, 2,11, 2,18 (Acetyl-CHs); 4,12-
4,16 (dd, 1H, 6a), 4,20-4,25 (m, 1H, 5); 4,31-4,35 (dd, 1H,
6b); 5,35-5,40 (pseudo-t, 1H, 4); 5,44-5,46 (dd, 1H, 2);
5,70-5,74 (dd, 1H, 3); 6,30 (d, 1H, 1)

13C-NMR: d/ppm (CDCls) = 20,54, 20,61, 20,64, 20,73 (Acetyl-CHz3);
61,44 (6); 65,31 (4); 67,92 (3); 72,14 (2); 72,83 (5); 83,04
(1); 169,51, 169,53, 169,64, 170,46 (C=0)
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-a-galactopyranosylbromid[113] - 27

OAc

AcO OAc

15 g Galactose-pentaacetat werden mit 80 ml HBr-HOAc versetzt und 1h
bei RT geriithrt. Anschliefend gieit man die Reaktionslésung auf 500 ml
Eiswasser und extrahiert zweimal mit 200 ml Dichlormethan. Die org. Pha-
se wird anschliefend mit 1000 ml Wasser und zweimal mit je 500 ml ges.
Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen. Es wird tiber Magnesiumsul-

fat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute: 15,11 g weiBer Feststoff (96 % d. Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (CDCl3) = 2,02, 2,06, 2,12, 2,15 (Acetyl-CHz3); 4,09 —
4,21 (m, 2H, 6); 4,47-4,51 (t, 1H, 5); 5,03-5,07 (dd, 1H, 2);
5,39-5,43 (dd, 1H, 3); 5,52-5,53 (dd, 1H, 4); 6,70-6,71 (d,
1H, 1)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,51, 20,54, 20,59, 20,70 (Acetyl-CHs);
60,79 (6); 66,96 (4); 67,75 (2); 67,97 (3); 71,04 (5); 88,10
(1); 169,71, 169,85, 170,02, 170,27 (C=0)
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Lactose-oktaacetat(113! - 28

5
1L-==0OAC
2

AcO ACO AcO  OAc

100 g Lactose werden in 350 ml Pyridin suspendiert und mit 400 ml Ace-
tanhydrid versetzt. Nach 2 Tagen werden weitere 200 ml Acetanhydrid zu-
gegeben und 5 Tage bei RT geriihrt. Nachdem sich eine leicht braunliche
Losung gebildet hat, wird am Rotationsverdampfer auf 400 ml eingeengt.
Anschlielend gieflt man die Losung auf 1500 ml Eiswasser und extrahiert
mit dreimal 150 ml Chloroform. Die vereinigten org. Phasen werden mit
500 ml 2 M HCI und 700 ml Natriumhydrogencarbonat Lésung gewaschen,
uber Magnesiumsulfat getrocknet und anschlielend das Losungsmittel am

Rotationsverdampfer entfernt.
Ausbeute: 198 g weiBer Feststoff (99% d. Theorie)

1H-NMR: 8/ppm (CDCly) = 1,69, 2,03, 2,04, 2,05, 2,07, 2,09, 2,12,
2,15 (8s, 24H, Acetyl-CH3); 3,74-4,17 (m, 3H, 4, 5, 5");
4,43-4,50 (m, 4H, 6, 6'); 4,93-5,14 (m, 4H, 1', 2, 2', 4');
5,22-5,26 (dd, 1H, 3); 5,44-5,48 (dd, 1H, 3"); 5,66-5,68 (d,
1H, 1)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,9-20,5 (Acetyl-CHs); 60,8, 61,5 (6, 6";

66,6, 69,2, 69,4, 69,6 (2, 3, 4, 2', 3", 4", 71,0, 75,8 (5, 5'); 88,9
(1; 101,2 (1); 168,8-170,5 (C=0)
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2,3,6,2',3',4',6'-Hepta- O-acetyl-a-lactopyranosylbromid(114l - 29

OAc OAc

5 g 28 werden mit 20 ml HBr-HOAc versetzt und eine Stunde bei RT ge-
riuhrt. AnschlieBend giel3t man die Reaktionslésung auf 300 ml Eiswasser
und extrahiert zweimal mit 100 ml Chloroform/Diethylether 1:1. Die org.
Phase wird anschliefend mit 200 ml Wasser, 200 ml ges. Natriumhydro-
gencarbonatlésung und erneut mit 200 ml Wasser gewaschen. Es wird tiber
Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdamp-

fer entfernt.

Ausbeute: 4,73 g weiller Feststoff (92 % d. Theorie)

1H-NMR: 5/ppm (CDCls) = 1,98-2,10 (7s, 21H, Acetyl-CH3); 4,08-
4,24 (m, 4H, 6, 6'); 4,49-4,53 (m, 2H, 5, 5; 4,77-5,13 (m,
3H, 2, 2', 4'); 4,97 (dd, 1H, 4), 5,13 (dd, 1H, 3"; 5,36 (d,
1H, 1); 5,57 (d, 1H, 3); 6,54 (d, 1H, 1"

13C-NMR: 5/ppm (CDCl3) = 20,54-20,85 (Acetyl-CHs3); 60,84+61,06
(6,6); 66,62, 69,04, 69,62, 70,81, 70,89, 71,02, 72,98, 75,00
(2, 2, 3, 3, 4, 4', 5, 5; 86,40 (1); 100,85 (1'); 168,98 —
170,38 (C=0)
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Maltose-oktaacetat!(115] - 30

AcO ACO AcO  OAc

20,43 g Maltose werden in 150 ml Pyridin suspensiert, mit 200 ml Essig-
sdureanhydrid versetzt und 1 Tag bei RT gertihrt. Der Ansatz wird auf 400
ml Eiswasser gegossen und zweimal mit 150 ml Dichlormethan extrahiert.
Die vereinigten org. Phasen werden zweimal mit 2 M HCI, anschlieBend mit
ges. Natriumhydrogencarbonatlosung gewaschen und tiber Magnesiumsul-
fat getrocknet. Das Losunugsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt

und der Rickstand im HV getrocknet.

Ausbeute : 38,87 g weiBler Feststoff (95% d. Th.)

1H-NMR: 5/ppm (CDCls) = 2,00-2,13 (8s, 24H, Acetyl-CH3); 3,81-
3,85+3,92-3,96 (2m, 2H, 5, 5; 4,01-4,06+4,20-4,25 (2m,
4H, 6, 6'); 4,43-4,47+4,84-5,08+5,27-5,37 (m, 6H, 2, 2',3,
3', 4, 4", 5,39-5,40 (d, 1H, 1"); 5,73-5,75 (d, 1H, 1)

13C-NMR: 5/ppm (CDCl3) = 20,49-20,82 (Acetyl-CHs); 61,43, 62,50 (6,
6'; 67,94, 68,56, 69,27, 69,98, 70,91, 72,44, 72,98, 75,20
(2,2, 3,3, 4,4, 5,5; 91,24, 95,69 (1, 1); 168,75, 169,39,
169,54, 169,82, 170,00, 170,37, 170,44, 170,51 (C=0)
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2,3,6,2',3',4',6'-Hepta- O-acetyl-a-maltopyranosylbromid!116! - 31

OAc OAc

10 g 30 werden mit 40 ml HBr-HOACc versetzt und eine Stunde bei RT ge-
riuhrt. Anschlieend giel3t man die Reaktionslésung auf 400 ml Eiswasser
und extrahiert zweimal mit 200 ml Dichlormethan. Die org. Phase wird an-
schliefend mit 500 ml Wasser, 500 ml ges. Natriumhydrogencarbonatlo-
sung und erneut mit 500 ml Wasser gewaschen. Es wird tiber Magnesium-

sulfat getrocknet und das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Ausbeute: 9,72 g weiller Feststoff (94 % d. Theorie)

1H-NMR: 3/ppm (CDCls) = 2,01-2,15 (7s, 21H, Acetyl-CH3); 3,93-
3,97+4,04-4,15 (2m, 2H, 5, 5'); 4,23-5,35 (m, 4H, 6, 6');
4,50-4,54 (d, 1H, 1); 5,05-5,18 (2t, 2H, 2, 2'); 5,35- 5,42
(2t, 2H, 4, 4; 5,53-5,63 (2t, 2H, 3, 3"); 6,50-6,51 (d, 1H,
19;

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,50, 20,54, 20,59, 20,61, 20,63, 20,73,
20,81 (Acetyl-CHs); 60,92, 61,32 (6, 6; 67,15, 67,91, 68,62
,69,23, 70,57, 70,99, 72,32, 72,52 (2, 2', 3, 3', 4, 4', 5, 5');
86,03 (1'); 95,76 (1); 169,38-170,63 (C=0)
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Glucose-pentaacetat[117] - 32

AcO OAc

10,0 g Glucose werden in 150 ml Pyridin suspensiert, mit 200 ml Essig-
sdureanhydrid versetzt und 1 Tag bei RT geriuhrt. Der Ansatz wird auf
400 ml Eiswasser gegossen und zweimal mit 150 ml Dichlormethan extra-
hiert. Die vereinigten org. Phasen werden zweimal mit 2 M HCI, anschlie-
Bend mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung gewaschen und uber Mag-
nesiumsulfat getrocknet. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer

entfernt und der Rickstand im HV getrocknet.

Ausbeute : 20,5 g weiBler Feststoff (95% d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,02, 2,03, 2,04, 2,09, 2,18 (5s, 15H, Ace-
tyl-CHs); 4,08-4,31 (m, 3H, 5,6); 5,08-5,50 (m, 2H, 2,3);
6,33 (d, 1H, 1)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,40, 20,52, 20,62, 20,65, 20,83 (Acetyl-

CHs); 61,43 (6); 67,88, 69,17, 69,80, 69,81 (2,3,4,5); 89,05
(1); 168,70, 169,34, 169,61, 170,18, 170,58 (C=0)
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-1- O-trichloracetimidato-a-glucopyranosel68l- 33
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4,32 g 2,3,4,6-Tetra- O-acetyl glucopyranose (12,4 mmol) werden in 50 ml
trockenem Dichlormethan gelést und unter Stickstoff mit 12,5 ml Trichlo-
racetonitril (17,91 g; 124 mmol) und 4,45 g Casiumcarbonat (13,6 mmol)
versetzt. Es wird 2 h bei RT geriihrt und nach DC Kontrolle (EE/Hexan 1:1)
die Reaktionsmischung tiber Celithe abfiltriert, das Losungsmittel am Ro-

tationsverdampfer entfernt und im Hochvakuum getrocknet.

Ausbeute : 6,1 g weiBer Feststoff (99% d. Th.)

1H-NMR: 5/ppm (CDCls) = 1,99-2,06 (4s, 12H, Acetyl-CHs3); 4,07-
4,12 (m, 1H, 6a); 4,18 (m, 1H, 5); 4,25 (dd, 1H, 6b); 5,11
(dd, 1H, 2); 5,14 (t, 1H, 4); 5,52 (t, 1H, 3); 6,53 (d, 1H, 1);
8,67 (s, 1H, NH)

13C-NMR: d/ppm (CDCls) = 20.65-20,87 (Acetyl-CH3z); 61,55 (6);
67,95, 69,90,70,05, 70,19 (2, 3, 4, 5); 90,86 (CCls); 93,08
(1); 160,97 (C=NHy>); 169,70-170,76 (C=0)
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-1- O-(2-azidoethyl)-B-mannopyranose - 34
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1,8 g gepulvertes Molsieb, 1,52 g HgCNg (6 mmol) und 2,16 g HgBrg (6

mmol) werden unter Stickstoff mit 15 ml trockenem Acetonitril versetzt.
Zur Suspension gibt man 1,05 g 2-Azidoethanol (12 mmol) und rithrt 1 h bei
RT. AnschlieBend werden 4,1 g 26 (10 mmol) gelést in 15 ml trockenem
Acetonitril langsam zugetropft und 72 h gerithrt. AnschlieBend wird iber
Celithe abfitriert und mit 250 ml Chlorform nachgespilt. Das Filtrat wird
mit 400 ml Wasser und zweimal mit je 300 ml einer 1 M Nal Losung gewa-
schen. Die org. Phase wird iiber Magnesiumsulfat getrocknet und das Lo-
sungsmittel abdestilliert. Der gelbe Riickstand wird im Hochvakuum ge-
trocknet und siulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel; Toluol/EE 3:1;
Rf=0,29).

Ausbeute: 2,14 g weiBler Feststoff (52 % d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 1,99, 2,05, 2,10, 2,16 (4s, 12H, Acetyl-
CHs); 3,41-3,53 (m, 2H, b); 3,65-3,70 + 3,84-3,90 (2m, 2H,
a); 4,02-4,07 (m, 1H, 5); 4,11-4,31 (ddd, 2H, 6); 4,87 (d,
1H, 1); 5,27 -5,38 (m, 3H, 2, 3, 4)

13C-NMR: 8/ppm (CDCl3) = 20,60, 20,65, 20,68, 20,81 (Acetyl-CHs);
50,32 (b); 62,42 (6); 65,98 (4); 67,00 (a); 68,81 (3); 68,83
(5); 69,36 (2); 97,71 (1); 169,69, 169,74, 169,94, 170,55
(C=0)
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-1- O-(2-azidoethyl)-B-galactopyranose - 35

OAC

1,8 g gepulvertes Molsieb, 1,52 g HgCNg (6 mmol) und 2,16 g HgBrg (6

mmol) werden unter Stickstoff mit 15 ml trockenem Acetonitril versetzt.
Zur Suspension gibts man 1,05 g 2-Azidoethanol (12 mmol) und rithrt 1 h
bei RT. AnschlieBend werden 4,1 g 27 (10 mmol) geldst in 15 ml trockenem
Acetonitril langsam zugetropft und 48 h geriihrt. AnschlieBend wird mit 20
ml Chloroform versetzt iiber Celithe abfitriert und mit 200 ml Chlorform
nachgespilt. Das Filtrat wird mit 400 ml Wasser, zweimal mit je 300 ml
einer 1 M Nal Losung und erneut mit 200 ml Wasser gewaschen. Die org.
Phase wird iber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel ab-
destilliert. Der gelbe Riickstand (4,19 g) wird im Hochvakuum getrocknet
und sdulenchromatographisch gereinigt (Kieselgel; Toluol/EE 2:1; Rf=0,37).

Ausbeute: 2,79 g weiBler Feststoff (67 % d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 1,98, 2,04, 2,06, 2,15 (4s, 12H, Acetyl-
CHs); 3,27-3,32 + 3,46-3,53 (2m, 2H, b); 3,66-3,72 + 4,01-
4,06 (2m, 2H, a); 3,90-3,94 (m, 1H, 5); 4,10-4,20 (m, 2H,
6); 4,55-4,57 (d, 1H, 1); 5,00-5,04 (dd, 1H, 3); 5,21-5,26
(dd, 1H, 2); 5,38-5,40 (dd, 1H, 4);

13C-NMR: 8/ppm (CDCl3) = 20,48, 20,57, 20,58, 20,68 (Acetyl-CHs);
50,50 (b); 61,20 (6); 66,96 (4); 68,29 (a); 68,49 (2); 70,77
(5); 70,84 (3); 101,08 (1); 169,38, 170,05, 170,14, 170,28
(C=0)
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2,3,6,2',3",4',6'-Hepta- O-acetyl-1- 0-(2-azidoethyl)-B-lactopyranosel14! - 36

OAc OAc

N3
1,2 g gepulvertes Molsieb, 938 mg HgCNy (3,7 mmol) und 1,34 g HgBroy

(3,7 mmol) werden unter Stickstoff mit 10 ml trockenem Acetonitril ver-
setzt. Zur Suspension gibts man 650 mg 2-Azidoethanol (7,4 mmol) und
rihrt 1 h bei RT. AnschlieBend werden 4,5 g 29 (6,4 mmol) gelést in 10 ml
trockenem Acetonitril langsam zugetropft und 48 h geriithrt. Anschlieflend
wird uber Celithe abfitriert und mit 100 ml Chlorform nachgespilt. Das
Filtrat wird zweimal gewaschen mit Wasser und einer 1 M Nal Lésung. Die
org. Phase wird tber Magnesiumsulfat getrocknet und das Loésungsmittel
abdestilliert. Der gelbe Riickstand (4,15 g) wird im Hochvakuum getrocknet

und sdulenchromatographisch gereinigt.

Ausbeute: 1,97 g weiBer Feststoff (44 % d. Th.)

1H-NMR: 8/ppm (CDCls) = 1,97-2,15 (7s, 21H, Acetyl-CH3); 3,24-
3,30+3,44-3,49 (2m, 2H, b); 3,60-3,64+3,96-4,01 (2m, 2H,
a); 3,66-3,71+4,09-4,16 (2m, 4H, 6, 6"); 3,80-3,89 (2t, 2H,
5, 5", 4,49-4,57 (2d, 2H, 1, 1'); 4,52-4,54 (dd, 1H, 4); 4,90-
4,98 (m, 2H, 3, 3"); 5,09-5,23 (m, 2H, 2, 2"); 5,34-5,35 (dd,
1H, 4)

13C-NMR: S/ppm (CDCls) = 20,47-20,80 (Acetyl-CH3); 50,49 (b);
60,76, 61,77 (6, 6; 68,60 (a); 66,58, 69,11, 70,68, 70,94,
71,48, 72,72, 72,79, 76,13 (2, 2', 3, 3', 4, 4', 5, 5'); 100,42,
101,06 (1, 1"; 169,01, 169,63, 169,70, 169,71, 170,00,
170,09, 170,29 (C=0)
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2,3,6,2',3",4',6'-Hepta- O-acetyl-1- O-(2-azidoethyl)-p-maltopyranose - 37
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1,8 g gepulvertes Molsieb, 1,52 g HgCNg (6 mmol) und 2,16 g HgBrg (6

mmol) werden unter Stickstoff mit 15 ml trockenem Acetonitril versetzt.
Zur Suspension gibts man 1,05 g 2-Azidoethanol (12 mmol) und rithrt 1 h
bei RT. AnschlieBend werden 7,5 g 31 (10 mmol) geldst in 15 ml trockenem
Acetonitril langsam zugetropft und 48 h gerihrt. AnschlieBend wird uber
Celithe abfitriert und mit 200 ml Chlorform nachgespiilt. Das Filtrat wird
zweimal mit Wasser und einer 1 M Nal Lésung gewaschen. Die org. Phase
wird uber Magnesiumsulfat getrocknet und das Losungsmittel abdestilliert.
Der gelbe Riickstand (6,09 g) wird im Hochvakuum getrocknet und siu-
lenchromatographisch gereinigt (Kieselgel; Toluol/EE 2:1).

Ausbeute: 2,23 g weiBler Feststoff (32 % d. Th.)

1H-NMR: 5/ppm (CDCls) = 2,00-2,14 (7s, 21H, Acetyl-CH3); 3,25-
3,30+3,44-3,51 (2m, 2H, b); 3,67-3,72 (m, 2H, a1, 5); 3,94-
4,07 (m, 4H, as, 5', 64, 3); 4,20-5,27 (m, 2H, 6, 6'2); 4,51~
4,54 (m, 1H, 6'); 4,61-4,63 (d, 1H, 1'); 4,83-4,88 (m, 2H,
3', 4" 5,03-5,08 (t, 1H, 4); 5,23-5,28 (t, 1H, 2); 5,34-5,39
(t, 1H, 2"); 5,41-5,42 (d, 1H, 1)

13C-NMR: S/ppm (CDCls) = 20,52-20,85 (Acetyl-CH3); 50,46 (b);
61,47, 62,57 (6, 6, 68,48 (a); 68,01, 68,66, 69,30, 69,97,
71,04, 72,25, 72,55, 75,31 (2, 2, 3, 3', 4, 4', 5, 5'); 95,53
(1); 100,18 (1"); 169,36-170,48 (C=0)
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2,3,4,6-Tetra- O-acetyl-1- O-(2-azidoethyl)-B-glucopyranose - 38

OAC

2 g 33 (4,06 mmol) und 425 mg Azidoethanol (4,87 mmol) werden unter
Stickstoff in 50 ml wasserfreiem Dichlormethan gelést und 30 min. uber
4 A Molsieb geriihrt. Nach Abkiihlen auf -10 °C werden 700 pl Bortrifluo-
rid-Etherat Losung zugegeben, das Kéltbad entfernt und 20 h bei RT ge-
rithrt. AnschlieBend wird das Molsieb abfiltriert und mit 40 ml Dichlor-
methan nachgespiilt. Die org. Phase wird dreimal mit 100 ml ges Natrium-
hydrogencarbonatlésung gewaschen, iiber Magnesiumsulfat getrocknet und
das Losungmittel am Rotationsverdampfer entfernt. AnschlieBend wird im
Hochvakuum getrocknet und der braune o6lige Riickstand sdulenchroma-

tographisch gereinigt. (Kieselgel; Hexan/EE 2:1)

Ausbeute: 364 mg weiller Feststoff (21 % d. Theorie

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,01, 2,03, 2,05, 2,09 (4s, 12H, Acetyl-
CH3); 3,27-3,32 (m, 1H, by); 3,47-3,50 (m, 1H, b2); 3,67-
3,74 (m, 2H, a1, 5); 4,01-4,06 (m, 1H, a2); 4,14-4,28 (m,
2H, 6); 4,59-4,61 (d, 1H, 1); 5,00-5,04 (dd, 1H, 2); 5,07-
5,12 (t, 1H, 4); 5,19-5,24 (t, 1H, 3)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,54, 50,54, 20,62, 20,68 (Acetyl-CHs);
50,50 (b); 61,80 (6); 68,31 (4); 68,48 (a); 71,04 (2); 71,93
(5); 72,76 (3); 100,64 (1); 169,34, 169,34, 170,21, 170,58
(C=0)
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10.3.5 Synthese zuckermodifizierter a-Cyclodextrine

Bei den folgenden Verbindungen steht die Bezeichnung TA fiir die Ver-
kniipfung von Zucker mit Cyclodextrin iber einen Triazolring und TU fir

die Verkniipfung mittels Thioharnstoff.

Man-TA-a-CD (acetyliert) - 39

800 mg 16 (452 pmol) und 566 mg 34 (1,36 umol) werden in 50 ml Toluol
gelost, mit 1 Spatelspitze P(EtO)g'CuI und 2 ml Hiinigbase (DIPEA) ver-

setzt und 3 Tage bei RT geriihrt. Es wird mit 130 ml Essigsdureethylester
versetzt und weitere 24 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wird das Lo-
sungsmittel abdestilliert und der Riickstand im HV getrocknet. Es wird
sdulenchromatograpisch gereinigt (Kieselgel, Ethylacetat, Re= 0,23)

Ausbeute: 321 mg weiBler Feststoff (33 % d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCl3) = 1,99-2,14 (m, 63H, Acetyl-CHs); 3,61 -
4,82 (m, 28H, 2, 2', 2%, 4, 4', 4%, 6, 6', 6%, a, b, d); 5,01-5,08
(m, 7H, 3, 3', 3%); 5,20-5,23 (d, 7H, 1, 1', 1*); 5,46-5,60 (m,
7H, 5, 5', 5*); 8,03 (bs, 1H, ¢)
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Man-TA-a-CD - 40

308 mg 39 werden in 10 ml Methanol gelést, mit einer Spatelspitze
Natriummethylat versetzt und tber Nacht bei RT gerihrt. Es bildet sich
ein Niederschlag, der durch Zugabe von 50 ml Wasser gelost wird und rihrt
eine halbe Stunde. Anschliefend wird mit Amberlist 15 neutralisiert, der

Ionentauscher abfiltriert und die Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 187 mg weiBer Feststoff (quantitativ)

1H-NMR: d/ppm (D20) = 3,40-3,45 (t, 2H, b) 3,57-3,99 (m, 42H, 2, 2',
2% 3,3, 3% 4, 4', 4%, 5, 5', 5%, 6, 6', 6%); 4,07-4,11 (m, 2H,
a), 4,67-4,69 (t, 2H, d), 5,02-5,03 (d, 1H, 1"; 5,06 (d, 6H,
1, 1%), 8,01 (s, 1H, ¢)

13C-NMR: 5/ppm (D20) = 50,68 (b); 60,86 (6, 6*); 61,19 (6"); 66,06 (a);
70,46, 70,99, 72,24, 73,91 (2, 2', 2%, 3, 3', 3%, 4, 4', 4%, 5,
5', 5%); 81,67 (d); 100,13 (1, 1%*); 100,57 (1'); 119,64 (c)
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Gal-TA-a-CD (acetyliert) - 41

800 mg 16 (452 umol) und 566 mg 36 (1,36 mmol) (TA076) werden in 50
ml Toluol gelost, mit 1 Spatelspitze P(EtO)g'CuI und 2 ml Hinigbase

(DIPEA) versetzt und 3 Tage bei RT geriihrt. Es wird mit 130 ml Essigsiu-
reethylester versetzt und weitere 24 h bei RT geruhrt. Anschlieend wird
das Losungsmittel abdestilliert und der Riickstand im HV getrocknet. Es
wird sdulenchromatograpisch gereinigt (Kieselgel, Ethylacetat, Re= 0,23)

Ausbeute: 182 mg weiBer Feststoff (19 % d. Th.)

IH-NMR: S/ppm (CDCls) = 1,98-2,20 (m, 63H, Acetyl-CHs); 3,63-
3,93+4,10-4,51+4,70-4,81+4,97-5,20+5,38-5,61 (5m, Glu-
cose-/Galactose-H, a, b, d); 7,90 (bs, 1H, c)

13C-NMR: d/ppm (CDCl3) = 20,53-20,86 (Acetyl-CH3z); 54,95 (b);
61,13-63,51 (6, 6', 6%); 68,35 (a); 66,84-70,86 (2, 2', 2%, 3,
3', 3%, 4, 4', 4%, 5, 5', 5%); 96,36 (d); 99,97 (1, 1*); 100,83
(1'; 141,50 (c); 169,58-170,72 (C=0)
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Gal-TA-a-CD - 42

168 mg 41 werden in 10 ml Methanol gelést, mit einer Spatelspitze
Natriummethylat versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Es bildet sich
ein Niederschlag, der durch Zugabe von 20 ml Wasser gelost wird und rihrt
eine halbe Stunde. Anschlieend wird mit Amberlist 15 neutralisiert, der

Ionentauscher abfiltriert und die Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 104 mg weiBer Feststoff (quantitativ)

1H-NMR: d/ppm (D20) = 3,40-3,50 (m, 2H, b) 3,59-3,99 (m, 42H, 2,
2', 2% 3, 3", 3% 4, 4', 4%, 5, 5', 5*, 6, 6', 6%); 4,10-4,14 (m,
2H, a), 4,68-4,70 (t, 2H, d), 5,02 (d, 1H, 1'); 5,05-5,06 (d,
6H, 1, 1%), 8,12 (s, 1H, ¢)

13C-NMR: d/ppm (D20) = 50,97 (b); 60,29, 60,78, 61,46 (6, 6', 6%);
68,57 (a); 71,13-75,68 (2, 2', 2*, 3, 3', 3%, 4, 4', 4% 5, 5',
5%); 81,64 (d); 102,05 (1, 1*); 103,59 (19; 119,65 (c)

MS: m/z (H20) = 1325,45 [M+Nal+
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Glu-TA-a-CD (acetyliert) - 43

800 mg 16 (452 umol) und 295 mg 38 (707 umol) (TA088) werden in 50
ml Toluol gelést, mit 1 Spatelspitze P(EtO)g-Cul und 2 ml Hiinigbase (DI-

PEA) versetzt und 24h bei RT geriihrt. Es wird mit 50 ml Essigsidureethyl-
ester versetzt und weitere 24 h bei RT gerihrt. AnschlieBend wird das Lo-
sungsmittel abdestilliert und der Rickstand im HV getrocknet. Es wird
saulenchromatograpisch gereinigt (Kieselgel, Ethylacetat, Re= 0,10)

Ausbeute: 364 mg gelblicher Feststoff (37 % d. Th.)

1H-NMR: 5/ppm (CDCly) = 1,97-2,15 (m, 63H, Acetyl-CHs); 3,63-
3,89+4,10-4,40+4,70-4,84+4,96-5,22+5,40-5,66 (5m, Glu-
cose-H, a, b, d); 7,74 (bs, 1H, ¢)

13C-NMR: 5/ppm (CDCls) = 20,54-21,02 (Acetyl-CH3); 49,84 (b);
60,36-61,75 (6, 6', 6%); 67,67 (a); 68,25-72,53 (2, 2', 2%, 3,
3', 3% 4, 4', 4%, 5, 5', 5%); 98,57 (d); 100,54 (1, 1*, 1');
125,06 (c); 169,36-170,61 (C=0)
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Glu-TA-a-CD - 44

345 mg 43 werden in 10 ml Methanol gelést, mit einer Spatelspitze
Natriummethylat versetzt und iiber Nacht bei RT geriihrt. Es bildet sich
ein Niederschlag, der durch Zugabe von 20 ml Wasser gelost wird und rihrt
eine halbe Stunde. Anschlieend wird mit Amberlist 15 neutralisiert, der

Ionentauscher abfiltriert und die Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 211 mg weiBler Feststoff (quantitativ)

1H-NMR: d/ppm (D20) = 3,22-3,26 (t, 2H, b) 3,58-4,00 (m, 42H, 2, 2',
2% 3, 3", 3% 4, 4', 4%, 5, 5', 5*, 6, 6', 6*%); 4,11-4,28 (2m,
2H, a), 4,41-4,43 (d, 2H, d), 5,02 (d, 1H, 1'; 5,06 (d, 6H, 1,
1%), 8,13 (s, 1H, c)

13C-NMR: d/ppm (D20) = 49,55 (b); 59,45-59,88 (6, 6', 6*); 67,20 (a);
68,74-75,09 (2, 2', 2%, 3, 3' 3* 4, 4', 4* 5, 5', 5*%); 80,29
(d); 99,15 (1); 100,62, 101,6 (1*, 1'); 118,21 (c)
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10.3.6 Synthese zuckermodifizierter p-Cyclodextrine

Gal-TA-B-CD (acetyliert) - 45

OAc
6*

5* O
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1 g 20 und 386 mg B-1-O-Propargyl-galactose-tetraacetat werden in 60 ml
trockenem Toluol gelést und mit 69 mg Kupfer-(I)-iodid-triethylphosphit-
Komplex versetzt. Anschliefend gibt man 1,5 ml Hiinigbase hinzu und
rithrt 3 Tage bei RT. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer ent-
fernt und der gelbliche Rickstand sdulenchromatographisch gereinigt.
(Kieselgel; Eluent: EE/Toluol 9:1). Man erhilt das Produkt mit einem R¢-
Wert von 0,23.

Ausbeute: 721 mg weiBler Feststoff (60 % der Theorie)

1H-NMR: 5/ppm (CDCls) = 1,98-2,16 (m, 72H, Acetyl-CHj); 3,71-
3,79+4,11-4,34+4,49-4,52+4,56-4,61+4,70-4,87+4,95-
5,15+5,20-5,41 (6m, Glucose-/Galactose-H, a); 7,66 (bs,
1H, ¢)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,65-20,80 (Acetyl-CH3); 38,70 (a);
61,24-62,46 (6, 6', 6%); 69,66-71,34 (2, 2', 2%, 3, 3', 3%, 4, 4',
4% 5, 5", 5%); 94,97-96,42 (1, 1*, 1'); 162,62 (b+c); 169,19-
170,26 (C=0)

MS: m/z (MeOH) = 2386,71 [M+H]+, 2408,83 [M+Nal+



Experimenteller Teil 121

Gal-TA-B-CD - 46
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680 mg 45 werden in 15 ml Methanol gelést und mit einer Spatelspitze
Natriummethylat versetzt. Man rihrt Gber Nacht bei RT, wobei sich ein
Niederschlag bildet. AnschlieBend gibt man soviel Wasser hinzu, bis dieser
wieder in Losung ist und versetzt mit sehr wenig NaOH und 146t 3 h bei RT
stehen. Dann wird mit Amberlist 15 neutralisiert, der Ionentauscher abfilt-

riert und anschlieBend gefriergetrocknet.

Ausbeute: 398 mg weiller Feststoff (quantitativ)

1H-NMR: S/ppm (D20) = 3,19 (s, 2H, a) 3,51-4,01 (m, 48H, 2, 2', 2%,
3, 3" 3% 4, 4' 4* 5, 5', 5% 6, 6', 6%); 4,97-5,07 (m, 7H, 1,
1*); 5,16-5,17 (d, 1H, 1), 8,10 (s, 1H, c)

13C-NMR: 8/ppm (D20) = 48,12 (a); 59,40-60,15 (6, 6', 6%); 69,84-
72,21 (2, 2', 2%, 3, 3', 3*%, 4, 4', 4*, 5, 5', 5%); 101,01-101,23
(1, 1%, 195 150,37 (b, ¢)

MS: m/z (H20) = 1325,45 [M+Nal+
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Mal-TA-B-CD (acetyliert) - 47
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1 g 20 und 674 mg B-1-O-Propargyl-galactose-heptaacetat werden in
60 ml trockenem Toluol gelést und mit 69 mg Kupfer-(I)-iodid-
triethylphosphit-Komplex versetzt. AnschlieBend gibt man 1,5 ml Hinigba-
se hinzu und riithrt 1 Tage bei RT. Nach DC-Kontrolle (EE/Toluol 10:1) zeigt
sich, dass noch unumgesetztes Edukt vorhanden ist. Man gibt zweil weitere
Spatelspitzen Kupferkatalysator und 2 ml Hiinigbase zu und rihrt dber
Nacht bei RT. Das Losungsmittel wird am Rotationsverdampfer entfernt
und der griinliche Riickstand sdulenchromatographisch gereinigt. (Kiesel-
gel; Eluent: EE/Toluol 9:1). Man erhélt das Produkt mit einem Rf-Wert von
0,21.

Ausbeute: 644 mg weier Feststoff (48 % der Theorie)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 1,98-2,17 (m, 81H, Acetyl-CHj); 3,72-
3,79+4,14-4,35+4,48-4,52+4,57-4,65+4,70-4,88+4,96-
5,15+5,21-5,45 (6m, Glucose-/Maltose-H, a); 7,74 (bs, 1H,
c)

13C-NMR: d/ppm (CDCl3) = 20,63-20,81 (Acetyl-CHs3); 39,00 (a);
62,24-62,99 (6, 6', 6%); 69,62-71,55 (2, 2', 2%, 2# 3, 3', 3%,
3#, 4, 4', 4%, 4% 5 5', 5%, 5%); 96,28-100,07 (1, 1*, 1', 1#);
161,63-161,72 (b+c); 169,76-171,13 (C=0)
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Mal-TA-B-CD - 48

644 mg 47 werden in 15 ml Methanol gel6st und mit einer Spatelspitze
Natriummethylat versetzt. Man rithrt Giber Nacht bei RT, wobei sich ein
Niederschlag bildet. AnschlieBend wird das Methanol am Rotationsver-
dampfer entfernt, der Riickstand in Wasser gelést (triibe Losung) und mit
sehr wenig NaOH versetzt. Man 146t 1 h bei RT stehen. Dann wird mit

Amberlist 15 neutralisiert, der Ionentauscher abfiltriert und anschlieflend

gefriergetrocknet.
Ausbeute: 331 mg weiller Feststoff (90% d. Th.)
IH-NMR: d/ppm (D:20) = 3,25 (s, 2H, a) 3,52-4,03 (m, 54H, 2, 2', 2%,

2# 3,8 3% 3% 4 4' 4% 4% 5 5', 5* 5% 6, 6', 6%, 6%); 4,98-
5,19 (m, 9H, 1, 1', 1%, 1#), 8,16 (s, 1H, ¢)

13C-NMR: d/ppm (D20) = 49,20 (a); 60,36-61,55 (6, 6', 6%, 6%); 70,77~
73,25 (2, 2', 2% 2# 3 3' 3% 3% 4 4' 4* 4% 5 5' 5* 5¥)
99,96-102,01 (1, 1', 1*, 1#); 151,08-151,33 (b, ¢)

MS: m/z (H20) = 1540,61 [M+H]+, 1562,46 [M+Nal+
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Lac-TA-B-CD (acetyliert) - 49
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100 mg 22 (4,86 umol) und 172 mg 36 (24,2 umol) werden in 20 ml Toluol
gelést, mit 20 mg (Et0)g-Cul und 1 ml Hiinigbase (DIPEA) versetzt und 3

Tage bei RT gerihrt. AnschlieBend wird das Losungsmittel abdestilliert
und der Rickstand im HV getrocknet. Es wird sdulenchromatograpisch ge-

reinigt (Kieselgel, Ethylacetat, Rp = 0,08)

Ausbeute: 92 mg weiler Feststoff (69% d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,01-2,17 (m, 81H, Acetyl-CH3); 3,66-
3,90+4,11-4,42+4,73-4,85+4,95-5,23+5,40-5,67 (5m, Glu-
cose-/Lactose-H, a, b, e); 7,82 (bs, 1H, ¢)

13C-NMR: d/ppm (CDCls) = 20,50-21,01 (Acetyl-CHs3); 49,91 (b);
60,42-61,73 (6, 6', 6*, 6%); 67,68 (a); 68,21-72,55 (2, 2', 2%,
2# 3, 3", 3%, 3% 4, 4', 4%, 4#, 5, 5', 5*, 5*); 98,66 (e); 99,85~
100,68 (1, 1', 1%, 1#); 124,92 (c); 169,21-170,55 (C=0)

MS: m/z (MeOH) = 2783,7 [M+Nal+
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Lac-TA-B-CD - 50

90 mg 49 werden in 5 ml Methanol geldst, mit einer Spatelspitze Natri-
ummethylat versetzt und tiber Nacht bei RT gerihrt. Es bildet sich ein Nie-
derschlag, der durch Zugabe von 50 ml Wasser gelést wird und rihrt eine
halbe Stunde. Anschlielend wird mit Amberlist 15 neutralisiert, der Ionen-

tauscher abfiltriert und die Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 56 mg weiler Feststoff (quantitativ)

1H-NMR: 5/ppm (D20) = 3,23-3,27 (t, 2H, b) 3,57-4,02 (m, 54H, 2, 2',
2%, 2% 3, 3", 3%, 3# 4, 4', 4%, 4%, 5, 5', 5*, 5% 6, 6', 6%, 6%);
4,11-4,27 (2m, 2H, a), 4,41-4,44 (d, 2H, e), 5,02-5,09 (m,
9H, 1, 1', 1*, 1#), 8,15 (s, 1H, ¢)

MS: m/z (H,O/HCOOH) = 1649,5 [M+Nal+
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Man-TU-B-CD (acetyliert) - 51

300 mg 19 (264 pmol) werden in 6 ml Pyridin suspendiert. AnschlieBend
gibt man 200 mg 23 (553 umol) geldést in 6 ml Pyridin zu. Es werden weitere
8 ml Pyridin zugesetzt und tiber Nacht bei 60°C geriihrt. AnschlieBend wird
das Pyridin nach Gefrieren im Hochvakuum entfernt. Danach wird in 50 ml

Chloroform digeriert und das Produkt abgesaugt.

Ausbeute: 307 mg weiBler Feststoff (78 % d. Theorie)
I1H-NMR: nicht meBbar, da kein geeignetes LM

MS: m/z MeOH) = 1495,37 [M+H]+, 1493,4 [M-H]
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Man-TU-B-CD - 52

Es werden 274 mg 51 in 50 ml Methanol gelést und mit einer Spatelspit-
ze Natriummethylat versetzt. Die Losung wird tribe. Es wird iiber Nacht
bei RT geriihrt. Anschlieend wird das LM abdestilliert, mit Wassser ver-
setzt und mit Amberlyst 15 Ionentauscher neutraliesiert. Dieser wird ab-

filtriert und die Losung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 218 mg weiBler Feststof (87 % d. Th)

1H-NMR: &/ppm (D20) = 3,38 (s, 3H, OMe); 3,56-3,67 (m, 16H, 2, 2',
2% 4, 4' 4%*); 3,80-4,00 (m, 24H, 3, 3', 3*, 5, 5', 5*, 6, 6',
6*); 5,07 (m, 7H, 1, 1'); 5,12-5,13 (d, 1H, 1*)
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10.3.7 Synthese kationischer Cyclodextrine

Hexakis-(6-deoxy-6-iodo)-a-Cyclodextrin-dodekaacetat - 53

48,5 g Triphenylphosphin (185 mmol) und 46,9 g Iod (185 mmol) werden
in 100 ml trockenem DMF gelost. Zu dieser Losung werden unter Rihren
10 g getrocknetes a-Cyclodextrin (10,3 mmol) zugegeben und unter Stick-
stoff bei 80 °C 20 h geriihrt. AnschlieBend wird eine Suspension von 10,26 g
Natriummethylat in 50 ml Methanol unter Eiskiihlung zugegeben und 1 h
gerithrt. Der Ansatz wird dann auf 2 1 Eiswasser gegossen und 1 1 Methanol
zugegeben. Nachdem sich ein feiner Feststoff gebildet hat, wird dieser ab-
gesaugt und ein weiters mal in 1 1 Methanol digeriert. Der Feststoff wird
anschlieBend getrocknet, in 100 ml Pyridin suspendiert und mit 100 ml
Acetanhydrid versetzt. Es wird 3 Tage bei RT geriihrt. AnschlieBend giel3t
man den Ansatz auf 400 ml Eiswasser und extrahiert dreimal mit je 200 ml
Dichlormethan. Die vereinigten org. Phasen werden mit 2 M HCI, mit 2 M
Natriumsulfitlésung und zuletzt mit ges. Natriumhydrogencarbonatlésung
gewaschen. Es wird tiber Magnesiumsulfat getrocknet und das LM am Ro-
tationsverdampfer entfernt. Der Riickstand wird anschlieBend sdulenchro-

matographisch gereinigt. (Kieselgel; EE/EtOH/Wasser 45:5:3; Rf=0,77 )

Ausbeute: 8,5g schwach braunlicher Feststoff (39 % d. Theorie)



Experimenteller Teil 129

1H-NMR: d/ppm (CDCls) = 2,02-2,04 (2s, 36H, Acetyl-CHs3); 3,32-
3,70 (m, 12H, 6); 3,74-3,75 (m, 12H, 2, 4); 4,83-4,86 (dd,
6H, 3); 5,12-5,13 (d, 6H, 1); 5,46-5,51 (m, 6H, 5)

13C-NMR: d/ppm (CDCls) = 20,71, 20,76 (Acetyl-CHs); 60,36 (6);
69,93, 70,60, 70,60, 70,83 (2, 3, 4, 5); 81,20 (1); 169,17,
170,50 (C=0)
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Hexakis-(6-deoxy-6-azido)-a-Cyclodextrin-dodekaacetat - 54

6 g 53 (2,8 mmol) und 11 g Natriumazid (168 mmol) werden in 50 ml tro-
ckenem DMF gel6ést und fir 48 h bei 75°C geriihrt. Nach Abkiihlen auf RT
wird das Loésungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt, der Rickstand
in Ethylacetat gelost und mit Wasser gewaschen. Es wird tiber MgS04 ge-
trocknet und das LM abdestilliert. Der gelbe Riickstand wird sdulenchro-
matographisch gereinigt (Kieselgel, EE/Hexan 5:1 -> EE, Rf (EE)= 0,39)

Ausbeute: 2,77 g weiller Feststoff (60 % d. Th.)

1H-NMR: S/ppm (CDCl3) = 2,04-2,05 (2s, 36H, Acetyl-CHj3); 3,62-
3,73 (m, 12H, 6); 3,81-3,85 (t, 6H, 4); 4,02-4,06 (m, 6H, 5);
4,84-4,87 (dd, 6H, 2); 5,05-5,06 (d, 6H, 1); 5,43-5,48 (dd,
6H, 3)

13C-NMR: 8/ppm (CDCls) = 20,67, 20,78 (Acetyl-CHs); 51,77 (6);
70,44 (2); 71,07 (5); 71,10 (3); 77,72 (4); 96,90 (1); 169,23,
170,44 (C=0)
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Hexakis-(6-amino-6-deoxy)-a-Cyclodextrin - 55

2 g 54 (1,23 mmol) werden in 200 ml Essigsdureethylester gelést und mit
100 mg 5% PD auf Aktivkohle versetzt. AnschlieBend wird bei 34 psi Was-
serstoffdruck fiir 20 h bei RT hydriert. Der Katalysator wird abfiltriert und
das Losungsmittel abdestilliert. Der Riickstand wird in 100 ml Methanol
gelost, mit einer Spatelspitze Natriummethylat versetzt und tiber Nacht bei
RT geriihrt. AnschlieBend wird das LM abdestilliert, mit Wassser versetzt
und mit Amberlyst 15 Ionentauscher neutralisiert. Dieser wird abfiltriert,

das LM abdestilliert und der Riickstand im HV getrocknet.

Ausbeute: 725 mg weiBler Feststoff (61% d. Th.)

1H-NMR: 8/ppm (D20) = 3,57-3,65 (m, 12H, 2, 4); 3,83-3,97 (m, 24H,
6, 5, 3); 5,03 (d, 6H, 1)

13C-NMR: d/ppm (D20) = 59,16 (6); 70,30 (2); 70,72 (5); 71,91 (3);
79,92 (4); 99,95 (1)
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Hexakis-(6-cysteaminyl-6-deoxy)-a-Cyclodextrin - 56

1,14 g 2-Aminoethanthiol Hydrochlorid (14,8 mmol) und 1,5 g Triethyla-
min (14,8 mmol) werden in 30 ml absolutiertem DMF geldst und mit 2,0 g
Hexakis-(6-deoxy-6-iodo)-a-CD (1,23 mmol) versetzt. Die Suspension wird
drei Tage bei RT gerihrt, der Riickstand filtriert und in 20 ml Wasser ge-
16st. Der pH Wert wird mit HCl auf 4,0 eingestellt und anschlieend ge-
friergetrocknet. Das Rohprodukt wird in 3 ml Wasser gelést und durch ein-
tropfen in 100 ml Ethanol gefédllt. Das Produkt wird filtriert und im Hoch-

vakuum getrocknet.
Ausbeute: 1,1 g weiBer Feststoff (67% d. Th.)

1H-NMR: d/ppm (DMSO-dp) = 2,81-2,94 (m, 18H, 6a, a); 2,97-3,05
(m, 12H, b); 3,07-3,14 (m, 6H, 6b); 3,25-3,40 (m, 6H, 2);
3,47 (t, 6H, 4); 3,74 (t, 6H, 3); 3,86-4,01 (m, 6H, 5); 4,87
(d, 6H, 1); 5,54 (bs, 6H, 3-OH); 5,62 (bs, 6H, 2-OH), 8,26
(bs, 18H, NH;*)

13C-NMR: 8/ppm (DMSO-dy) = 29,5 (a); 33,0 (6); 38,4 (b); 70,8 (5);
71,8 (2); 72,8 (3); 84,7 (4); 101,8 (1)
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10.3.8 Synthese fluoreszenzmarkierter Cyclodextrine

Bodipy-p-CD - 57

500 mg acetylgeschiitztes Bodipy-Bf-CD werden in 50 ml Methanol gelost
und mit einer Spatelspitze Natriummethylat versetzt und tiber Nacht bei
RT gerithrt. Es bildet sich ein Niederschlag. Das Losungsmittel wird am
Rotationsverdampfer entfernt und der Riickstand in 100 ml Wasser gelost.
Es wird mit Amberlist-15 neutralisiert, der Ionenaustauscher abfiltriert

und die dunkelrote Lésung gefriergetrocknet.

Ausbeute: 315 mg roter Feststoff (quantitativ)

1H-NMR: &/ppm (D20) = 1,32-1,35 (m, 12H, b, d); 3,55-3,60 (t, 7H, 4,
4"; 3,63-3,66 (dd, 7H, 2, 2'); 3,84-3,87 (m, 21H, 6, 6', 5,
5'; 3,93-3,98 (t, 7H, 3, 3"); 4,13-4,21 (m, 2H, ¢); 5,06-5,07
(d, 7H, 1, 1"); 8,44 (s, 1H, a)

MS: m/z (H20) = 1455,3 [M+Nal+
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11 Abkiirzungsverzeichnis

Abb.
A
Ac

BODIPY
br

Gal
Glu
GPC

HPLC

Abbildung
Angstrom (10-10 m)
Acetyl- (C(O)CHs3)

BOron-DIPYrrin
breites Signal (NMR- und IR-Spektroskopie)

Konzentration (in mol/l)

Cyclodextrin

chemische Verschiebung NMR-Spektroskopie (in ppm)
Dublett (NMR-Spektroskopie)

Tage

Durchmesser

Polydispersitat

Masseneinheit Dalton (g/mol)
Diinnschichtchromatographie
N,N*Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

Energie
Aquivalent(e)
Ethyl (C2Hs5)

Prafix "Femto" (10°15)

Gramm
Galactose-Einheit
Glucose-Einheit

Gel Permeations Chromatographie

Stunde
Proton

Hochleistungs-Flissigkeitschromatographie
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iPr iso-Propyl (CH(CHs)2)
IR Infrarot-Spektroskopie
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry

k Prifix "Kilo" (103)

Kat. Katalysator

A Wellenldnge

1 Liter (dm3)

Lac Lactose-Einheit

LC Flissigchromatographie

m Prifix "Mikro" (10°6)

m Masse

m Multiplett

m Prifix "Milli" (103)

M Molar (mol/1)

M Priafix "Mega" (106)

M Molekulargewicht(in g/mol)

Mal Maltose-Einheit

Man Mannose-Einheit

My Massenmittel der Molmasse (in g/mol)
mol Mol

MS Massenspetrometrie

v Wellenzahl (in cm™1) (IR-Spektroskopie)
% Valenzschwingung (IR-Spektroskopie)
N Stéchiometriefaktor

n Oligomerisierungsgrad

n Stoffmenge

n Priafix "Nano" (109)

nBy n-Butyl (CH: CHs CHs CHj3)

NMR Kernmagnetische Resonanz
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p Gewichtsprozent

p Prafix "Pico" (10°12)
Ph Phenyl (C¢Hs5)

ppm parts per million

Quintett (NMR-Spektroskopie)

R beliebiger organischer Rest
Rt Retentionsfaktor (Diinnschichtchromatographie)
RI Brechungsindex

ROESY Rétating-frame Overhauser enhancement spectroscopy (NMR)

s Singulett (NMR-Spektroskopie)

S starkes Signal (IR-Spektroskopie)

S Sekunde

t Zeit

T Temperatur (in °C)

too Zeitkonstante bei 90% Umsatz der Auffadelung

t Triplett (NMR-Spektroskopie)

TA Triazol-Linker bzw. Triazolylmethylurethan-Linker
TU Thioharnstoff-Linker

UV/Vis Ultraviolett- und sichtbares Licht-Spektroskopie

\Y Volumen

w schwaches Signal (IR-Spektroskopie)
X Koordinate der x-Achse

y Koordinate de y-Achse

zZ Ladungszahl (Massenspektroskopie)
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