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1 Kurzzusammenfassung

Titandioxid hat eine Vielzahl verschiedenster Anwendungsmoglichkeiten, sowohl in der
Industrie als auch im téglichen Leben. Da es ungiftig ist und dabei chemische Stabilitat zeigt,
wird Titandioxid vor allem als Pigment in Farben und Lacken eingesetzt.!! Durch Reduktion
der GroRe in den Nanometer-Bereich kommt es zu Veranderungen der physikalischen,
optischen und biologischen Eigenschaften.? Aufgrund der vergroBerten Oberflache der
Titandioxid-Nanopartikel im Vergleich zu Titandioxid, weisen die Nanopartikel
beispielsweise eine signifikante photokatalytische Eigenschaft auf, die von grof3er Bedeutung
ist und bereits Anwendung in der photodynamischen Therapie findet.”) Diese Aktivitat lasst
sich auf die Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies, Singulett-Sauerstoff im Besonderen,
zuruckfuhren. Geringe Konzentrationen dieser Radikale sind an gewohnlichen Zellfunktionen
wie Apoptose beteiligt, wahrend groRe Mengen an reaktiven Sauerstoffspezies zu oxidativem
Stress flihren wodurch wichtige Zellkomponenten wie DNA, Proteine oder Lipide beschédigt
werden."! Um die Eigenschaft der Radikal-Produktion positiv zu nutzen, wird wasserldsliches
und zellgéngiges Titandioxid-Nanomaterial bendétigt, welches durch
Oberfachenmodifikationen zugénglich gemacht werden soll.

In der vorliegenden Arbeit wurden Titandioxid-Nanopartikel durch eine Hochtemperatur-
Methode und das Sol-Gel-Verfahren hergestellt, die Variation der Reaktionszeiten der
Hochtemperatur-Methode flhrte zu stabilen und definierten Anatas-Nanostdbchen. Eine
ligandenfreie Synthese flihrte zu Nanopartikeln mit einer Grofie zwischen finf und sieben
Nanometer, die trotz fehlender Stabilisierung der Oberflache fur vier Monate bei 5 °C
Stabilitat aufwiesen. Zur Modifikation der Titandioxid-Nanoteilchen wurden catecholbasierte,
bifunktionelle Linker wie das Maleinimid 15 und das Alkin 36 synthetisiert, die durch
Ligandenaustausch an die Nanopartikel-Oberflaiche gebunden werden konnten. Ebenso
konnten Bio-Nanohybride mit einem zellgédngigen Peptid hergestellt werden. Zudem konnten
sowohl die Michael-Addition™ als auch die kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition an
modifizierten Oberflachen der Titandioxid-Nanoteilchen mit Biomolekilen wie DNA
erfolgreich angewendet werden. Die Synthese eines catecholbasierten Azidocumarin-
Derivats 58a fiuihrte nach erfolgreicher Reaktion mit DNA zu einem fluoreszierenden
Komplex, der als ,self-reporting“-Linker Verwendung findet. Die Synthese eines
catecholbasierten Cyclooctins 63a wurde realisiert, die kupferfreie Cycloaddition mit einem
Oligonukleotid konnte ebenfalls erfolgreich durchgefiihrt werden. Ein Zugang zu

wasserloslichen Catechol-Linkern wurde durch den Einbau von Triethylenglykol geschaffen.
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So konnte eine Vielzahl an bifunktionellen Molekilen mit unterschiedlichen Funktionalitaten
hergestellt werden, die die Wasserloslichkeit der Nanoteilchen deutlich verbessern. Der
trifunktionelle Linker 88 konnte mit einem Farbstoff modifiziert werden und der Linker 47
mittels einer kupferkatalysierter Cycloaddition mit DNA verknupft werden.

Weiterhin wurde die Fahigkeit der Radikalbildung anhand der Nanopartikel und
Nanostabchen im Vergleich zu kommerziellen Nanopartikeln untersucht. Dabei stellte sich
heraus, dass kleine Nanopartikel bei einer Wellenldnge von 254 nm reaktive Sauerstoffspezies
produzieren. Aufgrund ihrer Grofle konnen die Nanostdbchen Radikale bei 366 nm
herzustellen, durch die Modifikation mit Dopamin-Hydrochlorid (9a) konnte in ersten
Versuchen gezeigt werden, dass die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies nahezu
komplett unterdriickt werden kann.[
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2 Einleitung

Die Nanotechnologie ist eines der sich am schnellsten entwickelnden Forschungsgebiete der
heutigen Zeit. Partikel, die Kkleiner als 100 nm (107 m) sind, werden als Nanopartikel
bezeichnet.!? Das Besondere an Nanopartikeln ist die Tatsache, dass sie sich in ihren
chemischen und physikalischen Eigenschaften vom grobkdrnigen Pendant teilweise stark
unterscheiden konnen. Der Grund hierfir ist, dass sich die Oberflache im Verhéltnis zum
Volumen vergrofert, so dass Nanopartikel mit einem Durchmesser von 10 nm 20% aller
Atome und Partikel mit 2 nm bereits 80% an der Oberflache aufweisen.””! Daher werden die
Eigenschaften der Nanopartikel auch stark von Molekilen, die an die Oberflache gebunden
sind, gepragt. Nanopartikel konnen aufgrund der Elemente aus denen sie aufgebaut sind in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Unter anderem gibt es metallische Nanopartikel™,
Quantenpunkte und metalloxidische™ Nanopartikel. Eine interessante Art der Nanopartikel
stellt Titandioxid aus der letzten Gruppe da. Die Titandioxid-Nanopartikel (TiO2) finden
angesichts ihrer besonderen physikalischen und chemischen Eigenschaften und der grof3en
Bandlicke  (Anatas: 3.2eVI™  Rutil: 3.0eV™),  immer groBeres Interesse in
unterschiedlichen Anwendungsbereichen.*® In den folgenden Kapiteln werden bekannte
Methoden zur Herstellung von  Titandioxid-Nanomaterial und  unterschiedliche

Anwendungsmdglichkeiten besprochen.

2.1 Synthese der TiO,-Nanopartikel

Bei der Synthese von Nanomaterial kann in chemische und physikalische Methoden
unterschieden werden. Die physikalischen Verfahren beruhen auf dem ,,top-down“-Prinzip,
welches eine Zerkleinerung der Materialien auf den Nanometerbereich beschreibt.*! Die
chemischen Methoden beruhen auf dem ,,bottom-up*“-Prinzip.*> Die Nanopartikel entstehen
in diesem Fall durch einzelne Atome, die sich durch Selbstorganisation zu grof3eren
funktionellen Einheiten zusammenfiigen.l*® Zur Darstellung der Titandioxid-Nanopartikel
durch chemische Methoden wird in den meisten Fallen Titanchlorid oder ein Titanalkoholat
als Ausgangsverbindung verwendet, sowie verschiedene Reagenzien zur Kontrolle der GréRe
und der Qualitat der Nanopartikel. Weller et al. beispielsweise konnten das Wachstum der
Nanokristalle beeinflussen, indem sie die Hydrolyse-Rate angepasst und Olsaure als

Oberfliachenstabilisator bei 80 °C verwendet haben.™ Jun et al. wiederum haben Anatas-
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Nanokristalle in nicht-wassrigem Medium mittels einer Hochtemperatursynthese bei 300 °C
hergestellt.*Y] Je nach Syntheseart konnen verschiedene Formen an Nanostrukturen wie
Nanostabchen, Nanoréhren oder auch Nanospharen entstehen.

2.1.1 Nanopartikel-Synthese mittels Sol-Gel-Methode

Die Sol-Gel-Methode basiert auf einer anorganischen Polymerisationsreaktion, hierbei wird
das Ausgangsmaterial durch Hydrolyse Gber ein Sol (kolloidale Dispersion) in ein Gel
umgewandelt (Schema 1).'7 Zur Herstellung der Partikel werden vorwiegend Halogenide
oder Alkoholate verwendet, wie beispielsweise Titanchlorid oder auch Titanisopropylat.'®
Da Titanchlorid sehr reaktiv gegenuber Wasser ist, l&sst sich der Hydrolyseschritt nur schlecht
kontrollieren. Zusatzlich miissen Parameter wie pH-Wert™ und Temperatur™” konstant
gehalten werden, da es sonst zu Verdnderungen der Partikelform kommen Kkann.
Untersuchungen von Sugimoto et al. zeigten zudem, dass der Ligand ebenfalls einen groRRen

Einfluss auf die GroRe und Gestalt der Nanoteilchen auswirken kann.?%!

OR OR

(1) RO-Ti~OR + H,0 — = RO-Ti-OH
OR OR
OR OR OR  OR

(2) RO-Ti-OH + RO-Ti-OR ———= RO-Ti-O—Ti-OR  + R—OH
OR OR OR OR
OR OR OR  OR

(3) RO-Ti-OH + RO-Ti-OH ———— RO-Ti-O—Ti~-OR  + H,0
OR OR OR OR

R = Alkyl

Schema 1: Allgemeines Schema einer Sol-Gel-Methode zur Synthese von TiO,-Nanopartikel ausgehend von
einem Titanalkoholat. Durch Hydrolyse entsteht ein Sol (1), welches durch anschlieBende Kondensation zum
Gel wird (2-3).

Wie bereits erwéhnt, missen viele Parameter konstant gehalten werden, um gleichmaRige
Nanopartikel zu synthetisieren. Aus diesem Grund wurde in den 90er Jahren ein Syntheseweg
entwickelt, der nicht auf wassrigen Systemen beruht, sondern auf der Basis von Mizellen.!!
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2.1.2 Nanopartikel-Synthese mittels Mizellen und inverser Mizellen

Mizellen und inverse Mizellen bilden kugelférmige Aggregate, in denen Nanopartikel
entstehen und die GroRe beziehungsweise die Form kontrolliert werden koénnen
(Abbildung 1).1%2 Grenzflachenaktive (amphiphile) Substanzen bilden in wassrigen Lsungen
spharische Aggregate, deren Oberflache aus den hydrophilen Kopf und das Innere aus den
hydrophoben Schwanz besteht. Im Gegensatz hierzu bilden sich inverse Mizellen indem der
hydrophile Kopf nach innen zeigt, die hydrophoben Reste befinden sich aufRen im nicht-

wassrigen Medium.?®!

DX,

8%3 "Pm% Hydophiler Kopf
o % Hydrophober Rest
o )

g

Abbildung 1: Schematische Darstellung einer Mizelle mit hydrophilem Kopf und hydrophobem Rest.

Durch den Raum, der im Inneren der Mizelle entsteht, kann GrofRe und Form der Nanopartikel
kontrolliert werden®), zusétzlich dazu lasst sich Aggregation zu groBeren Partikeln
vermeiden.”” Die entstandenen Nanopartikel weisen zunichst amorphe Struktur auf, die
durch Erhitzen in kristalline Strukturen tberfuhrt werden kann.!®

In inversen Mizellen entstehen Titandioxid-Nanopartikel tber drei Stufen.’? Der erste Schritt
ist die Hydrolyse eines Alkoholats in der Umgebung der inversen Mizelle, dabei entsteht
durch anorganische Polymerisation ein Gel.l?”] Der nachste Schritt fiihrt zu einer Ablagerung
eines Gemischs aus anorganischen/organischen Filmen auf einem festen Substrat.”®! Um die
organischen Lésungsmittel zu entfernen und die finale, kristalline Nanopartikel-Struktur zu
erhalten wird auf 450 °C erhitzt.”®! Anstelle von amphiphilen Molekiilen zur Herstellung von
Titandioxid-Nanomaterial konnen auch Autoklaven dienen, die vorwiegend in der

Hydrothermal-Methode Anwendung finden.

2.1.3 Nanopartikel-Synthese mittels Hydrothermal-Methode

Bei diesem Verfahren werden monodisperse und homogene Nanopartikel erzeugt. Somit

handelt es sich um eine attraktive Technik um Titandioxid-Nanopartikel zu erzeugen, die
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vorwiegend in der Keramik-Industrie genutzt wird.*”? lonische Losungen werden erhitzt,
wobei es zu einer Verdampfung des Losungsmittels kommt. Dies wiederum fuhrt zu einer
Erhéhung des Drucks innerhalb des Autoklaven.® Dadurch wird die Léslichkeit der lonen
verringert und Kristallisation sowie Keimwachstum finden statt. Durch den Druck und die
Konzentration der ionischen Ldsung kann die GroRe der Nanopartikel kontrolliert werden.
Eine Synthese ohne Autoklav wurde von Molloi et al. vorgestellt.*¥ Sie konnten Titandioxid-
Pulver durch hydrothermale Wasserstoffperoxid-Oxidation herstellen, hierzu wurde
metallisches Titan verwendet. Diese Synthese besteht aus zwei Schritten, der erste fiihrt zur
Bildung eines Gels durch Oxidation von Titan mit wassriger Wasserstoffperoxid-Losung (1)

und der hydrothermalen Behandlung (2) unter verschiedenen Bedingungen (Schema 2).

o Oxidation .
(1) Ti+ H,O, + 2 0OH > TiO4 % + 4Hy,0

4 2Ti0,+ xH0 + O, + 4 OH°

TiO, % + 2 (x-1) H,0

Y

Hydrothermale _
(2) T|02 e X HQO > T|02 + X Hzo

Behandlung

Schema 2: Hydrothermale Synthese von Titandioxid-Nanopartikeln nach Molloi et al.B”

Durch Verwendung von Sduren oder anorganischen Salzen konnen anstelle von
Nanopartikeln, Nanostabchen hergestellt werden. Auch in diesem Fall kann die Morphologie
durch Zusetzen bestimmter Liganden und Variation der Lésungsmittel kontrolliert werden.!
Je nach Art der Synthese konnen verschiedene Formen, Strukturen und Grofken von TiO,
entstehen, die einen grofRen Einfluss auf die unterschiedlichen Eigenschaften der Titandioxid-

Nanoteilchen austiben.

2.2 Eigenschaften und Anwendungen der Titandioxid-Nanoteilchen

Das Element Titan zahlt zu den zehn hdufigsten Metallen der Erdkruste. Titandioxid existiert
hauptséchlich in drei verschiedenen Modifikationen, Anatas (tetragonal, a=b=3.78 A,
c=9.50A), Rutil (tetragonal, a=b=4.58A, ¢=2.95A) und Brookit (rhomboedrisch,
a=543A b=9.16 A, c=5.13 A) (Abbildung 2).**
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Abbildung 2: Strukturen von Titandioxid mit a. Rutil, b. Anatas und c. Brookit.!*]

Die stabilste Modifikation ist Rutil, die metastabilen Strukturen Anatas und Brookit kdnnen
durch Calcinieren bei Temperaturen Uber 915 °C in die stabile Rutil-Phase uberfuhrt
werden.!® Die Struktur mit der hochsten photokatalytischen Aktivitat ist Anatas.®® Diese
Eigenschaft kann erhéht werden, wenn ein Gemisch aus verschiedenen Kristallstrukturen
eingesetzt wird, am besten geeignet ist eine Mischung aus Anatas und Rutil.®” Zudem ist
Titandioxid ein Halbleiter, die Elektronen im Valenzband sind durch eine Bandlicke vom
Leitungshband getrennt. Durch Absorption von Lichtquanten einer Energie die grofer ist, als
die der Bandlicke, werden Elektronen vom Valenzband in das leere Leitungsbhand
angeregt.*® Auf diese Eigenschaft wird in Kapitel 2.2.2 genauer eingegangen.

Aufgrund des geringen Preises und der hohen Stabilitat finden die Titandioxid-Nanopartikel
viele Anwendungsmoglichkeiten.!*®! Makroskopisches Titandioxid ist ein Material welches
umweltschonend, ungiftig und korrosionsbesténdig ist, daher wird es beispielsweise in Farben
eingesetzt.*”! Die Bandbreite der Anwendungen ist in den letzten Jahren stark angestiegen, so
wird Titandioxid in beschlagverhindernden, selbstreinigenden Materialien verwendet, zudem
in Oberflachenbeschichtungen und biomedizinischen Beschichtungen.*" AuRerdem zahlt es
zu den am haufigsten verwendeten WeiRpigmenten.[*?! Der Grund hierfiir liegt an dem hohen
Brechungsindex (abhé&ngig von der Kristallform) und der damit verbundenen Deckkraft und
einem guten Aufhellungsvermdgen.[*®! Eine weitere Eigenschaft ist die Biovertraglichkeit, die
Anwendungen in der Medizin ermdglicht. Hier wird Titandioxid in Desinfektionsmitteln und
bei diagnostischen Untersuchungen eingesetzt.* Nach Entdeckung der photokatalytischen
Eigenschaften von Titandioxid durch Formenti et al. in den 90er Jahren findet Nano-
Titandioxid Anwendung als Absorber von ultravioletter (UV) Strahlung und wird daher als
physikalischer UV-Filter in Sonnencreme eingesetzt.[*!

Wie bereits erwahnt, finden Anatas-TiO,-Nanopartikel Anwendung als Photokatalysator. Die
Partikel weisen ein hoheres Oberflache-zu-Volumen-Verhéltnis als ihr entsprechendes
grobkorniges (,,Bulk“) Material auf. Die groRe Oberflache tragt zu einer Verstarkung der

photokatalytischen Aktivitat bei, diese Eigenschaft wird zum Beispiel zur Luft- oder
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Wasserreinigung eingesetzt.l*)  Hierbei werden an der Nanopartikel-Oberflache nach
Absorption von UV-A-Strahlung in wassriger Umgebung Radikale gebildet. Diese reaktiven
Spezies, wie beispielsweise Hydroxylradikale, besitzen ein hohes Potential Redoxreaktionen
auszulosen und konnen organische Schadstoffe aus der Luft oder im Wasser oxidativ

abbauen.[*”]

Daraus resultieren radikalische Prozesse, die bis zur vollstdndigen
Mineralisierung von verschmutztem Wasser fuhren konnen. Auf die Bildung und Anwendung
der reaktiven Sauerstoffspezies wird in Kapitel 2.2.3 genauer eingegangen.

Eine vielversprechende Anwendung der Titandioxid-Nanopartikel liegt im Bereich der
erneuerbaren Energien. Daher wurde die Verwendung der Nanopartikel aufgrund ihrer
photokatalytischen Eigenschaften analysiert, um die Effizienz von Solarzellen zu

verbessern.[*®!

2.2.1 Solarzellen

Bereits im Jahr 1980 beschrieben Dare-Edwards et al.l*®} eine Modifizierung von Titandioxid-
Oberflachen mit Rutheniumbipyridyl (Abbildung 3), die sich O"'Regan und Grétzel im Jahr
1991 zur Entwicklung einer Farbstoffsolarzelle (engl. dye-sensitized solar cell (DSSC))

zunutze machten.%

Abbildung 3: Oberflachenmodifikation von Titandioxid mit Rutheniumbipyridyl nach Dare-Edwards et al.*")
Hierbei bilden TiO,-Nanopartikel die photoabsorbierende Schicht, die mit einem Ruthenium-
Farbstoff modifiziert wurde. Dabei kam es zu einer Verschiebung der Absorption von unter
550 zu 750 Nanometern und es konnte ein Wirkungsgrad der Solarzellen von ungefahr 11%
erreicht werden.

Das Prinzip der Farbstoffsolarzellen basiert darauf, dass ein Farbstoff Licht im sichtbaren

Bereich absorbiert, was dazu fihrt, dass Elektronen vom HOMO- in das LUMO-Niveau
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wandern. Das angeregte Elektron wird daraufhin in das Leitungsband von Titandioxid
abgegeben, die Elektronen wandern zum Kontakt auf der Riickseite der Nanopartikel und der
Farbstoff wird durch einen 17/13-Elektrolyten wieder hergestellt.[Sl] Die Bestrahlung der
Titandioxid-Nanopartikel mit ultraviolettem Licht anstelle von sichtbarem Licht flihrt zu einer

wichtigen Eigenschaft der TiO,-Nanopartikel, der Photokatalyse.

2.2.2 Photokatalyse

Titandioxid ist in der Lage, Photonen mit einer Energie, die groRer als die Bandliicke ist, zu
absorbieren. Die Bandlicke ist der energetische Abstand zwischen Valenzband und
Leitungsband des Halbleiters. Dabei werden Elektronen aus dem Valenzband in das
Leitungsband des Titandioxid-Molekiils befordert, dieser Vorgang hinterldsst ein
elektropositives Loch im Valenzband. Durch die Strahlung entstehen sogenannte Elektronen-
Loch-Paare, die durch das Material an die Titandioxid-Oberflache transportiert werden. An
der Oberflache werden die geladenen Elektronen von den elektropositiven Ldchern getrennt,
wodurch sich separate reduzierende und oxidierende Zentren bilden.?

Wenn sich Titandioxid in einer mit Sauerstoff angereicherten, wassrigen Umgebung befindet,
konnen die Elektronen Sauerstoff zu Superoxid-Anionen reduzieren wahrend die

elektropositiven Locher Hydroxylradikale bilden (Abbildung 4).5%%!
0, 02-' » H,0,
O
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Abbildung 4: Lichtinduzierte Redoxreaktion am Beispiel von Anatas-Titandioxid-Nanopartikeln. Die erzeugten

Elektronen-Loch-Paare kdnnen oxidierend beziehungsweise reduzierend wirken.

Somit kann die reduktive und oxidative Fahigkeit der Elektron-Loch-Paare zur Herstellung
von stark oxidierenden Stoffen fiihren, die in verschiedenen Anwendungen von chemischer

bis mikrobieller Dekontamination verwendet werden.®” Die erzeugten Elektronen-Loch-
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Paare haben eine Lebensdauer im Nanosekunden-Bereich, diese kann allerdings durch die
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff beeinflusst werden.™ Das aktive Zentrum der
photokatalytischen Reaktion sind Ti**-Spezies, wenn diese nicht vorhanden ist, ist die
Oberflache der Titandioxid-Nanoteilchen chemisch inert. Diese aktiven Ti**-Spezies konnen
durch Tempern erzeugt werden, sie sind vergleichbar mit denen, die mittels UV-Licht erzeugt
werden.®!

Die Begrenzung des photokatalytischen Effekts liegt darin, dass hohe Energien benétigt
werden, um eine photokatalytische Antwort auszuldsen. Durch die Bandliicke von TiO;
koénnen Anatas-Kristalle nur Photonen mit einer Wellenlédnge kleiner als 388 nm absorbieren,
dementsprechend vor allem aus dem ultravioletten Licht. Infolge dessen konnen
TiO,-Nanopartikel nur etwa 2-3% der Sonnenlicht-Energie absorbieren. Somit ist eine
kommerzielle Anwendung der Titandioxid-Nanopartikel ineffektiv wenn sichtbares Licht
verwendet werden soll. Ein Ansatz um die Verwendung von Sonnenlicht zu ermdglichen stellt
die Dotierung von Titandioxid dar. Dies wurde anhand von Stickstoff untersucht, eine der
ersten Arbeiten hierzu wurde von Asahi et al. im Jahr 2001 verdffentlicht.””] Daraufhin
erfolgten zahlreiche Untersuchungen von Nicht- und Ubergangsmetallen, wobei sich
herausstellte, dass Chrom und Vanadium ebenfalls vielversprechende Kandidaten zur
Dotierung sind.”® Bisher ist die Stickstoff-Dotierung, die beispielsweise durch Mahlen von
Titandioxid mit Ammoniumnitrat erreicht werden kann,™ jedoch die meist untersuchte und
verwendete Methode um die Anwendung von Titandioxid zum Beispiel in Photovoltaik-
Anlagen zu verbessern.

Wie bereits in Kapitel 2.2 erwéhnt, wird die Eigenschaft der Radikalbildung zum Reinigen
von Wasser und Luft verwendet.®” Im Jahr 1985 konnten Matsunaga et al. erstmals zeigen,
dass Titandioxid-Nanopartikel nach Bestrahlung in wéssriger Umgebung in der Lage sind
Bakterienzellen zu téten.®™ Diese Methode wurde ebenfalls verwendet um Krebszellen mit
Titandioxid abzutsten.®? Da Krebs heutzutage immer noch eine der haufigsten
Todesursachen darstellt, untersuchen seither viele Arbeitsgruppen die photokatalytische
Aktivitat der Titandioxid-Nanopartikel um den Mechanismus des Zelltods zu erkl&ren und

diesen Effekt zur Krebstherapie nutzen zu konnen.®®!

2.2.3 Reaktive Sauerstoffspezies und photodynamische Therapie

Titandioxid-Nanopartikeln werden signifikante antibakterielle Aktivitdt zugeschrieben, die

bereits ausgiebig untersucht wurden.® Oxidativer Stress, der von reaktiven Sauerstoffspezies
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(ROS) eingeleitet wird und von Nanopartikeln ausgeldst wird, ist der Hauptmechanismus
dieser antibakteriellen Wirkung. Die bei der Anregung der TiO,-Nanopartikel entstandenen
Hydroxylradikale sind starke, aber unselektive Oxidationsmittel, die nahezu alle organischen
Biomolekule einschlieBlich Kohlenhydrate, Nukleinsduren, Lipide, DNA und Aminosauren
schadigen konnen.!® Titandioxid ist in der Lage neben Hydoxyl- und Superoxidradikalen
auch Singulett-Sauerstoff zu erzeugen. Dieser kann Gewebe irreversibel schadigen indem er
zur Oxidation und Abbau der Biomembranen fiihrt.® Wenngleich Superoxidradikale keine
starken Oxidationsmittel sind, dienen sie doch als Vorstufe fur Hydroxylradikale und
Singulett-Sauerstoff und weisen somit ebenfalls einen erheblichen Beitrag zur ROS-
Produktion.®”) Cai et al. konnten silicatbeschichtete Titandioxid-Nanopartikel in HeLa-Zellen
einfuhren und durch Bestrahlung der Partikel konnte in vitro ein deutlicher Anstieg des
Zelltods detektiert werden.[*? Der Antitumor-Effekt gegen HeLa-Zellen, die in Mause
transplantiert wurden, wurde untersucht. Der Tumor wurde ohne Partikel bestrahlt, auch die
Verwendung der Partikel ohne Bestrahlung fiihrte zu keinem Einfluss auf den
Tumorwachstum. Erst nach Bestrahlung der Nanopartikel mit einer Wellenldnge zwischen
300 und 400 nm kam es zu einem signifikanten in vivo Antitumor-Effekt.

Von Li et al. konnte gezeigt werden, dass das Nanomaterial mehr reaktive Sauerstoffspezies
erzeugt als das entsprechende makroskopische Material, somit konnten Titandioxid-
Nanopartikel in der Krebsbehandlung Anwendung finden.®® Das ist auf die groBere
Oberflache der Nanopartikel zuriickzufuhren, die somit mehr Absorptionsflache fiir die
Bestrahlung mit UV-Licht zur Verfugung stellen kann. Durch die Bildung der reaktiven
Sauerstoffspezies konnen Titandioxid-Nanopartikel zur Anwendung in der photodynamischen
Therapie (PDT) verwendet werden.®

Das Prinzip dieser Therapie basiert auf dem Konzept, dass eine lichtaktivierbare Substanz
(Photosensibilisator) unter Licht und Sauerstoff aus dem Gewebe selektiv mit einer

bestimmten Wellenlange bestrahlt werden kann.[’™

Im Vergleich zu aktuellen
Behandlungsmethoden wie Chemotherapie, kann die photodynamische Therapie erkranktes
Gewebe zerstoren ohne das umliegende gesunde Gewebe zu beschadigen.®® Allerdings ist
die Aktivierung der Titandioxid-Nanopartikel mit UV-Licht unerwiinscht, gerade im Hinblick
auf Anwendungen in der Krebsbehandlung. Ultraviolettes Licht selbst ist mutagen und fihrt
somit dazu, dass die Krebszellen aber auch die umliegenden gesunden Zellen beeinflusst
werden."™ Zudem kann ultraviolettes Licht nicht tief genug in menschliches Gewebe

eindringen.l’?


http://de.wikipedia.org/wiki/Photosensibilisator
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Ein Ansatz die Bestrahlung mit UV-Licht zu umgehen ist die Verwendung von Ultraschall.
Harada et al. konnten Mizellen herstellen, in die Titandioxid-Nanopartikel eingebracht
wurden.[’? Diese Nanopartikel wurden mit Pfropfcopolymeren (engl.: graft copolymer)
gemischt, dabei entstanden Mizellen mit einer Kern-Schale-Struktur. Die Polymer-Einheit
stabilisierte hierbei die Oberflache der Mizellen (Abbildung 5). Durch die Polymere an der
Nanopartikel-Oberflache sind die Mizellen biokompatibel und zeigten eine vernachléssigbare
Cytotoxizitat. Selbst innerhalb der Mizellen haben die Titandioxid-Nanopartikel ihre
Féahigkeit der Radikalbildung beibehalten.

.
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Abbildung 5: Schematischer Aufbau der polymerbasierten Mizellen mit Titandioxid-Nanopartikel innerhalb der

Mizelle nach Harada et al.['?

Durch die Aufnahme der Nanopartikel-Mizellen in HeLa-Zellen konnte gezeigt werden, dass
die Nanopartikel mit Hilfe von Ultraschall bei einer Frequenz die klinische Anwendungen
ermoglicht Singulett-Sauerstoff produzieren kdnnen. Diese Féhigkeit konnte zur Abt6tung der
Zellen an dem bestrahlten Bereich fiihren und umliegende Zellen nicht beeinflussen.

Seit den 1970er Jahren findet Titandioxid im biomedizinischen Feld Anwendung, so wird es
beispielsweise in orthopadischen Implantaten verwendet.”® Durch die mechanische
Festigkeit, Korrosionsbestandigkeit, die geringen cytotoxischen Effekte ist Titan und seine
Legierungen das meist verwendete Material flr verschiedene Implantate (zum Beispiel im
Dentalbereich).["¥ Aufgrund der geringen cytotoxischen Effekte wurde in den letzten Jahren
auch eine Anwendung der Titandioxid-Nanoteilchen als Transporter von Wirkstoffen in

Betracht gezogen.!™


http://de.wikipedia.org/wiki/Pfropfcopolymere
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2.2.4 TiO,-Nanoteilchen als Transporter von Wirkstoffen

Fur den Transport von Wirkstoffen eignen sich im besonderen Malie Titandioxid-Nanorohren.
Es sind verschiedene Mdglichkeiten bekannt um sogenannte Nanokapseln zu synthetisieren,
beispielsweise werden die Wirkstoffe auf biomedizinischen Implantaten beschichtet und
freigesetzt.®™™ Die Gruppe von N. Shrestha zeigte, dass es méglich ist, Titandioxid-
Nanordhren mit magnetischen Eisendioxid-Partikeln zu befiillen.”® Die Wirkstoffe wurden
uber Linker an Titandioxid-Nanordhren gebunden. Durch Magnete konnten die Nanoteilchen
an die gewinschten Orte transportiert werden, an denen die Wirkstoffe durch eine
photokatalytische Reaktion mittels UV-Licht freigesetzt werden. Mit diesem System kann
eine ortsgerichtete Abtdtung von Krebszellen ermdglicht werden. Ein weiterer Vorteil dieser
Methode ist, dass die Freisetzung der Wirkstoffe ebenso durch Réntgenstrahlung erfolgen
kann, wodurch eine in vivo-Anwendung erméglicht wird.""”! Ein anderes System wurde von
Schmuki et al. vorgestellt.[’”® Sie verwendeten eine amphiphile Schicht, die aus Titandioxid-
Nanorohren hergestellt wurde. Durch eine Monolage aus Octadecylphosphonsdure wurde eine
Art Deckel erzeugt, der die Rohren verschlieen kann und somit den Wirkstoff
Meerrettichperoxidase (engl.: Horseradish peroxidase, HRP) von der wassrigen Umgebung
abtrennen und schitzen sollte. Durch photokatalytische Wechselwirkungen mit UV-Licht
wurde der Deckel entfernt und die Wirkstoffe herausgewaschen (Abbildung 6).

H,O

Amphiphile
Nanoréhre %

| Medikamente ' UV-Licht |
—_— —_—

<— =HRP an Silan gebunden

2~ = QOctadecylphosphonsaure

Abbildung 6: Amphiphile Titandioxid-Nanoréhren mit Octadecylphosphonsédure als Deckel welcher mit UV-

Licht gedffnet und den Wirkstoff freigeben kann.[’!
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Im Bezug auf in vivo-Anwendungen kann der Deckel nicht nur durch UV-Licht, sondern auch
durch Rontgenstrahlung ge6ffnet werden.

Eine weitere Verwendung der TiO,-Nanoteilchen, die nicht auf Bestrahlung mit UV-Licht
basiert, ist die Nutzung von Titandioxid als Biosensor, um beispielsweise den Glucose-Gehalt

im Blut zu bestimmen. [

2.2.5 TiO,-Nanoteilchen als Biosensoren

Wasserstoffperoxid wird als Oxidations-, Desinfektions- und Bleichmittel in der Industrie und
in zahlreichen Haushalten verwendet.®" Die vielfaltigen Anwendungsmoglichkeiten sowie
das h&ufige Vorkommen von Wasserstoffperoxid erfordert eine Methode zur Detektion
sowohl in geringen Mengen als auch in Konzentrationen die typischerweise in Lebensmitteln
oder Medikamenten gefunden werden.®? Aufgrund der elektrokatalytischen Eigenschaften
von Titandioxid-Nanomaterial verwendeten Li etal. Nanopartikel zur elektrochemischen

Detektion von Wasserstoffperoxid.®! Hierzu wurde Glucose-Oxidase an Titandioxid

absorbiert. Dieses Enzym ist in der Lage, die Oxidation von Glucose unter Bildung von
[84]

Wasserstoffperoxid zu katalysieren (Schema 3).

Glucon-
saure

Glucose

Schema 3: Funktionsweise des Enzyms Glucose-Oxidase. !

Durch die Absorption des Enzyms an die Nanopartikel ist ein Biosensor entstanden, der
Glucose schnell und stabil nachweisen kann. 95% des Glucoseanteils konnten bereits in einer
Zeit von unter 30 Sekunden detektiert werden. Dabei wurde nachgewiesen, dass das auf der
Nanopartikel-Oberflache immobilisierte Enzym seine urspriingliche Aktivitat beibehalten
konnte. Aufgrund der hohen Absorptionsfahigkeit und der Biokompatibilitat der Titandioxid-
Nanopartikel konnte dieser Sensor Anwendung in der Bioelektrochemie finden.

Titandioxid-Nanoréhren weisen aufgrund ihrer grolRen Oberflache gute Eigenschaften zum
Einsatz als Biosensoren auf, da sie genug Platz fiir die Bindung vieler Enzymen bieten.’®® Liu
et al. konnten durch anodische Oxidation Titandioxid-Nanor6éhren mit unterschiedlichen

Langen herstellen.®” An diese Nanorohren konnte das Enzym Meerrettichperoxidase sowie
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Thionin 1 co-absorbiert werden (Schema 4a.). Thionin 1 kann elektrochemisch reduziert aber

nicht wieder oxidiert werden (Schema 4b.).

= Thionin /@: ®
HoN S NH;

o
O = Peroxidase 1a

Schema 4: a. Absorption von Meerrettichperoxidase und Thionin an Titandioxid-Nanoréhren, b.

Elektrochemische Reduktion von Thionin 1.7

Erst die Zugabe von Wasserstoffperoxid in Prdasenz von Meerrettichperoxidase an der
Nanordéhren-Oberflache fiihrte Uber einen angeregten Zustand zur Oxidation des reduzierten
Thionins 1a (Schema 5).

Thionin 1 (oxidiert)

H,0, Thionin (oxidiert)*

HRP (oxidiert)

HRP (redUZiert) Thionin 1a (redUZiert )
H,O

Schema 5: Reduktions- und Oxidationsprozesse von Thionin 1 und dem Enzym Meerrettichperoxidase an der

Nanordhren-Oberflache.®® (*: angeregter Zustand)

So konnte gezeigt werden, dass das Enzym Meerrettichperoxidase seine Bioaktivitat auch an
der Titandioxid-Oberflache beibehélt. Durch die Absorption des Enzyms und Thionin 1 an die
Nanoréhren wurde ebenfalls ein Biosensor mit guter Stabilitdt und Reproduzierbarkeit
entwickelt, der in der Lage ist Wasserstoffperoxid zu detektieren.

In den beiden beschriebenen Biosensoren wurden die Enzyme (ber Absorption an die
Oberflache der Titandioxid-Nanoteilchen gebunden. Dies ist nur eine Moglichkeit der
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Bindung an Titandioxid, im Folgenden sollen weitere Bindungsmdoglichkeiten besprochen

werden.

2.3 Methoden zur Oberflachenmodifikation der TiO,-Nanoteilchen

Die photokatalytischen Eigenschaften der Titandioxid-Nanopartikel werden neben Faktoren
wie GroRe, Form und Kiristallstruktur auch von der Art der Liganden auf der Oberflache
beeinflusst. Um Nanopartikel fir biologische Anwendungen nutzbar zu machen und um die
Loslichkeit in polaren Medien zu verbessern sind Modifikationen der Titandioxid-Oberflache
unerl&sslich. Hierzu kénnen verschiedene Gruppen an die Titandioxid-Nanoteilchen gebunden
werden, wie beispielsweise Phosphat- oder auch Carboxylgruppen.®¥ Zudem ist bekannt,
dass vor allem Endiole an Titandioxid binden kénnen. Die Bindung dieser Liganden fiihrt zu
einer zweizéhnigen Chelatisierung der Titan-Atome auf der Oberflache. Die Kréfte, die bei
der Bindung involviert sind, sind stark genug um eine Deformation der Struktur herbei zu
flhren. Somit werden die Defekte auf der Oberflaiche minimiert und es entsteht eine ,,Bulk -
artige oktaedrische Struktur (Abbildung 7).°% Durch die starken Wechselwirkungen zwischen
den Atomen auf der Nanopartikel-Oberflache und den organischen Liganden werden die
Haftstellen an der Oberflache entfernt und die delokalisierten Bander der Titandioxid-

Nanopartikel werden elektronisch an die organischen Linker gekuppelt.!
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Abbildung 7: Defekte der Titandioxid-Oberflache ohne und mit Modifikation mit Dopamin 9.%
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Somit werden die optischen Eigenschaften der Nanoteilchen beeinflussbar und eine
Verschiebung zum sichtbaren Licht und nahem Infrarotbereich wird durch
Oberflachenmodifikationen zuganglich. Die Modifikation mit Dopamin 9 beispielsweise
ermoglicht eine Rotverschiebung der Absorption des Halbleiters im Vergleich zu den
unmodifizierten Nanopartikeln.®? Diese optische Veranderung steht in Zusammenhang mit
dem Dipolmoment des Titan-Liganden-Komplexes auf der Partikeloberflache und nimmt mit
der GroBe der Molekiile ab.®¥l Durch die Bindung der Liganden wird zusétzlich die
Elektronentransferrate ~ vom Leitungsband  der  Titandioxid-Nanopartikel ~ auf

Elektronenakzeptoren in der Losung erhoht.[%4

2.3.1 Bindungen von Liganden Uber elektrostatische Wechselwirkung an TiO,-Nanopartikel

Elektrostatische Bindungen werden bei Titandioxid-Nanopartikeln vor allem dazu verwendet,
Hybrid-Systeme mit verschiedenen Arten an Nanopartikeln zu bilden. So konnte gezeigt
werden, dass Gold-Nanopartikel an einen Titandioxid-Film uber Wechselwirkungen
gebunden werden konnen. Hierbei wurde unter Verwendung von Bisphenol A gezeigt, dass
die photokatalytischen Eigenschaften um das 2.5-fache im Vergleich zum reinen Titandioxid-
Film verbessert werden konnten. Der Grund hierfir liegt in der physikalischen Separation der
Gold-Nanopartikel. Dieser Effekt fuhrt zu einer VergroRerung der Transfer-Effizienz der
photogenerierten Elektronen vom Titandioxid-Film zu Gold. Ein groRer Vorteil dieser
elektrostatischen Variante ist, dass sie kostengunstig, einfach und skalierbar ist. Durch
Variation der Temperatur und des pH-Werts konnten Gold-Titandioxid-Filme mit
verschiedenen GroRen, Formen und Beschaffenheiten hergestellt werden.

Durch anionische Molekile an der Oberflache von Silber-Nanopartikeln konnten Anatas-
Titandioxid-Nanopartikel mit kationischen Oberflaéchen-Gruppen gebunden werden. Durch
die hydrophile/hydrophobe Wechselwirkung entstand ein heterogenes Wachstum der Silber-
Nanopartikel auf der Titandioxid-Oberflache. Diese Hybrid-Partikel zeigten antibakterielle
Wirkung gegen gramnegative Escherichia coli Bakterien. Dies konnte in Anwesenheit und
Abwesenheit von ultraviolettem Licht gezeigt werden. Zudem konnte die photokatalytische
Aktivitat des Systems gegen Methylenblau in wassrigen Ldsungen gesteigert werden. Die
Hemmung der Elektronen-Loch-Rekombination und die gesteigerte Absorption des
Methylenblau-Farbstoffs in Présenz der Silber-Nanopartikel sind der Hauptgrund fur die

verbesserte Photokatalyse des Systems.®®


http://de.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli
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Im Jahr 2009 konnte gezeigt werden, dass Porphyrine mit Ankergruppen wie Sulfonaten oder
Carboxylgruppen an Titandioxid absorbiert werden konnen.*l Bei der Wechselwirkung
zwischen Porphyrinen und Titandioxid-Nanopartikeln  kommt es aufgrund des
Elektronentransfers vom angeregten Zustand des Porphyrins in das Leitungsband von
Titandioxid zu einer Ausloéschung der Fluoreszenz. Dies kdnnte Anwendung in der
Herstellung von photochemischen Zellen finden.

Uber elektrostatische Wechselwirkung kénnen nicht nur andere Nanopartikel oder organische
Molekile gebunden werden, sondern auch verschiedene Biomolekiile.

Enzyme wie Hydrogenasen katalysieren in ihren aktiven Zentren, die aus Eisen oder
Nickel/Eisen bestehen, die Reduktion von Protonen zu Wasserstoff. Reisner et al. haben sich
dieses Prinzip zu Nutze gemacht, indem sie eine [NiFeSe]-Hydrogenase aus
Desulfomicrobium baculatum (Db[NiFeSe]-H) und einen synthetischen Ruthenium-Komplex
als Photosensibilisator an Titandioxid-Nanopartikel tber elektrostatische Wechselwirkungen
gebunden haben.'®® Das Prinzip basiert auf der Anregung des Photosensibilisators durch die
Verwendung von sichtbarem Licht, dadurch wandern Elektronen in das Leitungsband von
Titandioxid, diese werden mittels Eisensulfid-Cluster zum Enzym transferiert. Dort werden

sie durch Protonen aus der wassrigen Umgebung zu Wasserstoff reduziert (Schema 6).

e©
o
Sonnen- ©
licht /\
\! o H®
O a .‘:, %)
Donor N l':',/ HETR D
| | 708 S
v | NS OH H,
Ru,
@ / ‘ ///N/ |
Donor S
Ruthenium- Hydrogenase

Photosensibilisator

Schema 6: Absorption des rutheniumbasierten Photosensibilisators und der Hydrogenase an Titandioxid-

Nanopartikel.*%

Ein wichtiger Punkt hierbei ist, dass das Enzym-Nanopartikel-Hybrid eine hohe
elektrokatalytische Aktivitat zeigt und nicht nur unter Luftausschluss, sondern auch unter

aeroben Bedingungen angewendet werden kann. Somit ist ein lichtbetriebenes System
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entstanden welches unter Verwendung von sichtbarem Licht als Energiequelle in der Lage ist,
die kathodische Halbzellenreaktion der Wasserspaltung zu vermitteln.

Wenn absorbierte Molekile eine Sdure- oder Aminofunktion aufweisen, konnen die
zusétzlichen Liganden durch eine Amid-Bindung an die Nanopartikel gebunden werden. Ein
Beispiel hierfur ist Dopamin (9), welches durch die Catecholfunktion an Titandioxid binden
kann und durch die freie Aminofunktion in der Lage ist einen weiteren Liganden zu

binden.

2.3.2 Bindungen von Liganden tiber Amid-Kupplung an TiO,-Nanopartikel

Matsui et al. konnten Titandioxid-Nanopartikel mit einer GroRe von 30 nm zun&chst mit
Polyacrylsaure modifizieren und anschlielRend mittels 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC-HCI) und N-Hydroxysuccinimid
(NHS) an einen anti-epidermalen Wachstumsrezeptor-Antikérper binden (Schema 7), wobei

dieser Antikorper an der Oberflache von Krebszellen tiberexprimiert wird.

uv-L{\\h;

‘E 1. Polyacrylsaure
2. Antikorper, EDC-HCI, NHS

D = Antikorper

o = Produzierte Radikale

Schema 7: Bindung von Antikérpern auf der Titandioxid-Oberflache mit EDC-HCI und NHS.*!

Das Uberleben der Zellen wurde nach Zugabe der mit antikdpermodifizierten Nanopartikel
nicht beeinflusst wenn keine Bestrahlung erfolgte. Somit zeigten die Partikel bei der
verwendeten Konzentration eine sehr geringe Toxizitdt. Wenn die antikdrpermodifizieren
Nanopartikel mit ultraviolettem Licht bestrahlt wurden, kam es zu einem Zellsterben von
ungeféhr 50%. Im Vergleich hierzu zeigten sowohl die reinen Nanopartikel als auch der
Antikdrper mit und ohne Bestrahlung kein Zellsterben. Durch eine Amid-Bindung konnte ein

Antikdrper an die Nanopartikel gebunden werden welcher zu einer spezifischen Anh&ufung


http://de.wikipedia.org/wiki/1-Ethyl-3-%283-dimethylaminopropyl%29carbodiimid
http://de.wikipedia.org/wiki/1-Ethyl-3-%283-dimethylaminopropyl%29carbodiimid
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des Antikorpers in Zellen fihrt. Aus diesem Grund wird nur eine geringe Konzentration an
Nanopartikeln und zudem nur geringe Bestrahlung bendtigt um ein Zellsterben einzuleiten.
Turkowski et al. verwendeten eine Amid-Bindung um einen Farbstoff an Titandioxid-
Nanopartikel zu binden.“%! Die Bindung eines fluoreszierenden Molekiils an Nanopartikel
eroffnet viele Anwendungsmaoglichkeiten wie beispielsweise die Detektion von verschiedenen
Tumoren."® Um Titandioxid kovalent an das fluoreszierende Molekiil Folsaure zu binden
wurde Aminopropyltrimethoxysilan (2) als Verbindungsmolekul zwischen den Nanopartikeln
und Folséure verwendet, die Bindung erfolgte mit (O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N'-
tetramethyluroniumhexafluorophosphat (HATU) und 1-Hydroxy-7-azabenzotriazol (HOAL)
(Schema 8).
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Schema 8: Synthese der folsduremodifizierten Titandioxid-Nanopartikel unter Verwendung des Silans 2 als

Verbindungsmolekiil.[**%

Messungen der Kontrollen, wie der silanmodifizierten Nanopartikel oder der Nanopartikel mit
Folsdure zeigten, dass es lediglich zu einer Steigerung der Fluoreszenz-Intensitat bei der
kovalenten Bindung der Folsiure an die Titandioxid-Nanopartikel kam. Es konnte gezeigt
werden, dass die folsduremodifizierten Nanopartikel eine drastische Steigerung der
Photoemission zwischen 500 und 700 nm aufweisen. Durch die Bindung der Nanopartikel an
den Farbstoff unter Verwendung des Silans konnten die optischen Eigenschaften des Systems
verandert werden. Dies ist auf die Anndherung der aktiven Zustdnde der verwendeten
Molekile zurtickzufiihren. Dieses System bietet den Vorteil, dass sowohl das Biomolekdl als
auch das Silan aufgrund der funktionellen Gruppen im Gegensatz zu anderen Farbstoffen an

verschiedene Nanopartikel gebunden werden konnen.
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Eine mildere Methode zur Funktionalisierung der Nanopartikel-Oberflachen stellt die
Verwendung von Thiolen dar. Diese koénnen in einer Michael-Addition an eine
Maleinimidfunktion oder auch durch eine ,,Click“-Reaktion, der Thiol-En-Reaktion gebunden
werden.®! Hierzu werden keinerlei zusitzliche Kupplungsreagenzien wie bei der

Amidkupplung bendtigt, wodurch die Reaktion biokompatibel ist.!*%!

2.3.3 Bindung von Liganden tber Thiole an TiO,-Nanopartikel

Durch eine Thiol-En-Reaktion konnten Tedja et al. Polymere an silanmodifizierte
Nanopartikel binden.!*%®! Es entstanden definierte Polymer-Titandioxid-Hybride, die zu einer
Verringerung der Agglomeration in verschiedenen waéssrigen und biologischen Medien
fuhrten (Schema 9).
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Schema 9: Thiol-En-Reaktion von Polymeren auf der Titandioxid-Oberflache.[**!

Durch die Polymere an der Oberflaiche konnte gezeigt werden, dass die Aufnahme in
menschliche Lungenzellen im Vergleich zu den unmodifizierten Nanopartikeln reduziert war.
Der Grund hierfur scheint die zunehmende PartikelgroRe zu sein. Somit spielt die Chemie auf
der Oberflache eine wichtige Rolle bei der Aufnahme der Nanopartikel in Zellen.

Die Verwendung von Maleinimiden zur Bindung von thiolierten Biomolekilen ist bei

Nanopartikeln weit verbreitet.**] Der Grund hierfiir ist die strukturelle Eigenschaft des
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Maleinimids, welches als doppelt aktiviertes Michael-System schnell und spezifisch mit

Thiolen unter Ausbildung einer stabilen Thioether-Bindung reagieren kann (Schema 10).12081
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Schema 10: Michael-Addition zwischen einem Thiol 5 und einem Maleinimid 6.

Diese Eigenschaft nutzten Gao et al. indem sie einen Antikorper, den menschlichen
epidermalen Wachstumsfaktorrezeptor (HER 2) an Nanopartikel binden konnten.®! Hierzu
wurden zwei verschiedene Arten Nanopartikel verwendet, Quantenpunkte und Eisenoxid-
Nanopartikel, die mit einer Maleinimidfunktion modifiziert wurden. An diese wurde durch
Michael-Addition ein N-terminal mit Cystein modifizierter Antikdrper gebunden. So
entstanden Nanopartikel-Antikorper-Konjugate die eine hochspezifische Bindung an
Krebszellen aufwiesen. Diese kénnten Anwendung in der Krebsdiagnose oder auch in der
molekularen Bildgebung finden.

Aus Methoxypolyethylenglykol wurden polymerbasierte Nanopartikel aufgebaut, die an der
Oberflache mit einer Maleinimidfunktion modifiziert wurden. An ein globuldres Protein,
bovines Serumalbumin wurde eine Thiolfunktion eingefiihrt und durch Michael-Addition an
die  Polymer-Partikel — gebunden. Diese  Nanopartikel  zeigten aufgrund  der
Oberflachenmodifikation mit dem Protein eine geringere Toxizitat als andere Nanopartikel.
Die Ergebnisse, die durch invitro und in vivo-Studien erhalten wurden zeigen, dass die
proteinmodifizierten Nanopartikel als Transporter fur Medikamente, die gezielt im Gehirn
wirken sollen, eingesetzt werden kann.[**%

In der Gruppe von Mattoussi wurden thiolierte Peptide via Michael-Addition an Gold-
Nanopartikel gebunden. Hierbei wurde die Anzahl der funktionellen Maleinimid-Gruppen an
der Oberflache der Gold-Partikel zwischen 0 und 30% variiert. Zudem wurden inerte Gruppen
mit Methoxyresten eingefuihrt. Somit konnte die Anzahl der Molekile pro Gold-Nanopartikel
berechnet und die Zahl der immobilisierten Liganden auf der Oberflache der Nanopartikel
kontrolliert werden.[*!

Anhand dieser Beispiele konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Maleinimid-Thiol-
Bindung um eine etablierte Methode im Bereich der Nanopartikel handelt. Bisher konnten nur

wenige Beispiele fur die Anwendung der Michael-Addition bei Titandioxid-Nanopartikeln
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gefunden werden. Eine Anwendung der Michael-Addition zwischen maleinimidmodifizierten
Titandioxid-Nanopartikeln und verschiedenen Thiolen soll in dieser Arbeit untersucht
werden. Nicht nur Thiol-En-Reaktionen und Michael-Additionen z&hlen zu den sogenannten
,Click“-Reaktionent**?!, sondern auch 1,3-dipolare Cycloadditionen, auf die im nachsten

Kapitel genauer eingegangen werden soll.

2.3.4 Bindung von Liganden Uber die kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition an
TiO,-Nanopartikel

Die  kupferkatalysierte  Azid-Alkin-Cycloaddition ~ wird aufgrund der breiten
Anwendungsmdglichkeiten ebenfalls auf der Nanopartikel-Oberflache verwendet. Hamers et
al. war es moglich, Zinnoxid-Nanostabchen mittels einer kupferkatalysierten Cycloaddition
an Titandioxid-Nanopartikel zu binden.*™®! Zunachst wurde eine photochemische Grafting-
Technik verwendet um Hydroxylgruppen einzufuhren, hierbei induziert UV-Licht eine
Reaktion zwischen den organischen Alkenen und der Zinnoberflache, dies konnte ebenfalls
fir Titandioxid gezeigt werden. Die dadurch gebundenen Hydroxylgruppen wurden weiter
umgesetzt, sodass azidmodifizierte Zinnoxid-Nanostédbchen erhalten werden konnten. Diese
wurden mittels Natriumascorbat, Kupfersulfat und Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl]lamin an alkinmodifizierte Titandioxid-Nanopartikel gebunden. Da es schwierig ist
kleine Nanopartikel an groRere Nanostrukturen zu binden, ohne weiteres Wachstum der
kleinen Partikel zu erhalten, stellt diese Methode eine gute Alternative dar um stabile Oxid-
Oxid-Heterostrukturen durch chemische Reaktionen zu erzeugen.**¥ Die Gruppe von Hamers
hat die kupferkatalysierte Cycloaddition zudem auf Titandioxid-Nanopartikel und
Wolframoxid-Nanopartikel angewandt und konnte zeigen, dass die photokatalytische
Aktivitdt des Konstrukts im Vergleich zur Wolframoxid-Oberflache gesteigert werden
konnte.[**?]

Cai et al. hat Titandioxid-Substrate mittels einer kupferkatalysierten Cycloaddition
erfolgreich biofunktionalisiert.™*® Hierzu wurde Titandioxid mit einer aliphatischen Kette
modifiziert, die innerhalb des Moleklls eine Alkingruppe und am Ende einen
Trimethylgermanylrest als Schutzgruppe tragt. An das Alkin wurde mittels
Tetrakis(acetonitril-N)-kupferhexafluorophosphat und Natriumascorbat azidmodifiziertes

Glycin-Arginin-Glycin-Aspartat (GRGD), ein Zelladhesionspeptid, gebunden (Schema 11).
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Schema 11: Oberflachenmodifikation von Titandioxid und dem Peptid GRGD via kupferkatalysierter
Cycloaddition.[*®

Biologische Tests zeigten, dass das Peptid seine Aktivitat beziglich der Immobilisierung
beibehalten hat und somit die Anhaftung und Ausbreitung der AsPC-1-Zellen auf dem
Substrat unterstutzt.

Anhand der vorgestellten Mdglichkeiten der Bindung an die Titandioxid-Oberflache, wurde
bereits ein Einblick tber unterschiedliche Molekile gegeben, die an Titandioxid untersucht
wurden. Um Nanoteilchen herzustellen, die in Zellen penetrieren konnen, ist die
Funktionalisierung mit Biomolekilen von entscheidender Bedeutung. Einen Einblick uber
verschiedene Biomolekile und deren Anwendung mit Titandioxid soll das folgende Kapitel

geben.
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2.4 Biofunktionalisierung von TiO,-Nanopartikeln

2.4.1 Biofunktionalisierung mit DNA

Mit der Nanotechnologie soll die Limitierung der bisher existierenden Technologie zur
intrazellularen Manipulation Gberwunden werden. Daher ist es ein Ziel, chemisch-biologische
Nano-Hybrid-Systeme herzustellen, die in der Lage sind in Zellen einzudringen um dort
anschlieBend intrazelluldre Prozesse oder biochemische Reaktionen zu initiieren.

Es gelang Levina et al. an negativ geladene Titandioxid-Nanopartikel Uber elektrostatische
Wechselwirkung positiv geladene Polylysine zu binden, an die im Anschluss kovalent DNA
gebunden wurde. Dieses Nanokonstrukt wurde zur Hemmung der menschlichen Grippe
(Kopie eines H3N2-Virus) eingesetzt. Es konnte gezeigt werden, dass die Nanopartikel in
Abwesenheit des Virus eine geringe Toxizitat in den getesteten Madin-Darby Canine Kidney
(MDCK) Zellen aufweisen (TCso~ 1800 pug/mL). Nach Zugabe des Virus mit
komplementarer RNA zu den modifizierten Nanopartikeln konnte eine hohe antivirale
Aktivitat nachgewiesen werden (99.9% Inhibierung der Virus Replikation)."!

Da bereits gezeigt wurde, dass Catechole an Titandioxid-Nanopartikel binden™® nutzte die
Gruppe um Woloschak Dopamin (9) zur Bindung von DNA an Titandioxid-Nanopartikel.**!
Hierbei konnte der Einzelstrang mit einem komplementéren, radioaktiv markierten Strang
hybridisiert werden. Dieses System ist selbst bei 95 °C stabil, was eine Anwendung in der
Polymerase-Kettenreaktion ermdglicht. Hierbei wurde eine lichtinduzierte und kontrollierte
Nukleinsaure Endonuklease-Aktivitat festgestellt, was Anwendung in der Gentherapie finden
konnte.

Die gleiche Arbeitsgruppe entwickelte 2007 ein System aus gadoliniummodifizierten DNA-
TiO,-Halbleiter-Nanopartikeln.™*  Hierzu wurde ebenfalls Dopamin (9) mit dem
kommerziell erhéltlichen Aktivester 1,4,7,10-Tetraazacyclododecan-1,4,7-tetraessigsaure
umgesetzt (Abbildung 8).
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Abbildung 8: Oberflachenmodifikation der DNA-modifizierten Titandioxid-Nanopartikel unter Verwendung

eines Gadolinium-Derivats 8.[*1%

Dieses Produkt wurde zu Dopamin-DNA-modifizierten Titandioxid-Nanopartikel gegeben
und es entstand ein gemischtes System aus Gadolinium- und oligonukleotidmodifizierten
Nanopartikeln. Die verwendete DNA entsprach einem mitochondrialen Genom, wodurch sich
die Partikel vorwiegend an bestimmten Positionen in der Zelle anhaften. Durch die
Gadolinium-Modifizierung konnen die Titandioxid-Nanopartikel durch

Magnetresonanztomographie innerhalb der Zelle sichtbar gemacht werden.™*!

2.4.2 Biofunktionalisierung mit Peptiden

Eine wichtige Anwendung der Titandioxid-Nanopartikel ist, wie bereits erwahnt, die Nutzung
fur die photodynamische Therapie (Kapitel 2.2.3). Dies ist auch Bestandteil der aktuellen
Forschung, so konnte von Yin et al. gezeigt werden, dass es moglich ist Titandioxid-
Nanopartikel mit einem Peptid, Arg-Gly-Asp—Cys (RGDC), zu modifizieren.**’!
Genotoxische Experimente zeigten, dass die DNA innerhalb der Zellen von unmodifiziertem
Titandioxid selbst ohne Verwendung von UV-A-Strahlung (320-400 nm) zerstért wurde.
Wenn bestrahlt wurde, stieg die Schadigung der DNA signifikant. Peptidmodifizierte
Nanopartikel fihrten zu weniger Beschadigung der Plasmid-DNA als unmodifizierte
Titandioxid-Nanopartikel. Daraus kann gefolgert werden, dass unmodifizierte Nanopartikel
mehr reaktive Sauerstoffspezies produzieren als modifizierte Partikel. Der Grund hierfur ist

die Oberflachenbeschichtung des Peptids was zu einer Blockierung des photokatalytischen
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Effekts fluhrt. Daraus lasst sich schliel3en, dass die funktionalisierten Nanopartikel weniger
schédlich fir DNA sind als reine Partikel. Trotz dieser Ergebnisse zeigte peptidmodifiziertes
Titandioxid eine erhohte Sterberate der HelLa-Zellen im Vergleich zu unmodifizierten
Titandioxid-Nanopartikeln unabhangig von der UV-A-Strahlung. Dieser Widerspruch
zwischen Genotoxiziat und Cytotoxizitat von peptidmodifiziertem Titandioxid lasst vermuten,
dass die Fahigkeit in Zellen einzudringen eine wichtige Rolle fir die Cytotoxizitat spielt.
Aufgrund der erhaltenen Ergebnisse ware RGDC-Titandioxid ein potentieller Kandidat fur die
Anwendung in der photodynamischen Therapie.

Ma et al. konnten durch Verwendung einer einfachen vakuumunterstiitzten, physikalischen
Absorptions-Methode Titandioxid-Nanoréhren mit einem wirksamen antimikrobiellen Peptid
(HH-36, KRWWKWWRR) beladen."” Es wurde gezeigt, dass Anatas-Titandioxid mehr
Peptid binden kann als amorphes Titandioxid. Antimikrobielle Aktivitatstests gegen
grampositive Bakterien vom Typ Staphylococcus aureus, zeigten, dass die peptidbelandenen
Nanorohren in der Lage sind 99.9% der Bakterien abzutdten. Zudem konnte die Oberflachen-
Adhasion der Bakterien bereits nach vier Stunden reduziert werden.

Neben Peptiden sind Proteine ebenfalls eine wichtige Stoffklasse; diese sind typischerweise

langer, tragen Ladung und weisen einen hohen biologischen Stellenwert auf.[??

2.4.3 Biofunktionalisierung mit Proteinen

Von Peng et al. wurden Titandioxid-Nanorohren in unterschiedlichen Grof3en hergestellt um
die Kinetik der Eluierung von verschiedenen Molekiilen zu untersuchen.'?! Die Rohren
wurden hierzu mit einem globuléren Protein, bovines Serumalbumin, beladen. Die Eluierung
des Proteins wurde in regelmaRigen Abstdnden untersucht. Dadurch wurde herausgefunden,
dass die Abgabe des Proteins von der Lange der Rohren abhéngig ist. Zudem konnte gezeigt
werden, dass die Titandioxid-Nanoréhren in der Lage sind, den Transport von groReren
Molekulen wie Proteinen tber einen Zeitraum von 30 Tagen zu kontrollieren. Mit kleineren
Molekilen  wie dem  Chemotherapeutikum  Paclitaxel, ist das  zwischen
sieben und vierzehn Tagen moglich. Diese Studie zeigt, dass es mdglich ist, Titandioxid-
Nanorohren flr eine Langzeit-Medikamenten-Eluation einzusetzen.

Um das Verhalten von Titandioxid-Nanomaterial auf Stammzellen zu untersuchen,
verwendeten Lai et al. TiO,-Nanoréhren mit einer GroBe von 30, 60 und 100 nm."**¥ Um das
Protein BMP 2, das die Knochenbildung anregt, an die Nanordhren zu binden, wurde

Polydopamin als Verbindung zwischen Titandioxid und dem Protein verwendet (Schema 12).
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Schema 12: Biofunktionalisierung von Titandioxid-Nanordhren mit Protein BMP 2.1

Das Protein liefert biochemische Impulse fir das Zellwachstum von Mesenchym-
Stammzellen, die eine groRe Rolle bei der Knochen- und Knorpelbildung spielen.?®! Die
Ergebnisse der Zellstudien zeigten, dass proteinmodifizierte Nanordhren zu einem erhohten
Zellwachstum flhrten. Zudem wiesen die Stammzellen, die auf proteinmodifizierten
Nanopartikeln entstanden sind, eine verbesserte Lebensfahigkeit auf als die Zellen, die an
unmodifierten Titandioxid-Nanoréhren gewachsen sind. Diese Methode kénnte Anwendung
bei der Entwicklung von titandioxidbasierten Implantaten finden, die bei
Knochenerkrankungen eingesetzt werden.

Obwohl es bereits viele Veroffentlichungen Uber die Verwendung von Titandioxid-
Nanomaterial gibt, sind die Biofunktionalisierung und nanomedizinische Anwendungen noch
im Anfangsstadium. Daher basiert diese Arbeit auf der Untersuchung der Fahigkeit,
verschiedene Liganden an die Titandioxid-Nanoteilchen zu binden. Dies soll einerseits die
Nanopartikel und Nanostabchen stabilisieren und andererseits die Bindung weiterer Molekile

an die Oberflache zu ermoglichen, was sich auf die Eigenschaften der Nanoteilchen

auswirken koénnte.
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3 Aufgabenstellung

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollten Titandioxid-Nanopartikel und —Nanostédbchen
synthetisiert werden, die durch verschiedene Biomolekile modifiziert werden kénnen. Somit
sollten auf Nanopartikel basierende Biosensoren entwickelt werden.

Die Michael-Addition ist eine etablierte Methode zur Verknipfung von Maleinimiden und
thiolierten Molekdilen. Die Maleinimidfunktion sollte an einem Endiol-Liganden eingeflhrt
werden und somit die Bindung einer Vielzahl thiolierter Biomolekile an der Oberflache der
Titandioxid-Nanopartikel und -stdbchen ermdglichen.

Insbesondere die Einfuhrung verschiedener Funktionalititen an die Liganden steht im
Vordergrund, dadurch tolerieren Nanopartikel eine Vielzahl funktioneller Gruppen
biologischer Molekile. Aus diesem Grund sollten catecholbasierte Molekile mit Alkin-
beziehungsweise Azidfunktionen synthetisiert werden, die als bifunktionelle Linker einerseits
an Titandioxid-Nanopartikel und andererseits weitere Molekile binden konnen. Durch
Verwendung der kupferkatalysierten Azid-Alkin-Cycloaddition sollten unterschiedliche
Biomolekiile an die modifizierten Nanoteilchen gebunden werden. Zudem sollte ein ,,self-
reporting“-Linker auf Basis von Cumarin hergestellt werden, der in der Lage ist an
Titandioxid zu binden und den Erfolg der Reaktion durch Fluoreszenz sichtbar zu machen.
Um die Azid-Alkin-Cycloaddition flr die Anwendung in Zellen nutzen zu kénnen, sollte eine
kupferfreie Methode entwickelt werden. Die Anwendung der Nanoteilchen ist durch deren
Loslichkeit meist stark eingeschrankt, daher sollten wasserldsliche Linker mit verschiedenen
Funktionalitdten synthetisiert werden, dies sollte durch die Einfuhrung von Triethylenglykol
realisiert werden.

Analog zu den bifunktionellen Linkern sollten trifunktionelle Liganden hergestellt werden,
die die Grundlage der Entwicklung von Biosensoren bilden. Durch diese Linker entsteht die
Moglichkeit, sowohl Biomolekiile als auch Farbstoffe (ber die verschiedenen
Funktionalitaten an die Nanoteilchen zu binden. Der Farbstoff dient zur Lokalisierung der
Nanopartikel innerhalb der Zellen. Hierzu sollten Modifizierungen wie die Amid-Kupplung
angewendet werden. Zusétzlich sollten die hergestellten Titandioxid-Nanopartikel und
Nanostdbchen auf ihre F&higkeit, reaktive Sauerstoffspezies zu produzieren untersucht

werden.
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4 Ergebnisse und Diskussion

4.1 Synthesen der TiO,-Nanoteilchen

Die GleichmaRigkeit der Titandioxid-Nanopartikel ist von groRer Wichtigkeit, da diese direkt
in Beziehung zu den aulRergewdhnlichen Eigenschaften, wie der photokatalytischen Aktivitat,
stehen. Daher ist es von entscheidender Bedeutung wie die Nanoteilchen hergestellt werden.
So erhélt man beispielsweise mittels einer nicht-wéssrigen Methode Nanopartikel, die
unléslich in Wasser sind. Dadurch ist deren Anwendung zur Funktionalisierung mit
Biomolekiilen stark begrenzt.'® Aus diesem Grund wurden unterschiedliche Methoden

untersucht, um kristalline und maéglichst monodisperse Nanopartikel zu synthetisieren.

4.1.1 Synthese mittels Hochtemperatur-Verfahren — Oleylamin-Methode

Zunéchst wurden die Nanopartikel in einem Hochtemperatur-Verfahren hergestellt, hierbei
entstenen nach Modifikation mit wasserloslichen Molekilen biokompatible Anatas-
Nanopartikel. Die Synthese der Titandioxid-Nanopartikel (TiO,-NP) erfolgte nach einer
Vorschrift von Seo et al. Hierzu wurde eine Suspension aus Titanchlorid, Olsaure und
Oleylamin fiir zehn Minuten auf 270 °C erhitzt.[**¥ Die Kristallstruktur von Titandioxid hangt
zum einen von der Synthesemethode und zum anderen von der Temperatur ab, welche
wiederum fur die Form des Nanomaterials verantwortlich ist. Durch Temperaturerh6hung
konnen Strukturtransformationen stattfinden.'”! Daher wurde die Temperatur mit einem
Fuhler im Kolben konstant auf 270 °C gehalten, um Schwankungen der GroRe zu verhindern.
Nach Zugabe von Titanchlorid war ein Farbumschlag von gelb nach blau zu erkennen. Diese
blaue Farbe lasst sich dadurch erkléren, dass es entweder zu Fehlstellen im Kristallgitter
kommt oder dass Ti** und Ti** Zwischengitterplatze besetzen.!**"!

Zur Stabilisierung der Nanopartikel wurden Olsédure (10) und Oleylamin (11) verwendet
(Abbildung 9), die an die Oberfliche der Nanopartikel binden und dadurch vor
Agglomeration der Nanopartikel schiitzen. Beide Molekule weisen eine Siedetemperatur von

tber 300 °C auf und sind daher flr das Hochtemperatur-Verfahren gut geeignet.
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Abbildung 9: Struktur von Olsdure (10) und Oleylamin (11) zur Stabilisierung der Titandioxid-Nanopartikel.

Olsaure (10) und Oleylamin (11) weisen eine Kettenlange von 18 Kohlenstoffatomen und
eine cis-Doppelbindung am C-9 auf. Werden Molekille mit abnehmender Kettenlange
verwendet, verringert sich der Abstand zwischen den Nanopartikeln und die Wechselwirkung
zwischen den Partikeln nimmt zu. Daher hat sich die Kombination von Oleylamin (11) mit
Olsaure (10) als Stabilisatoren zu einer Standardmethode entwickelt.™?®! Beide Molekiile
binden Uber ihren hydrophilen Teil reversibel an die Oberflache der Nanopartikel.

Nach Ausfallen wurde ein weilRes Pulver aus Titandioxid-Nanopartikeln erhalten. Die
Transmissionselektronenmikroskop-Aufnahmen (TEM) zeigten, dass mittels dieser
Hochtemperatur-Methode sphdrische Nanopartikel entstanden sind, die einen Durchmesser
von ungefahr funf Nanometern aufwiesen (Abbildung 10a.). Durch Rdntgenbeugungsanalyse
konnte gezeigt werden, dass es sich bei den synthetisierten Nanopartikeln um Anatas handelt
(Abbildung 10b.). Aufgrund der geringen GroRe der Partikel sind die entstandenen Signale
etwas breit. Einige Studien zeigen, dass die Partikel einen Durchmesser von 40 nm aufweisen

sollten, um gute Ergebnisse in der Rontgenbeugungsanalyse zu erzielen.?’!
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Abbildung 10: a. TEM-Aufnahmen der Titandioxid-Nanopartikel in Toluol nach Seo et al.®d b.

Réntgenstrukturanalyse der Nanopartikel.
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Um den Einfluss der Reaktionslaufzeit auf die GrofRe und Kristallinitat der Nanopartikel zu
untersuchen, wurden die Reaktionszeiten der Hochtemperatur-Methode variiert. Zunédchst
wurde die Reaktion von zehn Minuten auf eine halbe Stunde verlangert. Dies fihrte zu einer
VergrélRerung des Durchmessers von finf auf sechs Nanometer und nach einer Stunde auf
sieben Nanometer (Abbildung 11).

Abbildung 11: TEM-Aufnahmen der Titandioxid-Nanopartikel nach a) einer halben Stunde und b) nach einer
Stunde bei 270 °C in Toluol.

Die Reaktionszeit wurde auf 2.5 Stunden verldngert, wobei es zu einer Anderung der Form
kam, es entstanden regelmaRige Nanostdbchen. Da dies nicht zu erwarten war, wurden die
Reaktionszeiten weiter variiert, auf vier, sechs und acht Stunden; dabei entstanden ebenfalls

definierte Nanostabchen (Tabelle 1).

Tabelle 1: Einfluss der Reaktionszeiten auf die Form der Titandioxid-Nanoteilchen.

Reaktionszeit [n] Form

0.5 Sphérische Nanopartikel
1 Sphérische Nanopartikel
2.5 Nanostabchen
4 Nanostabchen
6 Nanostabchen
8 Nanostabchen

Zur Charakterisierung wurden TEM-Aufnahmen durchgefiihrt (Abbildung 12(a-d)), die
Debye-Rontgenstrukturanalyse hat gezeigt, dass die erhaltenen Nanopartikel der Anatas-Form
entsprechen.
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Abbildung 12: TEM-Aufnahmen von Titandioxid-Nanoteilchen nach a) 2.5 Stunden, b) 4 Stunden, c) 6 Stunden
und d) 8 Stunden bei 270 °C in Toluol.

Die Lange und der Durchmesser der Nanostdbchen wurden manuell mittels Image J ermittelt,
indem 100 Stabchen jeder Probe gemessen und der Durchschnitt gebildet wurde (Tabelle 2).
Es st ersichtlich, dass die Stdbchen mit einer GréBe von 17 nm bereits nach
zweieinhalb Stunden gebildet werden und mit steigender Reaktionszeit kein wesentlicher
Unterschied in Grolie oder Durchmesser erkennbar ist. Eine weitere Zugabe von Titanchlorid
nach vier Stunden zeigte ebenfalls keinen Einfluss auf die GréRe oder den Durchmesser.

Tabelle 2: Groe und Durchmesser der mittels Hochtemperatur-Verfahren hergestellten Titandioxid-
Nanoteilchen.

Reaktionszeit [n]  L&nge [nm]  Durchmesser [nm]

2.5 17.0+5.0 3.20£1.2
4.0 17.0+£4.0 3.20+0.6
6.0 17.0+4.0 3.60+0.6
8.0 16.0+4.0 3.60 £ 0.6

Dieses Ergebnis steht im Gegensatz zu der in der Literatur berichteten Methode von Ge et
al.**4 hierbei kam es zur Bildung groBerer, nadelahnlicher TiO.-Partikel bei langeren
Reaktionszeiten. Dabei wurden jedoch verschiedene Ldsungsmittel und unterschiedliche

Ausgangsstoffe verwendet um Stébchen zu erzeugen. Die Gruppe um Ge verwendete Wasser
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und Titansulfat wahrend in der hier berichteten Methode Olséure (10)/Oleylamin (11) und
Titanchlorid zum Einsatz kamen, die zu einem veranderten Kristallwachstum fuhrten.

Anschlielend wurden die synthetisierten Nanostdbchen mittels UV/Vis-Spektroskopie
untersucht. Aus Abbildung 13 ist zu erkennen ist, dass die Stabchen ein breites Signal um

270 nm aufweisen.

—Ti02-NR (2.5 h)

1 TiO2-NR (4 h)
3 —TiO2-NR (6 h)
I5 —TiO2-NR (8 h)
2 05
o
(72}
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<

0

200 400 600
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Abbildung 13: UV/Vis-Spektrum der Titandioxid-Nanostdbchen (NR) in Methanol, die durch Variation der

Reaktionszeit hergestellt wurden.

Zetapotential-Messungen zeigten, dass das Potential mit steigender Reaktionszeit abnimmt,
was durch eine erhdhte Anzahl negativer Ladungen mit steigender Heizperiode verursacht
wird (Tabelle 3). Der Grund hierfir kénnte darin liegen, dass mehr Olsaure (10) anstelle von
Oleylamin (11) an die Nanostébchen bindet oder, dass es mehr negativ geladene Gruppen von
Titandioxid an der Oberflache gibt. Das Zetapotential ist ein Indikator fir die Stabilitdt von
Dispersionen. Aufgrund der gegenseitigen Abstollung durch die Partikelladung gelten
Dispersionen mit einem Zetapotential oberhalb von 30 mV beziehungsweise unterhalb von
-30 mV als stabil und neigen nicht zur Agglomeration. Es konnte gezeigt werden, dass die
Stabilitat der Stdbchen mit langerer Reaktionszeit steigt, somit weisen die Nanostédbchen nach

acht Stunden eine gute Stabilitat auf.
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Tabelle 3: Zetapotentiale der Titandioxid-Nanostabchen bei verschiedenen Reaktionszeiten.

Reaktionszeit [h]  Zetapotential [mV]

2.5 13.1+0.6
4.0 -6.50+0.1
6.0 -225+0.8
8.0 -39.4+0.5

Die Bildung der Nanostabchen beansprucht ein anisotropes Kristallwachstum, welches
dadurch realisiert wird, das sich die freie Oberflachenenergie der verschiedenen
kristallographischen Ebenen stark voneinander unterscheidet. Ein ,,oriented mechanism® (OA)
kann die Bildung von komplizierten Strukturen kontrollieren."* Im OA-Mechanismus
werden zwei kleine Nanopartikel zu einem groflen Partikel kombiniert, wobei beide
Nanopartikel eine adaquate Orientierung zueinander aufweisen sollten. Zusatzlich haben
organische Molekiile, wie oberflachenaktivierende Stoffe, die Moglichkeit, Form und GroRe
der wachsenden Partikel zu kontrollieren.*!

Aufgrund einzigartiger Eigenschaften hat das Interesse an anisotropen Nanostrukturen, wie
Nanostabchen, Wiirfeln oder Prismen in den letzten Jahren immer mehr zugenommen.!**? So
war es beispielsweise moglich, eine Anordnung von Nanostdbchen herzustellen, die an den
Spitzen verkniipft sind.*® Durch ihre Form konnten sich die Nanostabchen besonders gut
dazu eignen, als Transport-Sonden Zellmembranen zu passieren.!**!

Fur weitere Untersuchungen wurden aufgrund der Kristallinitdt und der Stabilitat die
Nanostéabchen verwendet, die mit einer Reaktionszeit von acht Stunden bei 270 °C hergestellt

wurden.

4.1.2 Sol-Gel-Synthese — Diethylenglykol-Methode

Um hochkristalline Nanopartikel herzustellen werden meist hohe Temperaturen und
Driicke!®! oder auch langere Reaktionszeiten benotigt.**®! Zudem entstehen durch stark
bindende Liganden wie Olsaure (10) Nanopartikel mit einer hydrophoben Oberflache, obwohl
die meisten Anwendungen in wassrigen Losungen stattfinden.'*”7 Um wasserldsliche
Nanopartikel herzustellen, wurde daher auf eine Synthese von Wang et al.
zurtickgegriffen.**® Diese wurde dahingehend variiert, als dass Titanchlorid anstelle von
Titanisopropoxid als Vorstufe bei 60 °C in Diethylenglykol eingesetzt wurde. Die erhaltene

Suspension wurde auf 75 °C erhitzt und Wasser wurde zugegeben. Das Gemisch wurde fur
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drei Stunden bei 160 °C geriihrt, nach zwei Tagen bei Raumtemperatur wurden die
Nanopartikel durch Zugabe von Aceton ausgefallt. Es wurde ein weil3es Pulver bestehend aus
Anatas-Titandioxid erhalten. Der Mechanismus der Synthese ist in Abbildung 14a. dargestellt,
die TEM-Aufnahmen zeigten sphérische Nanopartikel mit einer GréRe von drei bis vier
Nanometern (Abbildung 14b.). Im Vergleich zu den Nanopartikeln nach Wang et al.l**®®
zeigen diese eine verbesserte Loslichkeit in Wasser und sind bei Lagerung unter 8 °C Uber

einen Zeitraum von einem Jahr stabil und weisen keine Agglomeration auf.
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Abbildung 14: a. Vorgeschlagener Mechanismus der Synthese der Titandioxid-Nanopartikel nach Wang et
al.”*® und b. die zugehérigen TEM-Aufnahmen der Titandioxid-Nanopartikel.

AnschlieBend wurde untersucht, ob es zu einer Anderung der GroRe oder der Kristallinitét der
Nanopartikel kommt, wenn die Reaktionszeiten variiert werden. Zundchst wurde die
Reaktionszeit von drei auf sechs Stunden verlangert, hierbei wurde festgestellt werden, dass
sowohl Rutil als auch Anatas als Strukturtyp vorhanden ist (Abbildung 15a.). Nach Reinigung
der Nanopartikel konnte fast ausschlieBlich Rutil als Strukturtyp detektiert werden, im
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Vergleich zu den Nanopartikeln nach drei Stunden, die Anatas-Struktur aufwiesen
(Abbildung 15b.).
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Abbildung 15: Rontgenstrukturanalyse der diethylenglykolstabilisierten Titandioxid-Nanopartikel a. vor und b.
nach der Reinigung mittels Zentrifugation.

Eine weitere Verlangerung der Reaktionslaufzeit fiihrte zu keinem Unterschied in GréRRe oder
Struktur. Aus diesem Grund wurde in den folgenden Ansatzen die Nanopartikel verwendet,
die nach einer Reaktionszeit von sechs Stunden erhalten wurden. Diese werden in den
folgenden Kapiteln mit DEG-NP abgekdrzt.

4.1.3 Ligandenfreie Synthese

Um groRere Nanopartikel zu synthetisieren, wurden die Titandioxid-Nanopartikel nach einer
Vorschrift von Rajh et al. hergestellt.®™ Zudem wurden wahrend der Synthese keine
oberflachenstabilisierenden Liganden zugegeben; somit sollte ein spéterer Ligandenaustausch
erleichtert werden.

Es wurde Titanchlorid bei 5 °C in Wasser getropft, die erhaltene Suspension wurde fur eine
Stunde geriihrt bis eine vollstandige Entfarbung auftrat.™*® Das farblose Gemisch wurde
gegen Natriumhydrogenphosphat (pH = 6.5) dialysiert. Die Anatas-Nanopartikel wurden als
weille Suspension erhalten. Die TEM-Aufnahmen zeigten eine polydisperse Mischung aus
sphérischen Nanopartikel mit einer GroRe zwischen drei und sieben Nanometer

(Abbildung 16); exemplarisch wurden einige Nanopartikel in der TEM-Aufnahme markiert.
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Abbildung 16: TEM-Aufnahmen der Titandioxid-Nanopartikel nach Rajh et al. in Wasser.

Um eine langere Stabilitat der Nanopartikel zu gewahrleisten, wurde ein Teil der Nanopartikel
nach der Dialyse mittels Isopropylether modifiziert. Dieser Ether bindet schwach an die
Partikel und kann daher durch starker bindende Molekiile ausgetauscht werden.'* Die
unmodifizierten Nanopartikel waren Uber einen Zeitraum von vier Monaten bei 5 °C, die mit

Ether modifizierten Nanopartikel Gber zwei Jahre stabil.
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4.2 Oberflachenmodifikation der TiO,-Nanopartikel mit Maleinimid (15)

Zur Funktionalisierung der Nanopartikel sollte ein Molekil dienen, welches in der Lage ist
verschiedene biologische Molekiile an die Oberflache zu binden. Natirlich vorkommende
Endiol-Liganden wie Dopamin (9) sind dafur besonders geeignet, da sie einen Charge-
Transfer-Komplex mit Titandioxid bilden.™! Hierbei fiihrt die Absorption bei 440 nm zur
Anregung von Elektronen des Liganden direkt in das Leitungsband von Titandioxid. Dieser
Effekt wurde bereits verwendet, um DNA-TiIO,-Hybridsysteme zu untersuchen, wie
beispielsweise die photokatalytische Spaltung von DNA durch ultraviolette Strahlung.'*” Die
starke  Charge-Transfer-Komplex-Bildung ist ein Grund weshalb aus natirlich
vorkommendem und wasserldslichem Dopamin (9) ein Maleinimid hergestellt wurde um die
Nanoteilchen zu modifizieren. Da Thiole haufig in Biomolekilen wie Proteinen und Peptiden
durch die Aminosdure Cystein enthalten sind, bietet sich die Michael-Addition zur
Modifizierung der Nanopartikel an. Zudem ist die Kupplung von Maleinimiden an Thiole eine
der meist verwendeten Methoden um DNA, Proteine oder Peptide mit Farbstoffen zu

modifizieren. Der Grund hierfr liegt in der Effizienz und der Spezifitat der Reaktion.*?

4.2.1 Synthese von Dopamin-Maleinimid (15) - bifunktioneller Catechol-Linker

Als Startmaterial fir die Synthese eines bifunktionellen, catecholbasierten Maleinimid-
Linkers wurde Dopamin (9) verwendet. Ausgehend von Dopamin-Hydrochlorid (9a) wurde
zunachst die Aminogruppe mittels Di-tert-butyldicarbonat und anschlieBend die
Catecholfunktion mittels Benzyl-Gruppen geschiitzt. Nach der Entschitzung der
Aminofunktion konnte in einer Eintopfsynthese oder auch Uber zwei Stufen mittels
Maleinsédureanhydrid und anschlieBender Cyclisierung das gewinschte Maleinimid 14
erhalten werden.!**¥! Die darauffolgende Entschiitzung der Catecholfunktion fur die Bindung

an die Titandioxid-Nanopartikel verlief nicht zufriedenstellend (Schema 13, Tabelle 4).
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1. Boc,0O, NEt3;, MeOH, 99%
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HO BnO

9a 12

25% TFA, CH,Cl,

quant.
BnO NH2
1. Pyridin,
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2. NaOAc, Ac,0 58%
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HO N - v7] BnO N
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HO BnO
15 14

Schema 13: Synthese von Dopamin-Maleinimid 14 mittels Benzylschutzgruppen.

Tabelle 4: Reaktionsbedingungen der Entschiitzung des benzylgeschiitzten Maleinimids 14.

Eintrag Bedingungen Produkt
1 H,, 5 mol% Pd/C, THF, 3 h -
2 10.0 Aqg. 1,4-Cyclohexadien, 20 mol% Pd/C, EtOH, 3 h, Argon -
3 28.0 Ag. BBr;, CH,Cly, 14 h -

Da die Entschiitzung unter VVerwendung verschiedener Bedingungen nicht erfolgreich verlief,
wurde  die  Methode von  Kelleretal.™  angewendet.  Hierbei  wurde
N-Methoxycarbonylmaleinimid (16) verwendet, um maleinimidmodifizierte Aminosauren
herzustellen.™*4 Dopamin-Hydrochlorid (9a) wurde in gesattigter Natriumhydrogencarbonat-
Losung gelost und bei 0°C wurde N-Methoxycarbonylmaleinimid (16) zugegeben
(Schema 14). Das Produkt 15 konnte nach Rihren bei Raumtemperatur fir 40 Minuten und
anschlieflender saulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 65% erhalten

werden.
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Schema 14: Synthese von Dopamin-Maleinimid (15) mittels N-Methoxycarbonylmaleinimid (16).

Ein grolRer Vorteil dieser Reaktion ist, dass sie im basischen Medium abl&uft, somit stort es
nicht, dass Dopamin (9) als Hydrochlorid vorliegt. Ein weiterer Vorteil ist, dass eine
Schitzung der Catecholgruppen nicht notwendig war, daher konnte Dopamin-
Maleinimid (15) in einer Stufe und in guten Ausbeuten erhalten werden. Die synthetische
Methode wurde ebenfalls auf das Dopamin-Derivat Norepinephrin (17) angewendet
(Schema 15). Um die Ausbeute zu verbessern wurde das Edukt 17a zundchst aus Ethanol und
Diethylether umkristallisiert. Nach saulenchromatographischer Reinigung konnte das

gewinschte Maleinimid 15 in einer Ausbeute von 58% erhalten werden.

O

OH 0 o) OH \
HO:©)\/NH2-HCI n &J\O/cm NaHCO,, H,0 _ HO@)VEQ
HO \ o 0°C —RT, 40 min HO ©

17a 16 58% 18

Schema 15: Synthese von Norepinephrin-Maleinimid (18) mittels N-Methoxycarbonylmaleinimid (16).

4.2.2 Modifikationen der Nanopartikel mit Dopamin-Maleinimid (15)

Die Oberflache der Nanopartikel oder auch Nanostdbchen ist, anh&ngig von der verwendeten
Methode, mit schwach bindenden Liganden wie Dbeispielsweise Diethylenglykol oder
Olséure (10) stabilisiert. Um andere Molekiile an die Oberflache binden zu kdnnen, muss man
Verbindungen mit einer stirkeren Affinitdt zu TiO, wahlen, um einen Ligandenaustausch
durchfiihren. Die Oberflachenmodifikation mit Dopamin-Maleinimid (15) ist exemplarisch

anhand der diethylenglykolstabilisierten Nanopartikel gezeigt (Schema 16).
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Schema 16: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit Dopamin-Maleinimid (15).

Die farblosen Nanopartikel (DEG-NP) wurden zu einer gelben Maleinimid-Ldsung 15
gegeben, was direkt nach der Zugabe zu einem Farbumschlag nach orange-braun flhrte.
Diese Farbénderung ist durch die Bildung eines Charge-Transfer-Komplexes verursacht,
welcher auf die erfolgreiche Bindung des Catechols 15 an die Nanopartikel deutet.

Um den Ligandenaustausch zu bestétigen, wurden die hydrodynamischen Radien der reinen
Nanopartikel und mit maleinimidmodifizierten Nanopartikel (NP-15) mittels dynamischer
Lichtstreuung bestimmt (Tabelle 5). Die Ergebnisse fur die reinen Nanopartikel stimmen mit
ungefahr funf Nanometern gut mit den Ergebnissen aus den TEM-Aufnahmen (berein
(Kapitel 3.1.2). Nach der Oberflachenmodifikation mit dem Maleinimid 15 kommt es zu einer
VergroRerung des hydrodynamischen Radius auf circa 34 nm, dies spricht fur einen
erfolgreichen Ligandenaustausch. Durch die Messungen des hydrodynamischen Radius ist
erkennbar, dass es zu keiner Agglomeration nach der Oberflachenmodifikation kommt. TEM-
Messungen nach drei Monaten zeigten VergroRerungen des hydrodynamischen Radius der

maleinimidmodifizierten Nanopartikel im Bereich von 34.2 £ 2 nm.

Tabelle 5: Ergebnisse der DLS-Messungen der maleinimidmodifizierten Titandioxid-Nanopartikel (NP-15).

Eintrag Radius [nm]
TiO,-NP  5.13+0.050
NP-15 34.2 £0.395

Zusatzlich  wurden die Nanopartikel —mittels UV/Vis-Messungen charakterisiert
(Abbildung 17). Das Spektrum des reinen Maleinimids 15 weist ein Maximum bei 281 nm
auf, der Charge-Transfer-Komplex ist im Bereich zwischen 370 und 530 nm deutlich sichtbar.
Somit konnte gezeigt werden, dass die Bindung des Maleinimids 15 an die Nanopartikel

erfolgreich verlief.
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Abbildung 17: UV/Vis-Spektrum der maleinimidmodifizierten Titandioxid-Nanopartikel (NP-15).

Das UV/Vis-Spektrum kann dazu verwendet werden, die Energie der Bandliicke von Hybrid-

Systemen zu bestimmen.!*** Diese wurden mit folgender Formel berechnet:

1240

Elevl= A [nm]

wobei A die Wellenlange der Bandliicke darstellt. Hierzu wurde ein Bereich im Spektrum
zwischen 300 und 400 nm gewaéhlt, um die Wellenldnge zu bestimmen in der die
Ausgleichsgerade einen Schnittpunkt mit der x-Achse hat. Nach Einsetzen des erhaltenen
Werts fur die Wellenlange in die oben gezeigte Formel kommt es zu einer Erniedrigung der
Energie nach der Liganden-Addition um 0.4 eV im Vergleich zu den unmodifizierten
Nanopartikeln (Tabelle 6). Je hoher die Bandliicke, desto mehr Energie (ultraviolettes Licht)
wird bendtigt, um  Elektronen-Loch-Paare zu bilden, die mit Sauerstoff- und
Wassermolekilen aus der Umgebung des Halbleiters rekombinieren, um reaktive
Sauerstoffspezies zu bilden.™®! Die berechneten Ergebnisse zeigen, dass die modifizierten
Nanopartikel niedrigere Energien und somit weniger energetisches Licht bendtigen, um diese

anzuregen als die unmodifizierten Nanopartikel.

Tabelle 6: Bandliickenenergie und Maxima der Charge-Transfer-Komplexe der maleinimidmodifizierten
Titandioxid-Nanopartikel (NP-15).

Eintrag A, [nm] Es[eV]  Ag[nm]
TiO-NP 322 3.85 :
NP-15 359 3.45 389

b: Bandliicke; ct: Charge-Transfer
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Weiterhin wurde die Prasenz von Dopamin-Maleinimid (15) auf der Nanopartikel-Oberflache
mittels 'H-NMR bestatigt (Abbildung 18). Hierzu wurden die modifizierten Nanopartikel
nach zweimaligem zentrifugieren in deuteriertem Acetonitril aufgenommen. Diese
Reinigungsschritte wurden durchgefiihrt, um nicht gebundenes Maleinimid 15 zu entfernen.
Die unmodifizierten Nanopartikel zeigen in deuteriertem Wasser zwei Multipletts bei 3.69-
3.72und zwischen 3.59 und 3.63 ppm, die die vier CH,-Gruppen des Diethylenglykol
widerspiegeln.
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Abbildung 18: 'H-NMR von a. diethylenglykolmodifizierten Titandioxid-Nanopartikeln, b. Dopamin-
Maleinimid (15) und c. der Titandioxid-Nanopartikel modifiziert mit Dopamin-Maleinimid (NP-15).

Aus Abbildung 18c. ist ersichtlich, dass die beiden Multipletts des Diethylenglykols nicht
mehr vorhanden sind, was zeigt, dass die Modifizierung der Nanopartikel-Oberflache
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erfolgreich verlief. Ebenso zeigt das Spektrum des Maleinimids 15 im Vergleich zu TiO2-15

definierte Signale, was den erfolgreichen Ligandenaustausch nochmals verdeutlicht.

4.2.3 Modifikationen der TiO,-Nanopartikel mittels Michael-Addition

Titandioxid-Nanopartikel kdnnen die Beschaffenheit von biologischen Membranen
beeinflussen und die biologische Aktivitat mittels Wechselwirkungen mit Lipiden, Proteinen
oder auch DNA verandern.™! Viele toxikologische Effekte der Nanopartikel sind direkt mit
der Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies (ROS) verbunden, die zu dauerhaften
Schadigungen der Zellen und bei erhdhten Konzentrationen zum Zelltod fihren konnen.24®!
Um diese Fahigkeiten positiv nutzen zu kénnen, benétigt man wasserlosliche, stabile, fein
verteilte und zellgdngige Nanoteilchen, die eine direkte und kontrollierbare Aufnahme in
Zellen ermdglichen. Eine grofRe Herausforderung, um die ROS-produzierenden Nanopartikel
nutzen zu konnen, ist die Herstellung eines effektiven Nanopartikel-Systems, welches
zellgangig ist. Daflr kdnnen beispielsweise zuckermodifizierte Nanopartikel dienen, die eine
Bindung der Nanopartikel an die Zelloberflache ermdglichen. Weiterhin kénnen auch andere
Biomolekiile wie DNA oder kleine Peptide verwendet werden, um Bio-Nanohybride
herzustellen, die in unterschiedlichen biomedizinischen Bereichen Anwendungen finden
konnten. In den folgenden Kapiteln werden unterschiedliche Ansétze beschrieben, um diese
TiO,-Hybride mittels Michael-Addition herzustellen. Die Reaktionen wurden zun&chst in
Losung untersucht um die Bedingungen fir die Bindung des Biomolekils zu optimieren und

diese dann auf die Nanopartikel tbertragen zu kénnen.

4.2.3.1 Thiolierter Zucker zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Das Interesse Kohlenhydrate an Nanopartikel zu binden steigt, da in den letzten Jahren bereits
viele unterschiedliche biomedizinische Anwendungen gezeigt wurden.***! Durch die vielen
Hydroxylgruppen der Zucker-Molekule entstehen Nanopartikel mit der einzigartigen
Maglichkeit Wasserstoffbriicken beim Aufbau supramolekularer Strukturen auszubilden.™”

Um die Kohlenhydrate an die Titandioxid-Nanopartikel binden zu kénnen, wurden thiolierte
Zuckermolekdle verwendet, die von Dr. Christine Richter in der Arbeitsgruppe Biskup (KIT)
hergestellt wurden und die mittels einer Michael-Addition an Dopamin-Maleinimid (15)

gebunden werden sollten. Der thiolierte Zucker 19 wurde in einem Wasser/Acetonitril-
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Gemisch mit dem Maleinimid 15 umgesetzt, um catecholmodifizierte Zucker herzustellen

(Schema 17).

N SH > Zucker-SH
HO Oé/\oj\/ W
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Schema 17: Michael-Addition zwischen dem thiolierten Zucker 19 und Dopamin-Maleinimid (15).

Die Reinigung erfolgte mittels HPLC (Abbildung 19) und aus dem Chromatogramm ist zu
erkennen, dass ein neues Signal mit einer Retentionszeit von 12.7 Minuten entstanden ist. Die

Masse des neuen Signals wurde mittels MALDI-TOF bestimmt.
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Abbildung 19: HPLC-Chromatogramm der Michael-Addition zwischen dem thiolierten Zucker 19 und

Dopamin-Maleinimid (15) bei 260 nm.

Aus den Messungen wurde die Masse des Produkts 20 (M+Na* 713 g/mol, M+K™ 729 g/mol)
detektiert. Zusatzlich wurden UV/Vis-Messungen durchgefiihrt, die in Abbildung 20

dargestellt sind.
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Abbildung 20: UV/Vis-Spektrum der Michael-Addition zwischen dem thiolierten Zucker 19 und Dopamin-
Maleinimid (15).

Aus dem UV/Vis-Spektrum ist zu erkennen, dass das Zuckermolekul 19 keine Absorption
zeigt, Dopamin-Maleinimid hingegen (15) absorbiert bei 283 nm und das Produkt der
Reaktion weist zwei Maxima auf, das erste bei 281 nm und das zweite bei 366 nm. Das
Maximum bei 281 nm entspricht dem des Maleinimids 15, das bei 366 nm zeigt das
entstandene Produkt 20.

Nach Zugabe des Produkts 20 zu den Titandioxid-Nanopartikeln (Ligandenfreie NP) kam es

zu einer Farbanderung von farblos zu gelb (Schema 18).

—Zucker
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NP-20
Schema 18: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit maleinimidmodifiziertem Zucker 20

nach HPLC-Reinigung.

Die Farbanderung deutet darauf hin, dass es zu einer erfolgreichen Bindung des modifizierten
Zuckers 20 auf die Nanopartikel kam. Als Negativkontrolle wurde der thiolierte Zucker 19
ohne Maleinimid 15 zu den Nanopartikeln gegeben, um auszuschliel3en, dass dieser Uber die
Hydroxylgruppen an die Nanopartikel bindet, hierbei kam es zu keiner Farbanderung.

Weiterhin  wurde das TiO,-20-Hybrid mittels UV/Vis-Spektroskopie charakterisiert

(Abbildung 21).
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Abbildung 21: UV/Vis-Spektrum der zuckermodifizierten Titandioxid-Nanopartikel (NP-20).

Aus dem UV/Vis-Spektrum ist erkennbar, dass es zu einer Ausléschung des Maximums bei
366 nm kam, was dem Produkt 20 entsprach. Stattdessen ist ein breites Signal entstanden,
welches auf die erfolgreiche Bindung von 20 an die Nanopartikel hindeutet. Zusatzlich
wurden die zuckermodifizierten Nanopartikel mittels GroRenausschlusschromatographie
gereinigt (Abbildung 22). Die Negativkontrolle, Nanopartikel mit thioliertem Zucker 19,

wurde ebenfalls mittels GrolRenausschlusschromatographie untersucht.
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Abbildung 22: GréRenausschlusschromatogramm der zuckermodifizierten Nanopartikel (NP-20) bei 280 nm.

Die zuckermodifizierten Nanopartikel (NP-20) weisen mehrere Signale im Bereich zwischen
15 und 25 Millilitern auf. Zudem ist ein neues Signal nach 7.30 Millilitern entstanden, dieses
ist weder im reinen Zucker sichtbar, noch bei der Negativkontrolle ohne Dopamin-
Maleinimid (15). Aufgrund der geringen Retentionszeit konnte dieses Signal den
modifizierten Nanopartikeln entsprechen. Durch die Bildung des Charge-Transfer-Komplexes

(UV/Vis-Messungen) und das Chromatogramm der GroélRenausschlussschromatographie kann
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geschlossen werden, dass die zuckermodifizierten Nanopartikel erhalten wurden. Aufgrund
fehlender weiterfuhrender Analytik wie die Verwendung von Lektinen oder DLS-Messungen
kann keine eindeutige Aussage uber den Erfolg der Reaktion getroffen werden, auch wenn die

erhaltenen Ergebnisse darauf hin deuten.

4.2.3.2 Thiolierte Peptoide zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Durch die Verschiebung der Seitenketten der Peptide vom o-Kohlenstoffatom an das
Stickstoffatom erhdlt man ein N-substituiertes Oligoglycin, wodurch die entstandenen
Peptoide vor Abbau durch Proteasen geschiitzt werden.'*Y) Die Peptoide sollten an die
Nanoteilchen gebunden werden, um TiO,-Peptoid-Hybride herzustellen, die zellgangig sind
und nach Bestrahlung ROS produzieren.

Die zellpenetrierenden Peptoide (Abbildung 23) wurden von Dr. Sidonie Vollrath und
Dominik Kolmel im Arbeitskreis Brése synthetisiert, sodass sie jeweils ein Thiol und einen
Rhodamin-Farbstoff enthalten. Rhodamin sollte zur Detektion des TiO,-Peptoid-Hybrids

innerhalb der Zellen dienen.
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> Rhodamin-Peptoid-SH 1

> Rhodamin-Peptoid-SH 2

Abbildung 23: Strukturen der verwendeten Peptoide 21 und 22.

Zunéchst wurde mit dem Peptoid-Peptid-Hybrid 21 (Rhodamin-Peptoid-SH 1) gearbeitet,
welches in Wasser/Acetonitril gelost wurde. Um das Peptoid 21 mit Catecholgruppen zu
modifizieren wurde es mit drei Aquivalenten Dopamin-Maleinimid (15) in Acetonitril
umgesetzt. Durch MALDI-TOF-Messungen konnte festgestellt werden, dass diese
Reaktionsbedingungen nicht zum gewiinschten Konjugat fiihrten, daher wurde die Menge des
Dopamin-Maleinimid (15) auf 30 Aquivalente erhoht. Auch in diesem Fall konnte kein
Produkt erhalten werden. Die Zugabe von katalytischen Mengen an Triethylamin als Base
zeigten die MALDI-TOF-Messungen ebenfalls das reine Peptoid 21, nach vier Monaten war
das Peptoid aufgrund der labilen Struktur zerfallen.

Aus diesem Grund wurde mit dem Peptoid 22 (Rhodamin-Peptoid-SH 2) gearbeitet. Um die
Trifluoressigsaure-Reste der Reinigung mittels HPLC zu entfernen, wurde das Peptoid mittels
einer NAP5-Sdule, nach Anleitung des Herstellers, mit Wasser eluiert. Nach Zugabe von
30 Aquivalenten Dopamin-Maleinimid (15) wurde das Reaktionsgemisch tber Nacht bei

Raumtemperatur geschiittelt (Schema 19).
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Schema 19: Michael-Addition zwischen dem thiolierten Peptoid 22 und Dopamin-Maleinimid (15).

AnschlieBende MALDI-TOF-Messungen zeigten, dass das Produkt 23 vorhanden war,
zusétzlich zeigte das Peptoid eine Mehrfachbeladung mit Dopamin-Maleinimid (15)
(Tabelle 7).

Tabelle 7: MALDI-TOF-Ergebnisse der Michael-Reaktion zwischen dem Peptoid 22 und Maleinimid 15.

Eintrag Massesq [9/mol]  Masses; [g/mol]
Peptoid 22 1497 1497
Produkt 23 1730 1731

Die Masse von 1963.8 g/mol zeigt die zweifache Beladung des Peptoids 22 mit Dopamin-
Maleinimid (15), 2196.7 g/mol die dreifache Beladung, 2429.8 g/mol die vierfache Beladung.
Der Grund fiir die Mehrfachbindung an das Peptoid 22 kdnnte darin liegen, dass Dopamin-
Maleinimid (15) ebenfalls tGber die Aminofunktion des Peptoids binden kann. Daher wurde
die Reaktionszeit auf acht Stunden verkirzt und lediglich drei Aquivalente des
Maleinimids 15 zugesetzt. Dadurch konnte bei MALDI-TOF-Messungen ausschlieBlich die
Masse des gewinschten Produkts 23 und keine Mehrfachbeladung des Peptoids mehr
detektiert werden.

Nach Reinigung mittels HPLC wurde das Peptoid-Maleinimid-Konjugat 23 zu
wasserldslichen Nanopartikeln (DEG-NP) und zu Nanostabchen (TiO,-NR) gegeben. Die
Reaktion ist anhand der Nanopartikel in Schema 20 dargestellt. Ein Charge-Transfer-
Komplex konnte aufgrund der intensiven Farbung des Rhodamin-Farbstoffs visuell nicht
nachgewiesen werden. Daher wurde eine Reinigung mittels
GroRenausschlusschromatographie durchgefuihrt, hierbei konnte das Produkt aufgrund starker
Wechselwirkungen zwischen dem Farbstoff und S&ulenmaterial nicht eluiert werden. Somit
war es nicht moglich die Nanopartikel auf diese Weise zu reinigen oder den positiven Verlauf
der Reaktion zu detektieren. Die Proben wurden auf ein 1.5%iges Agarose-Gel aufgebracht,
welches keine Verschiebung zwischen reinem Peptoid und modifizierten Nanopartikeln mit

Peptoid-Maleinimid 23 zeigte.
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Schema 20: Oberflaichenmodifikation der Titandioxid-Nanoteilchen mit Peptoid-Maleinimid 23.

Im Rahmen der Diplomarbeit von Delia Braun (Arbeitskreis Prof. Bréase, KIT) konnte
festgestellt werden, dass eine Bindung der Peptoide an Gold-Nanopartikel am ehesten im
basischen pH-Bereich stattfindet.*>? Aus diesem Grund wurde der pH-Wert nach Zugabe des
Peptoids zu TiO,-Nanopartikel mit 0.1 molarer Natriumhydroxid-Lésung auf circa 10
eingestellt und Uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt. Im UV/Vis-Spektrum der
Nanopartikel ist ein Charge-Transfer-Komplex zwischen 320 und 400 nm zu erkennen
(Abbildung 24). Ebenso ist im Spektrum der Nanostédbchen eine Veranderung des Spektrums
im Vergleich zu den reinen Komponenten sichtbar, was auf eine erfolgreiche Bindung des

Peptoids 23 an die TiO,-Oberflache sprechen konnte.
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Abbildung 24: UV/Vis-Spektren des Peptoid-Maleinimids 23 a. auf Titandioxid-Nanopartikel (DEG-NP) und b.
auf Titandioxid-Nanostabchen (8 Stunden).
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Um die Bindung des Peptoids 23 an die Nanopartikel-Oberflache weiter zu untersuchen,
wurde ein Agarose-Gel angefertigt (Abbildung 25). Aus dem Gel in Abbildung 25a. ist zu
erkennen, dass bei den modifizierten Nanostdbchen (Spur 3) eine schwache Bande des
modifizierten Peptoids 23 (Spur 2) sichtbar ist und bei den modifizierten Nanopartikeln

(Spur 4) das Peptoid in der Tasche ausgefallen ist.

Abbildung 25: a. Fluoreszenz-Aufnahme (UV-Licht) des einprozentigen Agarose-Gels mit Peptoid-
modifizierten Nanopartikeln und —nanostabchen. b. Fluoreszenz-Aufnahme (Tageslicht) bei einem pH-Wert von
10. Spur 1: TiO,-Nanopartikel, Spur 2: modifiziertes Peptoid 23, Spur 3: NR-23, Spur 4: NP-23.

Durch Gelelektrophorese konnte somit kein eindeutiges Ergebnis zur Bindung des
maleinimidmodifizierten Peptoids 23 an die TiO,-Nanopartikel erhalten werden.

Um zu untersuchen, ob die Bindung des Peptoids pH-abgéangig ist, wurde der pH-Wert der
TiO,-Nanostabchen, mit 0.1 molarer Natriumhydroxid-Losung auf 8 eingestellt. Der pH-Wert
des Peptoids wurde ebenfalls mit Natriumhydroxid-Ldsung beziehungsweise mit 0.1 molarer
Salzsaure-Losung variiert. Der pH-Wert wurde auf pH =8, 10, 12 und auf pH=1,3 und 5
eingestellt. Die verschiedenen Proben wurden zu den Nanostdbchen gegeben und (iber Nacht
bei Raumtemperatur inkubiert. Ausschliel3lich bei einem pH-Wert von 1 blieb die Farbe des
Rhodamin-Farbstoffes erhalten, selbst nach der Zugabe zu den Nanostdbchen. Die Proben mit
basischen pH-Wert sind ausgefallen und konnten nicht wieder vollstandig in Lésung gebracht
werden. Zur Auswertung wurden alle Proben auf ein einprozentiges Agarose-Gel aufgetragen
(Abbildung 26).
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Abbildung 26: Fluoreszenz-Aufnahme eines 1% Agarose Gel mit peptoidmodifizierten TiO,-Nanostdbchen a)
im basischen und b) im sauren pH-Bereich. a. Spur 1: Peptoid 22 (pH = 8), Spur 2: NR-23, Spur 3: Peptoid 23
(pH =10), Spur 4: NR-23, Spur 5: Peptoid 23 (pH = 12), Spur 6: NR-23, Spur 7: Peptoid 23, Spur 8: NR-23. b.
Spur 1: Peptoid 23, Spur 2: NR-23, Spur 3: Peptoid 23 (pH = 1), Spur 4: NR-23, Spur 5: Peptoid 23 (pH = 3),
Spur 6: NR-23, Spur 7: Peptoid 23 (pH = 5), Spur 8: NR-23.

Es wurden jeweils das Peptoid mit verédndertem pH-Wert und daneben die zugehdrigen
modifizierten Nanostabchen aufgetragen. Auf beiden Gelen ist zu erkennen, dass es bei allen
Proben zu einer kleinen Verschiebung zwischen dem Peptoid 23 und den modifizierten
Nanoteilchen kommt. Das spricht dafir, dass die Verschiebung lediglich auf den Einfluss des
pH-Wertes und nicht auf die Bindung des modifizierten Peptoids 23 zurtickzufiihren ist. Da
der pH-Wert der Reaktionslosung sowohl von den Nanostdbchen als auch von der
Peptoidlésung beeinflusst wird, wird eine Verschiebung des Peptoids 23 zu dem Peptoid,
welches mit Nanostdbchen inkubiert wurde, beobachtet. Um das zu Uberprifen, wurde das
Zetapotential der modifizierten Nanostdbchen bestimmt, die Daten sind in Tabelle 8
zusammengefasst. Im sauren pH-Bereich (pH = 2-6) tragen die Nanopartikel ein positives
Zetapotential, im basischen Milieu ein negatives Zetapotential. Das ist durch die ionische
Struktur des Peptoids 23 in wéssrigen Losungen zu erkldren. In saurem Milieu bilden die
Peptoide kationische und im basischen anionische Strukturen, was mit den Daten aus

Tabelle 8 Uibereinstimmt.
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Tabelle 8: Zetapotential der peptoidmodifizierten Nanostabchen (NR-23) bei verschiedenen pH-Werten.

Eintrag pH-Wert Zetapotential [mV]

1 2 455 +0.57
2 4 39.4+1.30
3 6 33.2+0.78
4 8 -35.4+1.90
5 10 -31.8 +2.78
6 12 -48.8 + 0.45
7 = 18.4 + 0.36

Diese Studie zeigt, dass der pH-Wert im Fall der TiO,-Nanostabchen nur einen geringen
Einfluss hat. Aus diesem Grund wurde die Reaktion ebenfalls ohne Anderung des pH-Wertes
durchgefiihrt. Hierzu wurde das Peptoid 23 mittels Gelfiltration in Wasser umgepuffert und
Uber Nacht zu den Nanopartikel- und stdbchen gegeben. Die Analyse erfolgte mittels
Agarose-Gelelektrophorese, das einprozentige Gel ist in Abbildung 27 dargestellt. In diesem
Fall scheinen die Nanostabchen (Spur 3) keinen Einfluss auf das Peptoid zu haben, da diese
die gleiche Mobilitat wie das reine Peptoid aufweisen (Spur 1). Die Nanopartikel-Probe
(Spur 2) ist wie bei der Anderung des pH-Wertes ausgefallen.

2 4
e (. Y |

Abbildung 27: a. Fluoreszenz-Aufnahme (UV-Licht) des einprozentigen Agarose-Gels mit peptoidmaleinimid-
modifizierten Nanopartikeln und —nanostébchen. b. Fluoreszenz-Aufnahme (Tageslicht). a. Spur 1: Peptoid 23,
Spur 2: NP-23, Spur 3: NR-23, Spur 4: TiO,-Nanopartikel. b. Spur 1: TiO,-Nanopartikel, Spur 2: NR-23, Spur 3:
NP-23, Spur 4: modifiziertes Peptoid 23.

Anhand der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass eine Bindung der thiolierten Peptoide an
die TiO,-Nanopartikel nicht moglich war. Die Michael-Addition des Peptoids 22 an
Dopamin-Maleinimid (15) konnte in LoOsung durchgefuhrt werden, der anschlie3ende

Ligandenaustausch des modifizierten Peptoids an der Nanoteilchen-Oberflache war allerdings
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nicht erfolgreich. Der Grund hierfiir liegt in der Ladung der Peptoide, die zusatzlich einen

Farbstoff besitzen, der ebenfalls Ladung trégt.

4.2.3.3 Thiolierte Oligonukleotide zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Bisher ist nur wenig Literatur vertffentlicht, in der DNA an Titandioxid-Nanopartikel
gebunden werden konnte.'®” Dabei wurden Nanopartikel-DNA-Hybride bereits fiir viele
Anwendungen genutzt, wie beispielsweise Gold-Nanopartikel, die zur Herstellung von
Biosensoren™! oder zur DNA-Nanostrukturierung dienten.*> Aus diesem Grund ist es
interessant, Oligonukleotide an die Nanoteilchen zu binden und diese auf ihre Eigenschaften
zu untersuchen. In der Arbeitsgruppe von Rajh et al. konnten TiO,-DNA-Hybride mittels
einer Amid-Bindung zwischen carboxymodifizierter DNA und Dopamin-Hydrochlorid (9a)
hergestellt werden.*®! Um eine milde und einfache Methode zu entwickeln, Oligonukleotide
an Titandioxid zu binden, wurde die Verwendung von Dopamin-Maleinimid (15) und
thiolierter DNA untersucht.

Zu Beginn wurde eine Michael-Addition mit thioliertem Oligonukleotid und Dopamin-
Maleinimid (15) in Losung durchgefiihrt. Hierzu wurde das thiolierte 22-mer Oligonukleotid
DNA 1 mittels Dithiothreitol (DTT) flr zwei Stunden bei 37 °C reduziert um die Disulfid-
Bricken zu zerstdren. AnschlieBend wurde DNA 1 mittels Gelfiltration gereinigt und
Maleinimid 15 im 150-fachen Uberschuss zugegeben. Das Gemisch wurde fiir zwei Stunden
bei Raumtemperatur geschuttelt (Schema 21).

Qﬁ? T e T

MeCN, H,0, 12 h, RT HO

15-DNA 1

Schema 21: Michael-Addition zwischen Dopamin-Maleinimid (15) und thioliertem Oligonukleotid DNA 1.

Nach Reinigung mittels HPLC konnte nur reines Maleinimid 15 detektiert werden. Mit einem
dreifachen Uberschuss an Maleinimid 15 wurde nach HPLC-Reinigung die gewiinschte
Masse des Maleinimid-Oligonukleotid-Konjugats 15-DNA 1 erhalten (Abbildung 28a.).
Signal 1 der HPLC-Reinigung zeigte die Masse des reinen Oligonukleotids DNA 1, Signal 2
mit einer Retentionszeit von 19.1 Minuten wiederum zeigte die Masse des gewdinschten
Konjugats 15-DNA 1 (Tabelle 9).
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Ein weiterer Ansatz war, DNA markiert mit dem fluoreszierenden Farbstoff TAMRA, einem
Rhodamin-Derivat, zu verwenden. Somit kann die Detektion in Zellen direkt Uber die
Fluoreszenz der DNA erfolgen. Zunachst wurden ebenfalls drei Aquivalente Dopamin-
Maleinimid (15) zu der reduzierten DNA 2 gegeben und Uber Nacht inkubiert. Nach
Reinigung mittels HPLC war aus dem Chromatogramm ersichtlich, dass die Reaktion zwar
erfolgreich verlief, aber auch noch freies Oligonukleotid vorhanden war. Somit wurde die
Zugabe des Maleinimids 15 auf 30 Aquivalente erhoht, was zu einer verbesserten Ausbeute
fiihrte (Abbildung 28b., Signal 1).
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Abbildung 28: HPLC-Chromatogramm der Reaktion von Dopamin-Maleinimid (15) mit a. DNA 1 und b.
DNA 2 bei einer Wellenl&nge von 260 nm.

Mit einer Retentionszeit von 23.0 Minuten konnte das Oligonukleotid-Maleinimid-
Konjugat 15-DNA 2 nach der Reinigung mittels HPLC erhalten werden (Abbildung 28b.).
Durch MALDI-TOF-Messungen konnte dies bestatigt werden (Tabelle 9).

Tabelle 9: MALDI-TOF-Resultate der Reaktion zwischen Dopamin-Maleinimid (15) und verschiedenen

thiolierten Oligonukleotiden.

Eintrag Msoi [g/mol] My [g/mol]

DNA 1 7008 7009
15-DNA1 7241 7244
DNA 2 4557 4557
15-DNA 2 4790 4789

Zusétzlich wurde Gelelektrophorese verwendet, um nachzuweisen, dass DNA 2 erfolgreich
modifiziert wurde. Hierzu wurde ein einprotzentiges Agarose-Gel angefertigt, eine Farbung
des Gels war nicht notwendig, da der TAMRA-Farbstoff als Marker diente (Abbildung 29).

Es war zu erwarten, dass das Konjugat 15-DNA 2 (Spur 1) eine geringere elektrophoretische
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Mobilitat aufgrund der hoheren Masse im Vergleich zu der reinen DNA aufweist (Spur 2),

dies lasst sich aus dem Gel erkennen.

1 2

Abbildung 29: Fluoreszenz-Aufnahme des einprozentigen Agarose-Gels mit 15-DNA 2. Spur 1. Gereinigtes
DNA-Dopamin-Maleinimid-Konjugat 15-DNA 2; Spur 2: DNA 2.

Nach der Charakterisierung des 15-DNA 2-Konjugats wurde die gereinigte Ldsung zu
TiO,-Nanopartikeln, die sowohl mittels der Diethylenglykol-Methode als auch der
Hochtemperatur-Methode hergestellt wurden, gegeben. Ein Charge-Transfer war aufgrund der
intensiven Farbung des Rhodamin-Farbstoffs nicht sichtbar gemacht werden. Aus diesem
Grund wurde zur Charakterisierung der Bindung an die Nanopartikel-Oberflache ein
einprozentiges Agarose-Gel verwendet (Abbildung 30). Es ist zu erkennen, dass es keine
Verschiebung zwischen der 15-DNA 2 (Spur 2 und 6) und den modifizierten Nanopartikeln
(Spur 4 und 5) gibt.

5 6
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Abbildung 30: a) Fluoreszenz-Aufnahme des einprozentigen Agarose-Gels mit DNA 2-modifizierten
Nanoteilchen.  Spur 1:  Titandioxid-Nanopartikel ~(DEG-NP), Spur2: DEG-NP-15-DNA 2, Spur 3:
Hochtemperatur-Nanopartikel, Spur 4: Hochtemperatur-Nanopartikel-15-DNA 2, Spur 5: DEG-NP-15, Spur 6:
15-DNA 2.

Ein Grund dafur, dass die Bindung an die Nanopartikel nicht erfolgreich war, kann die
negative Ladung des Oligonukleotids sein. Da die Nanopartikel ebenfalls negativ geladen
sind, kann es zu einer AbstoBung anstelle der Bindung zwischen den beiden Komponenten
kommen. Ein weiterer Grund koénnte die zusétzliche Ladung des TAMRA-Farbstoffs sein.
Wie bereits bei den Peptoiden gezeigt werden konnte (Kapitel 4.2.3.2), verhindert der
Rhodamin-Farbstoff die Bindung der Peptoide an die Nanoteilchen. Zudem kann es zu einer
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sterischen Hinderung der DNA-Strange untereinander kommen, wenn mehrere
Oligonukleotide an die Nanopartikel-Oberflache binden. Der Grund hierfir ist das kleine
Dopamin-Maleinimd (15), welches nicht fir ausreichend Abstand zwischen den DNA-
Strangen sorgen kann und es somit zu einer sterischen Hinderung kommen kann.

Aus diesem Grund wurde ein Dopamin-Maleinimid synthetisiert, welches eine
Triethylenglykol-Einheit aufweist, um das Molekil einerseits wasserloslich zu machen und
somit optimal fur biologische Zwecke verwendet werden kann, andererseits fiihrt die Glykol-
Einheit zu mehr Distanz zwischen den DNA-Strange. Dieses Maleinimid 24a wurde zunachst
ebenfalls in Losung mit thioliertem Oligonukleotid umgesetzt, hierzu wurde ein Uberschuss

von drei Aquivalenten 24a zu thioliertem Oligonukleotid DNA 1 gegeben (Schema 22).

]@/\/ \[(\/O\/\O/\/O\/\ b
24a
SH

Vol

H,0, 12 h, RT

HOD/\/ \n/\/o\/\o/\/o\/\b/
HO
24a-DNA 1

Schema 22: Michael-Addition zwischen dem thiolierten Oligonukleotid DNA 1 und Maleinimid 24.

Die Reinigung erfolgte mittels HPLC (Abbildung 31), es ist zu erkennbar, dass das
Reaktionsgemisch zwei Signale zeigt, reines Oligonukleotid DNA 1 ist kaum noch zu
vorhanden. Das modifizierte Oligonukleotid 24a-DNA 1 (Retentionszeit von 20.1 Minuten)
konnte mittels MALDI-TOF-Messungen nachgewiesen werden (Tabelle 10).
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Abbildung 31: HPLC-Chromatogramm der Michael-Addition zwischen DNA 1 und Maleinimid 24a bei einer

Wellenlange von 260 nm.

Tabelle 10: MALDI-TOF-Resultate der Michael-Addition zwischen DNA 1 und dem Maleinimid 24.

Eintrag Mson [g/mol] Mg [g/mol]
DNA 1 7008 7009
24a-DNA 1 7444 7443

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Michael-Addition mit Dopamin-Maleinimid 24a in
Losung erfolgreich verlief, wurden die Bedingungen direkt auf der Oberflache der TiO,-
Nanopartikel untersucht. Zundchst wurden Maleinimid-Nanopartikel hergestellt (NP-24a).
Die Reaktion wurde ebenfalls auf Titandioxid-Nanostdbchen und auf kommerziell
erhaltlichen TiO,-Nanopartikeln durchgefihrt. Da die Michael-Addition bevorzugt bei einem
pH-Wert zwischen 7 und 8 stattfindet, wurden die maleinimidmodifizierten Nanopartikel und
Nanostdbchen Uber Gelfiltration mit Phosphat-Puffer auf pH=7.5 eingestellt. Das
Oligonukleotid DNA 1 wurde fur zwei Stunden bei 37 °C mit DTT behandelt, Uber
Gelfiltration gereinigt und direkt zu den maleinimidmodifizierten Nanoteilchen gegeben
(Schema 23). Das Gemisch wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur geschuttelt und
anschlief’end wurde Gel-Elektrophorese durchgefuhrt (Abbildung 32).
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Schema 23: Oberflaichenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit Maleinimid 24a und anschlieRend
Michael-Addition mit thioliertem Oligonukleotid DNA 1.

In Spur 1 und 2 befinden sich maleinimidmodifizierte Nanopartikel und Nanostabchen, der
pH-Wert wurde bei diesen Proben ebenfalls auf 7.5 eingestellt. Es ist zu erkennen, dass im
Vergleich hierzu bei den Nanopartikeln und —stdchen nach der Michael-Addition in Spur 3
und 4 zwei Banden sichtbar sind. Die Bande mit der geringeren Mobilitat entspricht den
maleinimidmodifizierten Nanoteilchen, die Bande mit der héheren Mobilitat kdnnte mit
DNA-modifizierte Nanoteilchen darstellen. Um zu untersuchen, ob es sich bei den neu
entstandenen Banden um Nanoteilchen-Oligonukleotid handelt, wurde das Gel mit SybrGold®
angefarbt, welches spezifisch Einzelstrang-DNA anférbt (Abbildung 32b.). Aus dem Gel lasst
sich erkennen, dass nur eine breite Bande fluoresziert, was darauf hindeutet, dass es sich
hierbei um Nanoteilchen-DNA handelt. Im Vergleich zu diesen beiden Banden weist das
Produkt in Losung (Spur 6) eine hohere elektrophoretische Mobilitat auf. Daher handelt es
sich bei den Banden in Spur3und4 um TiO,-DNA-Hybride. In Spur 5 befinden sich
kommerziell erhéltliche Nanopartikel nach der Michael-Addition. Es ist zu erkennen, dass in
der Tasche ein Rickstand ist, dies sind die kommerziellen Nanopartikel, die nicht in das Gel
laufen. Die untere Bande befindet sich auf gleicher Hohe mit der Reaktion in L&sung
(Spur 6). Daher wird vermutet, dass das Maleinimid 24a nicht an die kommerziellen
Nanopartikel gebunden hat und die Reaktion ausschlie3lich in Lésung stattgefunden hat. Der
Grund fur das Misslingen der Reaktion auf den kommerziellen Nanopartikeln kénnte darin

liegen, dass einerseits der pH-Wert in diesem Fall nicht eingestellt wurde und andererseits die
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Bindung aufgrund der GroRe der Partikel (~20 nm) langer benétigt als bei den kleinen

Nanoteilchen.

1T 2 3 4 35 6 7 Qe ENrSZRsSNarsomionen

Abbildung 32: a. Fluoreszenz-Aufnahme des einprozentigen Agarose-Gels mit DNA-modifizierten
Nanoteilchen. b. Aufnahme nach der Farbung mit SyeroId®. Spur 1: TiO,-NP-24a, Spur 2: TiO,-NR-24a,
Spur 3: TiO,-NP-24a-DNA-1, Spur 4: TiO,-NR-24a-DNA-1, Spur 5: kommerzielle NP-24a-DNA-1, Spur 6:
HPLC-gereinigtes Konjugat 24a-DNA 1.

Zusétzlich wurde von den DNA-modifizierten Nanopartikeln (NP-24a-DNA 1) das
Zetapotential bestimmt (Tabelle 11). Die maleinimidmodifizierten Nanopartikel (pH =7.5)
weisen ein schwach negatives Zetapotential auf. Wie zu erwarten war, zeigten die mit DNA-
modifizierten Nanopartikel hingegen eine Steigerung des Zetapotentials auf, was die Stabilitat

des Hybrids 24a-DNA 1 zeigt und die Bindung des Oligonukleotids nochmals bestétigt.

Tabelle 11: Zetapotentiale der Titandioxid-Nanopartikel mit und ohne Oligonukleotid.

Eintrag Zetapotential [mV]
NP-24a -6.64 + 2.04
NP-24a-DNA 1 -22.6 +3.65

Um festzustellen, ob es mdglich ist, das modifizierte Oligonukleotid an die Titandioxid-
Nanopartikel zu binden, wurde das Konjugat 24a-DNA 1 nach der HPLC-Reinigung zu den
DEG-NP gegeben und uber Nacht inkubiert (Schema 24). Es kam zu einer Farbanderung, dies
spricht fur einen Charge-Transfer-Komplex und somit fur eine erfolgreiche Bindung.
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Schema 24: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit DNA-Maleinimid 24a-DNA 1.

Die Charakterisierung erfolgte mittels Agarose-Gelelektrophorese (Abbildung 33). Bei den
modifizierten Nanopartikeln (Spur 3) sind zwei fluoreszierende Banden erkennbar, die untere
entspricht dem gereinigten Konjugat 24a-DNA 1, die obere lieR sich nicht mit SybrGold®
anfarben und zeigt somit, dass es sich hierbei nicht um DNA-modifizierte Nanopartikel

handelt.

Abbildung 33: Fluoreszenz-Aufnahme des einprozentigen Agarose-Gels mit DNA-modifizierten Nanopartikeln
nach Farbung mit SybrGold®. Spur 1: Gereinigtes DNA-Maleinimid 24a-DNA 1, Spur 2: leer, Spur 3: TiO,-NP
mit gereinigtem 24a-DNA 1.

Die Farbanderung spricht fur die Bildung eines Charge-Transfer-Komplexes und somit fir
eine erfolgreiche Bindung der modifizierten DNA. Im Gegensatz dazu zeigt die Agarose-
Gelelektrophorese keine Verschiebung zwischen dem Konjugat 24a-DNA 1 und den
modifizierten Nanopartikeln. Somit kann durch die erhaltenen Ergebnisse keine eindeutige
Aussage Uber den Erfolg der Reaktion getroffen werden. Die Farbung mit SybrGold® bei
Agarose-Gelen mit Nanopartikel-Hybriden ist nicht trivial, es bilden sich meist breite Banden,
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die nicht einfach zuzuordnen sind. Daher ist es mdglich, dass die Farbung in diesem Fall nicht
die optimale Methode zum Nachweis der DNA-Bindung darstellt. Eine andere
Herangehensweise konnte die GrolRenausschlusschromatographie oder die Hybridisierung

mittels einer fluoreszierenden komplementaren DNA darstellen.

4.2.3.4 Thiolierte Peptide zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Die Bindung eines thiolierten Peptids sollte zunédchst an einem kommerziell erhaltlichen
Peptid 25, bestehend aus einer kurzen Sequenz, Lysin-Glycin-Glycin-Glycin-Lysin und einem

Fluorescein-Farbstoff (Abbildung 34) untersucht werden.

SH N

OH

2
NH
o HN} ©
BRI
HN

NH o
baY i
(0]
HOOOH _

Abbildung 34: Struktur des kommerziell erhdltlichen Peptids Fluorescein-KGGGC 25.

H,N

> Fluorescein-KGGGC

Dopamin-Maleinimid (15) wurde mit drei Aquivalenten des Modellpeptids Fluorescein-
KGGGC 25 in einem Wasser/Acetonitril-Gemisch (1:1) Gber Nacht geschittelt und mittels
HPLC gereinigt (Schema 25).
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Schema 25: Michael-Addition zwischen der thiolierten Peptidsequenz 25 und Dopamin-Maleinimid (15).

Das HPLC-Chromatogramm der Reinigung des Dopamin-Maleinimid-Peptids 26 ist in
Abbildung 35a. dargestellt. Aus dem Chromatogramm ist zu erkennen, dass noch reines
Peptid in der Reaktionslosung enthalten ist (Signal 1). Ein groBerer Uberschuss an

Maleinimid 15 kdnnte somit zu einer verbesserten Ausbeute (78%) fuhren.

a. o
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Abbildung 35: a. HPLC-Chromatogramm des Reaktionsgemisches aus Dopamin-Maleinimid 15 und Peptid 25:
Signal 1 zeigt das reine Peptid 25; Signal 2 das Konjugat 26. b. MALDI-TOF-Resultat von Signal 2.

Die anschlielenden MALDI-TOF-Messungen zeigten die gewunschte Masse von 1012 g/mol
(Abbildung 35b. und Tabelle 12). Zur Uberpriifung der Reaktion zwischen dem Peptid 25 und

Dopamin-Maleinimid (15) wurden die Proben auf ein Agarose-Gel aufgetragen, welches in

Abbildung 36 dargestellt ist.
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Tabelle 12: MALDI-TOF-Resultate des Dopamin-Maleinimid-Peptid-Konjugats 26.

Eintrag Mson [g/mol] My [g/mol]
Peptid25 779 780
Produkt 26 1012 1013

Im Vergleich zum reinen Peptid (Spur 1) weist das Konjugat 26 (Spur 2) eine abweichende
elektrophoretische Mobilitat auf. Eine Farbung des Gels war nicht notwendig, da an das
Peptid ein Carboxyfluorescein-Farbstoff gebunden wurde und somit die Fluoreszenz des
Peptids im Gel sichtbar ist.

Abbildung 36: Fluoreszenz-Aufnahme des 0.60%igen Agarose-Gels mit Peptid und maleinimidmodifiziertem
Peptid 26. Spur 1: Reines Peptid 25, Spur 2: Maleinimid-Peptid 26 nach Reinigung mittels HPLC.

Das gereinigte Linker-Peptid-Konjugat 26 wurde zu Titandioxid-Nanopartikeln (DEG-NP)
gegeben (Schema 26). Nach der Zugabe war eine Farbdnderung von gelb nach orange-braun
zu sehen. Diese ist allerdings nicht auf die Bildung einen Charge-Transfer-Komplex
zuriickzufithren, sondern auf die Anderung des pH-Wertes, welcher Einfluss auf den
Carboxyfarbstoff ausiibt.
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Schema 26: Oberflichenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit Dopamin-Maleinimid-Peptid 26.

Um zu prifen ob das Konjugat 26 auf der Nanopartikel-Oberflache gebunden hat, wurde
zunéchst die Absorption der modifizierten Nanopartikel gemessen. Das Spektrum st in
Abbildung 37 dargestellt. Die Kurve im Bereich zwischen 400 und 550 nm hat sich
verschoben, was zeigt, dass das modifizierte Peptid 26 an die Nanopartikel gebunden hat. In
der Literatur konnte gezeigt werden, dass Farbstoffe wie Rhodamin- aber auch
Fluoresceinfarbstoffe unter bestimmten Bedingungen direkt an Titandioxid-Partikel binden
konnen.™  Aus diesem Grund wurde eine Negativkontrolle durchgefuhrt, indem
fluoreszierendes Peptid ohne Dopamin-Maleinimid (15) zu den TiO,-Nanopartikeln gegeben

wurde.

1 = = Peptid-Maleinimid 26
------ TiO2- NP

\ — Ti02-NP-26

Absorption [a.u.]
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Abbildung 37: UV/Vis-Spektrum der NP-26 im Vergleich zu maleinimidmodifiziertem Peptid 26.
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Auch in diesem Fall kam es zu einer Farbanderung nach orange. Um auszuschlieRen, dass das
Peptid Uber den Farbstoff an die Nanopartikel bindet, wurde ein Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamid-Gel (SDS-PAGE) mit den entsprechenden Proben gemacht (Abbildung 38a.).
Ein Teil der modifizierten Nanopartikel (Spur 3) wandert nicht in das Gel, sondern bleibt
oben an der Tasche haften. Um zu zeigen, dass Natriumdodecylsulfat aus dem SDS-Gel
keinen Einfluss auf die Wanderung der Nanopartikel im Gel aufweist, wurde ein weiteres Gel,
ein Tris-Borat-EDTA-Gel (TBE), verwendet (Abbildung 38b.). Aus dem TBE-Gel ist
erkennbar, dass sich die modifizierten Nanopartikel ebenfalls nicht in das Gel bewegen
(Spur5). Da die Ergebnisse vergleichbar waren, konnte gezeigt werden, dass
Natriumdodecylsulfat keinen Einfluss auf die Wanderung der Nanopartikel hat. Aus dem
SDS-Gel ist zu erkennen, dass die Negativkontrolle, Nanopartikel mit Peptid ohne
Maleinimid NP-25 (Spur 5), keine Banden in der Tasche des Gels aufweisen. Zudem gibt es
keinen Unterschied zwischen dem fluoreszierenden Peptid (Spur 4) und dem Peptid, das ohne
Maleinimid 15 zu den Nanopartikeln gegeben wurde (Spur 5). Somit kommt es zu keiner
Bindung des Peptids ohne Dopamin-Maleinimid (15).

a. B 218G 4 5 b'1234|%1

Abbildung 38: a) Fluoreszenz-Aufnahme des 12% SDS-Polyacrylamid-Gels. Spur 1: Gereinigtes Linker-Peptid-
Konjugat 26, Spur 2: Reine TiO,-NP, Spur 3: NP-26, Spur 4: Unmaodifiziertes Peptid 25, Spur 5: NP-25. b) UV-
Aufnahme eines TBE-Gels. Spur 1: Reine TiO,-NP, Spur 2: Unmodifiziertes Peptid 25, Spur 3: Dopamin-
Maleinimid 15, Spur 4: Gereinigtes Linker-Peptid-Konjugat 26, Spur 5: NP-26.

Die obere Bande aus Spur 3 wurde aus dem SDS-Gel geschnitten und TEM-Aufnahmen
angefertigt (Abbildung 39a.). Um sicher zu gehen, dass es sich bei den Partikeln um
Titandioxid handelt, wurden EDXS-Messungen getdtigt (Abbildung 39b.). Durch die
Messungen konnte gezeigt werden, dass die Partikel Titandioxid entsprechen. Neben Titan
und Sauerstoff ist auch Kohlenstoff detektiert worden, dabei handelt es sich um Artefakte des

verwendeten Kohlenstoff-Films.
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Abbildung 39: a. TEM-Aufnahme der modifizierten TiO,-Nanopartikel, die aus dem SDS-Gel ausgeschnitten

wurden (Spur drei) und b. EDXS-Diagramm der Nanopartikel, welches die Présenz von Titandioxid zeigt.

Zusatzlich wurde die GrolRe der modifizierten TiO,-Nanopartikel mit dynamischer
Lichtstreuung bestimmt. Aus Tabelle 13 ist zu erkennen, dass die modifizierten Nanopartikel
groler als die reinen Nanopartikel sind. Zudem ist ersichtlich, dass die Negativkontrolle,
Nanopartikel mit reinem Peptid, keine Veranderung der Grofle aufzeigt. Somit konnte
nochmals bestétigt werden, dass das Peptid ohne Dopamin-Maleinimid (15) nicht an die
Nanopartikel-Oberflache binden kann. Die reinen Nanopartikel wurden in Wasser gemessen,
die maleinimidmodifizierten Partikel in Acetonitril und die peptidmodifizierten Nanopartikel
in Acetonitril/Wasser (1:1). Die Unterschiede zwischen den Messungen lassen sich durch die
verschiedenen Losungsmittel erklaren, da der hydrodynamische Radius von der Viskositét des
Losungsmittels abhangt.

Tabelle 13: Hydrodynamischer Radius der peptidmodifizierten TiO,-Nanopartikel (NP-26).

Eintrag Radius [nm]
NP 5.13+0.050
NP-15 34.2 £0.395

NP-25 (Kontrolle)  4.20 + 0.246
NP-26 62.3+2.050

Die Reinigung der peptidmodifizierten  Nanopartikel (NP-26)  erfolgte  mittels
GroRenausschlusschromatographie, da eine Reinigung durch Zentrifugation zu einem grof3en
Verlust an Produkt fiihrte. Die entsprechenden Chromatogramme sind in Abbildung 40
dargestellt.
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Abbildung 40:  GroRenausschlusschromatographie der  peptidmodifizierten Nanopartikel NP-26; a.
Chromatogramm bei 280 nm und b. bei 490 nm.

Es konnten drei Hauptfraktionen erhalten werden (Abbildung 40). Signal zwei und drei
stammen von Peptid-Maleinimid 26, was zeigt, dass noch ungebundenes Konjugat vorhanden
ist. Das lasst sich durch die Zugabe eines Uberschusses an modifiziertem Peptid 26 erklaren.
Das Chromatogramm bei 490 nm spiegelt die Fluoreszenz des Carboxyfarbstoffs wieder. Die
Signale bei 280 nm der reinen TiO,-Nanopartikel stammen von Diethylenglykol, den
Oberflachenmolekiilen, die die Nanopartikel vor Agglomeration schiitzen. Aus
Abbildung 40a. wird ersichtlich, dass die Signale der Nanopartikel (Diethylenglykol)
verschwunden sind, stattdessen ist ein neues Signal nach circa sieben Minuten entstanden.
Dieses Signal wurde gesammelt und TEM-Aufnahmen wurden angefertigt (Abbildung 41).
Die modifizierten Nanopartikel sind im Vergleich zu den reinen Nanopartikeln etwas grofer
geworden, was zeigt, dass das Linker-Peptid-Konjugat 26 an der Oberflache der Nanopartikel

gebunden hat.

Abbildung 41: TEM-Aufnahme der peptidmodifizierten  Titandioxid-Nanopartikel ~ (NP-26) nach

GroRenausschlusschromatographie.
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Die  Negativkontrolle,  Nanopartikel ~mit  Peptid, wurden ebenfalls  mittels
GroRenausschlusschromatographie gereinigt. Die entsprechenden Chromatogramme beider
Wellenlangen 280 und 490 nm sind in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: GroéRenausschlusschromatographie der Negativkontrolle, Nanopartikel mit reinem Peptid
(NP-25). Abgebildet sind die Wellenlangen 280 und 490 nm.

In diesem Fall ist kein neues Signal im Bereich zwischen funf und zehn Minuten sichtbar, was
bestétigt, dass das unmodifizierte Peptid nicht Gber den Farbstoff an die Nanopartikel binden
kann. Dieses Ergebnis stimmt mit den Resultaten des SDS-Polyacrylamid-Gels und den DLS-
Messungen Uberein.

Eine Bindung des Maleinimids 15 an die Nanopartikel und die anschliefende Michael-
Addition des Peptids 25 flihrten nicht zu der gewinschten Bindung des Peptids, lediglich die

Modifizierung der Titandioxid-Nanopartikel Uber Ligandenaustausch war erfolgreich.

Da die Reaktion mit dem Modell-Peptid erfolgreich verlief, wurde das zellgangige Peptid
BP100-Cystein 27 insofern modifiziert, als dass es an TiO, binden kann. BP100 ist ein
antimikrobielles Peptid mit der Sequenz KKLFKKILKYL-NH,, welches von Dr. Parvesh
Wadhwani (Arbeitskreis Prof. A. Ulrich, KIT) zur Verfligung gestellt wurde. Dieses Peptid
wurde durch eine Mutation von Pep3 (WKLFKKILKVL-NH;) und Melittin
(membranpermeabilisierende ~ Komponente  aus  Bienengift)  erhalten."®  Das
rhodaminmodifizierte Peptid BP100 ist in der Lage als molekularer Transporter zu agieren
und somit schnell und effektiv beispielsweise in Tabakzellen einzudringen.™” Mittels Peptid-
Synthese wurde N-terminal Cystein eingefugt (Abbildung 43), um eine Bindung zwischen

dem Peptid und Dopamin-Maleinimid (15) zu ermdglichen.
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Abbildung 43: Struktur des verwendeten BP100-Cystein 27.

Zunéchst wurde der pH-Wert des Peptids 27 auf circa acht eingestellt und ber Nacht mit
einem Uberschuss an Dopamin-Maleinimid (15) geschiittelt (Schema 27). Die Reinigung

erfolgte mittels HPLC, das Chromatogramm der Reaktion ist in Abbildung 44 dargestellt.
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Schema 27: Michael-Addition zwischen BP100-Cystein 27 und Dopamin-Maleinimid (15).

Aus dem Chromatogramm ist zu erkennen, dass sich neue Signale gebildet haben. Mittels
MALDI-TOF-Messungen konnte das Produkt28 mit einer Retentionszeit von circa
15.5 Minuten detektiert werden (Signal 1, Abbildung 44).
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Abbildung 44: HPLC-Chromatogramm der Reaktion des BP100-Cystein 27 und Maleinimids 15 bei 260 nm.

Die Ergebnisse der MALDI-TOF-Messungen sind in Tabelle 14 dargestellt. Es ist zu
beobachten, dass es zu einer Bindung von zwei Molekulen Dopamin-Maleinimid (15) kommt,

dies ist in Signal 2 bei circa 15.8 Minuten mit der Masse von 1990 g/mol ersichtlich.

Tabelle 14: MALDI-TOF-Resultate der Reaktion zwischen BP100-Cystein 27 und Dopamin-Maleinimid (15).

Eintrag Masseso [g/mol]
BP100-Cystein 27 1524
Produkt 28a Signal 1 1757
Produkt 28b Signal 2 1757

Masse,s; [g/mol]
1524
1757
1990

Das modifizierte Peptid 28 (Produkt mit einem Dopamin-Maleinimid 28a und mit zwei
Maleinimid-Molekulen 28b) wurde zu Titandioxid-Nanopartikel (Ligandenfreie NP) gegeben

und Gber Nacht bei Raumtemperatur geschuttelt (Schema 28).
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Schema 28: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit maleinimidmodifiziertem BP100-
Cystein 28.

Bei Zugabe des mit einem maleinimidmodifizierten BP100-Cysteins 28a war eine
Farbdnderung von farblos nach gelb sichtbar. Bei Zugabe des mit zweli
maleinimidmodifizierten BP100-Cysteins 28b war die Farbanderung starker ausgepragt. Um
die Bindungen zu bestatigen wurden nach Zentrifugation der modifizierten Nanopartikel
UV/Vis Messungen durchgefihrt (Abbildung 45). Das Signal des modifizierten Peptids 28a
ist bei der Bindung eines Dopamin-Maleinimids 15 nicht mehr vorhanden, es kommt zur
Bildung eines breiten Signals. Daher ist es schwierig, Aussagen uber eine erfolgreiche
Bindung des einfach modifizierten BP100-Cystein treffen zu kénnen. Bei der Verwendung
des doppelt-modifizierten Peptids 28b ist das Signal des Edukts noch vorhanden und
zusétzlich ein breites Signal zwischen 317 und 383 nm (Abbildung 45). Bei diesem Signal
handelt es sich um den Charge-Transfer-Komplex der modifizierten Nanopartikel. Somit
konnte gezeigt werden, dass die Bindung des BP100-Cystein mit zwei Dopamin-Maleinimid-

Molekilen erfolgreich verlief.
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Absorption [a.u.]
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Abbildung 45: UV/Vis-Messungen der BP100-Cystein-modifizierten Nanopartikel mit einfach 28a und doppelt
modifiziertem BP100-Cystein 28b nach der Reinigung.

Schliel3lich wurde rhodaminbasiertes BP100-Cystein verwendet, um die Charakterisierung zu
vereinfachen. Die Bindung des maleimidmodifizierten Peptids war allerdings nicht
erfolgreich. Wie bei den Peptoiden und der TAMRA-DNA war es nicht moglich, ein
geladenes Molekiil, das zuséatzliche Ladung durch den Farbstoff trégt, an die Nanoteilchen zu
binden. Das erfolgreich hergestellte TiO,-Peptid-Hybrid NP-28 soll demnéchst in Zellstudien

im Arbeitskreis von Prof. P. Nick (KIT) untersucht werden.

Durch die erhaltenen Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass es mdoglich ist, Dopamin-
Maleinimid (15) mit verschiedenen thiolierten Biomolekilen in Lésung zu modifizieren. Eine
Funktionalisierung der Nanopartikel beziehungsweise der Nanostdbchen fuhrte mit
Oligonukleotid DNA 1, dem Modellpeptid KGGGC 25 und BP100-Cystein 27 zum Erfolg. Es
war nicht moglich Molekiile an Nanoteilchen zu binden, die einen Rhodamin —oder
rhodaminbasierten Farbstoff aufwiesen. Diese zusétzliche Ladung verhinderte einen
Ligandenaustausch. Bei der Reaktion mit dem thiolierten Zucker 19 konnte aufgrund
fehlender Charkerisierungsmethoden keine eindeutige Aussage Uber den Erfolg der Reaktion
getroffen werden, jedoch sind der Charge-Transfer und das GroRenausschlusschromatogramm
vielversprechende Resultate.

Um die Modifizierung der Titandioxid-Nanoteilchen erweitern zu konnen, sollten

bifunktionelle Linker mit verschiedenen funktionellen Gruppen synthetisiert werden.
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4.3 Synthese catecholbasierter Linker mit Azid- und Alkinfunktionen

Seit Sharpless et al. 2001 die ,,Click-Chemie* mit der klassischen Huisgen-Cycloaddition als
Paradebeispiel als solche definierte, steigt das Interesse an funktionellen Gruppen wie Alkin
oder Azid, vor allem im biologischen Bereich.™*® Ebenso findet diese Art der Chemie
Anwendung bei der Funktionalisierung von Nanopartikeln und deren Oberflachen.™***! Um
diesen Reaktionstyp flr Titandioxid-Nanopartikel anwenden zu konnen, wurden
catecholbasierte Linker mit Azid- und Alkinfunktionen synthetisiert, die in der Lage sind tber
,,Click-Chemie* verschiedene Molekiile zu binden und somit die Anwendungsmoglichkeiten

der Nanopartikel zu erweitern.

4.3.1 Synthese des Alkin-Linkers ausgehend von Kaffeesaure 29

Kaffeesaure (3,4-Dihydroxyzimtsaure) (29) gehort zu der Gruppe der Phenolsauren und ist,
wie Dopamin-Hydrochlorid (9a), ein wasserlosliches Catechol. Zum einen koénnen die
Hydroxylgruppen an die Nanopartikel binden und zum anderen besitzt Kaffeesdaure (29) eine
Saurefunktion, die weiter funktionalisiert werden kann.

Zunachst  sollte  die  Sdure 29  unter  Verwendung von  1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl)carbodiimid-Hydrochlorid (EDC-HCI) an Propargylamin gebunden
werden um das catecholbasierte Alkin 31a zu erhalten (Schema 29). Die verwendeten
Bedingungen sind in Tabelle 15 zusammengefasst, soweit nicht anders angegeben wurden

jeweils ein Aquivalent Saure 29 und ein Aquivalent Amin 30 verwendet.

o O

HO Tabelle 15 HO
X OH X N
w n H2N/\ // . H/\
HO HO

29 30 31a

4

Schema 29: Untersuchte Reaktion von Kaffeesdure (29) und Propargylamin (30).
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Tabelle 15: Bedingungen der Kupplungsreaktion zwischen Kaffeeséure 29 und Propargylamin 30.

Eintrag Reagenzien Temperatur  Losungsmittel Produkt
1 1.20 Ag. EDC-HClI, 23°C DMF -
0.503 Ag. HOBt
2 1.20 Ag. EDC-HCI, 0°C THF -
0.503 Ag. HOB, 2.00 Ag. NMM
3 1.20 Ag. EDC-HClI, 23°C DMF -
0.503 Aq. HOB, 2.00 Aq. NMM
4 1.40 Ag. NMM, -10°C - RT DMF -

0.503 Ag. Chlorameisenséureisobutylester,

1.38 Aqg. Propargylamin

Die Reaktion konnte nicht erfolgreich durchgefiihrt werden, Variation der Losungsmittel oder
Zugabe von Base fiihrten nicht zum gewtinschten Alkin 31a.

Aus diesem Grund wurde eine Schutzgruppe fiir die Catecholfunktion eingefiihrt. Ausgehend
von 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (32) und Kaffeesdure (29) wurden in vier Stufen
geschiitzte Catechole mit terminaler Alkinfunktion synthetisiert. Zundchst wurden die
Carboxylfunktionen durch Veresterung mit Methanol unter S&urekatalyse geschutzt, beide
Produkte konnten in quantitativer Ausbeute erhalten werden. Im néchsten Schritt wurden die
Catecholfunktionen durch Bildung eines cyclischen Acetals mittels 2,2-Dimethoxypropan und
para-Toluolsulfonsdaure modifiziert. Nach s&ulenchromatographischer Reinigung konnten
72% des Methylesters 33 und 50% des Produkts 91 erhalten werden. Die S&urefunktionen
konnten durch basische Verseifung mit Lithiumhydroxid entschiitzt werden. Dies gelang in
einer Ausbeute von 87% fur 34 und 58% fir die catecholgeschitzte Kaffeesaure 92. An die
freie Saurefunktion wurde mittels EDC-HCI und HOBt Propargylamin (30) gebunden, wobei
das Produkt 35 der Phenylessigséure in einer Ausbeute von 90% und das der Kaffeesaure 93
in einer Ausbeute von 89% erhalten werden konnten. Die beschriebenen Reaktionen sind

anhand der 3,4-Dihydroxyphenylessigsédure (32) in Schema 30 dargestellt.
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1. MeOH, H2804

HOD/\[(OH 2.DMP, p-TSOH, CHC; ><O:©/\[(OME
HO 0o 86% 0 0
33

32

LiOH, H,O/MeOH
87%

EDC-HCI, HOBt

o H\/ HZN\/// o OH
XTI T XA T Y
35 34

Schema 30: Synthese des catecholbasierten Alkins 35 am Beispiel von 3,4-Dihydroxyphenylessigséure (32).

Die anschlieBende Entschitzung mittels Trifluoressigsdaure in Chloroform fihrte bei 35 zu
einer quantitativen Ausbeute des Catechols 36, das Produkt 31b der Kaffeesdure konnte nicht
erhalten werden (Schema 31). Ein Grund hierfur kdnnte sein, dass sich Trifluoressigsaure an

die Doppelbindung lagert.!*%!

O
><O o) quant.

35

o 0
25% TFA, CHCI
0 X ’ 3 HO X
N 7 >
(@]
31 HO 31a

Schema 31: Untersuchte Reaktion zur Entschiitzung der Catecholfunktion von 35 und 31a.

HO

H
§ _#  25%TFACHCl, HO N_Z
o)
36

4.3.2 Synthese des Azid-Linkers ausgehend von Dopamin-Hydrochlorid (9a)

Die Azidfunktion weist im Vergleich zu anderen funktionellen Gruppen interessante
Eigenschaften, wie beispielsweise eine ausgezeichnete Stabilitdt gegen Dimerisierung und
Hydrolyse auf.™? Zudem sollte eine Variation an funktionellen Gruppen fiir die
kuperkatalysierte Cycloaddition synthetisiert werden.

Zunéchst sollte die Aminofunktion des Dopamin-Hydrochlorids (9a) direkt zum Azid
umgesetzt werden. Hierzu wurde insitu  Triflylazid aus Natriumazid und

Trifluoromethansulfonanhydrid in Acetonitril hergestellt. Da dieses Produkt explosiv ist,



Ergebnisse und Diskussion 85

wurde Triflylazid ohne Entfernen des Losungsmittels direkt zu Dopamin-Hydrochlorid (9a)
zugetropft und fir zwei Stunden bei 0 °C gerlihrt (Schema 32). Das gewinschte Azid 37

konnte nicht erhalten werden.[*®!]

Hojg/\/NHz-HCI TN, HO N
HO K2CO3, CUSO4 HOK)/\/

9a MeOH, 12 h, RT 37

Schema 32: Synthesestrategie zur Herstellung von Dopamin-Azid 37.

Da die Synthese nicht erfolgreich verlief, wurde die Catecholfunktion des Dopamin-
Hydrochlorids (9a) ebenfalls durch ein cyclisches Acetal geschutzt. Dopamin-
Hydrochlorid 9a wurde mit Trifluoressigsdure und Triethylamin in Methanol in guter
Ausbeute (98%) zum Trifluoroacetamid 38 umgesetzt. Das vollstandig geschitzte Molekul 39
wurde durch Zugabe von 2,2-Dimethoxypropan und para-Toluolsulfonsdure in Benzol in
einer Soxhlet-Apparatur tber Nacht bei 85 °C erhalten. Die Entschiitzung der Aminofunktion
erfolgte mit Lithiumhydroxid in einem Wasser/Tetrahydrofuran-Gemisch, die Ausbeute
konnte im Vergleich zur Literatur von 87% auf eine quantitative Ausbeute verbessert werden
(Schema 33).16%

F
H F
HO:©/\/NH2-HCI CF3COOH, NEt, HO@NN%F
o)
HO HO
38

MeOH, 12 h, RT
9a 98%

DMP, p-TsOH

Benzol, 12 h, 85 °C
95%
F

. H F
0 NH, LiOH o N%F

><oj©N THF, H,0, 3 h, RT ><oj©N 0

40 quant. 39

Schema 33: Synthese des catecholgeschiitzten Dopamins 40.

Die Reaktion des geschutzten Dopamins 40 mit Triflylazid, Zinkchlorid und Triethylamin in

einem Wasser/Acetonitril-Gemisch fuhrte nicht zum gewinschten Azid 41 (Schema 34).
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XOJQNNHZ NaNj, TfN3, ZnCl, NEt, XOJQNNS
@) MeCN/H,0O, 12 h, 0 °C =RT O

40 41
Schema 34: Untersuchte Reaktion zur Synthese des catecholgeschitzten Azids 41.

Somit fiihrte die Schitzung der Catecholfunktion ebenfalls nicht zum catecholbasierten Azid.
Aus diesem Grund wurden die kupferkatalysierten Reaktionen zundchst mit dem

catecholbasierten Alkin 36 durchgefihrt.

4.3.3 Kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition mittels Alkin 36

Die klassische Azid-Alkin Huisgen-Cycloaddition findet meist bei erhdhten Temperaturen
statt und es kénnen zwei Regioisomere, das 1,4-disubstitutierte und das 1,5-disubstituierte
1,2,3-Triazol, gebildet werden. Die Verwendung von Kupfer um die Reaktion zu katalysieren
ist eine Weiterentwicklung der klassischen 1,3-dipolaren Huisgen Cycloaddition. Diese
kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuUAAC) verlauft regioselektiv und um einiges
schneller als die klassische Huisgen-Cycloaddition, zudem wird lediglich das 1,4-Isomer des
Triazols gebildet.[163] Diese ,,Click“-Reaktion sollte es ermdglichen, bifunktionelle und
catecholbasierte Linker mit verschiedenen Biomolekilen zu verkniipfen. Die Reaktionen
wurden zundchst in Losung untersucht um die Bedingungen fur eine Bindung des

Biomolekils zu optimieren und diese auf die Nanopartikel Ubertragen zu kénnen.

4.3.3.1 Azidmodifizierter Zucker zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Der Zucker 19a wurde ebenfalls von Dr. Christine Richter der Arbeitsgruppe Biskup (KIT)
mit einer Azidfunktion modifiziert. Somit konnte eine CUAAC mit dem catecholbasierten
Alkin 35 unter Verwendung von Kupferbromid und Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl]lamin (TBTA) in einem Gemisch aus Wasser, tert-Butanol und Dimethylsulfoxid
durchgefuhrt werden. Dabei ist das geschitzte Alkin 35 ausgefallen und konnte auch durch
weitere Zugabe von Losungsmittel nicht wieder vollstandig gelost werden. Aus diesem Grund
wurde eine andere Variante genutzt, indem Kupfersulfat anstelle von Kupferbromid, TBTA

und Natriumascorbat fiir die Reaktion verwendet wurden (Schema 35).
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Schema 35: 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen dem Zucker 19a und dem geschitzten Alkin 35 unter

Kupferkatalyse.

Das HPLC-Chromatogramm der Reaktion ist in Abbildung 46 dargestellt, es sind zwei neue

Signale entstanden. Signal 1 weist eine Retentionszeit von 14.6 Minuten und Signal 2 von

20.2 Minuten auf.

Alkin 35

— Produkt
2000 42

—Zucker
H 19a

Absorption [a.u.]

11 16 21
t[min ]

Abbildung 46: HPLC-Chromatogramm der 1,3-dipolaren Cycloaddition zwischen dem Zucker 19a und dem

Alkin 35 bei 210 nm.

AnschlieBende MALDI-TOF-Messungen zeigten, dass das Produkt mit einer Retentionszeit
von 14.6 Minuten (Signal 1) das gewunschte Produkt 42 enthélt (Tabelle 16). Das Produkt mit
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der Retentionszeit von 20.2 Minuten (Signal 2) zeigte nicht die gewiinschte Masse des
Produkts 42.

Tabelle 16: MALDI-TOF-Resultate der CUAAC zwischen dem Zucker 19a und dem Alkin 35.

Eintrag Mson [g/mol] Mg [g/mol]
Produkt 42 Signal 1 (+ Na) 641 (664) 663
Produkt 42 Signal 2 (+ Na) 641 (664) -

Da die Reaktion in Losung zum gewinschten Produkt 42 fuhrte, wurden die Bedingungen auf
die Oberflache der TiO,-Nanopartikel Ubertragen. Hierzu wurde zunéchst alkinmodifizierte
Nanopartikeln (NP-36) tber Nacht hergestellt. Es kam direkt nach der Zugabe zu einer
Farbénderung von braun nach orange. Dieser Charge-Transfer-Komplex zeigt, dass der
Ligandenaustausch erfolgreich verlief. Der pH-Wert der alkinmodifizierten Nanopartikel
wurde auf 7.5 eingestellt, daraufhin wurden Kupfersulfat, Natriumascorbat, TBTA und der

azidmodifizierte Zucker 19a zugegeben (Schema 36).

SO

NP-36

OH O(';'
Zucker-N
Ho%oe/\oﬁ\ﬁ Ng [T
OH
19a

CuSQ,, Natriumascorbat, TBTA

EtOH/H,0O
48 h, RT
] N:N
@
(0]
(0]
NP-42a

Schema 36: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit dem Alkin 36 und anschlieBender

Cycloaddition mit Zucker 19a unter Kupferkatalyse.

Das Gemisch wurde fur zwei Tage bei Raumtemperatur geschittelt. Eine Reinigung mittels
Grolenausschlusschromatographie war aufgrund der schlechten Wasserloslichkeit nicht
maoglich. Daher erfolgten UV/Vis-Messungen, die in Abbildung 47 dargestellt sind. Das
Alkin 36 zeigt ein Maximum bei 288 nm, das Produkt der Cycloaddition in Lésung besitzt ein
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Maximum bei 286 nm, die Reaktion auf der Nanopartikel-Oberflache weist ein Maximum bei
274 nm, zudem ist ein breites Signal zwischen 300 und 335 nm sichtbar, dies zeigt den

Charge-Transfer-Komplex der Bindung des Alkins 36.

1 ——Zucker 19a

——Alkin 36

Produkt 42 in Losung

—— CuAAC auf TiO2-NP

Absorption [a.u.]

450 650
A [nm]

Abbildung 47: UV/Vis-Spektrum der 1,3-dipolaren Cycloaddition der alkinmodifizierten Nanopartikel (NP-36)
mit Zucker-Azid 19a unter Kupferkatalyse.

Durch die UV/Vis-Messungen kann keine eindeutige Aussage Uber den Erfolg der Reaktion
getroffen werden. Um zu untersuchen, ob sich die Zuckermolekdile an der Partikel-Oberflache
befinden, sollten beispielsweise fluoreszierende Lektine verwendet werden, die spezifisch an
die Zucker binden und diese durch den Farbstoff sichtbar machen. Dies wurde bisher nicht

weiter untersucht.

4.3.3.2 Alkinmodifiziertes Peptoid zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Da die Michael-Addition des Peptoids 22 an Dopamin-Maleinimid (15) erfolgreich verlief
(Kapitel 4.2.3.2), wurde die kupferkatalysierte Cycloaddition ebenfalls mit einem
alkinmodifizierten Peptoid untersucht. Dieses Peptoid 43 wurde von Dominik Kolmel der
Arbeitsgruppe Brase zur Verfugung gestellt, in diesem Fall wurde anstelle des Rhodamin-
Farbstoffs, der zu keiner Bindung an die Nanoteilchen flihrte, ein Fluorescein-Farbstoff
eingefuhrt (Abbildung 48).
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o NH, NH, NH,

Fluorescein-Peptoid-Alkin 43

Abbildung 48: Struktur des verwendeten alkinmodifizierten Peptoids 43.

Die Cycloaddition wurde mit einem wasserloslichen trifunktionellen Linker untersucht, der
von Dr. Ishtiag Ahmed synthetisiert wurde. Dieser Azid-Linker 44 ist einerseits in der Lage,
uber die Catecholfunktion an die Titandioxid-Nanopartikel zu binden, andererseits besitzt das
Molekil eine Aminofunktion, welche fiir weitere Funktionalisierungen zur Verfligung steht.
Die dritte Gruppe stellt eine Azidfunktion zur 1,3-dipolaren Cycloaddition dar. Es wurde das
geschutzte Amin 44 verwendet, um zu vermeiden, dass Kupfer einen Komplex mit dem freien
Amin bildet (Schema 37).[154

(@]
TBSOWHNOwON N3
HN
TBSO “Fmoc
44
Fluorescein-Peptoid-Alkin 43
Tabelle 17
o] N=N
/ . .
—Peptoid-Fluorescein
TBSO N/\/O\/\o/\/N\)\
HN. H
TBSO Fmoc
45

Schema 37: Reaktion zwischen dem alkinmodifizierten Peptoid 43 und dem trifunktionellen Linker 44 unter

Kupferkatalyse.

Es wurde jeweils ein Aquivalent des Peptoids 43 und ein Aquivalent des trifunktionellen
Alkins 44 verwendet und, wenn nicht anders angegeben, 0.20 Aquivalente der Liganden. In
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Tabelle 17 befindet sich eine Ubersicht der Bedingungen, die fiir die kupferkatalysierte
Cycloaddition untersucht wurden.

Tabelle 17: Reaktionsbedingungen der CUAAC zwischen dem Peptoid 43 und dem Azid 44.

Eintrag Ligand1 Ligand 2 Loésungsmittel  Produkt
1 CuS04-5H,0 Natriumascorbat H,O/MeCN -
2 CuS04-5H,0 2,6-Lutidin H,O/MeCN -
3 CuSQ,4-5H,0 2,6-Lutidin DMSO/MeCN -
4 Cu(MeCN)4PFg 2,6-Lutidin H,O/MeCN -
5 Cu(MeCN)4PF¢ - H,O/MeCN -
6 Cu(MeCN)4PFg 2,6-Lutidin MeOH/CH,CI, -

Zunachst wurde die Reaktion mit Kupfersulfat und Natriumascorbat in einem
Wasser/Acetonitril-Gemisch durchgefuhrt. Mittels anschlieBender HPLC-Reinigung konnte
kein Produkt nachgewiesen werden. Aus diesem Grund wurde 2,6-Lutidin als Ligand fur die
kupferkatalysierte Cycloaddition verwendet. Lutidin wurde bereits erfolgreich bei Reaktionen
mit Peptoiden eingesetzt.®® Unter Verwendung dieses Liganden konnte ebenfalls kein
Produkt erhalten werden. Der Grund konnte darin liegen, dass 2,6-Lutidin vorwiegend flr
intramolekulare Cycloadditionen verwendet wird und nicht, wie in diesem Fall fir
intermolekulare Reaktionen. Ebenso flhrten Variationen des Kupfersalzes und des
Losungsmittels nicht zum Erfolg der Reaktion. Die sterische Hinderung der Alkinfunktion

innerhalb des Peptoids 43 kdnnte eine Reaktion mit dem Azid 44 verhindern.

4.3.3.3 Azidmodifizierte Oligonukleotide zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Um zu zeigen, dass es moglich ist, weitere azidmodifizierte Molekiile auler Zucker 19a an
das Alkin 35 zu binden und zu untersuchen, ob es moglich ist DNA-TiO,-Hybride herstellen,
wurde ein azidmodifiziertes Oligonukleotid (DNA 3) verwendet und die kupferkatalysierte
Cycloaddition mittels Natriumascorbat und Kupfersulfat durchgefiihrt. Da das entschitzte
Alkin 36 eine verbesserte Loslichkeit in Wasser aufweist, als die geschiutzte Variante, wurde
das Alkin 35 mittels Trifluoressigsaure entschutzt und die 1,3-dipolare Cycloaddition mit
Kupfersulfat, Natriumascorbat und dem Oligonukleotid DNA 3 Uber Nacht bei

Raumtemperatur durchgefiihrt (Schema 38).
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Schema 38: 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen DNA 3 und entschiitztem Alkin 36 unter Kupferkatalyse.

Die Reinigung des Reaktionsgemisches erfolgte mittels HPLC (Abbildung 49), es sind zwei
Signale entstanden. Signal 1 weist eine Retentionszeit von 20.0 Minuten auf, Signal 2 eine
Retentionszeit von 20.4 Minuten. Im Vergleich hierzu besitzt das reine Oligonukleotid

DNA 3 eine Retentionszeit von 20.8 Minuten.
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Abbildung 49: HPLC-Chromatogramm der kupferkatalysierten Cycloaddition zwischen DNA 3 und dem
Alkin 36 bei 260 nm.

Von beiden Signalen 1 und 2 wurden MALDI-TOF-Messungen durchgefuhrt (Tabelle 18),
das Signal mit einer Retentionszeit von 20.4 Minuten (Signal 1) zeigte nicht die Masse des
Produkts, in Signal 2 mit einer Retentionszeit von 20.8 Minuten konnte die Masse des
gewinschten Produkts 36-DNA 3 detektiert werden.

Tabelle 18: MALDI-TOF-Resultate der CUAAC zwischen DNA 3 und dem Alkin 36.

Eintrag Mg [g/mol] My [g/mol]
DNA3 7524 7525

36-DNA 3 Signal 1 (+2 K) 7729 (7807)
36-DNA 3 Signal 2 (+2 K) 7729 (7807) 7731 (7810)

Es konnte gezeigt werden, dass die kupferkatalysierte Azid-Alkin-Cycloaddition mit
azidmodifizierter DNA in Losung erfolgreich war, daher wurden die Reaktionsbedingungen
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auf Titandioxid-Nanopartikel und -Nanostébchen Gbertragen. Hierzu wurden die Nanoteilchen
zunéchst mit dem entschutzen Alkin 36 uber Nacht bei Raumtemperatur modifiziert. Es kam
zu einer Farbanderung von farblos nach orange, was auf eine erfolgreiche Bindung hinweist.
Daraufhin wurden DNA 3, Kupfersulfat und Natriumascorbat zugegeben und es wurde Uber

Nacht bei Raumtemperatur geschttelt (Schema 39).

N_F
GOy

NP-36

NI

CuSO,, Natriumascorbat
DMSO/H,0, 18 h, RT

AN
H\/g/N

NP-36-DNA 3

Schema 39: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit dem Alkin 36 und anschlieender

Cycloaddition mit DNA 3 unter Kupferkatalyse.

Die Auswertung erfolgte mittels eines Agarose-Gels, welches in Abbildung 50 dargestellt ist.
Zudem wurde das gereinigte Produkt nach der Reaktion in Losung zu den Titandioxid-
Nanopartikeln gegebenen (DEG-NP). Bei der Zugabe konnte keine Farbdnderung erkannt
werden, was auf die geringe Konzentration der modifizierten DNA zuriickzufuhren ist. Um zu
Uberprufen, ob die Bindung erfolgreich war, wurden die Proben ebenfalls auf das Gel
aufgetragen, welches in Abbildung 50 a. dargestellt ist.

In Spur 1 und 2 sind die alkinmodifizierten Nanopartikel und Nanostabchen aufgetragen, die
aufgrund fehlender Fluoreszenz nicht sichtbar sind. Die Nanopartikel und —stabchen nach der
kupferkatalysierten Cycloaddition (Spur 3 und 4) zeigen Fluoreszenz, die entsteht, wenn sich
der Triazol-Ring gebildet und die Reaktion erfolgreich verlief. Die elektrophoretische
Mobilitat der modifizierten Nanoteilchen unterscheidet sich von der Mobilitat der Reaktion in
Losung (Spur 6). Dies spricht ebenfalls fur eine Reaktion auf der Oberflache der Titandioxid-
Nanoteilchen. Um zu (berprifen, ob es sich bei der Bande in den beiden Spuren 3 und 4 um
DNA-modifizierte Nanoteilchen handelt, wurde das Gel mit SybrGold® angefarbt
(Abbildung 50b.). Es ist zu erkennen, dass sich in Spur 3 und 4 eine breite Bande gebildet hat,
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die nicht von den alkinmodifizierten Nanopartikeln und Nanostabchen stammt, da in Spur 1

und 2 keine fluoreszierenden Banden sichtbar sind.

a1_2345678 2 3 4 5TV HYNY

Abbildung 50: a. Fluoreszenz-Aufnahme eines einprozentigen Agarose Gels mit alkinmodifizierten
Nanopartikeln (NP-36) und -Nanostabchen (NR-36) der Cycloaddition mit DNA 3 unter Kupferkatalyse und b.
Fluoreszenz-Aufnahme nach SybrGold®-Farbung. Spur 1: NP-36, Spur2: NR-36, Spur3: NP-36-DNA 3,
Spur 4: NR-36-DNA 3, Spur 5: leer, Spur 6: Gereinigtes Produkt der Reaktion in Lésung 36-DNA 3, Spur 7: NP,
Spur 8: Nanopartikel+36-DNA 3.

Die Zugabe des Produkts 36-DNA 3 in Losung (Spur 6) zu den Nanopartikeln flhrte zu
keiner Verschiebung im Gel (Spur8). Somit konnte gezeigt werden, dass der
Ligandenaustausch mittels modifiziertem Catechol 36-DNA 3 nicht méglich war. Ein Grund
hierfir kdnnte die negative Ladung der DNA und der Nanopartikel sein, die sich somit
gegenseitig abstolien.

Die Ergebnisse des Gels sehen fir die Reaktion auf der Nanoteilchen-Oberflache
vielversprechend aus. Aufgrund fehlender weiterflihrender Analytik kann jedoch keine
eindeutige Aussage uber den Verlauf der Reaktion getroffen werden. Mdglich wére eine
Hybridisierung mit einer fluoreszierenden, komplementaren DNA um die erfolgreiche
Reaktion detektieren zu kdnnen.

4.3.3.4 Azidmodifiziertes Peptid BP100 zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Die Michael-Addition des BP100-Cysteins 27 an Dopamin-Maleinimid (15) verlief
erfolgreich (Kapitel 4.2.3.4), daher wurde die kupferkatalysierte Cycloaddition ebenfalls mit
einem alkinmodifizierten BP100 27a (Abbildung 51) untersucht. Die Modifikation mit einer
Azidfunktion wurde von Dr. Parvesh Wadhwani durchgefiihrt und zur Verfiigung gestelt.



Ergebnisse und Diskussion 95

w@%{@@g

~

BP100-Azid 27a

Abbildung 51: Struktur des verwendeten BP100-Azids 27a.

Die 1,3-dipolare Cycloaddition wurde zunachst mit dem geschitzten Alkin 35 und
BP100-Azid 27a unter Verwendung von Kupfersulfat und Natriumascorbat in einem
Dimethylsulfoxid/Wasser-Gemisch bei 37 °C durchgefiihrt (Schema 40).

H
N

7
STV Y S o
H N-
o O 35 o N \/g/ BP100
BP100-Azid 27a > ><
CuSO,, Natriumascorbat o) o

DMSO/H,0 46
12 h, 37 °C
5%

Schema 40: 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen BP100-Azid 27a und dem geschiutzten Alkin 35 unter
Kupferkatalyse.

Nach Reinigung mittels HPLC (Abbildung 52) konnte das Produkt durch MALDI-TOF-
Messungen nachgewiesen werden. Hierbei wurde die Masse des Produkts 46 1778 g/mol, die
Masse mit Natrium (1801 g/mol) und mit Kalium (1817 g/mol) detektiert.
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Abbildung 52: HPLC-Chromatogramm der CUAAC von BP100-Azid 27a und dem Alkin 35 bei 280 nm.

Das Produkt konnte mit einer Retentionszeit von 15.5 Minuten detektiert werden. Zusatzlich
wurden UV/Vis-Messungen des Produkts 46 durchgefuhrt, diese sind in Abbildung 53
dargestellt. Das geschitzte Alkin 35 weist ein Maximum bei 278 nm, das Peptid BP100-
Azid 27a bei 288 nm und das Produkt 46 ein Maximum bei 282 nm auf. Es kommt zu einer
Verschiebung des Maximums des Produkts 46, was ebenfalls einen Hinweis darauf gibt, dass

die Reaktion erfolgreich verlief.

1 BP100-Azid 27a
=
S, —— Produkt 46
5
s —— Alkin 35
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0
=

0

240 340
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Abbildung 53: UV/Vis-Spektrum der 1,3-diploaren Cycloaddition zwischen BP100-Azid 27a und dem
geschitzten Alkin 35.

Da die kupferkatalysierte Cycloaddition unter Verwendung des geschutzten Alkins 35
erfolgreich verlief, wurden die Bedingungen am trifunktionellen Linker 47 untersucht, der
von Dr. Ishtiag Ahmed zur Verfligung gestellt wurde. Hierzu wurde die kupferkatalysierte
Cycloaddition zwischen dem trifunktionellen Alkin 47 und BP100-Azid 27a unter

Verwendung der oben erwéhnten Bedingungen bei 37 °C durchgefihrt (Schema 41,
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Tabelle 19, Eintrag 1). In diesem Fall konnte nach der Reinigung mittels HPLC kein neues
Signal und auch durch MALDI-TOF-Messungen nicht die Masse des gewinschten
Produkts 48 detektiert werden. Zugabe von 125 Aquivalenten Natriumascorbat oder auch ein
zusétzlicher Ligand (TBTA) fuhrten nicht zum Produkt der Reaktion (Tabelle 19, Eintrag 2
und 3).

0
HO
0
NN
HO NH, 47 HO N N\\
BP100-Azid 272 - T H/\E N
Tabelle 19 HO 48 2 NBP100

Schema 41: Synthesestrategie der 1,3-dipolaren Cycloaddition zwischen BP100-Azid 27a und dem
trifunktionellen Alkin 47 unter Kupferkatalyse.

Weiterhin wurden einwertige Kupfersalze wie Kupferiodid mit Base (Tabelle 19, Eintrag 4)
oder Kupferbromid mit N,N,N’,N’,N"-Pentamethyldiethylentriamin (PMDETA) verwendet
(Tabelle 19, Eintrag 6). Diese Zusétze flhrten ebenfalls nicht zum gewinschten Erfolg der
Reaktion.

Tabelle 19: Reaktionsbedingungen der CUAAC zwischen BP100-Azid 27a und dem trifunktionellen Alkin 47.

Eintrag Ligand 1 Ligand 2 Ligand 3 Lésungs- Produkt
mittel

1 20.0 Ag. 10.0 Aqg. NaAsc - H,O/DMSO -
CuSQO,-5H,0

2 10.0 Aqg. 125 Ag. NaAsc - 'BUOH/H,O0 -
CuSO,-5H,0

3 10.0 Aqg. 125 Ag. NaAsc 70.0 Aq. '‘BuOH/ -
CuS0O,-5H,0 TBTA H,O/DMSO

4 1.00 Ag. DIPEA 0.1200 Ag. Cul - H,O/MeCN -

5 0.05 Aq. 0.20 Ag. NaAsc - H,O/DMSO -
CuS0O,-5H,0

6 2.20 Ag. CuBr 2.30 Aq. PMDETA - THF/H,0 -

Ein Unterschied zwischen dem auf L-DOPA basierenden Linker47 und auf
3,4-Dihydroxyphenylessigsaure  basierenden  Linker 35  besteht darin, dass die
Catecholfunktion des Alkins 35 geschutzt wvorlag. Um zu untersuchen, ob die

Hydroxylfunktionen einen Einfluss auf die kupferkatalysierte Cycloaddition haben, wurde das
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Alkin 35 mit Trifluoressigsdure entschitzt und die kupferkatalysierte Cycloaddition unter
denselben Bedingungen (Tabelle 19, Eintrag 1) mit dem ungeschitzten Alkin 36 wiederholt
(Schema 42).

H
HO N_Z .
N=
H \
Hom 36 HO \A/N\Bmoo

N
BP100-Azid 27a . - m
CuSO,, Natriumascorbat HO

DMSO/H,0 49
12 h, 37 °C

Schema 42: Synthesestrategie der 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen BP100-Azid 27a und dem entschiitzten
Alkin 36 unter Kupferkatalyse.

Mit dem ungeschutzten Alkin 36 konnte nach der Reinigung mittels HPLC kein neues Signal
und auch keine Masse des gewtinschten Produkts 49 detektiert werden.

Somit kann bestatigt werden, dass in diesem Fall das ungeschitzte Catechol einen Einfluss
auf die kupferkatalysierte Cycloaddition ausubt. Es wird vermutet, dass es bei den
Hydroxylgruppen, &hnlich wie bei der Aminofunktion, zu einer Komplexbildung mit dem
Kupfersalz kommen kann und daher nicht genug Kupfer fiir die Reaktion zur Verfligung
steht.

4.3.3.5 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

2H-1-Benzopyran-2-on  (Cumarin) (51) ist ein naturlich vorkommender, sekundé&rer
Pflanzenmetabolit, der einerseits Grundkorper zahlreicher Naturstoffe ist und andererseits als
Duftstoff in der Kosmetik verwendet wird.'*® Zudem sind Cumarine wegen ihrer
pharmakologischen Aktivitdt und ihrer Anwendung als Laserfarbstoff interessante
Molekiile.™®”) Sie werden aber auch als Fluoreszenzmarker in biologischen Anwendungen
genutzt.**® Cumarin ist biokompatibel und sollte synthetisch einfach zu modifizieren sein.
Zudem ist bekannt, dass Substitutionen an der 3- und 7-Position einen groRen Einfluss auf die
Fluoreszenz des Cumarins besitzen!*®®). So zeigt das Molekiil an sich keine Fluoreszenz, diese
entsteht erst nach der erfolgreichen kupferkatalysierten Cycloaddition. Der Grund hierfir ist

ein Ausléschen der Fluoreszenz durch die elektronenreichen Stickstoff-Atome. ™™
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Die Synthese des Azidocumarins 50 erfolgte ausgehend von 2,4-Dihydroxybenzaldehyd (52),
N-Acetylglycin (53) und wasserfreiem Natriumacetat in Essigsaureanhydrid.™¥ Das
diacetylierte Intermediat 54 konnte nach Filtration in einer Ausbeute von 76% erhalten und
direkt weiter zum Azid 50 umgesetzt werden. Hierzu wurden die Schutzgruppen mit
konzentrierter Salzsdure in Ethanol entschitzt und das Azid 50 mittels Natriumnitrit und
Natriumazid synthetisiert. 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) konnte in einer Ausbeute von 37%

uber drei Stufen erhalten werden (Schema 43).

o )L OH  NaOAc, Ac,0 © °&° o
+ -
Lo Y - T LR

0 4 h, 150 °C
52 53 76% 54 H

1. HC/EtOH 2:1
2. NaNO,

3. NaN;
37%

= Na
50

Schema 43: Synthese von 3-Azido-7-hydroxycumarin (50).

Mit diesem Cumarin-Derivat 50 wurden im Folgenden kupferkatalysierte Cycloadditionen
durchgefuhrt. Cumarin 50 wurde als ,,self-reporting“-Linker eingesetzt, da der Erfolg der
Reaktion durch die entstandene Fluoreszenz direkt sichtbar wird.

Es wurden 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) und das geschitzte Alkin 35 mittels
Natriumascorbat und Kupfersulfat in einem Wasser/Ethanol-Gemisch (ber Nacht bei
Raumtemperatur zum gewiinschten Produkt 55 in einer Ausbeute von 50% umgesetzt. Nach
der Entschitzung mit Trifluoressigsdure in Chloroform konnte das catecholmodifizierte

Cumarin 55a in quantitativer Ausbeute erhalten werden (Schema 44).
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Schema 44: 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) und dem geschitzen Alkin 35

unter Kupferkatalyse und anschlieBender Entschiitzung der Catecholfunktion.

Das entschiitzte Produkt 55a wurde zu den Titandioxid-Nanopartikeln (DEG-NP) gegeben
und Uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt. Hierbei kam es direkt nach der Zugabe zu
einer Farbanderung von hellbraun nach dunkelbraun, was auf einen erfolgreichen

Ligandenaustausch hindeutet (Schema 45).
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Schema 45: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mittels Produkt 55a.
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Nach Reinigung wurden die modifizierten Nanopartikel in Dimethylsulfoxid gelést und
UV/Vis-Messungen durchgefiihrt (Abbildung 54). Zum Vergleich wurde ebenfalls die
Absorption des Produkts 55a bestimmt.
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Abbildung 54: UV/Vis-Spektrum der kupferkatalysierten Cycloaddition von 55a und NP-55a.

Aus dem Spektrum ist zu erkennen, dass das Produkt der Cycloaddition ein Maximum bei
348 nm aufweist. Der Charge-Transfer-Komplex der Farbanderung wird im UV/Vis-
Spektrum durch ein breites Signal zwischen 390 und 430 nm sichtbar. Somit konnte gezeigt
werden, dass die kupferkatalysierte Cycloaddition in Losung erfolgreich verlief und es
maoglich ist, das Produkt 55a dieser Reaktion anschlieend an die Oberflache der Titandioxid-

Nanopartikel mittels Ligandenaustausch zu binden.

Um zu zeigen, dass es ebenso mdglich ist, kleine Molekiile ohne Ladung an Titandioxid-
Nanopartikel binden, wurde im ndchsten Schritt die kupferkatalysierte Cycloaddition an der
Nanopartikel-Oberflache durchgefiihrt.

Hierzu wurde die Titandioxid-Nanopartikel (DEG-NP) zundchst mit dem entschiitzen
Alkin 36 ber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert, wobei es zu einer Farbdnderung von rot
nach braun kam (Abbildung 55a.). Dieser Charge-Transfer-Komplex ist im UV/Vis im
Bereich zwischen 388 und 475 nm sichtbar (Abbildung 55b.).
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Abbildung 55: a. Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit Alkin 36, b. UV/Vis-Spektrum des
reinen Alkins 36 und der alkinmodifizierten Nanopartikel (NP-36).

Mit Hilfe des UV/Vis Spektrums konnte die Bandlucke der modifizierten Nanopartikel im
Vergleich zur Bandliicke der unmodifizierten Nanopartikel berechnet werden (Tabelle 20).
Diese ist von 322 nm vor dem Ligandenaustausch auf 388 nm nach dem Austausch

verschoben, dadurch veranderte sich ebenfalls die Energie der Bandliicke.

Tabelle 20: Wellenlange, Energie der Bandlicke E, und Radius der TiO,-Nanopartikel vor und nach der
Modifikation mit dem Alkin 36.

Eintrag A,[nm] Ep[eV] Radius [nm]
NP 322 3.85 5.13+0.050
NP-36 388 3.20 20.0 £ 3.180

Nach Zentrifugation wurde der Riickstand, der aus alkinbeschichteten Nanopartikeln bestand,
in Dimethylsulfoxid geldst. Daraufhin wurden DLS-Messungen durchgefiihrt. Zum Vergleich
wurde der Radius der unmodifizierten Nanopartikel ebenfalls bestimmt. Aus Tabelle 20 ist zu
erkennen, dass es zu einer VergroRerung des hydrodynamischen Radius von finf auf 20 nm
kam. Dies zeigt, dass das Alkin 36 an die Nanopartikel-Oberflache gebunden ist. Im néchsten
Schritt wurden 7-Hydroxy-3-azidocumarin (50), Kupfersulfat und Natriumascorbat in Wasser

zugegeben und Gber Nacht bei Raumtemperatur geschttelt (Schema 46).
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Schema 46: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit dem Alkin 36 und anschlieBender

Cycloaddition mit 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) unter Kupferkatalyse.

Nach Zentrifugation wurde der Rickstand in Dimethylsulfoxid gelost und UV/Vis- sowie
Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt, diese sind in Abbildung 56 dargestellt.
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Abbildung 56: a. UV/Vis- und b. Fluoreszenz-Spektrum der CUAAC auf alkinmodifizierten Nanopartikeln
(NP-36) mit 3-Azido-7-hydroxycumarin (50).

Aus Abbildung 56b. ist erkennbar, dass das Cumarin-Derivat 50 keine Fluoreszenz aufgrund
des Quenching-Effekts des elektronenreichen a-Stickstoffatoms der Azidogruppe aufweist.
Erst nach erfolgreich durchgefiihrter Cycloaddition ist Fluoreszenz bei einer
Anregungswellenldnge von Ae =346 nm  (Aem =413 nm) sichtbar, da die Bildung des
Triazolrings zu einem Quenching-Effekt fiihrt. Somit konnte gezeigt werden, dass die

kupferkatalysierte Cycloaddition auf der Nanopartikel-Oberflache erfolgreich verlief.
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Zudem zeigten DLS-Messungen einen deutlichen Unterschied nach der Reaktion im
Vergleich zu den alkinmodifizierten Nanopartikeln (Tabelle 21). Die gro3en Unterschiede in
den Ergebnissen der dynamischen Lichtstreuung zwischen den alkinmodifizierten
Nanopartikeln (NP-36) (20 nm) und den Nanopartikeln nach der Cycloaddition (102 nm)
kommen dadurch zustande, dass verschiedene Losungsmittel verwendet wurden. Die
Cycloaddition wurde in Dimethylsulfat/\Wasser gemessen, was den hydrodynamischen Radius
aufgrund der Viskositat erhoht. Im Vergleich dazu wurden die alkinmodifizierten
Nanopartikel (NP-36) in Acetonitril gemessen, was zu keiner Anlagerung an die Nanopartikel

fuhren sollte.

Tabelle 21: DLS-Ergebnisse der CuAAC auf alkinmodifizierten Nanopartikeln mit 3-Azido-7-
hydroxycumarin (50).

Eintrag Radius [nm]
NP-36 20.0+3.18
NP-55a 102 £1.92

Anhand der Ergebnisse konnte gezeigt werden, dass die kupferkatalysierte Cycloaddition
sowohl in Losung als auch auf der Nanopartikel-Oberflache erfolgreich verlief. Dies beweist,
dass es moglich ist, kleine Molekiile ohne Ladung direkt und indirekt an TiO,-Nanopartikel
zu binden. Dieses Resultat bestétigt ebenfalls die Hypothese, dass die Ladung der
biologischen Molekiile schwierig mit der Ladung der Nanopartikel-Oberflache zu vereinbaren
ist. Daher wére es sinnvoll, den isoelektrischen Punkt der Titandioxid-Nanoteilchen zu

bestimmen um eine Ladung unterdriicken zu kénnen.[*"?

4.3.3.6  Dopamin-Cumarin 56a zur Herstellung von TiO,-Nanopartikel-Hybriden

Um das azidmodifizierte Cumarin 50 als ,,self-reporting“-Linker fir die TiO,-Nanopartikel
anwenden zu kdnnen, ist es notwendig eine Catecholfunktion einzufiihren.

Die Gruppe von Berg et al. veroffentlichte 2007 eine Methode in der 3-Azido-
7-hydroxycumarin (50) mit einer Sdurefunktion modifiziert wurde um diese mittels einer
Festphasenreaktion an ein Peptid zu binden.'"™ Diese Methode wurde angewendet um
Dopamin (9) an das Cumarin 50 binden zu konnen. Zunachst wurde 3-Azido-
7-hydroxycumarin (50) mit Bromessigsaure-tert-butylester (56) und Kaliumcarbonat fur eine
Stunde Dbei 50°C erhitzt. Hierbei konnte das gewunschte Produkt57 nach
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saulenchromatographischer Aufreinigung in einer Ausbeute von 42% erhalten werden
(Schema 47).

XO)J\/Br o 0
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Schema 47: Synthese des Cumarin-Derivates 57 und anschlieBender Entschitzung des tert-Butylesters 57

mittels Phosphorséure.

Die anschlieBende Entschitzung wurde, entsprechend der Literatur, mit Trifluoressigsaure
durchgefiihrt.!”®! Nachdem per Duinnschichtchromatografie nach zwei Stunden der komplette
Umsatz des Edukts57 festgestellt wurde, konnten nach Aufarbeitung lediglich
Zersetzungsprodukte erhalten werden. Auch eine Entschiitzung mit 20% Phosphorséure fiihrte
zur Zersetzung des Molekiils. Aus diesem Grund wurde eine Studie zur Entschitzung des
tert-Butylesters 57 durchgefiihrt, hierzu wurde das Volumen von Trifluoressigsaure im

Verhéltnis zu Dichlormethan variiert (Tabelle 22).

Tabelle 22: Entschiitzungsstudie der geschutzten Séure 57 mittels Trifluoressigsaure in Dichlormethan.

Eintrag TFA[mL] CH,Cl,[mL] Produkt

1 3.00 7.00 -

2 0.500 10.0 -

3 10.0 11.0 8%
4 1.25 2.00 85%

Aus Tabelle 22 wird ersichtlich, dass ein Verhaltnis von 1.25 mL TFA zu 2.00 mL CH,CI,
zur Entschitzung der Sdurefunktion fuhrte. Nach Entfernen des Losungsmittels konnte die
gewunschte S&ure 57a in guter Ausbeute von 85% erhalten werden.

Zunéchst wurde Dopamin-Hydrochlorid (9a) durch Verwendung von EDC-HCI und HOBt in
N,N-Dimethylformamid (DMF) an das Cumarin-Derivat 57a gekuppelt. Nach 48 Stunden bei

Raumtemperatur konnte kein Produkt isoliert werden.
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Aus diesem Grund wurde geschiitztes Dopamin 40 unter den oben genannten Bedingungen
verwendet. In diesem Fall konnte das geschiitzte Dopamin-Cumarin-Azid 58 in einer
Ausbeute von 35% erhalten werden (Schema 48).
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Schema 48: Einfuhrung und anschlieBende Entschitzung der Catecholfunktion des Cumarin-Derivats 58a.

Die anschlieBende Entschiitzung der Catecholfunktion wurde mit 25% Trifluoressigsaure in
Dichlormethan  durchgefihrt (Schema 48). Nach zwei Stunden konnte mittels
Dunnschichtchromatographie festgestellt werden, dass das Edukt bereits komplett umgesetzt
war. Nach Entfernen des Ldsungsmittels und mehrmaligem Coevaporieren mit Chloroform

wurde Dopamin-Cumarin-Azid 58a in guter Ausbeute (85%) erhalten.

AnschlieBend wurde eine 1,3-dipolare Cycloaddition mit dem Cumarin-Derivat 58a und
einem Oligonukleotid DNA 4 unter Kupferkatalyse durchgefiihrt. Hierzu wurden Kupfersulfat
und Natriumascorbat in einem Wasser/Dimethylsulfoxid-Gemisch (1:1) verwendet
(Schema 49). Bereits nach 15 Minuten bei Raumtemperatur war Fluoreszenz unter der UV-
Lampe sichtbar, was zeigt, dass sich der Triazol-Ring gebildet hat und die Reaktion
erfolgreich verlief. Wie bereits erwahnt zeigt 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) keine
Fluoreszenz. Vergleichbares gilt auch fiir das catecholbasierte Cumarin-Derivat 58a, erst nach
erfolgreicher Reaktion wird starke Fluoreszenz sichtbar, die durch die Bildung des Triazol-

Rings und somit der Anderung der elektronischen Struktur ausgeldst wird.[*"
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Schema 49: 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen dem Cumarin-Derivat 58a und DNA 4 unter Kupferkatalyse.
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Das Reaktionsgemisch wurde mittels HPLC gereinigt, das Chromatogramm bei 260 nm ist in
Abbildung 57 dargestellt. Aus dem Chromatogramm ist ersichtlich, dass noch reines
Oligonukleotid DNA 4 vorhanden ist (Signal 1), die Zugabe von zwei Aquivalenten des
Azids 58a fiuhrten ebenfalls nicht zu vollstindigem Umsatz. Das Produkt mit einer
Retentionszeit von 21.7 Minuten (Signal 2) wurde mittels MALDI-TOF charakterisiert. Aus
Tabelle 23 ist zu erkennen, dass die Masse des Konjugats 58a-DNA 4 detektiert werden

konnte.
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Abbildung 57: HPLC-Chromatogramm der Reaktion zwischen dem Cumarin-Derivat 58a und DNA 4 bei
260 nm.
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Es wurde eine weitere Oligonukleotid-Sequenz verwendet, die kirzer ist und aus
15 Basenpaaren besteht. Diese Sequenz wurde verwendet, da es mit la&ngeren Sequenzen zu
Faltungen kommen kann und dadurch das Alkin nicht mehr zuganglich sein kénnte. Mit
dieser kurzen Sequenz wurden, ebenfalls unter den oben verwendeten Bedingungen, eine
kupferkatalysierte Cycloaddition durchgefiihrt. Das HPLC-Chromatogramm bei 260 nm ist in
Abbildung 58 dargestellt, die zugehdrigen MALDI-TOF-Ergebnisse in Tabelle 23.
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Abbildung 58: HPLC-Chromatogramm der CUAAC von DNA 4a mit Cumarin 58a bei 260 nm.

Aus dem Chromatogramm ist ersichtlich, dass die Ausbeute bei der kirzeren Sequenz
DNA 4a im Vergleich zu der langeren Sequenz DNA 4 verbessert werden konnte. In diesem
Fall ist kein reines Oligonukleotid DNA 4a mehr vorhanden. Das Produkt konnte nach einer
Retentionszeit von 22.2 Minuten erhalten werden.

Tabelle 23: MALDI-TOF-Resultate der CUAAC zwischen DNA 4 und dem Cumarin-Derivat 58a.

Eintrag Mg [g/mol] My [g/mol]
DNA 4 7367 7363
58a-DNA 4 (+2 K) 7759 (7837) 7838 [M+2 K]
DNA 4a 4628 4629

58a-DNA 4a (+2 K) 5025 (5103) 5103 [M+2 K]

Zusatzlich wurden UV/Vis-Messungen durchgefiihrt, diese sind exemplarisch fiir DNA 4
gezeigt, da die Ergbnisse beider Oligonukleotide vergleichbar waren (Abbildung 59a.). Das
Maximum des Oligonukleotids DNA 4 liegt bei 265 nm, das Azidderivat 58a zeigt ein
Maximum bei 342 nm. Das Produkt der Reaktion weist zwei Maxima auf, eines bei 268 nm,

welches dem Oligonukleotid entspricht, und ein weiteres bei 346 nm. Letzteres zeigt die
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Absorption des Cumarin-Derivats 58a. AnschlieBend wurden Fluoreszenz-Messungen
durchgefuhrt, die in Abbildung 59b. dargestellt sind. Aus dem Diagramm ist ersichtlich, dass
das Cumarin-Derivat 58a eine geringe Fluoreszenz zeigt, das Produkt 58a-DNA 4 hingegen

zeigt eine starke Fluoreszenz bei einer Anregungswellenlédnge von 346 nm (Aem = 415 nm).

a. b.
_ 1 ——58a-DNA 4 1000 —058a-DNA 4
S
<, \ —DNA 4 —DNA 4
c
2 Cumarin 58a =) Cumarin 58a
2 05 o
5 \ L. 500
2 o
< \ /\
0 b‘\ o : -
200 300 400 500 350 450 550
A [nm] A [nm]

Abbildung 59: a. UV/Vis- und b. Fluoreszenz-Messungen der Reaktion zwischen DNA 4 und dem Cumarin-

Derivat 58a.

Es konnte gezeigt werden, dass das Cumarin-Derivat 58a unter Kupferkatalyse an die

Oligonukleotide DNA 4 und DNA 4a gebunden werden konnte.

Daher wurden die Bedingungen auf die Nanopartikel-Oberflache tbertragen. Hierzu wurde
zunéchst das Cumarin-Derivat 58a zu Titandioxid-Nanopartikeln (DEG-NP) gegeben, wobei
es zu einer Farbanderung von hellbraun nach dunkelbraun kam. Dies zeigt die erfolgreiche
Bindung des Azids58a an die Nanopartikel. Nach Inkubation Uber Nacht wurde das
Oligonukleotid DNA 4a, Kupfersulfat und Natriumascorbat zugegeben und bei

Raumtemperatur tiber Nacht geschttelt (Schema 50).
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Schema 50:  Oberflachenmodifikation der  Titandioxid-Nanopartikel mit Cumarin-Derivat 58a und

anschlieBender Cycloaddition mit DNA 4a unter Kupferkatalyse.

Fluoreszenz war auch in diesem Fall nach einer Stunde bei einer Wellenldnge von 366 nm
sichtbar. Um zu untersuchen ob die Reaktion nur in Losung oder auch auf der Partikel-
Oberflache erfolgreich verlief, wurden die Proben auf ein einprozentiges Agarose-Gel
aufgetragen (Abbildung 60). Die kupferkatalysierte Cycloaddition auf den TiO,-
Nanopartikeln (Spur 2) zeigt zwei fluoreszierende Banden, die Bande mit der hoheren
Mobilitat entspricht der Reaktion in Losung (Spur 1). Um zu Uberprifen, ob die Bande mit
der geringeren elektrophoretischen Mobilitat der Reaktion auf den Nanopartikeln entspricht,
wurde das Gel mit SybrGold® angeférbt (Abbildung 60b.). Durch die Farbung wird deutlich,
dass die kupferkatalysierte Cycloaddition ausschlieBlich in Loésung und nicht auf den
Nanopartikel stattgefunden hat. Die Bande mit der geringeren elektrophoretischen Mobilitat
entspricht daher den cumarinmodifizierten Nanopartikeln (NP-58a), die sich nicht mit
SybrGold® anfarben lieRen (Spur 4).
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O

Abbildung 60:  Fluoreszenz-Aufnahme eines einprozentigen Agarose-Gels mit cumarinmodifizierten
Nanopartikeln nach der Cycloaddition mit DNA 4 unter Kupferkatalyse. Spur 1: Produkt 58a-DNA 4a, Spur 2:
NP-58a-DNA 4a, Spur 3: Reine DNA 4a, Spur 4: Nanopartikel-58a.

Durch die negative Ladung der Nanopartikel und der Oligonukleotide kann es zu einer
AbstoBung kommen, die eine Bindung verhindert. Dies konnte ein Grund dafur sein, dass die
Reaktion auf der Nanopartikel-Oberflache nicht erfolgreich verlief. Um die Ladung zu
verringern, wurde DNA 4a mit einem fluoreszierenden, komplementdren Strang cDNA 4a
hybridisiert. Zur Hybridisierung wurden zwei Aquivalente des farbstoffmodifizierten Strangs
cDNA 4a mit einem Aquivalent DNA 4a Uber Nacht in Phosphatpuffer mit 150 mm
Magnesiumchlorid bei Raumtemperatur geschuttelt. Die Hybridisierung wurde mittels
TBE-Gel detektiert (Abbildung 61). Es ist zu erkennen, dass bei der Hybridisierung in Spur 1
zwei Banden entstanden sind, die Bande mit der hdheren elektrophoretischen Mobilitét
entspricht der fluoreszierenden cDNA 4a (Spur 2). Nach der Farbung mit Ethidiumbromid,
die spezifisch Doppelstrang-DNA sichtbar macht, wurde die Bande mit der geringeren
Mobilitdt fluoreszierend, das Produkt der Hybridisierung der beiden DNA-Strange
(Abbildung 61b.) darstellt. Somit konnte gezeigt werden, dass die Hybridisierung erfolgreich

verlief.
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Abbildung 61: Fluoreszenz-Aufnahme eines 21%igen TBE-Gels a. vor und b. nach der Farbung mit
Ethidiumbromid mit der Hybridisierung von DNA 4a und cDNA 4a. Spur 1: Hybridisierungsreaktion, Spur 2:
cDNA 4a, Spur 3: DNA 4a.

Die kupferkatalysierte Cycloaddition wurde mit azidmodifizierten Nanopartikeln und
Nanostdbchen unter den zuvor verwendeten Bedingungen Uber Nacht durchgefihrt
(Schema51). Um den Verlauf der Reaktion zu untersuchen, wurde ebenfalls ein

einprozentiges Agarose-Gel durchgefuhrt, dieses ist in Abbildung 62 dargestellt.
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Schema 51:  Oberflaichenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit Cumarin-Derivat 58a und

anschlieender Cycloaddition mit hybridisierter DNA unter Kupferkatalyse.



Ergebnisse und Diskussion 113

Abbildung 62: Fluoreszenz-Aufnahme eines 1%igen Agarose-Gels der Cycloaddition zwischen NP-58a und
hybridisierter DNA. Spur 1: DNA 4a, Spur 2: cDNA 4a, Spur 3: Hybridisierung in Ldésung, Spur 4: NP-58a-
hybridisierte DNA, Spur 5: NR-58a-hybridisierte DNA.

Es ist zu erkennen, dass die Partikel und Stabchen drei fluoreszierende Banden aufweisen
(Spur 4 und 5). Die untere Bande entspricht der Hybridisierung in Losung. Die beiden oberen
Banden wurden durch Farbung mit SybrGold® allerdings sichtbar, sodass es sich bei den
Banden nicht um das Produkt der Cycloaddition handelt. Die kupferkatalysierte Cycloaddition
mit hybridisierter DNA konnte somit auf der Oberflache der Nanoteilchen nicht erfolgreich
durchgefuhrt werden.

Wenn mehrere DNA-Strange an ein Nanoteilchen binden, fiihrt dies zu einer hohen Anzahl an
negativen Ladungen auf einem Partikel. Durch die AbstoBung der Ladungen ist es moglich,
dass die Oligonukleotide nicht an die Nanoteilchen binden kénnen. Aus diesem Grund wurde

ein ,,inerter Linker eingesetzt, hierzu diente der Methylester 59 (Abbildung 63).

HOWOMe
HO ©
59

Abbildung 63: Struktur des verwendeten ,,inerten* Linkers 59.

Dieser wurde im Uberschuss im Vergleich zum Cumarin-Derivat 58a eingesetzt, somit sollte
sich die Anzahl der funktionellen Gruppen auf einem Partikel stark reduzieren und die
Bindung einzelner Oligonukleotide auf einem Partikel ermdglicht werden. Allerdings konnte
auch in diesem Fall keine Reaktion auf der Oberflache der Nanoteilchen detektiert werden.
Die Zugabe eines Liganden zur Stabilisierung der Kupferspezies, TBTA, fiihrte ebenfalls
nicht zum gewunschten Erfolg. Da die Michael-Addition durch das Einstellen des pH-Wertes

erfolgreich verlief, wurde die Anderung des pH-Wertes ebenfalls untersucht. Mittels Dialyse
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wurde pH-Wert auf 6.5 eingestellt, allerdings konnte auch dadurch kein Erfolg der Reaktion
festgestellt werden.

4.3.4 Kupferfreie 1,3-dipolare Cycloaddition

Die Anwendung der bereits erwéhnten CUAAC ist durch die Cytotoxizitat des Kupfers vor
allem in biologischen Systemen nicht moglich. Aus diesem Grund wurden einige Kupfer(l)-
stabilisierende Katalysatoren entwickelt, wie beispielsweise
Tris(benzyltriazolylmethyl)amin.!*® In den letzten Jahren stieg das Interesse daran, salzfreie
1,3-dipolare Cycloadditionen durchzufiihren. Hierzu eignen sich im besonderen Mal}
verschiedene Cyclooctin-Derivate, deren Ringspannung zur Aktivierung der Alkine
ausgenutzt wird.["®

Um diese kupferfreie Cycloaddition an der Titandioxid-Oberflache durchfiihren zu kénnen,
sollte ein Catechol an Cyclooctin 60 gebunden werden. Hierzu wurde zundchst die
Saurefunktion mit Trifluoressigsaurepentafluorphenylester aktiviert, dieser Ester wurde im
nachsten Schritt mit dem Amin 40 umgesetzt (Schema 52).

COOH

60

1. Trifluoressigsaurepentafluorphenylester
DIPEA, DCM, 0 °C—>RT

2. 40, DIPEA, DMF, 12 h, RT

Y
=
FH
@%N °
I \/\@O
61
Schema 52: Reaktion zwischen dem geschiitztem Dopamin 40 und fluoriertem Cyclooctin 60.

Nach sdaulenchromatographischer Reinigung konnten lediglich die Edukte isoliert werden.
Auch eine Variation der Base und des LoOsungsmittels fuhrte nicht zum gewinschten
Produkt 61 (Tabelle 24).12""
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Tabelle 24: Reaktionsbedingungen der Reaktion zwischen Cyclooctin 60 und Dopamin 40.

Eintrag Ag. Dopamin 40 Base Loésungsmittel  Produkt
1 1.00 Diisopropylethylamin ~ CH,Cl,/DMF -
2 4.50 Triethylamin Pyridin/CH.Cl, -

Nach einer Vorschrift von Carroll et al. wurde nicht-fluoriertes Cyclooctin 62 mit dem
Amin 40 unter Verwendung von HBTU und DIPEA als Base umgesetzt (Schema 53).['"]
Nach sdulenchromatographischer Reinigung konnte das catecholmodifizierte Cyclooctin 63 in

einer Ausbeute von 35% erhalten werden.
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Schema 53: Synthese des catecholgeschitzten Cyclooctins 63.

Die anschlieBende Entschitzung wurde in Chloroform/Wasser mit 25% Trifluoressigsaure
durchgefuhrt. Das ungeschiitzte Cyclooctin 63a konnte massenspektrometrisch nicht
nachgewiesen werden. Eine Zugabe des Cyclooctins 63a zu den Titandioxid-Nanopartikeln
(DEG-NP) fuhrte zu einer Farbanderung, die zeigte, dass die Catecholfunktion ungeschiitzt
vorlag. Aus diesem Grund wurde eine 1,3-dipolare Cycloaddition mit dem Oligonukleotid
DNA 3 durchgefihrt, die nach einer Reinigung mittels HPLC ausschlieBlich reine DNA
lieferte. Um zu Uberprifen, ob das Derivat 63a (iber eine ausreichende Ringspannung verflgt,
wurde das geschiitzte Produkt 63 zur Cycloaddition verwendet. Das Oligonukleotid DNA 3

wurde zugegeben und uber Nacht bei Raumtemperatur geschittelt (Schema 54).
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Schema 54: Kupferfreie 1,3-dipolare Cycloaddition von geschitztem Cyclooctin 63 mit DNA 3.

In diesem Fall konnte das Produkt 63-DNA 3 der kupferfreien Cycloaddition in geringer

Ausbeute erhalten werden, was aus dem HPLC-Chromatogramm in Abbildung 64 hervorgeht.
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Abbildung 64: HPLC Chromatogramm der Reaktion von Cyclooctin 63 und DNA 3 bei 260 nm.

Ein neues Signal mit einer Retentionszeit von 25.3 Minuten ist entstanden, allerdings ist auch
Signal 1 mit einer Retentionszeit von 20.9 Minuten sichtbar. Dieses entspricht dem reinen
Oligonukleotid DNA 3. Zusatzlich wurden MALDI-TOF-Messungen des Produkts mit einer

Retentionszeit von 25.3 Minuten durchgefiihrt, diese sind in Tabelle 25 zusammengefasst.
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Tabelle 25: MALDI-TOF-Resultate der kupferfreien Cycloaddition zwischen Cyclooctin 63 und DNA 3.

Eintrag Mson [g/mol] My [g/mol]
DNA 3 7524 7525
63-DNA 3 7881 7884

Somit konnte gezeigt werden, dass eine kupferfreie Cycloaddition mit dem geschitzten
Produkt 63 mdglich ist, nicht aber nach der Entschiitzung. Die Struktur des Cyclooctins 63a
wurde, wie aus dem 'H-NMR und Messungen der Masse zu erkennen ist, bei der
Entschutzung mit Trifluoressigsaure zerstort. Da eine Entschiitzung des Acetonids 63 nicht
maoglich war, ohne die Struktur des Molekiils zu zerstéren, wurde die Reaktion mit Dopamin-
Hydrochlorid (9a) durchgefiihrt (Schema 55). Dies wurde zunéchst nicht untersucht, da das in
der Literatur verwendete Edukt an der Hydroxylgruppe geschiitzt wurde.*”® Zudem konnte in
vorrausgegangenen Experimenten gezeigt werden, dass fir Kupplungsreaktionen meist nur

fiir den Fall des geschiitzten Catechols das gewiinschte Produkt erhalten werden konnte.
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Schema 55: Synthese des catecholbasierten Cyclooctins 63a.

Die Reaktion verlief erfolgreich, das gewinschte Cyclooctin 63a konnte nach
sdulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 18% erhalten werden. Im
néchsten Schritt wurde die kupferfreie Cycloaddition mit dem Oligonukleotid DNA 3 uber
Nacht bei Raumtemperatur durchgefuhrt. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC, das

entsprechende Chromatogramm ist in Abbildung 65 zu sehen.
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Abbildung 65: HPLC-Chromatogramm der kupferfreien Cycloaddition zwischen Cyclooctin 63a und DNA 3
bei 260 nm.

Aus dem Spektrum ist zu erkennen, dass sich zwei neue Signale mit einer Retentionszeit von
22.6 und 23.0 Minuten gebildet haben, im Vergleich dazu weist das reine Oligonukleotid
DNA 3 eine Retentionszeit von 20.8 Minuten auf und ist im Reaktionsgemisch nicht mehr
vorhanden. Anschlielende MALDI-TOF-Messungen bestatigten, dass die Reaktion
erfolgreich verlief, die Masse des Produkts 63a-DNA 3 konnte in beiden Signalen detektiert
werden (Tabelle 26).

Tabelle 26: MALDI-TOF-Resultate der kupferfreien Cycloaddition zwischen Cyclooctin 63a und DNA 3.

Eintrag Mson [0/mol] M [g/mol]
DNA 3 7524 7525
63a-DNA 3 Signal 1 7841 7841
63a-DNA 3 Signal 2 7841 7841

Es konnte gezeigt werden, dass die kupferfreie Cycloaddition mit dem catecholbasierten
Cyclooctin 63a erfolgreich verlief. Ein néchster Schritt ware, die Reaktion auf den

Titandioxid-Nanoteilchen zu untersuchen.
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4.4 Synthese triethylenglykolbasierter Catechol-Linker

Aufgrund der unzureichenden Loslichkeit der bifunktionellen Linker in Wasser, sollte solche
Linker synthetisiert werden, die Reaktionen mit Biomolekilen in Puffersystemen
vereinfachen. Die Einfuhrung einer Triethylenglykol-Einheit innerhalb der catecholbasierten
Linker mit verschiedenen Funktionalitdten flhrt durch den stark polaren Charakter der
Ethyleneinheit zu einer verbesserten Loslichkeit der Produkte in wassrigen Systemen.™t™
Durch die Bindung der triethylenglykolbasierten Linker an die Nanopartikel-Oberflache
verbessert sich ebenfalls deren Loslichkeit, was die biologische Anwendung vereinfacht.
Zudem ist die Wahl der LoOsungsmittel wichtig fur die Bestimmung der reaktiven
Sauerstoffspezies. So fuhrt Dimethylsulfoxid beispielsweise zu einer Ausléschung der
Radikale®®” die Verwendung von wassrigen Losungsmitteln, andererseits begtnstigt die
Bildung der durch Bestrahlung entstandenen reaktiven Sauerstoffspezies.

Um eine Vielzahl an Linkern zu erhalten, wurden wasserlosliche triethylenglykolbasierte

Molekile mit verschiedenen funktionellen Gruppen synthetisiert.

4.4.1 Synthese des catecholbasierten Azid-Linkers

Zunachst wurde das zu kuppelnde Azid 66 mit einer Diethylenglykol-Einheit synthetisiert.
Hierzu wurden die Hydroxylgruppen von Triethylenglykol 64 in der ersten Stufe mit
p-Toluolsulfonséurechlorid tosyliert, das Produkt wurde in einer Ausbeute von 47% erhalten.
In der nachsten Stufe wurde das Diazid 65 mittels Natriumazid in einer guten Ausbeute von
84% erhalten. Dieses wurde anschlielend selektiv mit Triphenylphosphin zum 1-Amino-o-
azido-Linker 66 reduziert (Schema 56).

1. p-TsCl, NaOH,
Dioxan
2. NaN3, DMF
24% 3 65

64

PPh,
EtOAc, Et,0
56%

H,N /\/O\/\O/\/ N3
66

Schema 56: Synthese des 1-Amino-w-azido-Linkers 66.
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Geschiitzte 3,4-Dihydroxyphenylessigséaure (34) wurde mit EDC-HC1 und
1-Hydroxybenzotriazol (HOBt) als Kupplungsreagenzien mit dem Monomer 66 in DMF
umgesetzt (Schema 57).18 Das gewiinschte Produkt 67 konnte nicht erhalten werden, der
Grund hierfir konnte darin liegen, dass EDC als Carbodiimid vorwiegend in waéssriger
Losung verwendet wird und die Kupplungsreaktion aufgrund der Loslichkeit des Catechols 34

in DMF durchgefuhrt werden musste.[*®
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Schema 57: Synthesestrategie zur Herstellung des catecholgeschitzten Azids 67.

Die Zugabe einer Base, N-Methylmorpholin, in Tetrahydrofuran flhrte ebenfalls nicht zum
gewinschten Erfolg. Nach Schladt et al. wurde die ungeschitzte Saure 32 in DMF gel6st, als
Kupplungsreagenzien dienten N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) und
N-Hydroxysuccinimid (NHS).'! Auch in diesem Fall konnte das gewiinschte Produkt nicht
erhalten werden. Stattdessen wurde geschiitztes Dopamin 40 anstelle der Sdure 34 verwendet,
um die Catechol-Gruppe einfiihren zu kénnen. Hierzu musste ein Ethylenglykol-Linker, tert-
Butyl-3-(2-(2-(2-azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanat 68 hergestellt werden. Ausgehend von
Triethylenglykol 64 wurde selektiv eine Hydroxylgruppe mittels tert-Butylacrylat und
Natrium zu der geschiitzten Saure 69 in einer Ausbeute von 34% umgesetzt."®¥ In einer
zweistufigen Synthese konnte das gewinschte Azid 70 mittels Methansulfonylchlorid,

Triethylamin und Natriumazid in einer Ausbeute von 11% erhalten werden (Schema 58).
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Schema 58: Synthese von 3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure (68).

Die Carboxylfunktion des Azids 70 wurde mit Trifluoressigsaure entschiitzt und die freie
Saure konnte in quantitativer Ausbeute erhalten werden. Diese Séure 68 wurde im nachsten
Schritt  mit  O-(1 H-Benzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
(HBTU), HOBt und N,N-Diisopropylethylamin (DIPEA) als Kupplungsreagenzien mit
geschutztem Dopamin 40 umgesetzt (Schema 59). Nach 48 Stunden konnte vollstandiger
Umsatz festgestellt werden und die Reaktion wurde daraufhin beendet. Nach
sédulenchromatischer Reinigung konnte das geschutzte Produkt 71 in einer Ausbeute von 54%

erhalten werden.
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Schema 59: Synthese des Azids 71a.

Nach Entschitzung der Catecholfunktion mit Trifluoressigsdure in Chloroform/Wasser
konnte das gewinschte catecholbasierte Triethylenglykol-Azid 71a in quantitativer Ausbeute

erhalten werden.
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Die Aminofunktion des Dopamins 9a oder 40 konnte, wie in Kapitel 4.3.2 gezeigt wurde,
nicht direkt in das gewiinschte Azid uberfuhrt werden. Durch die Einfihrung der
Triethylenglykol-Einheit konnte das catecholbasierte Azid 71a allerdings erhalten werden.

4.4.2 Synthese des catecholbasierten Amin-Linkers

Wie bereits in vorhergehenden Synthesen gezeigt werden konnte (Kapitel 3.3), sind
Reaktionen mit ungeschitztem Dopamin 9 nur in wenigen Féllen erfolgreich. Aus diesem
Grund wurde fur die folgenden Kupplungsreaktionen catecholgeschitztes Dopamin 40
verwendet. Dieses wurde an den kommerziell erhéltlichen Sduren 72 und 72a, die in

Abbildung 66 dargestellt sind, untersucht.
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Abbildung 66: Struktur der verwendeten Sduren 72 und 72a zur Synthese eines triethylenglykolbasierten Amin-

Linkers .

Die Kupplung wurde unter Verwendung von HOBt, HBTU und DIPEA durchgefuhrt. Die
Reaktion ist anhand des Amins72a in  Schema60  dargestellt.  Nach
sdulenchromatographischer Reinigung konnte das vollstandig geschitzte Produkt in sehr

guten Ausbeuten (85% beziehungsweise 92%) erhalten werden.
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Schema 60: Synthese des catecholbasierten Dopamin-Triethylenglykol Linkers 73a.

Die Entschiitzung der jeweiligen Aminofunktion erfolgte mit Piperidin in DMF unter Riihren
fir vier Stunden bei Raumtemperatur und die Entschitzung der Catecholgruppen mit
Trifluoressigsaure in einem Chloroform/Wasser-Gemisch. Nach saulenchromatographischer
Reinigung konnte das komplett entschiitzte Produkt in einer Ausbeute von 65% fiir 95b und
72% fur 73a erhalten werden (Schema 60). Die Entschutzung der Aminofunktion von 73
verlief in méRiger Ausbeute (31%), aus diesem Grund wurde nach einer weiteren Variante
gesucht, um das freie Amin in ausreichender Menge herzustellen zu kénnen.

Hierzu wurde in zwei Stufen 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol 74 synthetisiert. Dieses
Azid 74 wurde im nachsten Schritt mit der geschitzten S&ure 34, EDC-HCl und
4-(Dimethylamino)pyridin  (4-DMAP) umgesetzt um das catecholgeschiitzte Azid 75
herzustellen. Dieses konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute
von 79% erhalten werden. Die Entschitzung mittels Trifluoressigsdure in einem
Chloroform/Wasser-Gemisch und eine séulenchromatographische Reinigung resultierte im
komplett entschitzten Azid 75a (83% Ausbeute, Schema 61).


http://de.wikipedia.org/wiki/1-Ethyl-3-%283-dimethylaminopropyl%29carbodiimid
http://de.wikipedia.org/wiki/1-Ethyl-3-%283-dimethylaminopropyl%29carbodiimid
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Ho/\/o\/\o/\/OH » HO (@)
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79%
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\
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HO ©

75a

Schema 61: Synthese von 2-(2-(3-Azidopropoxy)ethoxy)ethyl-2-(3,4-dihydroxyphenyl)acetat (75a).

Durch palladiumkatalysierte Hydrogenolyse sollte das Azid 75a zum Amin 76a reduziert
werden (Schema 62). Die Reaktion wurde mittels Dunnschichtchromatographie verfolgt und
uber Nacht bei Raumtemperatur gerlhrt, da nach zwei Stunden noch kein vollstdndiger
Umsatz zu erkennen war. Nach Aufarbeitung konnte das gewinschte Produkt
massenspektrometrisch nicht nachgewiesen werden, es wurden lediglich Zersetzungsprodukte

erhalten.

H
P
HO O 75a
Pd(OH),, H,
EtOAc, 24 h, RT

e
HO ©

76a

Schema 62: Synthesestrategie der Reduktion des Azids 75a mit Palladiumhydroxid.

Da die Verwendung von Palladium nicht zur Reduktion des Azids 75a fihrte, wurde das
geschutzte Azid 75 verwendet und ebenfalls mit der milderen Variante, Palladiumhydroxid
und Wasserstoff, reduziert (Schema 63).



Ergebnisse und Diskussion 125

TP
o) O 75

Pd(OH),, H»
EtOAc, MeOH, 12 h, RT

> o 76

Schema 63: Synthesestrategie der Reduktion des geschiitzten Azids 75 mit Palladiumhydroxid.

Auch in diesem Fall konnte massenspektrometrisch lediglich Zersetzungsprodukte detektiert
werden. Somit fuhrte diese Variante nicht zu dem gewiinschten Amin. Ein weiterer Ansatz
war, kommerziell erhaltliches 2,2"-(Ethylendiox)bis(ethylamin) 77 an 3,4-
Dihydroxyphenylessigséure (32) zu binden. Hierzu wurde die geschitzte Saure 78 unter
Verwendung von tert-Butyldimethylsilylchlorid synthetisiert. Diese Schitzung ist einstufig
und somit eine weniger aufwendige Variante als die Schitzung der Catecholgruppen mittels
Acetonid 34, die Uber drei Stufen verlauft (Schema 64).

Homw
HO ©
32

TBS-CI

Imidazol

MeCN, 12 h, 0 °C —RT
87%

TBSOWOH
TBSO ©
78

Schema 64: Schiitzung von 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (32) mittels tert-Butyldimethylsilylchlorid.

Die catecholgeschutzte Saure 78 konnte nach séulenchromatographischer Reinigung in einer
Ausbeute von 87% erhalten werden und wurde im néchsten Schritt mit dem Diamin 77 unter
Verwendung von HOBt, DCC und NHS gekuppelt (Schema 65)8],
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TBSO OH
HN SO~y m
TBSO

77 78

HOBt, DCC, NHS
DMF, 12 h, RT
7%

H
TBSO@/\H/ N V\O/\/O\/\ NH,
TBSO © 79

Schema 65: Synthese des geschiitzten Catechol-Amins 79.

Nach sdulenchromatographischer Reinigung konnte das Produkt 79 in einer Ausbeute von 7%
erhalten werden. Somit konnte durch die Verwendung des Diamins 77 die Ausbeute des
Amin-Linkers ebenfalls nicht verbessert werden, zudem flhrte die Entschiitzung der tert-
Butyldimethylsilyl-Schutzgruppe nach séulenchromatographischer Reinigung nicht zu

vollstandig sauberem Produkt.

4.4.3 Synthese des catecholbasierten Maleinimid-Linkers

Um eine catecholbasierte Maleinimidfunktion einzufuhren, hat sich die Synthese nach Keller
et al. bewahrt Y. Aus diesem Grund wurde diese auch fir die Synthese des
ethylenglykolbasierten Linkers gewahlt. Da die Reaktion in wassriger Losung durchgefuhrt
werden sollte, wurde das komplett entschitzte Amin 73a verwendet. Dieses wurde in
waéssriger Natriumhydrogencarbonat-Losung mit N-Methoxycarboxycarbonylmaleinimid (16)

umgesetzt (Schema 66).
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Schema 66: Synthesestrategie zur Einflhrung einer Maleinimidfunktion.

Nach Reinigung konnten lediglich Edukte reisoliert werden, daraufhin wurde ein anderer
Ansatz gewahlt. Zunachst wurde tert-Butyl-3-(2-(2-(2-
hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propanoat 69 in einer Mitsunobu-Reaktion mit
Triphenylphospin,  Azodicarbonséurediisopropylester (DIAD) und Maleinimid in
Tetrahydrofuran zum Maleinimid 80 umgesetzt. AnschlieRend wurde durch Entschitzung der
tert-Butylesterfunktion mit Trifluoressigsaure die freie Séure 80a in quantitativer Ausbeute
erhalten und das Produkt mit geschitztem Dopamin 40 unter Verwendung von EDC-HCI,
HOBt und DIPEA umgesetzt (Schema 67).11%!


http://de.wikipedia.org/wiki/1-Ethyl-3-%283-dimethylaminopropyl%29carbodiimid
http://de.wikipedia.org/wiki/1-Hydroxybenzotriazol
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Schema 67: Synthese des triethylenglykolbasierten Maleinimids 24.

Es konnte kein Produkt erhalten werden, der Grund hierfiir konnte die geringe Loslichkeit des

Maleinimids 80a in DMF sein. Die Verwendung von Dopamin-Hydrochlorid (9a) fiihrte

ebenfalls nicht zum gewiinschten Produkt.

Ein weiterer Ansatz war die Verwendung des Mukaiyama-Reagenzes, welches auf der in situ-

Aktivierung von Carbonsauren

¢ [186]

basier Hierzu wurden geschitztes Dopamin 40,

Triethylamin und Mukaiyama-Reagenz 81 in DMF uber Nacht bei Raumtemperatur geriihrt

(Schema 68).



Ergebnisse und Diskussion 129

@)
4 Q 0 NH,
o) o 40
80a S}

|
e

Z >l
81

NEt;, DMF, 14 h, RT
45%

1.

2. 25% TFA
CHCl3, 3h, RT
84%

\J
o o OH
[ X
q\/\o/\/o\/\o/\)LH OH
O

24a

Schema 68: Synthese des Maleinimids 24 unter Verwendung des Mukajama Reagenz 81.

Das catecholgeschutzte Maleinimid 24 konnte nach saulenchromatographischer Reinigung in
einer Ausbeute von 45% erhalten werden, die Entschiitzung der Hydroxylfunktionen mittels
Trifluoressigsaure in Chloroform fiihrte zum gewdiinschten Maleinimid 24a in einer Ausbeute
von 84% (Schema 68).

Durch die Verwendung des Mukaiyama-Reagenz konnte das triethylenglykolbasierte
Maleinimid 80a an Dopamin 40 gebunden und somit das gewiinschte Catechol 24a mit einer

Maleinimidfunktion und einer Triethylenglykol-Einheit synthetisiert werden.

4.4.4  Synthese des catecholbasierten Saure-Linkers

Um einen catecholbasierten S&ure-Linker herzustellen, wurde von einem kommerziell
erhéltlichen Triethylenglykol 82, bei dem S&dure- und Aminofunktion geschutzt sind,
ausgegangen. Zundchst wurde die Aminofunktion mit Piperidin entschitzt, nach
séulenchromatographischer Reinigung konnte das freie Amin 82a in einer Ausbeute von 81%
erhalten werden. Im ndchsten Schritt wurde das Produkt 82a mit der geschutzten Sdure 34
unter Verwendung von HOBt, HBTU und DIPEA umgesetzt (Schema 69). Nach
sdulenchromatographischer Reinigung konnte das geschutzte Produkt 83 in einer Ausbeute

von 98% erhalten werden.
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Schema 69: Synthese der geschiitzten triethylenglykolbasierten Saure 83.

Die Entschitzung des tert-Butylesters 83 verlief sowohl mit 25% Trifluoressigséaure, als auch
mit einer milderen Variante unter Verwendung von Phosphorsaure ohne Erfolg.

Aus diesem Grund wurde eine weitere Variante zur Synthese der Sdurefunktion untersucht,
die ebenfalls auf einem kommerziell erhaltlichen Triethylenglykol-Derivat 82b basiert.
Zunachst wurde 82b als Methylester mit Schwefelsdure in Methanol geschiitzt
(97% Ausbeute). Im ndchsten Schritt wurde mit Piperidin in DMF die Aminofunktion
entschitzt, eine anschlielende sdulenchromatographische Reinigung verlief ohne Erfolg. Das
Amin 82c konnte allerdings vor der Reinigung mittels FAB-Messungen detektiert werden
(Schema 70).
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Schema 70: Synthese der geschiitzten Saure 82c.

Da das freie Amin 82c keine ausreichende Stabilitat zeigte, um sdulenchromatographisch
gereinigt zu werden, wurde die Aminofunktion entschutzt und das Rohprodukt ohne
Reinigung in einer weiteren Reaktion umgesetzt. Hierzu wurde das Molekil 78 in
Tetrahydrofuran mit HOBt, HBTU, DIPEA und der geschiitzten S&ure 82c umgesetzt. Das
vollstandig geschitzte Produkt 84 konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer
Ausbeute von 29% erhalten werden. Eine anschlieBende Entschiitzung mit Lithiumhydroxid

in einem Wasser/Methanol-Gemisch fiihrte nicht zum gewiinschten Produkt 84a (Schema 71).

o
TBSO OH
m b AN~ O o Ao

TBSO
78 82c
HOBt, HBTU, DIPEA
THF, 12 h, RT
29%
y o)
TBSO N
oo
TBSO © 84
LiOH

H,O/MeOH, 12 h, RT
O

H
TBSO N~ O~y
@] 84a

TBSO

Schema 71: Synthese des vollstdndig geschitzten Linkers 84 und anschlieende Entschitzung.
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Somit konnte auch mit dieser Variante kein triethylenglykolbasierter Linker mit einer freien
Carboxylfunktion erhalten werden. Ein weiterer Ansatz der untersucht werden konnte, ware
die Reaktion von Maleinsdureanhydrid mit den Aminen 73a oder 79 um die freie S&ure zu

synthetisieren zu kdnnen.

4.4.5 Synthese des catecholbasierten Thiol-Linkers

Um einen Thiol-Linker synthetisieren zu kénnen, wurde zundchst die Hydroxylgruppe von
Triethylenglykol mittels para-Toluolsulfonséurechlorid in eine gute Abgangsgruppe
uberfuhrt. Das Triethylenglykol-Derivat 64a wurde im darauffolgenden Schritt mit
Kaliumthioacetat fir zwei Tage in DMF bei Raumtemperatur geriihrt, das Produkt 85 konnte
nach sédulenchromatographischer Reinigung in einer Ausbeute von 57% erhalten werden
(Schema 72).

64

1. NEt3, p-TsCl
CH,Cl,, 18 h, 0 °C—>RT
95%

S K
Z.AO@

DMF, 2d, RT
57%

@

\j
85 O

Schema 72: Synthese des triethylenglykolbasierten geschiitzten Thiols 85.

Im nédchsten Schritt wurde das Thioacetat 85 mittels EDC-HCI und 4-DMAP an die
geschutzte S&aure 34 gebunden, das vollstandig geschitzte Produkt86 konnte nach
sédulenchromatographischer Reinigung in einer guten Ausbeute von 84% erhalten werden. Im
néchsten Schritt wurde das Catechol mittels Trifluoressigsdure in Chloroform/Wasser
entschitzt, das Produkt 86a konnte nach sdulenchromatographischer Reinigung in einer

Ausbeute von 79% erhalten werden (Schema 73).



Ergebnisse und Diskussion 133

e} OH o S
KLY+ iy
0] (0]

34

85
1. EDC-HCI, 4-DMAP
DMF, 12 h, RT
84%
2. TFA, CHCl,
3h,RT
79%
| 0

=yt
HO (@] 86a

Schema 73: Synthese des geschitzten Thiols 86a.

Nach einer Vorschrift von Wendeln et al. wurde das Thiol 86a mit Natriummethanolat in
Methanol entschiitzt.*®"! Nach 15 Minuten kam es zu einer Farbanderung von gelb zu braun,
auf dem Dunnschichtchromatogramm war kein Edukt mehr sichtbar. Nach Aufarbeitung
konnten lediglich  Zersetzungsprodukte erhalten werden. Da die Variante mit
Natriummethanolat nicht zum gewinschten Erfolg fiihrte, wurde die Entschitzung mit
Natriumborhydrid in Ethanol durchgefihrt (Schema 74, Tabelle 27).[*]

O
R CE A
HO O 86a

Tabelle 27

HO ©

86b

Schema 74: Entschitzung der Thiolfunktion 86a.

Tabelle 27: Bedingungen zur Entschitzung des Thiols 86a.

Eintrag  Bedingungen Ausbeute [%0]

1 NaOMe, MeOH -
2 NaBH,, EtOH 93
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Nach Aufarbeitung konnte das triethylenglykolbasierte Thiol 86b in einer sehr guten
Ausbeute von 93% erhalten werden.

4.4.6 Synthese des catecholbasierten Azidocumarins

Die Reaktionen vieler Biomolekiile sowie Proteine oder Oligonukleotide laufen bevorzugt in
waéssrigen Systemen ab. Bei der Cycloaddition zwischen dem Cumarin-Derivat 58a und
DNA 4 muss, aufgrund der schlechten Loslichkeit des Azids58a, in einem
Wasser/Dimethylsulfoxid-Gemisch gearbeitet werden. Um die Loslichkeit des Cumarin-
Derivats 58a zu verbessern, sollte dieses ebenfalls mit einer Ethylenglykol-Einheit modifiziert
werden. Das hatte nicht nur Vorteile fur die Reaktivitat der kupferkatalysierten Cycloaddition,
sondern auch auf die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies. Um den gewiinschten
Linker herzustellen, wurde das entschiitzte Amin 79 verwendet und mittels EDC-HCI und
4-DMAP an das Cumarin-Derivat 58a gekuppelt (Tabelle 28). Nach der Reinigung konnte das
gewunschte Produkt nicht nachgewiesen werden. Ein Grund hierfiir konnte die Labilitat des
Amins 79 darstellen.

Aus diesem Grund wurde die Verwendung des triethylenglykolbasierten Amins 73a
untersucht. Dieses wurde nach saulenchromatographischer Reinigung an 3-Azido-7-
(carboxymethoxy)cumarin (50) Uber die Saurefunktion ebenfalls mittels EDC-HCI und
4-DMAP gekuppelt, das gewtinschte Produkt konnte auch in diesem Fall nicht isoliert werden
(Tabelle 28).

Tabelle 28: Verwendete Amine zur Kupplung des Cumarin-Derivats.

Eintrag Amin  Produkt

1 79 -
2 73a -

Somit war es nicht moglich, unter Verwendung von EDC-HCI und 4-DMAP eine
Triethylenglykol-Einheit an das Azidocumarin 50 zu binden. Daher sollten weitere
Kupplungsreagenzien zur Reaktion der beiden Edukt 73a und 79 verwendet werden, aus

zeitlichen Grunden konnte dies bisher nicht weiter verfolgt werden.
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4.5 Trifunktionelle Linker zur Modifikation der TiO,-Nanopartikel

Bisher sind einige bifunktionelle Linker bekannt, die zum einen an Nanoteilchen binden und
zum anderen eine freie Funktionalitdt zur Bindung von beispielsweise Biomolekilen
aufweisen.’®! Auch in dieser Arbeit wurden einige catecholbasierte bifunktionelle Linker
synthetisiert und erfolgreich zur Anbindung von Biomolekilen verwendet (siehe 4.2 und 4.3).
Von groRem Interesse sind trifunktionelle Linker, da diese eine dritte Funktionalitét
aufweisen, an die ein Farbstoff zur Detektion innerhalb von Zellen gebunden werden kann.
Dies stellt ein interessantes Feld mit vielen unterschiedlichen Anwendungsmaoglichkeiten dar.
Der erste Ansatz einen trifunktionellen Linker zur Modifizierung der TiO,-Nanoteilchen zu
synthetisieren wurde ausgehend von Norepinephrin-Maleinimid (18) untersucht. An die
Hydroxylfunktion des Linkers 18 sollte ein triethylenglykolbasiertes Azid 68 gebunden
werden, wobei dieses zur 1,3-dipolaren Huisgen-Cycloaddition dienen konnte und
Triethylenglykol die Wasserl6slichkeit des Linkers verbessert (Schema 75).

on°

H

5+ HO o> Ns

HO
18 68

DCC, 4-DMAP
DMF, 12 h, RT

HO

(0]
N3 \/\O/\/OV\O/\)kO
87 e}
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N_o
7

Schema 75: Synthesestrategie zur Herstellung des trifunktionellen Linkers 87.

Die Synthese des trifunktionellen Linkers 87 war nicht erfolgreich, nach der Kupplung mittels
DCC und 4-DMAP und nach Aufarbeitung konnten lediglich die Edukte isoliert werden. Die
erfolgreiche Anwendung der verwendeten Reaktionsbedingungen konnte sowohl fur
Produkt 75a als auch fir 86b gezeigt werden (Kapitel 4.4.2 und 4.4.5). Die sterische
Hinderung der Hydroxylgruppe koénnte ein Grund dafiir sein, dass die Reaktion nicht

erfolgreich verlief. Die Synthese des Linkers 87 wurde nicht weiter verfolgt, stattdessen
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wurden zwei catecholbasierte Alkine 88 und 47 von Dr. Ishtiag Ahmed zur Verfligung

gestellt, um weitere Modifikationen durchzufuhren (Abbildung 67).

H
HO ! HO
TN s
HO HO NH2
88 47

1

NH,

Abbildung 67: Strukturen der trifunktionellen Alkin-Linker 88 und 47 basierend auf L-DOPA.

4.5.1 Bindung eines Farbstoffs an trifunktionellen Linker 88

Da es zur Komplexierung des freien Amins 88 wahrend der kupferkatalysierten Cycloaddition
kommen konnte, sollte vor der Addition eines weiteren Molekils, ein Farbstoff an das freie
Amin gebunden werden. Hierzu diente ein fluoreszierendes ATTO-Derivat, ATTO 532 mit
einer N-Hydroxysuccinimid-Gruppe, welche mit dem trifunktionellen Linker 88 in Phosphat-
Puffer (pH = 8) umgesetzt wurde (Schema 76).


http://de.wikipedia.org/wiki/N-Hydroxysuccinimid
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O ATTO 532-NHS

DMSO, Phosphat-Puffer
12 h, RT

\L o]
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Schema 76: Bindung des NHS-ATTO 532-Farbstoffs an den trifunktionellen Linker 88 mittels Amidkupplung.

Die Reinigung von 89 erfolgte mittels HPLC (Abbildung 68). Aus dem Chromatogramm ist
ersichtlich, dass ein neues Signal mit einer Retentionszeit von 14.7 Minuten entstanden ist,

welches bei 532 nm absorbiert.

—— Produkt 89 N

— 800 —— Atto532
= Alkin 88
S,
c
S
<!
2 400
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O p —

12 14 16
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Abbildung 68: HPLC-Chromatogramm der Reaktion des trifunktionellen Alkins 88 mit ATTO 532 bei 532 nm.
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Um zu dberprufen, ob die Reaktion auf Titandioxid-Nanopartikeln (DEG-NP) und
Nanostabchen durchgefiihrt werden kann, wurden zunachst alkinmodifizierte Partikel (NP-88)
und Stdbchen (NR-88) hergestellt. Anschlielend wurden diese Uber Nacht unter den oben
genannten Bedingungen mit dem Farbstoff ATTO 532 inkubiert. Eine Reinigung mittels
Zentrifugation war aufgrund der geringen Konzentration nicht moéglich, daher wurden die
modifizierten Nanopartikel und —stadbchen auf ein einprozentiges Agarose-Gel aufgetragen
(Abbildung 69). Die Reaktion auf der Nanopartikel- und Nanostdbchen-Oberflache zeigt zwei
Banden im Gel (Spur 3 und 4), die Bande mit der geringeren elektrophoretischen Mobilitat
entspricht der Reaktion in Losung (Spur 6). Die Bande mit der héheren elektrophoretischen
Mobilitét liegt zwischen reinem Farbstoff (Spur 7) und dem Reaktionsprodukt 89 in Lésung.
Dies zeigt eine erfolgreiche Bindung des Farbstoffs, da die Nanostdbchen und Nanopartikel
keine Fluoreszenz aufweisen wie aus den Spuren 1l und 2 zu erkennen ist. Die hdhere
Mobilitat der modifizierten Nanopartikel und —stabchen ist durch die zusatzliche Ladung des
ATTO-Farbstoffs 532 zu erklaren.

1 2 Samd. 5 e /
EHE )
EBem,
Abbildung 69: Fluoreszenz-Aufnahme eines einprozentigen Agarose-Gels mit alkinmodifizierten Nanopartikeln
(NP-89) und Nanostdbchen (NR-88) mit ATTO-Farbstoff 532. Spur 1: NR-88, Spur2: NP-88, Spur 3:

Farbstoffmodifizierte Stabchen (NR-89), Spur 4: Farbstoffmodifizierte Partikel (NP-89). Spur 5: leer, Spur 6:
ungereinigte Losung aus Alkin mit Farbstoff 89, Spur 7: reiner ATTO 532-Farbstoff.

Somit konnte gezeigt werden, dass es moglich ist an den trifunktionellen Linker 88 einen
ATTO-Farbstoff sowohl in Loésung als auch auf der Oberfliche der modifizierten

Nanoteilchen zu binden.

45.2 Kupferkatalysierte Cycloaddition mit Oligonukleotid

Um zu prifen, ob die Modifizierung der Alkingruppe des trifunktionellen Linkers 47 mit
DNA mittels der 1,3-dipolaren Cycloaddition mdglich ist, wurde die Reaktion mit dem

Alkin 47 und azidmodifizierter DNA 3 in Losung durchgefihrt. Die Reaktion wurde zunéchst
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unter den Standardbedingungen mit Kupfersulfat und Natriumascorbat durchgefihrt.

MALDI-TOF-Messungen zeigten jedoch lediglich die Masse des Ausgangsoligonukleotids
und nicht die Masse des DNA-modifizierten Linkers. Aus diesem Grund wurde ein
zusétzlicher Ligand, Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin 90 (THPTA) verwendet
(Schema 77), welcher bereits erfolgreich bei mehreren anspruchsvollen 1,3-dipolaren

Cycloadditionen in biologischen Systemen angewendet wurde.®!

HO
NN

HO

CuSOy, Natriumascorbat, THPTA
H,O, 12 h, RT
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NN
PRI B
HO 2 N

47-DNA 3

Schema 77: 1,3-dipolare Cycloaddition zwischen dem Alkin 47 und DNA 3 unter Verwendung von THPTA.

Die Reinigung erfolgte mittels HPLC und es ist ersichtlich, dass es zur Bildung eines breiten
Signals mit einer Retentionszeit von 20.0 Minuten kommt (Abbildung 70). Im Vergleich dazu

weist das reine Oligonukleotid DNA 3 eine Retentionszeit von 20.8 Minuten auf.
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Abbildung 70: HPLC-Chromatogramm der 1,3-dipolaren Cycloaddition zwischen Alkin 47 und DNA 3 bei
260 nm.

Es kommt folglich zu einer Verschiebung, die durch GroRe und Ladung des trifunktionellen
Alkins 47 verursacht wird. Um zu zeigen, dass die Reaktion zwischen Azid-DNA 3 und dem
trifunktionellen Linker 47 erfolgreich war, wurden MALDI-TOF-Messungen durchgefiihrt

(Tabelle 29).

Tabelle 29: MALDI-TOF Ergebnisse der Reaktion von trifunktionellem Linker 47 mit DNA 3.

Eintrag Mson [g/mol] Mg [g/mol]

DNA 3 7524 7525
47-DNA3 7758 7759

Das neu entstandene Signal weist die Masse des gewiinschten DNA-modifizierten Linkers 47-
DNA 3 auf, so konnte mit diesen Ergebnissen gezeigt werden, dass diese Reaktion erfolgreich
verlief. Daher wurde die kupferkatalysierte Cycloaddition auch zur Bindung von DNA auf der
Nanopartikel-Oberflache durchgefiihrt.

Bei der Modifizierung der Nanopartikel und Nanostédbchen mit dem Alkin 47 kam es zu einer
Farbénderung von orange zu braun, was einen erfolgreichen Ligandenaustausch aufzeigt. Im
néchsten Schritt wurde der pH-Wert auf 7.5 eingestellt. Daraufhin wurde die Cycloaddition
mit dem Azid-Oligonukleotid DNA 3 mittels Kupfersulfat, Natriumascorbat und THPTA Uber
Nacht durchgefihrt, dies ist anhand der Nanopartikel in Schema 78 dargestellt.
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Schema 78: Oberflachenmodifikation der Titandioxid-Nanopartikel mit Alkin 47 und anschlieRender

Cycloaddition mit DNA 3 unter Kupferkatalyse.

Um die Bindung des Oligonukleotids nachzuweisen, wurden mehrfach einprozentige
Agarose-Gele  angefertigt, was  erfolglos  blieb. Eine  Reinigung  mittels
GroRenausschlusschromatographie war ebenfalls nicht méglich. Somit kann keine Aussage
uber den erfolgreichen Verlauf der Reaktion getroffen werden. Ein Grund der dafr sprechen
konnte, dass die Reaktion erfolglos verlief, konnte der kupferstabilisierende Ligand 90 sein.
THPTA 90 ist durch seine Struktur ebenfalls in der Lage mittels der Hydroxylgruppen an
Titandioxid zu binden (Abbildung 71).

OH
=N
HO Nen KL/N\/\/
A

N—N

%

HO
Abbildung 71: Struktur des Liganden Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (THPTA) 90.

z
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Da nicht von einer Sattigung der Oberflache mit Alkin 47 ausgegangen werden kann, sollte
ein Uberschuss des kupferstabilisierenden Liganden 90 verwendet werden, dies wurde jedoch
bisher nicht untersucht.

Eine weitere Anwendung der ATTO-modifizierten Nanopartikel und -stdbchen wére die
kupferkatalysierte Cycloaddition mit DNA 3. Dies wurde aufgrund der Schwierigkeiten
Oligonukleotide an die Titandioxid-Nanoteilchen mittels einer kupferkatalysierten

Cycloaddition zu binden nicht weiter verfolgt.
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4.6 Bestimmung der Produktion von reaktiven Sauerstoffspezies nach der

Bestrahlung der TiO,-Nanoteilchen

Wie eingangs erwéhnt, produzieren Titandioxid-Nanostrukturen je nach GroRe und
Strukturtyp in wassriger Umgebung unter Bestrahlung von UV-Licht reaktive
Sauerstoffspezies (engl.: reactive oxygen species, ROS). ROS spielen sowohl bei der
Aktivierung als auch der Desaktivierung von bestimmten Molekilen eine wichtige Rolle,
zudem sind sie von groRer Bedeutung bei Signalwegen auf der Zellebene.™ Daher ist es vor
allem in der Biochemie und der Bionanotechnologie wichtig, die ROS-Aktivitat zu
untersuchen und zu kontrollieren.

Um die hergestellten Nanopartikel und Nanostabchen auf ihre ROS-Produktion zu

uberprifen, wurde eine enzymbasierte Methode entwickelt und angewendet.

4.6.1 TiO,-Nanopartikel

Fur die Messungen der reaktiven Sauerstoffspezies wurde ein Protokoll verwendet, welches
von Fruk et al. fiir Quantenpunkte beschrieben wurde.**? Es basiert auf der Aktivierung von
Meerrettichperoxidase (engl.: Horseradishperoxidase, HRP) in Gegenwart des Substrats 10-
Acteyl-3,7-dihydroxyphenoxazin (AmplifluRed®). Dieses farblose, nicht-fluoreszierende
Substrat wird von HRP in der Prasenz von Wasserstoffperoxid oxidiert, dabei entsteht
fluoreszierendes Resorufin  (Abbildung 72), welches mittels Fluoreszenz-Messungen

(Aex = 540, Aem = 585 nm) nachgewiesen werden kann.
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__ Leitungsband
hv T
i H,0,
i HRP
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X
/\ HO 0 OH
H,O OH - Resorufin (fluoreszierend)

Abbildung 72: a. Bildung der reaktiven Sauerstoffspezies unter Bestrahlung von Titandioxid-Nanopartikeln und

b. Bildung des fluoreszierenden Resorufins mittels Meerrettichperoxidase ausgehend von Ampliflu Red.
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Fur die Messungen der reaktiven Sauerstoffspezies wurden unterschiedliche Volumina an
Nanopartikeln (0, 1, 50 und 100 pL) fur 30 Minuten bei 366 nm bestrahlt. Nach der
Bestrahlung wurden HRP und Ampliflu Red nacheinander zugegeben, das Gemisch wurde fir
fiinf Minuten geschttelt bevor die Fluoreszenz-Messungen durchgefiihrt wurden. Es wurden
die mittels Diethylenglykol-Methode (DEG-NP), die mittels des Hochtemperatur-Verfahrens
hergestellten  (TiO,-NP Hochtemp) und  kommerziell  erhéltliche  Nanopartikel
(TiO2-NP komm) fir die Messungen verwendet und verglichen (Abbildung 73).
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Abbildung 73: Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies der drei Arten an Titandioxid-Nanopartikeln unter
Verwendung einer Lichtquelle mit 366 nm.

Es ist zu erkennen, dass lediglich die kommerziell erhéltlichen Nanopartikel (NP-komm) eine
starke Fluoreszenz des Resorufins aufweisen. Die Nanopartikel, die mittels der
Diethylenglykol-Methode und des Hochtemperatur-Verfahrens hergestellt wurden, zeigen
nahezu keine Anderung. Ein Grund fir die geringe Fluoreszenz bei den Nanopartikeln,
DEG-NP ist, dass die hergestellten Nanopartikel zum groRen Teil Rutil als Strukturtyp
aufweisen. Somit kann die geringe ROS-Produktion durch den Strukturtypen erklart werden,
da in der Literatur gezeigt werden konnte, dass Anatas mehr Radikale als Rutil erzeugen
kann.*®! Die Verwendung einer héheren Konzentration an TiO,-Nanopartikel fiihrte zu einem
Anstieg der Fluoreszenz, wie ebenfalls aus Abbildung 73 erkennbar ist.

Da aus den Berechnungen der Bandliicke (Kapitel 4.2.2) zu schlieen war, dass diese bei den
kleinen Nanopartikeln groRRer ist als die der kommerziellen Nanopartikel, wurde eine
energetischere Lichtquelle mit 254 nm verwendet, allerdings ist eine Bestrahlung mit einer
Wellenldnge von 254 nm nicht winschenswert, da es dadurch zu einem schnellen Abbau und
zu einer moglichen Deaktivierung der biologischen Molekile kommen kann. Die

Nanopartikel wurden wie oben beschrieben bestrahlt (Abbildung 74). Die Fluoreszenz wurde
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korrigiert, indem die Substanzen mit und ohne Bestrahlung gemessen wurden und diese
voneinander subtrahiert wurden. Es ist zu erkennen, dass es mit dieser Lichtquelle zu einer

Steigerung der Fluoreszenz fur alle drei Arten der Nanopartikel kommt.
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Abbildung 74: Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies der drei Arten an Titandioxid-Nanopartikeln unter

Verwendung einer Lichtquelle mit 254 nm.

Interessanterweise kommt es im Fall der mittels Diethylenglykol-Methode hergestellten
Nanopartikeln zu einer Verringerung der Fluoreszenz bei Erhdéhung der Partikel-
Konzentration. Das spricht flr einen Effekt, der auf Diethylenglykol zuriickzufthren ist und
einen starken Einfluss auf die ROS-Produktion aufweist. Eine mdgliche Hypothese ist, dass
Diethylenglykol wéhrend der Bestrahlung mit UV-Licht abgebaut wird und die entstandenen
Produkte als Radikalfanger agieren konnen und somit die Enzymaktivitat eingeschrénkt
wird.'*®! Mit hoheren Energien konnen die Nanopartikel mit einer Grofe um funf Nanometer

aktiviert werden.

4.6.2 Dopaminmodifizierte TiO,-Nanopartikel

Dopamin (9) ist dafirr bekannt, ein effektives Antioxidans zu sein.™*¥ Zudem konnte gezeigt
werden, dass das Amin 9 Nervenzellen vor oxidativem Stress schiitzen kann, indem es als
Radikalfanger agiert.® Die Produktion der Radikale ist stark von der Dopamin-
Konzentration abhédngig, so wirkt es als Antioxidans bei physiologisch relevanten
Konzentrationen, bei hoheren Konzentrationen hat es eine prooxidative Wirkung.[l%] Es

konnte gezeigt werden, dass es bei hohen Dopamin-Konzentrationen zu einer erhdhten
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Bildung von Superoxid und Wasserstoffperoxid kommt, daftr sind die Catechol- und die
Aminofunktion verantwortlich. %1%

Die dopaminmodifizierten Nanopartikel NP-9 wurden untersucht, um den Einfluss des
Oberflachenliganden auf die ROS-Produktion festzustellen. Abbildung 75 zeigt, dass

Dopamin (9) bei den kommerziellen Nanopartikeln keinen Einfluss ausubt.
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Abbildung 75: Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies der drei Arten an dopaminmodifizierten Titandioxid-
Nanopartikeln NP-9 bei 366 nm.

Die Bindung von Endiol-Liganden an die Oberflache ist effektiver wenn die Partikel kleiner
als 20 nm sind™®" somit konnte die Bindung des Dopamins (9) an die kommerziellen
Nanopartikel erschwert sein und der Charge-Transfer-Komplex nicht vollstandig ausgebildet
werden. Das kénnte zur Folge haben, dass Dopamin (9) zusatzlich in Losung vorhanden ist,
was die Konzentration erhoht und somit ein Grund fur die steigende Fluoreszenz darstellen
konnte. Auf die synthetisierten Nanopartikel trifft dies nicht zu, es ist nahezu keine
Fluoreszenz messbar, die auf eine Aktivierung des Enzyms durch die Bildung der reaktiven
Sauerstoffspezies deuten wirde. Dieses Ergebnis zeigt, dass Dopamin (9) einen
synergetischen Effekt auf der Oberflache der Nanopartikel aufweist. Vergleichbare
Ergebnisse wurden erhalten, wenn die Nanopartikel mit 254 nm bestrahlt wurden
(Abbildung 76).
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Abbildung 76: Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies der drei Arten an dopaminmaodifizierten Titandioxid-
Nanopartikeln (NP-9) unter Verwendung einer Lichtquelle mit 254 nm.

4.6.3 TiO,-Nanostabchen

Fir die Messungen der reaktiven Sauerstoffspezies der Nanostdbchen (NR) wurden dieselben
Bedingungen die flr die Nanopartikel verwendet wurden, untersucht. Aus Abbildung 77 ist zu
erkennen, dass die Nanostabchen in der Lage sind, unter Bestrahlung das Enzym HRP zu
aktivieren. Die Effizienz steigt mit der Reaktionszeit, die hochste Aktivitdt wiesen die
Stabchen auf, die acht Stunden refluxiert wurden. Der Grund hierfur liegt in der steigenden
Kristallinitdat der Nanostabchen, dadurch sinkt die Zahl der Defekte und somit steigt die
Fahigkeit der ROS-Produktion.!**®! Zudem ist zu erkennen, dass es mit erhéhtem Volumen an
Titandioxid ebenfalls zu einem Anstieg der Fluoreszenz kommt, somit ist eine
Konzentrationsabhangigkeit vorhanden.
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Abbildung 77: Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies durch Bestrahlung der Titandioxid-Nanostdbchen bei
366 nm.
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Um festzustellen, ob die Aktivitat des Enzyms HRP kontrolliert werden kann, wurden die
Nanostabchen mit HRP und Ampliflu Red® in einer Quarzkiivette gemischt und die
Fluoreszenz von Resorufin nach der Bestrahlung bestimmt (Abbildung 78).
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Abbildung 78: Lichtinduzierte Erzeugung der Peroxidase-Aktivitat mittels Titandioxid-Nanostabchen.

Zu Beginn der Bestrahlung steigt die Fluoreszenz, nach fiinf Minuten wurde die Lichtquelle
entfernt und fur flnf Minuten unter Lichtausschluss gelagert. In dieser Zeit kam es zu keinem
weiteren Anstieg der Fluoreszenz. Die darauffolgende Bestrahlung fuhrt wieder zu einem
Anstieg der Fluoreszenz. Die beiden Kontrollen, HRP mit Ampliflu Red® (AR) und
Nanostdbchen mit HRP und AR zeigten diesen Effekt nicht. Dies belegt, dass die
Enzymaktivitat durch die Anwesenheit von Licht und Titandioxid-Nanostabchen an- und

ausgeschaltet werden kann.

4.6.4 Dopaminmodifizierte TiO,-Nanostabchen

Die Bestrahlung der dopaminmodifizierten Nanostdbchen wurde wie bereits erwéhnt
durchgefuhrt. Im Vergleich zu den reinen Nanostdbchen weisen die dopaminmodifizierten
Stabchen einen erheblichen Einfluss auf die ROS-Produktion auf. Die Messungen sind in
Abbildung 79 dargestellt, hierbei wurden die Proben mit und ohne Licht gemessen. Die
Fluoreszenz im Dunkeln wurde von der mit Licht subtrahiert, um vergleichbare Ergebnisse zu

erhalten.
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Abbildung 79: Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies durch Bestrahlung der dopaminmodifizierten
Titandioxid-Nanostabchen NR-9.

Wie bereits erwédhnt hat Dopamin (9) abhangig von der Konzentration die Fahigkeit ROS zu
zerstoren, da es als Radikalfanger wirkt. Durch ihre groRe Oberflache konnen die
Nanostébchen viel Dopamin (9) binden und daher als effektive Radikalfanger dienen. Diese
Versuche haben gezeigt, dass die Untersuchung des Ligandeneinflusses sehr wichtig ist um
neue, effektive Nanohybride herzustellen. Dadurch erdffnet sich ein neuer Bereich der
Forschung.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

5.1 Synthese der TiO,-Nanoteilchen

Die Synthese der Titandioxid-Nanopartikel anhand der Hochtemperatur-Methode wurde
eingehend untersucht. Hierbei konnte durch Variation der Reaktionszeiten festgestellt werden,
dass bereits nach 2.5 Stunden definierte Titandioxid-Nanostdbchen erhalten wurden, nach
acht Stunden konnten stabile Anatas-Nanostédbchen hergestellt werden. Die Sol-Gel-Methode
wurde insofern variiert, als dass die Wasserloslichkeit im Vergleich zu den nach Wang et al.
hergestellten Nanopartikeln verbessert wurde.'* Zudem wurde beobachtet, dass durch
Variation der Reaktionszeiten Rutil- oder Anatas-Nanopartikel erhalten werden. Durch die
ligandenfreie Synthese sollten Titandioxid-Nanopartikel synthetisiert werden, die groRer als
die zuvor hergestellten Nanopartikel waren. Die erhaltenen Teilchen wiesen eine GréRe von
5-7 nm auf und waren auch ohne oberflachenstabilisierende Liganden duferst stabil.

5.2 Oberflachenmodifikation der TiO,-Nanoteilchen durch Michael-Additionen

Die Synthese des catecholbasierten Maleinimids 15 konnte ausgehend von Dopamin-
Hydrochlorid (9a) in einer Stufe durchgefiihrt werden. Die Modifikation der
Titandioxid-Nanopartikel mit Maleinimid 15 konnte anhand von DLS-, UV/Vis- sowie NMR-
Messungen und Berechnungen der Bandlicke im WVergleich zu den unmodifizierten
Nanopartikel belegt werden. Der thiolierte Zucker 19 wurde in einer Michael-Addition
erfolgreich an das Maleinimid 15 gebunden, das gereinigte Konjugat 20 wurde zu
Titandioxid-Nanopartikeln gegeben. Die bisher erhaltenen Ergebnisse sprechen fiir eine
erfolgreiche Bindung, es bedarf jedoch weiterer Analytik um Aussagen Uber den positiven
Verlauf der Reaktion treffen zu kdénnen.

Ebenso konnte thioliertes Peptoid 22 an das Maleinimid 15 gebunden werden, der
anschliefende Ligandenaustausch auf der Nanopartikel-Oberflache konnte aufgrund der
zusatzlichen Ladung des Farbstoffs nicht erfolgreich durchgefiihrt werden.

Anhand zweier thiolierter DNA-Strange wurde die Bindung zwischen Maleinimid 15 und
DNA 1 beziehungsweise 2 gezeigt. Durch Anderung des pH-Werts auf 7.5 konnte die
Michael-Reaktion erstmals an maleinimidmodifizierten Nanopartikeln NP-24a erfolgreich
durchgefuhrt werden. Somit konnte ein Zugang zu Titandioxid-DNA-Hybriden mittels
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Michael-Addition geschaffen werden. Die Bindung eines Modellpeptids 25 an das
Maleinimd 15 wurde ebenfalls durchgefiihrt, ein anschlieBender Ligandenaustausch an der
Nanopartikel-Oberflache war erfolgreich. Die Bindung des Peptids an Titandioxid wurde
sowohl  durch  UV/Vis- und DLS-Messungen,  Gelelektrophorese als auch  mit
GroRenausschlusschromatographie bestatigt. Die Reaktion zwischen BP100-Cystein 27 und
dem Maleinimid 15 flhrte zu einerseits zu einer Bindung von einem Dopamin-
Maleinimid 28a und weiterhin zu einer Bindung von zwei Dopamin-Maleinimid-
Molekilen 28b. Anhand der UV/Vis-Messungen der Oberflachenmodifikation mit 28b kann
von einer erfolgreiche Bindung an die Titandioxid-Nanopartikel ausgegangen werden, somit
konnte ein Peptid-TiO,-Nanopartikel-Hybrid aufgebaut werden, welches durch die
Modifikation des catecholbasierten Peptids 28 zellgangig ist.

5.3 Oberflachenmodifikation der TiO,-Nanoteilchen durch kupferkatalysierte
Azid-Alkin-Cycloadditionen

Ausgehend von 3,4-Dihydroxyzimtsaure (29) und 3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (32)
wurden die geschitzten Catechole 31 und 35 mit einer Alkinfunktion erhalten. Die
Entschutzung des Alkins 31 lieferte nicht das gewinschte Produkt, das catecholbasierte
Alkin 36 wurde erfolgreich synthetisiert. Das entsprechende Azid 37 konnte nicht erhalten
werden. Die anschlieBenden kupferkatalysierten Azid-Alkin-Cycloadditionen des Alkins 36
mit Biomolekilen wie Zucker 19a, DNA 3 und BP100-Azid 27a wurden erfolgreich in
L6sung durchgefihrt.

Die Reaktion mit alkinmodifiziertem Peptoid 43 scheiterte aufgrund der sterischen Hinderung
des Peptoids. Daher sollte fir zukinftige Cycloadditionen ein ,,Spacer“-Molekul zwischen
dem Peptoid und der Alkinfunktion eingebaut werden.

Bei der Reaktion der alkinmodifizierten Nanopartikel NP-36 mit Zucker-Azid 19a konnte
aufgrund fehlender Analyse-Methoden keine eindeutige Aussage fiir den Erfolg der Reaktion
getroffen werden.

Ein weiteres Titandioxid-DNA-Hybrid konnte erstmals durch Verwendung der
kupferkatalysierten Cycloaddition von DNA 3 und alkinmodifizierten Nanopartikeln NP-36
erhalten werden.

Durch Studien wurde gezeigt, dass die 1,3-dipolare Cycloaddition mit BP100-Azid 27a nur
ablauft, wenn die Catecholfunktionen der Alkine geschiitzt vorliegen. Die kupferkatalysierte

Cycloaddition zwischen dem Alkin 36 und Azidocumarin 50 konnte sowohl in Lésung als
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auch auf den alkinmodifizierten Titandioxid-Nanopartikeln durchgefiihrt werden. Dies wurde
anhand von UV/Vis- und Fluoreszenz-Messungen nachgewiesen. Der ,,self-reporting*-
Linker 58a, welcher durch Fluoreszenz den erfolgreichen Verlauf der Reaktion anzeigt, wurde
erfolgreich synthetisiert. Die anschlieBende kupferkatalysierte Cycloaddition des Cumarin-
Derivats 58a und DNA 3 flihrte in Lésung zum gewdinschten Produkt, auf der Nanopartikel-
Oberflache war dies nicht mdoglich. Eine Hybridisierung der DNA 3 mit einem
komplementéren, fluoreszierenden Strang flihrte ebenfalls nicht zum gewtinschten Hybrid. Zu
einer kupferfreien 1,3-dipolaren Cycloaddition wurde ein catecholbasiertes Cyclooctin-

Derivat 63a synthetisiert, welches in Losung mit DNA umgesetzt werden kann.

5.4 Triethylenglykolbasierte Linker

Um die Loslichkeit der bifunktionellen Catechol-Linker zu verbessern und somit das Arbeiten
in Puffersystemen mit Biomolekilen und den Nanopartikeln zu ermdglichen, wurden
Triethylenglyokol-Einheiten an die Catechole gebunden und verschiedene funktionelle
Gruppen eingefuhrt. So wurden wasserlosliche Linker mit einer Amino 73a-, einer
Maleinimid 24- und einer Thiolfunktion 86b hergestellt. Es war nicht mdglich
Azidocumarin50 mit einer  Triethylenglyokol-Einheit zu  synthetisieren.  Das
triethylenglykolmodifizierte Azid 75a wurde im Gegensatz zum Azid 37 ohne polare
Ethylenglykol-Einheit in guten Ausbeuten erhalten.

5.5 Modifikationen von trifunktionellen Linkern

Die kupferkatalysierte Cycloaddition wurde mit dem Alkin 47 unter VVerwendung von Tris(3-
hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (90) erfolgreich durchgefiihrt, auf der Titandioxid-
Oberflache war dies jedoch nicht mdoglich. Die freie Aminogruppe des trifunktionellen
Linkers 88 wurde mit einem ATTO-Farbstoff funktionalisiert. Die Reaktion wurde ebenfalls

auf Titandioxid-Nanoteilchen durchgefiihrt und resultierte in fluoreszierenden Nanoteilchen.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/047084289X.rn01358/full
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/047084289X.rn01358/full
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5.6 Untersuchung der TiO,-Nanoteilchen auf deren Produktion von reaktiven

Sauerstoffspezies

Die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies wurde anhand der Nanopartikel, die mittels
Diethylenglykol- und Hochtemperatur-Methode hergestellt wurden, untersucht. Als Vergleich
dienten kommerziell erhéltliche Titandioxid-Nanopartikel. Bei einer Bestrahlung mit UV-
Licht bei 366 nm wurde nahezu keine ROS-Produktion bei den synthetisierten Nanopartikel
detektiert. Aufgrund der geringeren Grofle der Nanopartikel im Vergleich zu den
kommerziellen Nanopartikeln bendtigen die kleinen Nanopartikel Licht mit hoherer Energie
um Radikale zu produzieren. Dies wurde anhand einer Lichtquelle mit einer Wellenldnge von
254 nm untersucht, was bei allen drei Typen an Nanopartikeln zu einer erhdhten Produktion
der reaktiven Sauerstoffspezies flihrte. Die Nanopartikel, die mittels der Sol-Gel-Methode
hergestellt wurden, bestehen aus Rutil, weshalb sie weniger Radikale produzieren als die
Partikel, die mittels der Hochtemperatur-Methode hergestellt wurden. Eine Modifizierung mit
Dopamin-Hydrochlorid (9a) fuhrte bei den Kkleineren Nanopartikeln zur erwarteten
Ausldschung der Radikalbildung. Bei den kommerziellen Nanopartikeln wurde kein Einfluss
von Dopamin (9) detektiert. Bei den Nanostédbchen konnte, ebenso wie bei den Nanopartikeln,
eine Konzentrationsabhangigkeit beobachtet werden. Je hoher die Konzentration der
Nanoteilchen, umso hoher war die Fluoreszenz-Intensitat, die durch radikalgesteuerte
Aktivitat des Enzyms Meerrettichperoxidase erhalten wurde. Die Nanostdbchen wiesen eine
gute Radikal-Produktion auf, am besten geeignet waren die Stidbchen, die nach acht Stunden
erhalten wurden. Zudem wurde beobachtet, dass sich die Enzym-Aktivitat der Titandioxid-
Nanoteilchen durch die Lichtquelle kontrollieren lasst. Durch Modifikation der Nanostabchen
mit Dopamin-Hydrochlorid (9a) konnte die Produktion der Radikale nahezu komplett

ausgeldscht werden.

5.7 Ausblick

Nachdem die Zucker 19 und 19a an die jeweiligen Linker 15 und 35 gebunden werden
konnten, wére der ndchste Schritt, eine Nachweismethode zu finden mit der sich eine Bindung
an die Titandioxid-Nanopartikel bestatigen lasst. Hierzu sollte die Verwendung von
fluoreszierenden Lektinen in Betracht gezogen werden, ebenso hilfreich waére die
Bestimmung der hydrodynamischen Radien im Vergleich zu den unmodifizierten

Nanopartikeln.
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Im Bezug auf die Peptoide sollte fur zukinftige Modifikationen ein Carboxyfluorescein-
Farbstoff anstelle des Rhodamin-Farbstoffs untersucht werden. Zur kupferkatalysierten
Cycloaddition sollte ein ,,Spacer*“-Molekil zwischen dem Peptoid und der Alkinfunktion
eingebaut werden und die sterische Hinderung des Alkins zu verringern.

Des Weiteren ware es aufschlussreich, den Effekt der Titandioxid-DNA- und Titandioxid-
Peptid-Hybride auf deren Produktion der reaktiven Sauerstoffproduktion in vivo und in vitro
zu untersuchen.

In Bezug auf die 1,3-dipolare Cycloaddition sollte der Fokus auf die kupferfreie
Cycloaddition mit dem catecholbasierten Cyclooctin 63a gelegt werden, um diese Reaktion
an der Oberflache der Titandioxid-Nanoteilchen in Zellen zu untersuchen.

Der Ligand Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin (90) ist aufgrund seiner Struktur
ebenfalls in der Lage ist an Titandioxid zu binden. Daher sollte firr die kupferkatalysierte
Cycloaddition zwischen alkinmodifizierten Nanopartikeln und DNA mit einem Uberschuss
des kupferstabilisierenden Liganden untersucht werden. Ebenso sollte die kupferkatalysierte
Cycloaddition mit DNA 3 auf den mit Farbstoff modifizierten Titandioxid-Nanopartikeln
(NP-89) durchgefiihrt werden.

Durch die Bindung der unterschiedlichen Catechole an Titandioxid erdffnet sich ein neues
Feld der Hybrid-Nanopartikel, welches beispielsweise die kupferfreie Cycloaddition innerhalb
der Zellen ermdoglichen koénnte. Zudem ist die Untersuchung der ROS-Produktion der

unterschiedlichen Linker ein interessanter Ansatz fur die photodynamische Therapie.


http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/047084289X.rn01358/full
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6 Experimenteller Teil

6.1 Allgemeines

Praparatives Arbeiten

Bei der Durchfiihrung von Reaktionen mit luft- und/oder feuchtigkeitsempfindlichen
Reagenzien wurden die Glasgerate vor Verwendung ausgeheizt, mehrmals evakuiert und mit
Argon beluftet. Fur alle Reaktionen, die unter Argonatmosphare durchgefihrt wurden, wurde
die tbliche Schlenktechnik verwendet. Flissige und geltste Substanzen wurden mit Hilfe von
Kunststoffspritzen und V2A-Stahlkanilen durch die Septumkappe Ulberfuhrt, fir groRere
Substanzmengen wurden Tropftrichter benutzt, Feststoffe wurden in pulverisierter Form
verwendet. Reaktionen bei 0°C wurden mit einer Kaltemischung Eis/H,O gekihlt.
Losungsmittel  wurden  generell  bei  mdoglichst  tiefer Temperatur (40 °C) am
Rotationsverdampfer unter vermindertem Druck entfernt. Wurden Ldsungsmittelgemische
eingesetzt, so wurden die verwendeten Losungsmittel einzeln volumetrisch abgemessen.
Wenn nicht anders angegeben, sind Losungen anorganischer Salze geséttigte waéssrige

Losungen.

Losungsmittel und Chemikalien

Alle technischen Lésungsmittel wurden vor Gebrauch destillativ gereinigt. Die absoluten
Losungsmittel und die der Qualitat p.a. (pro analysi), CHROMASOLV® sowie alle
Chemikalien waren kommerziell erhéltlich (Firmen: Sigma-Aldrich, Acros Organics, Fisher
Scientific, Merck, Carl Roth, Bachem, abcr, AlfaAesar) und wurden ohne weitere Reinigung
eingesetzt. Das verwendete fluoreszenzmarkierte Peptid wurde von PANATecs GmbH
erhalten, das Peptid ohne Farbstoff und die Peptide BP100 wurden von Dr. Parvesh
Wadhwani zur Verfugung gestellt. Die modifizierten BP100-Peptide wurden ebenfalls von
Dr. Parvesh Wadhwani hergestellt. Die Zucker-Molekiile wurden von Dr. Christine Richter
modifiziert. Die verwendeten Peptoide wurden von Dr. Sidonie Vollrath und Dominik Kélmel
zur Verfligung gestellt. Die Oligonukleotide wurden bei Sigma-Aldrich, atdbio und Baseclick

erworben.
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Analytik

Kernresonanzspektroskopie (NMR)

Die NMR-Spektren wurden auf folgenden Geraten aufgenommen:

'H-NMR 250 MHz, **C-NMR 63 MHz:  Bruker AC 250

'H-NMR 300 MHz, *C-NMR 75 MHz:  Bruker AVANCE 300

'H-NMR 400 MHz, **C-NMR 101 MHz:  Bruker AVANCE 400

'"H-NMR 500 MHz, *C-NMR 126 MHz:  Bruker AVANCE DRX 500

Alle Spektren wurden bei Raumtemperatur aufgenommen. Die erhaltenen Spektren wurden
anhand charakteristischer Losungsmittelsignale kalibriert. Die chemische Verschiebung o ist
in [ppm], die Kopplungskonstanten J in [Hz] angegeben. Charakterisierung der
Signalaufspaltung: s = Singulett, d = Dublett, t = Triplett, q = Quartett, bs = breites Singulett,
m = Multiplett, dd = Dublett vom Dublett. Die Spektren wurden nach 1. Ordnung
ausgewertet. Samtlichen Kopplungskonstanten wurden als Betrag in Hertz (Hz) angegeben.
Die Multiplizitat der Signalen in **C-NMR-Spektren wurde durch die DEPT-Technik (DEPT
= Distortionless Enhancement by Polarisation Transfer) bestimmt.

Massenspektrometrie (MS)

Die Proben wurden entweder mittels EI-MS (ElektronenstoR-
lonisationsmassenspektrospektrometrie) oder FAB-MS (fast atom bombardment mass
spectrometry) gemessen. EI- und FAB-Massenspektren wurden auf dem Gerat Finnigan
MAT 95 aufgenommen. Die MALDI-TOF-Messungen wurden an einem Auto Flex Il von
Bruker  durchgefihrt. Die  Angabe der  Molekilfragmente  erfolgte  als
Masse/Ladungsverhaltnis m/z; die Intensitat der Signale wurde in Prozent relativ zur Intensitat
des Basissignals (100%) angegeben.

EI-MS: Fir das Molekiilion wurde die Abkiirzung [M*] verwendet.

FAB-MS: Fiir das protonierte Molekiilion wurde die Abkiirzung [M+H]" verwendet.
MAVLDI-TOF: Fur das Molekilion wurde die Abkirzung [M] verwendet.
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Infrarotspektroskopie (IR)

Die aufgezeichneten Infrarotspektren wurden an den Gerédten Bruker ,IFS-88* oder Bruker
ALPHA in Form von DRIFT- oder ATR-Messungen aufgenommen. Feststoffe wurde als
Reinsubstanz oder KBr-Presslinge, Ole und Flussigkeiten als Film auf KBr vermessen. Die

Lage der Absorptionsbanden ist in Wellenzahlen  in der Einheit [cm™] angegeben.

Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC)

Zur Reinigung von DNA oder Peptiden, sowie organischer Verbindungen wurde eine
analytische  Hochdruckfliissigkeitschromatographie  (engl.  High  Pressure  Liquid
Chromatography, HPLC) von Agilent der 1200 Serie mit einem G11311A-Entgaser, einer
G1311A-Pumpe, einem G1329A-Fraktionssammler, einem G1316A-Séaulenofen, einem
G1315D-Diodenarray- und Multiwellendetektor und einem G1321A-Fluoreszenzdetektor
verwendet.

Zur Auftrennung von Peptiden sowie organischer Verbindungen wurde die Saule EC 125/4,6
Nucleodur C-18 Gravity (5 um) von Macherey-Nagel verwendet. Zur Auftrennung von
Oligonukleotiden wurde die Séule Zorbax Eclipse XDB C-18 (4.6-150 mm) von Agilent
verwendet.

Flussrate: 1 mL/min

GroRenausschlusschromatographie (FPLC)

Es wurde ein Aktaexplorer System von GE Healthcare mit einer P-900-Pumpe, einem
Frac950-Autosampler und einem UV900 bzw. pH/C-900-Detektor verwendet. Fir die
Messungen wurde eine Superdex 200 10/300 GL S&ule (13 um) verwendet.

Flussrate: 0.2-0.5 mL/min

Laufmittel: HEPES-Puffer, pH =7.4

Schuttler

Es wurde ein Schittler mit Heizblock des Typs Thermomixer Comfort 5355 VV2.12 der Firma
Eppendorf eingesetzt. Die Frequenz betrug 400 rpm.
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Zentrifugen

Es wurden Zentrifugen von Eppendorf des Typs Centrifuge 5415 R und Centrifuge 5804 R

verwendet.
Dunnschichtchromatographie

Es wurden DC-Aluminiumfolien mit Fluoreszenzindikator der Firma Merck (Kieselgel 60,
F2s4, Schichtdicke: 0.25 mm) verwendet. Die Detektion erfolgte durch Fluoreszenzléschung
unter UV-Licht bei A = 254 nm und bei A = 366 nm mit einer UV-Lampe des Typs Nu-4 KL
der Firma Benda Quarzlampen GmbH. Zur Entwicklung diente Seebach-Reagenz (2.50 %
Phosphormolybdénsaure, 1.00 % Cer(IV)sulfat-Tetrahydrat, 6.00 % konz. Schwefelsdure,
90.5 % H,0, Tauchlésung), Kaliumpermanganat-Ldsung (1.00 g Kaliumpermanganat, 2.00 g
Essigséure, 5.00 g Natriumhydrogencarbonat in 100 ml H,O, Tauchlésung) oder eine
0.2 %ige ethanolische Ninhydrin-L&sung mit anschliefender Erwarmung im HeiBluftstrom.

Saulenchromatographie

Die Trennungen wurden nach dem von Still®® erarbeiteten Verfahren mit Kieselgel 60 der
Firma Merck, Seesand (gegliiht, mit Salzsdure gereinigt) der Firma Merck sowie

vordestillierten Losungsmitteln durchgefiihrt.
Absorptions- und Emissionsspektren

Fur die Aufnahme der Absorptionsspektren wurde ein Cary 300 Scan von Varian verwendet.
Die Spektren wurden in einem Bereich von 200—800 nm aufgenommen. Soweit nicht anders
angegeben, wurde H,O als Basislinie verwendet. Die Aufnahme von Emissionsspektren

erfolgte an einem Cary Eclipse von Varian.
Dynamische Lichtstreuung (DLS) und Zetapotential
Die Aufnahme der GréRenverteilung und der Oberflachenladung der Nanopartikel erfolgte an

einem DLS Scattering Instrument von Malvern. Die Messungen wurden, soweit nicht anders

angegeben, in H,O durchgefihrt.
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Transmissionselektronenmikroskop (TEM)

Die mikroskopischen Bestimmungen wurden mit Hilfe eines
Transmissionselektronenmikroskops der Firma Philips, CM200 FEG/ST durchgefihrt, das

mit einer Beschleunigungsspannung von 200 kV betrieben wurde.

6.2 Synthesevorschriften und analytische Daten

6.2.1 Allgemeine Arbeitsvorschriften

AAV1: Allgemeine Arbeitsvorschrift 1 zur Synthese von TiO,-Nanopartikeln
Diethylenglykol-Methode!*"!

Es wurden 6 mL (6.72 g, 63.3 mmol, 1.00 Aq.) Diethylenglykol auf 60 °C erhitzt und 200 pL
(346 mg, 1.84 mmol, 0.03 Aq.) TiCl, zugetropft. Die leicht gelbe Losung wurde auf 75 °C
erhitzt. Daraufhin erfolgte die Zugabe von 100 uL H,O. Die Ldsung wurde fur die jeweils
angegebene Reaktionszeit auf 160 °C erhitzt. Uber Nacht wurde bei RT geriihrt, die
Nanopartikel wurden mittels Zugabe von 10 mL Aceton ausgeféllt und 40 min bei 3500 rpm
zentrifugiert. Die Reinigung der Nanopartikel erfolgte durch Zugabe von Aceton und
anschlieBender  Zentrifugation. Diese Schritte wurden dreimal wiederholt. Die
Charakterisierung erfolgte mittels TEM und UV/Vis-Spektroskopie.

AAV2: Allgemeine Arbeitsvorschrift 2 zur Synthese von TiO,-Nanomaterial
Oleylamin-Methode[®*

Es wurden 2.85g (10.0 mmol, 2.00 Ag.) Olsaure (10) und 24.8 g (65.0 mmol, 13.0 Aq.)
Oleylamin (11) vorgelegt und auf 230 °C erhitzt. Tropfenweise wurden 554 pL (0.958 g,
5.00 mmol, 1.00 Aqg.) TiCls zugegeben und bei verschiedenen Reaktionszeiten auf 270 °C
erhitzt. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 6 mL Toluol gestoppt und auf RT abgekhlt.
Die weiRen Nanoteilchen wurden durch Zugabe von Aceton (20 mL) ausgeféllt und 20 min
bei 3500 rpm zentrifugiert. Die Reinigung erfolgte durch Lésen der Nanoteilchen in Toluol,
Ausfallen mit EtOH und anschlieRender Zentrifugation. Die Waschschritte wurden dreimal
wiederholt. Die Charakterisierung erfolgte mittels TEM, DLS und UV/Vis-Spektroskopie.
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AAV3: Allgemeine Arbeitsvorschrift 3 zur Entschiitzung der Catecholfunktion!*®?

Eine Losung aus 1.00 Aq. Catechol in trockenem CHCI3 (2 mL/1.16 mmol) wurde zu einem
Gemisch aus 2 mL trockenem CHCI;, 25mol% TFA und 1mol% H,O zugegeben. Die
Reaktionsmischung wurde fur 3 h bei RT gerihrt, das Losungsmittel unter vermindertem

Druck entfernt und dreimal mit CHCI3 coevaporiert.

AAV4: Allgemeine Arbeitsvorschrift 4 zur Synthese der Triethylenglykol basierenden
Linker 67, 68, 71-73, 75, 79, 83, 84, 86, 951"4

Es wurden 1.20 Ag. des entsprechenden Amins in THF (5 mL /384 pmol Amin) gelést und

anschlieRend 1.20 Aq. HBTU, 1.20 Aqg. HOBt und 3.60 Ag. DIPEA zugegeben. Es wurde fiir

15 min gerihrt, dann erfolgte die Zugabe von 1.00 Ag. der jeweiligen Saure, das Gemisch

wurde fur 12 h bei RT gerlihrt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt

(CH2CI2/MeOH 20:1—9:1).

AAV5: Allgemeine Arbeitsvorschrift 5 zur Modifikation von 1-(3,4-
Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion 15

Zu 1.00Ag. Biomolekil in H,O (100 uL/100 um) wurden 3.00 Ag. 1-(3,4-

Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) in 100 pL MeCN gegeben und uber Nacht bei

RT inkubiert. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC (Tabelle 44).

AAVG6: Allgemeine Arbeitsvorschrift 6 zur Oberflachenmodifikation von

TiO, Nanopartikel und -stabchen
Zu 1.00 mg TiO, Nanoteilchen wurden 3.00 mg Catechol zugegeben. Es wurde tber Nacht
bei RT geschittelt. Die Reinigung erfolgte mittels dreimaliger Zentrifugation (jeweils 10 min
bei 1200 rpm).

6.2.2 Synthese der TiO,-Nanopartikel - Diethylenglykol-Methode

Nach AAV1 wurden die Komponenten fur 3 h, 6 h und 13 h auf 160 °C erhitzt. Es konnten
Ti0,-Nanopartikel in einer GroRe zwischen 3 und 4 nm hergestellt werden.
'H-NMR (250 MHz, D,0, 8): 3.68-3.72 (m, 4 H, 2xCH,), 3.59-3.63 (m, 4 H, 2xCH,).
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6.2.3 Synthese der TiO,-Nanoteilchen - Oleylamin-Methode

Nach AAV2 wurden die Komponenten fir 10 min, 2.5 h, 4 h, 6 h und 8 h auf 270 °C erhitzt.
Nach 10 min wurden 10 nm TiO,-Nanopartikel erhalten, nach 2.5 h, 4 h, 6 h und 8 h konnten
TiO,-Nanostabchen erhalten werden. Die Nanostébchen, die nach einer Reaktionszeit von 8 h
hergestellt wurden, wurden mit IR-Spektroskopie charakterisiert.

IR (KBr) 7: 3251, 2968, 2921, 2852, 1637, 1454, 1376, 1088, 1047 cm™.

6.2.4 Synthese der TiO,-Nanopartikeln - Ligandenfreie-Methode

Zu 20 mL H,O wurden bei 4 °C 500 pL TiCl, unter Argonatmosphére zugetropft. Nach 2 h
wurde die Losung klar und die Partikel wurden mittels Dialyse-Membran (NaH;PQOy,
pH = 6.5) gereinigt und ausgefallt. Die entstandenen Nanopartikel wurden mittels TEM

charakterisiert.

6.2.5 Synthese und Charakterisierung der catecholbasierenden Verbindungen

1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15)

e
HO N
s
HO

15

Es wurden 1.00g (5.27 mmol, 1.00 Aq.) Dopamin-Hydrochlorid (9a) in 30 mL ges.
NaHCOs-Losung gelost und auf 0 °C gekihlt. Unter Rihren wurden 817 mg (5.27 mmol,
1.00 Ag.) N-Methoxycarbonylmaleinimid (16) zugegeben. Nach 10 min wurde die Losung
durch Zugabe von 100 mL H,O verdiinnt und fir 40 min bei RT gerthrt. Der pH-Wert der
Losung wurde mit konz. H,SO,4 auf 2 eingestellt und dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert.
Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das
Losungsmittel  unter  vermindertem  Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde
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saulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 20:1). Es wurden 798 mg (3.43 mmol,
65%) 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) in Form eines gelben Feststoffs
erhalten (R; = 0.24, CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CD30D, 8): 6.74 (s, 2 H, Hyainimia), 6.66—6.15 (m, 3 H, Ha,), 3.67—
3.60 (M, 2 H, CH,NH), 2.70 (t, %J = 7.1 Hz, 2 H, CH,A).
3C-NMR (100 MHz, CDs0D, &): 172.4 (2xC), 146.3 (C), 145.0 (C), 134.5 (2xCH), 130.7
(C), 121.0 (C), 116.9 (C), 116.2 (C), 40.4 (CH,), 34.7 (CHy).
MS (FAB, 3-NBA): 234 (40) [M+H]", 233 (50), 138 (80), 137 (82), 107 (22).
HR-MS ([**C12'H11°N'®0,"], FAB): ber.: 234.0766 amu; gef.: 234.0765 amu.
IR (ATR) ¥: 3457, 3105, 2952, 1683, 1605, 1516, 1456, 1443, 1408, 1351,1321, 1302, 1282,
1261, 1193, 1166, 1137, 1107, 1058, 1028, 965, 944, 879, 821, 789, 769, 689, 643, 605, 540,
454, 400 cm™.,

1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-hydroxyethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (18)!**]

OH ﬁ?
HO N

O
HO
18

Nach Umkristallisieren aus EtOH und Et,O wurden 512 mg (2.49 mmol, 1.00 Ag.)
Norepinephrin (17a) in 20 mL ges. NaHCOs-Ldsung gelost und auf 0 °C gekihlt. Unter
Ruhren wurden 381 mg (2.49 mmol, 1.00 Ag.) N-Methoxycarbonylmaleinimid (16)
zugegeben. Nach 10 min wurde die Lésung durch Zugabe von 70 mL H,O verdinnt und fir
40 min bei RT gerihrt. Der pH-Wert der Lésung wurde mit konz. H,SO, auf 2 eingestellt und
dreimal mit je 30 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 20:1). Es wurden
358mg (1.44 mmol, 58%) 1-(2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-2-hydroxyethyl)-1H-pyrrol-2,5-
dion (18) in Form eines gelben Feststoffs erhalten (R = 0.23, CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, &): 8.88 (s, 1 H, OH), 8.75 (s, 1 H, OH), 6.99 (s, 2 H,
Huateinimia), 6.72 (S, 1 H, Hay), 6.63 (d, 3J = 8.0 Hz, 1 H, Ha,), 6.50 (d, 3J=8.0 Hz, 1 H, Ha),
5.34 (d, ®J = 4.2 Hz, 1 H, CH), 4.61-4.56 (m, 1 H, CH,), 3.53-3.47 (m, 1 H, CH,).
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3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8): 170.9 (C), 144.9 (C), 144.4 (C), 134.4 (CH), 133.4 (C),
116.7 (CH), 115.1 (CH), 113.2 (CH), 69.1 (CH), 45.0 (CH,).

MS (FAB, 3-NBA): 250 (62) [M+H]", 107 (22), 89 (21).

HR-MS ([**C1,"H11°N**05"], FAB): ber.: 258.1130 amu; gef.: 258.1133 amu.

(E)-(3,4-Dihydroxyphenyl)propensauremethylester (91)1%%!

O

HO
X OMe

HO
91

Zu einer Losung aus 2.00 g (11.1 mmol, 1.00 Aq.) (3,4-Dihydroxyphenyl)propensaure (29) in
180 mL MeOH wurden unter Argonatmosphare 500 uL konz. H,SO, gegeben. Die gelbe
Losung wurde fir 2 h bei 70 °C zum Sieden erhitzt. Nach Abklhlen auf RT wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der gelbe Riickstand wurde in 50 mL
EtOAc gelost und zweimal mit je 20 mL ges. NaHCOs;-Losung gewaschen. Die waéssrige
Phase wurde dreimal mit je 20 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen
wurden mit 20 mL ges. NaCl-Lésung gewaschen, tiber Na SO, getrocknet und abfiltriert. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 2.00 g (10.3 mmol,
93%) (3,4-Dihydroxyphenyl)propensauremethylester (91) in Form eines hellgelben Feststoffs
erhalten.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds_6): 7.48 (d, 3J =16.0 Hz, 1 H, CH), 7.05-6.98 (m, 2 H,
Ha), 6.76 (d, 33 =8.1 Hz, 1 H, Ha), 6.27 (d, 3J = 16.0 Hz, 1 H, CH), 3.68 (s, 3 H, CHs).

(E)-2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)propensauremethylester (92)1%%!

O

O X7 oM
><O °

92
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Unter Argonatmosphare wurden zu einer Losung aus 2.09g (10.7 mmol, 1.00 Ag.)
(3,4-Dihydroxyphenyl)propensduremethylester (91) in 150 mL wasserfreiem CHCI3; 9.81 g
(94.2 mmol, 8.77 Ag.) 2,2-Dimethoxypropan und 330mg (1.74 mmol, 0.100 Aq.)
p-Toluolsulfonsédure-Monohydrat gegeben. Es wurde fir 16 h zum Sieden erhitzt. Die
gelbbraune Ldésung wurde mit 20 mL ges. NaHCOg3-Ldsung neutralisiert und die wéssrige
Phase dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt.
Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (c-Hexan/Et,O 30:1—9:1). Es
wurden 1.25¢g (5.34 mmol, 50%) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-
yl)propensauremethylester (92) in Form eines gelben Ols erhalten (Rf=0.25, c-Hexan/Et,0
20:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 7.59 (d, 3J = 15.9 Hz, 1 H, CH), 6.98-6.94 (m, 2 H, Ha/),
6.74-6.70 (m, 1 H, Ha), 6.24 (d, 2J=15.9 Hz, 1 H, CH), 3.79 (s, 3H, CHs), 1.67 (s, 6 H,
2xCHj3).

(E)-2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)propensaure (93)*?

O

O X" “OH
X
o

93

Es wurden 1.25g (5.34mmol, 1.00Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-
yl)propensdauremethylester (92) in 27 mL H,O und 30 mL MeOH suspendiert. AnschlieRend
wurden 260 mg (10.7 mmol, 2.00 Ag.) LiOH zugegeben. Die Suspension wurde tiber Nacht
bei RT geruihrt. Methanol wurde unter vermindertem Druck entfernt, der wéssrige Riickstand
mit 0.1 m HCI angesduert (pH =5-6), dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert und Uber
Na SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, es wurden
678 mg (3.10 mmol, 58%) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)propensaure (93) in Form
eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 8): 7.69 (d, *J = 15.8 Hz, 1 H, CH), 7.01-6.95 (m, 2 H, Ha),
6.73 (d, ®2J=7.8 Hz, 1 H, Ha), 6.25 (d, 23 = 15.8 Hz, 1 H, CH), 1.70 (s, 6 H, 2xCH3).
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(E)-3-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-y1)-N-(prop-2-yn-1-yl)acrylamid (31)84

O
redheh
O

31

Es wurden 680mg (3.09 mmol, 1.00Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-
yl)propensaure (93) in 10 mL DMF geldst. Zur orangenen LOsung wurden 710 mg
(3.712 mmol, 1.20 Ag.) EDC-HCI, 210 mg (1.55 mmol, 0.50 Ag.) HOBt und 200 pL (170 mg,
3.09 mmol, 1.00 Aq.) Propargylamin zugegeben. Das Gemisch wurde 2 d bei RT geriihrt und
der vollstandige Umsatz der Reaktion mittels DC (c-Hexan/EtOAc 1:1) Uberpriift. Nach
Entfernen des LoOsungsmittels wurde das Rohprodukt sdulenchromatographisch gereinigt
(c-Hexan/EtOAc 3:1—1:1). Es wurden 704mg (2.75mmol, 89%) (E)-3-(2,2-
Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acrylamid (31) in Form eines hellgelben
Feststoffes erhalten (Rf = 0.34, c-Hexan/EtOAc 1:1).

'"H-NMR (300 MHz, CDCls, 6): 7.56 (d, ®J = 15.5 Hz, 1 H, CH), 6.96-6.89 (m, 2 H, Ha,),
6.71 (d, *J=7.9 Hz, 1 H, Ha)), 6.18 (d, *J = 15.5 Hz, 1 H, CH), 5.71 (bs, 1 H, NH), 4.20-4.11
(m, 2 H, CH,), 2.27-2.23 (m, 1 H, CH), 1.69 (s, 6 H, 2xCHp3).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 159.4 (C), 143.0 (C), 141.9 (C), 127.8 (CH), 125.2 (CH),
123.6 (C), 118.3 (CH), 117.1 (CH), 110.8.1 (CH), 108.3 (CH), 106.1 (CH), 71.6 (CH), 55.8
(CH), 29.3 (CHy), 25.8 (CHg), 25.5 (CHj3).

MS (FAB, 3-NBA): 259 (22) [M+H]", 258 (100) [M]", 203 (31).
HR-MS ([**C15'H16°N*®05"], FAB): ber.: 258.1130 amu; gef.: 258.1128 amu.

(3,4-Dihydroxyphenyl)essigsauremethylester (59)!%°*!
HOmOMe
HO ©
59

Zu einer Losung aus 1.50 g (8.93 mmol, 1.00 Aqg.) (3,4-Dihydroxyphenyl)essigsaure (32) in
150 mL MeOH wurden 500 pL konzentrierte H,SO,4 gegeben. Die farblose Lésung wurde flr
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2 h zum Sieden erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde das Losungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt und der gelbliche Rickstand in 50 mL EtOAc geltst. Die Losung wurde
dreimal mit je 20 mL ges. NaHCOs3-L6osung gewaschen und die wéssrige Phase dreimal mit je
20 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden mit gesattigter NaCl-
Losung gewaschen, Uber Na,SO,4 getrocknet und abfiltriert. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem  Druck  entfernt. Es  wurden 1.63g  (8.93mmol, quant.)
(3,4-Dihydroxyphenyl)essigsauremethylester (59) in Form eines gelben Ols erhalten. Die
analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur Gberein.!?%%!

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.78-6.75 (m, 2 H, Ha), 6.68-6.64 (dd, %J=2.0 Hz, 1 H,
Har), 5.75 (bs, 2 H, OH), 3.71 (s, 3 H, CH3), 3.52 (s, 2 H, CH,).

2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)essigsauremethylester (33)2%*!
O OMe
=1 TY
33

Unter Argonatmosphére wurden 1.67¢ (9.17 mmol, 1.00 Aq.)
(3,4-Dihydroxyphenyl)essigsauremethylester (59) in 150 mL wasserfreiem CHCI; gelst.
8.37g (80.4 mmol, 8.77 Ag.) 2,2-Dimethoxypropan und 280 mg (1.48 mmol, 0.100 Aq.)
p-Toluolsulfonsédure-Monohydrat wurden zugegeben und fur 16 h zum Sieden erhitzt. Die
rotbraune Ldsung wurde mit ges. NaHCOs-Losung neutralisiert und die wassrige Phase
dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden Uber
Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt (c-Hexan/Et,O 30:1—9:1). Es wurden
1.47 g (6.62 mmol, 72%) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)essigsauremethylester (33) in
Form eines gelben Ols erhalten (Rf=0.26, c-Hexan/Et,O 20:1). Die analytischen Daten
stimmen mit denen der Literatur tberein.*!

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 6.69-6.66 (m, 3 H, Ha,), 3.69 (s, 3 H, CHs), 3.52 (s, 2 H,
CHy), 1.66 (s, 6 H, 2xCHy).
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2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)essigsaure (34)16%
O OH
SO
34

Es wurden 1479 (6.62mmol, 1.00Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-
yl)essigsduremethylester (33) in 27 mL H,O und 30 mL MeOH gel6st. Anschliefend wurden
320 mg (13.2 mmol, 2.00 Ag.) LiOH zugegeben. Die Mischung wurde iiber Nacht bei RT
geriihrt. Methanol wurde unter vermindertem Druck entfernt, der wassrige Ruckstand mit
0.1 M HCI angeséduert (pH =5-6), dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert, Gber Na,SO,4
getrocknet und abfiltriert. Das Ldsungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt. Es
wurden 1.26 g (5.78 mmol, 87%) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)essigsaure (34) in
Form eines gelben Ols erhalten.

'H-NMR (300 MHz, CDCls, 6): 6.68-6.65 (m, 3 H, Ha,), 3.54 (s, 2 H, CH,), 1.66 (s, 6 H,
2xCHj3).
B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, ): 172.8, 146.6, 145.4, 127.9, 121.7, 117.6, 109.5, 107.6,
40.1, 25.4 (2xC).
MS (El): 222 (58), 208 (26) [M]", 207 (100) [M] ,193 (28).
HR-MS ([**C11'*H1,™°04], EI): ber.: 208.0736 amu; gef.: 208.0739 amu.

2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yI)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid (35)12!

: 2
AT ¥

35

Es wurden 1.26g (5.78mmol, 1.00Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-
yl)essigséure (34) in 10 mL DMF gel6st. Zur orangenen Losung wurden 1.33 g (6.93 mmol,
1.20 Ag.) EDC-HCI, 390 mg (2.90 mmol, 0.500 Ag.) HOBt und 370 pL (320 mg, 5.78 mmol,
1.00 Aq.) Propargylamin 30 zugegeben. Die Mischung wurde 2 d bei RT geriihrt und der
vollstdndige Umsatz der Reaktion mittels DC (c-Hexan/EtOAc 1:1) uberprift. Nach
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Entfernen des Losungsmittels wurde das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (c-
Hexan/EtOAc  5:2—1:1). Es wurden 1.26g (5.15mmol, 89%) 2-(2,2-
Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid (35) in Form eines hellgelben
Feststoffs erhalten (Rf = 0.25, c-Hexan/EtOAc 1:1).

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 6): 8.41 (bs, 1 H, NH), 6.73-6.61 (m, 3 H, Ha/), 3.85-3.82
(m, 2 H, NHCH,), 3.33 (s, 2 H, ArCH,), 3.11-3.10 (m, 1 H, CH), 1.61 (s, 6 H, 2xCHj3).
B3C-NMR (60 MHz, DMSO-dgs, 8): 169.9, 146.6, 145.4, 128.9, 121.3, 117.4, 109.1, 107.6,
81.1,72.9,415, 27.9, 25.5 (2xC).

MS (FAB, 3-NBA): 246 (51) [M+H]*, 154 (100), 137 (62).

HR-MS ([**C14'H16™°N'®05"], FAB): ber.: 246.1130 amu; gef.: 246.1131 amu.

IR (ATR) 7: 3281, 3251, 3066, 2999, 2939, 1667, 1644, 1547, 1493, 1414, 1380, 1367, 1337,
1280, 1222, 1160, 1114, 1070, 1022, 978 948, 920, 883, 870, 856, 834, 816, 778 cm™.

2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid (36)

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphdre 7 mL entgastes CHCI3;, 2.37 mL TFA und
95.0uL  H,O zu einer Lésung aus 100mg (408 umol, 1.00 Aq.) 2-(2,2-
Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid (35) in 7 mL entgastem CHCl;
gegeben. Es wurden 88.6 mg (408 pumol, quant.) 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-yn-1-
yl)acetamid (36) in Form eines orangenen Ols erhalten.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 0): 8.62 (d, *J=8.4 Hz, 2 H, Ha,), 6.47 (d, *J = 8.4 Hz,
1 H, Ha), 3.84-3.81 (m, 2 H, NHCH,), 3.20 (s, 2 H, ArCH,), 3.10-3.08 (m, 1 H, CH).
B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 6): 170.4 (C), 144.8 (C), 143.7 (C), 126.7 (C), 119.7 (C),
116.3 (C), 115.2 (C), 81.2 (C), 72.9 (CH), 41.4 (CH,), 27.9 (CH,).
MS (FAB, 3-NBA): 137 (62), 154 (99), 246 (100) [M+H]", 163 (82), 123 (22),
HR-MS ([**C11'H15°N*03"], FAB): ber.: 246.1130 amu; gef.: 246.1131 amu.
IR (ATR) v: 3281, 2971, 2463, 2123, 1630, 1599, 1514, 1439, 1346, 1279, 1195, 1151, 1116,
1025, 965, 873, 819, 794, 645, 454 cm™.
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3-Amino-7-hydroxycumarin (94)*"

Z>NH,

94

Es wurden 2.76 g (20 mmol, 1.00 Aq.) 2,4-Dihydroxybenzaldehyd (52), 2.34 g (20 mmol,
1.00 Aqg.) N-Acetylglycin (53) und 5.22 g (20 mmol, 1.00 Aq.) wasserfreies Natriumacetat in
100 mL Essigsdaureanhydrid suspendiert und fur 4 h bei 145 °C zum Sieden erhitzt. Nach
Abkihlen auf RT wurde die braune Lésung auf 100 mL Eis gegeben und Gber Nacht bei 5 °C
stehen gelassen. Das geschutzte Zwischenprodukt 54 wurde filtriert, es wurden 20 mL
konzentrierter HCI und 10 mL Ethanol zum Ruckstand gegeben und fiir 1 h bei 85 °C zum
Sieden erhitzt. Nach Abfiltrieren und waschen mit H,O wurden 2.20 g (12.4 mmol, 62%) 3-
Amino-7-hydroxycumarin (94) in Form eines braunen Feststoffs erhalten. Die analytischen
Daten stimmen mit denen der Literatur Gberein.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 6): 7.41-7.37 (d,%1 = 8.4 Hz, 1 H, Ha,), 7.23 (5, 1 H, Ha)),
6.79-6.73 (m, 2 H, Ha), 6.37 (bs, 2 H, NH,).
MS (FAB, 3-NBA): 178 (42) [M+H]", 155 (26), 107 (22).

3-Azido-7-hydroxycumarin (50)1""

= N

50

Es wurden 2.76 g (20.0 mmol, 1.00 Ag.) 2,4-Dihydroxybenzaldehyd (52), 2.34 g (20.0 mmol,
1.00 Aqg.) N-Acetylglycin (53) und 5.22 g (20.0 mmol, 1.00 Aq.) trockenes Natriumacetat in
100 mL Essigsdureanhydrid suspendiert und fur 6 h zum Sieden erhitzt. Das Ldsungsmittel
wurde unter vermindertem Druck entfernt und das diacylierte Zwischenprodukt
saulenchromatographisch gereinigt (Heptan/EtOAc 1:1). Es wurden 3.10 g (15.2 mmol, 76%)
3-Acetamido-2-0xo-2H-chromen-7-yl-acetat (54) in Form eines gelben Feststoffes erhalten
(Rf = 0.35, Heptan/EtOAC 1:1).
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Das Zwischenprodukt wurde in 20 mL konzentrierter HCI und 10 mL Ethanol fir 1 h zum
Sieden erhitzt. Nach Zugabe von 40 g Eis wurde die Suspension auf 0 °C gekihlt und 2.76 g
(40 mmol, 1.00 Ag.) Natriumnitrit zugegeben. Nach 15 min wurden portionsweise 3.90 g
(60 mmol, 1.50 Ag.) Natriumazid zugegeben und fiir weitere 20 min geriihrt. Das Produkt
wurde filtriert und mit mehrmals mit je 100 mL H,O gewaschen. Es wurden 2.18 g
(7.40 mmol, 37%) 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) in Form eines braunen Feststoffes
erhalten (R;=0.45, Heptan/EtOAc 1:2). Die analytischen Daten stimmen mit denen der
Literatur Gberein.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-dg, 8): 10.5 (s, 1 H, OH), 7.60 (s, 1 H, Ha,), 7.50-7.46 (m,
1 H, Har), 6.83-6.76 (m, 2 H, Ha)).
MS (E1): 203 (30) [M*], 177 (30), 175 (25), 147 (100), 131 (21), 130 (26), 119 (60), 76 (21).

3-Azido-7-(tert-butylcarboxymethoxy)chromen-2-on (57)1""

XOLO 0._0O
T,

57

Es wurden 190 mg (440 pumol, 1.00 Ag.) 3-Azido-7-hydroxycumarin (50) in 5 mL trockenem
DMF unter Argonatmosphare gelost und 61.2 mg (440 pmol, 1.00 Ag.) K,COs zugegeben.
Das Reaktionsgemisch wurde fur 10 min bei RT gerthrt und 138 pL (86.4 mg, 443 umol,
1.00 Aq.) Bromessigsaure-tert-butylester (56) wurden zugetropft. Die Reaktion wurde fiir 3 h
auf 40 °C erhitzt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (Heptan/EtOAc
1:1). Es wurden 109 mg (420 pmol, 95%) 3-Azido-7-(tert-butylcarboxymethoxy)chromen-2-
on (57) in Form eines gelben Feststoffs erhalten (R¢ = 0.70, Heptan/EtOAc 1:1).

'"H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 7.54 (d, 21 = 8.55, 1 H, Hp,), 6.99-6.92 (m, 3 H, Hp,), 4.78
(s, 2 H, CH,), 1.43 (s, 9 H, 3xCHy).
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2-((3-Azido-2-0x0-2H-chromen-7-yl)oxy)essigsaure (57a)*"%

Es wurden 179 mg (564 pmol) 3-Azido-7-(tert-butylcarboxymethoxy)chromen-2-on (57) in
15.5 mL CH,Cl, gel6st und 6.60 mL TFA zugegeben. Nach 1 h Rihren bei RT wurde das
Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 90.0 mg (345 umol, 61%)
2-((3-Azido-2-0xo0-2H-chromen-7-yl)oxy)essigsaure (57a) in Form eines gelben Feststoffs
erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein.

'H-NMR (250 MHz, CDCls/CD30D, 6): 7.36-7.33 (m, 1 H, Ha/), 6.92 (s, 1 H, Ha,), 6.89—
6.81 (M, 2 H, Ha), 4.63 (s, 2 H, CH)).
MS (FAB, 3-NBA): 279 (42), 273 (42), 270 (38), 262 (64) [M+H]", 259 (42), 253 (30).
IR (ATR) ¥: 2919, 2128, 1724, 1617, 1507, 1425, 1379, 1327, 1247, 1148, 1060, 979, 909,
842, 808, 782, 757, 678, 616, 597, 582, 562, 518, 438, 409 cm™.

2-((3-Azido-2-0x0-2H-chromen-7-yl)oxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-

yl)ethyl)acetamid (58)M""
N
SOy ey e
O
© 58

Es wurden 154mg (580 umol, 1.00Aq.)  2-((3-Azido-2-oxo0-2H-chromen-7-
yl)oxy)essigsaure (57a), 79.0 mg (409 pmol, 0.700 Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-
5-yl)ethanamin (40) und 125 mg (1.23 mmol, 2.08 Aq.) 4-DMAP unter Argonatmosphére in
3 mL trockenem CHCI3 geldst und auf 0 °C gekihlt. Daraufhin wurden 120 mg (626 pumol,
1.06 Ag.) EDC-HCI zugegeben und fir 3d bei RT gerilhrt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 20:1—9:1). Es wurden 78.0 mg
(179 pmol, 30%) 2-((3-Azido-2-0x0-2H-chromen-7-yl)oxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo-
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[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)acetamid (58) in Form eines braunen Feststoffs erhalten (R =0.31,
CH.Cl,/MeOH 9:1).

'"H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 7.38-7.25 (m, 1 H, Ha), 6.98-6.94 (m, 2 H, Ha,), 6.85—
6.55 (m, 4H, Hp), 4.61 (s, 2H, CH,0), 3.63 (t, 2J=6.6 Hz, 2H, CH,NH), 2.83 (t,
%J=6.6 Hz, 2 H, ArCH,), 1.75 (s, 6 H, 2xCHy).
3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 8): 166.9 (C), 162.5 (CH), 158.9 (CH), 157.3 (CH), 152.6
(CH), 147.6 (CH), 131.4 (CH), 129.7 (CH), 128.5 (CH), 125.8 (CH), 124.1 (CH), 121.2 (CH),
117.9 (CH), 112.6 (CH), 108.8 (CH), 102.3 (CH), 67.5 (CH), 66.9 (CH,), 41.2 (CH,), 36.4
(CHy), 30.9 (2xCHy).

MS (FAB, 3-NBA): 437 (100) [M+H]", 421 (32), 409 (90), 394 (30), 380 (82), 371 (78), 369
(50), 341 (36), 340 (42), 325 (38), 313 (46), 390 (36).

HR-MS ([*C'H235"N4*°0g"], FAB): ber.: 437.1461 amu; gef.: 437.1466 amu.

IR (ATR) 7: 3388, 3066, 2988, 2930, 2122, 1716, 1673, 1615, 1540, 1493, 1433, 1375, 1326,
1250, 1229, 1141, 1119, 1055, 1037, 978, 939, 906, 834, 807,3 785, 758, 734, 700, 658 cm™.

2-((3-Azido-2-0x0-2H-chromen-7-yl)oxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)acetamid (58a)

AN N3
HO N
ek
O
HO 58a

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphére 3 mL entgastes CHCI3, 625 pL TFA und 25 pL
H,O zu einer Losung aus 83.0 mg (190 pmol, 1.00 Aq.) 2-((3-Azido-2-0x0-2H-chromen-7-
yl)oxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)acetamid (58) in 3 mL entgastem
CHCI; gegeben. Es wurden 85.0 mg (190 umol, quant.) 2-((3-Azido-2-0x0-2H-chromen-7-
yl)oxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)acetamid (58a) in Form eines braun-griinen Feststoffs
erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CD3OD/CDCls, 6): 7.43 (s, 1 H, Ha), 7.40-7.36 (m, 1 H, Ha,),6.88—
6.82 (m, 2 H, Ha;), 6.69-6.61 (m, 2 H, Har), 6.50-6.43 (m, 1 H, Ha/), 4.49 (s, 2 H, CH,0),
3.47 (t,33 = 7.1 Hz, 2 H, CH,NH), 2.67 (t, *J = 7.1 Hz, 2 H, ArCH,).
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3C-NMR (100 MHz, CDs0OD/CDCls, ¢): 170.9 (C), 162.1 (C), 160.8 (C), 155.5 (C), 147.7
(C), 146.2 (C),133.1 (C), 131.5 (C), 129.5 (C), 126.8 (CH), 122.9 (CH), 118.3 (CH), 118.1
(CH), 116.7 (CH), 115.9 (CH), 104.9 (CH), 70.1 (CH,), 43.2 (CH,), 37.3 (CH,).

MS (FAB, 3-NBA): 420 (100) [M+Na]™, 397 (82) [M+H]", 380 (38), 369 (50), 368 (60), 357
(44).

HR-MS ([**C1s'H17°N4*°0¢"], FAB): ber.: 397.1148 amu; gef.: 397.1146 amu.

IR (ATR) ¥: 3365, 2917, 2849, 2105, 1781, 1740, 1647, 1605, 1558, 1508, 1430, 1377, 1353,
1328, 1276, 1249, 1163, 1137, 1058, 103, 951, 888, 870, 834, 806, 758, 701, 670, 631, 597,
563, 509, 460, 435 cm™.

N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-2,2,2-trifluoracetamid (38)¢?

H
N

HODN \C[)]/CFg,
HO

38

Eine Losung aus 5.00g (26.4 mmol, 1.00 Ag.) Dopamin-Hydrochlorid (9a) in 60 mL
Methanol wurde 30 min mit Argon entgast und mit 730 uL (108 mmol, 4.11 Aq.)
Triethylamin und 15.0 mL (54.1 mmol, 2.05Aq.) Methyltrifluoracetat versetzt. Die
Reaktionsmischung wurde ber Nacht bei RT gerlhrt. Das Loésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Ruickstand mit 1 m HCI-L6sung auf pH = 1 eingestellt und
dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert. Die vereinten organischen Phasen wurden mit 50 mL
H,O gewaschen, lber Na,SO, getrocknet und das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Es wurden 6.499g (26.1 mmol, 99%) N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-2,2,2-
trifluoracetamid (38) in Form eines weillen Feststoffs erhalten. Die analytischen Daten
stimmen mit der Literatur tiberein.[**?

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 6): 9.43 (bs, 1 H, NH), 8.75 (bs, 2 H, OH), 6.62 (d,
3J=8.0Hz, 1 H, Hp), 6.56 (d, *J=2.0 Hz, 1 H, Hya/), 6.41 (dd, *J =8.0 Hz, “J=2.0 Hz, 1 H,
Ha), 3.29 (g, 3 = 7.5 Hz, 2 H, CH,CH,NH), 2.58 (t, *J = 7.5 Hz, 2 H, CH,CH,NH).
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N-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-2,2,2-trifluoracetamid (39)!%%

Eine Losung aus 6.32g (25.4 mmol, 1.00Aqg.) N-(3,4-Dihydroxy-phenethyl)-2,2,2-
trifluoracetamid (38) in 200 mL Benzol wurde mit 124 mL (101 mmol, 3.98 Aq.)
2,2-Dimethoxypropan versetzt. An den Kolben mit der Reaktionsmischung wurde eine
Soxhlet-Extraktionsapparatur angebracht; die Extraktionshillse wurde mit ca. 28.0g
Calciumchorid befullt. Nach Entgasen wurde die Mischung 5 min unter Rickfluss zum
Sieden erhitzt und 217 mg (1.14 mmol, 4.5mol%) p-Toluolsulfonsaure-Monohydrat
zugegeben. Die Reaktionsmischung wurde Uber Nacht unter Rickfluss zum Sieden erhitzt.
Nach Abkihlen wurde die Losung Uber eine Sdaule, gefullt mit Kieselgel, filtriert und
mehrmals mit CH,Cl, nachgespult. Das Losungsmittel der vereinigten organischen Phasen
wurde unter vermindertem Druck entfernt. Der hellbraune Feststoff wurde aus
CH,Cl,/c-Hexan umkristallisiert. Es wurden 5.86 mg (20.3 mmol, 80%) N-(2-(2,2-
Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-2,2,2-trifluoracetamid (39) in Form eines weil3en
Feststoffs erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.66 (s, 1 H, Ha), 6.58-6.56 (m, 2 H, Ha), 6.26 (bs, 1 H,
NH), 3.57 (q, *J = 6.7 Hz, 2 H, CH,CH,NH), 2.78 (t, *J = 6.7 Hz, 2 H, CH,CH,NH), 1.67 (s,
6 H, 2xCHy3).

2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethanamin (40)"*%
0 NH,
JT
40

Zu einer Lésung aus 5.86 g (20.3 mmol, 1.00 Ag.) N-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3] dioxol-5-
yl)ethyl)-2,2,2-trifluoracetamid (39) in 180 mL THF wurde eine L&sung aus 960 mg
(40.1 mmol, 1.98 Ag.) Lithiumhydroxid in 60 mL H,O zugegeben. Die Reaktionsmischung
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wurde Uber Nacht bei RT geruhrt. Das organische Losungsmittel wurde unter vermindertem
Druck entfernt. Die wéssrige Phase wurde mit 1 M HCI-L6sung bis zu einem pH-Wert von 2 —
3 angesauert, mit 50 mL CH,Cl, gewaschen, mit ges. NaHCOs-L6sung auf pH = 8 eingestellt
und dreimal mit je 50 mL EtOAc extrahiert. Die organische Phase wurde dreimal mit je
50 mL H,O gewaschen, tber Na,SO, getrocknet und das Ldsungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Es wurden 3.63 g (18.9 mmol, 93%) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethanamin (40) in Form eines braunen Feststoffs erhalten. Die analytischen Daten stimmen
mit der Literatur tberein.™®%

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 6.67-6.58 (m, 3H, Ha), 3.11 (t, 2J=7.3Hz, 2H,
CH,CH,NH), 2.85 (t, °J = 7.3 Hz, 2 H, CH,CH,NH), 1.65 (s, 6 H, 2xCHj).

2-(Cyclooctin-1-yloxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-acetamid (63)

éoﬂwgix

Es wurden 49.0 mg (269 umol, 1.00 Aq) 2-(Cyclooct-2-in-1-yloxy)essigsaure (62) in 2 mL
trockenem DMF gelost. Zu der farblosen Losung wurden 10.8 uL (538 umol, 2.00 Aq)
DIPEA und 23.4 mg (538 umol, 2.00 Aq) HBTU zugegeben und fiir 30 min bei RT geriihrt.
AnschlieRend wurden 71.4 mg (369 umol, 1.40 Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethanamin (40) zugegeben und fiir 2 d bei RT gerthrt. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt
(CH.Cl/MeOH 20:1). Es wurden 34.0 mg (94.2 umol, 35%) 2-(Cyclooctin-1-yloxy)-N-(2-
(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-acetamid (63) in Form eines braunen Ols
erhalten (Ry = 0.89, CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 6.67-6.54 (m, 3H, Ha), 4.21-3.79 (m, 2 H, CHj,
Heyclooctin), 3.53-3.44 (M, 2 H, CHy), 2.72 (t, 2J=6.9 Hz, 2 H, CHy), 2.22-1.84 (m, 11 H,
Hcyelooctin), 1.66 (S, 62xCHj3).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, 6): 169.4 (C), 147.6 (C), 146.0 (C), 131.8 (C), 121.0 (C), 117.7
(CH), 108.9 (CH), 108.1 (CH), 101.6 (CH), 91.2 (CH,), 73.0 (CH,), 68.4 (CHy), 42.1 (CHy),
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40.0 (CHy), 35.4 (CHy), 34.2 (CH,), 29.7 (CH,), 29.6 (CH,), 26.1 (CH,), 25.8 (CHs), 20.6
(CHy).

MS (FAB, 3-NBA): 358 (100) [M+H]", 275 (28), 251 (62), 228 (30), 214 (36), 205 (38).
HR-MS ([*Cx'H2s"N*0,"], FAB): ber.: 358.2018 amu; gef.: 358.2015 amu.

2-(Cyclooctin-1-yloxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)acetamid (63a)

OH
O /\/@i
O\)LN OH
H 63a

Es wurden 19.4 mg (106 umol, 1.00 Ag) 2-(Cyclooctin-1-yloxy)essigsaure (62) in 1 mL
trockenem DMF gel6st. Zu der farblosen Lésung wurden 4.28 pL (21.3 umol, 0.200 Aq)
DIPEA und 9.26 mg (21.3 pumol, 0.200 Aq) HBTU zugegeben und fiir 30 min bei RT geriihrt.
AnschlieRend wurden 27.7 mg (149 pumol, 1.40 Aqg.) Dopamin-Hydrochlorid (9a) zugegeben
und fur 18 h bei RT gertihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt
und das Rohprodukt saulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 20:1). Es wurden
6.00 mg (18.9 umol, 18%) 2-(Cyclooctin-1-yloxy)-N-(3,4-
dihydroxyphenethyl)acetamid (63a) in Form eines braunen Feststoffs erhalten (R;= 0.35,
CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.81-6.57 (m, 3 H, Ha,), 2.72-2.63 (m, 2 H, CH,), 3.53—
3.44 (m, 2 H, CHy), 2.24-1.90 (m, 5 H, 2xCH,, 1xCH), 1.86-1.66 (s, 8xCHy,).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, 6): 170.0 (C), 143.3 (C), 130.7 (C), 120.1 (C), 115.6 (C), 115.3
(C), 101.8 (CH), 91.2 (CH), 73.2 (CH), 68.2 (CH), 42.1 (CH,), 40.9 (CHy,), 34.9 (CHy), 34.2
(CHy), 33.7 (CHy), 29.7 (CH,), 26.1 (CHy), 20.7 (CH,).
MS (FAB, 3-NBA): 317 (40) [M+H]", 212 (40), 153 (50), 137 (70), 135 (100), 106 (80),
90.9 (82).
HR-MS ([**C1s'H24°N'®0,4"], FAB): ber.: 318.1705 amu; gef.: 318.1703 amu.
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6.2.6 Synthese und Charakterisierung der triethylenglykolbasierten Linker

3-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-butylester (69)2°

O
HO _~ O/\/Ov\ O/\)k O><
69

Zu einer Losung aus 1.00g (6.66 mmol, 1.00 Ag.) 2,2 -(Ethylendioxy)diethanol (64) in
10 mL trockenem THF wurden 15.2 mg (666 pumol, 0.100 Ag.) Natrium zugegeben. Nachdem
sich das Natrium vollstandig geldst hat, wurden 341 pL (99 mg, 2.33 mmol, 0.350 Aq.) tert-
Butylacrylat zur Mischung gegeben. Die Losung wurde anschlieBend fiir weitere 20 h gerihrt
und anschlieBend durch Zugabe von 1m HCI neutralisiert. Nach Entfernen des
Losungsmittels bei vermindertem Druck wurde der Riickstand in 50 mL ges. NaCl-Ldsung
aufgenommen und dreimal mit je 20 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen
Phasen wurden mit 20 mL ges. NaCl-Lésung gewaschen, iber Na,SO,4 getrocknet, abfiltriert
und das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 160 mg (575 pumol,
9%) 3-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propanséure-tert-butylester (69) in Form eines
gelben Ols erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[?%/

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 4.10-4.02 (m, 2 H, CH,0H), 3.72-3.38 (m, 8 H, CH,0),
2.31(t, %1 =6.5Hz, 6 H), 1.41 (s, 9 H, 3xCH3).
MS (FAB, 3-NBA): 279 (25) [M+H]", 222 (90), 204 (59), 153 (37), 135 (39), 116 (31),
98 (100).

3-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure (69a)2*

O

HO\/\O/\/O\/\O/\)J\OH
69a

Es wurden 160 mg (575 pumol, 1.00 Ag.) 3-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)-
propanséure-tert-butylester (69) in 1 mL CH,Cl, gelést und auf 0°C gekihlt. Zu der
farblosen Lésung wurde 1.00 mL TFA zugetropft und fir 2h bei RT gerihrt. Das
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Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt und dreimal mit je 50 mL CH,Cl,
coevaporiert. Es wurden 127 mg (575 pumol, quant.) 3-(2-(2-(2-
Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)-propansaure (69a) in Form eines braunen Ols erhalten. Die
analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.!?**!

'"H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 4.48-4.45 (m, 2 H, CH,OH), 3.81-3.74 (m, 6 H, Hreg),

3.68-3.65 (M, 6 H, Hreg), 2.63 (t, %1 = 6.2 Hz, 2 H, CH,COOH).

3-(2-(2-(2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-
butylester (80)1%!

@)
7 O
g\/\o/\/o\/\o/\)kox
@) 80

Zu einer Losung aus 500 mg (1.80 mmol, 1.00 Aq.) 3-(2-(2-(2-
Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-butylester (64) in 3 mL THF wurden unter
Argonatmosphare 518 mg (1.98 mmol, 1.10 Aq.) PPhs, 194 mg (1.99 mmol, 1.11 Aq.)
Maleinimid und 440 mg (2.17 mmol, 1.21 Ag.) DIAD zugegeben. Die schwarze Losung
wurde Uber Nacht bei RT geruhrt. Das Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt, das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt (c-Hexan/EtOAc
5:1—3:1). Es wurden 214 mg (594 umol, 33%) 3-(2-(2-(2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-
1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propansdure-tert-butylester (80) in  Form  eines
hellgelben Ols erhalten (Rf = 0.20, c-Hexan/EtOAc 3:1). Die analytischen Daten stimmen mit
denen der Literatur tiberein.**!

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 6.68 (s, 2 H, Hwa)), 3.70-3.57 (m, 14 H, Hreg), 2.50 (t,
%J=6.6 Hz, 2 H, CH,CO), 1.42 (s, 9 H, 3xCHs).
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3-(2-(2-(2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)-
propansaure (80a)?%!

° O
/
q\/\ 0> O O/\)J\ OH
O 80a

Zu einer Losung aus 640 mg (1.79 mmol) 3-(2-(2-(2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-
1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propanséure-tert-butylester (80) in 9 mL CH,Cl, wurden bei 0 °C
9mL TFA zugegeben und fur 2h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt und dreimal mit 20 mL CH,CI; coevaporiert. Es wurden 539 mg
(2.79 mmol, quant.) 3-(2-(2-(2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-
1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)-propansaure (80a) in Form eines braunen Ols erhalten. Die
analytischen Daten stimmen mit denen der Literatur tiberein.!?%!

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 6.71 (s, 2 H, Hwa)), 3.79-3.61 (m, 14 H, Hreg), 2.65 (t,
%J=6.2 Hz, 2 H, CH,CO).
MS (FAB, 3-NBA): 302 (40) [M+H]", 135 (56), 109 (60), 95 (98), 83 (30), 82 (72).

N-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo0-2,5-dihydro-1H-
pyrrol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propanamid (24)

H o)
o) N O o™
=Gt O 1
© o
24

Zu einer Losung aus 23.1 mg (121 umol, 1.00 Aqg.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethanamin (40), 55.0 mg (183 umol, 1.50 Aq.) 3-(2-(2-(2-(2,5-Dioxo-2,5-dihydro-1H-
pyrrol-1-yl)ethoxy)ethoxy)-ethoxy)propansaure (80a) und 50.7 uL (365 pumol, 3.00 Aq)
Triethylamin in 3 mL DMF wurden 46.8 mg (183 umol, 1.50 Ag.) Mukaiyama-Reagenz 81
zugegeben. Die gelbe Losung wurde tber Nacht bei RT gerlhrt. Es wurden 25.9 mg
(54.5 pymol, 45%) N-(2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo-
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2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)-ethoxy)ethoxy)ethoxy)propanamid (24) in Form eines braunen
Feststoffes erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.63-6.51 (m, 5H, Har, Hwa), 3.52-3.74 (m, 14 H,
7xCH,), 3.42 (t, 2J=7.1 Hz, 2 H, CH,), 2.72 (t, 3J = 5.8 Hz, 2 H, CH,), 2.41 (t, *J = 5.8 Hz,
2 H, CHy), 1.62 (s, 6 H, 2xCH).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 171.5 (C), 170.4 (2xC), 147.3 (C), 145.7 (C), 133.9 (2xCH),
132.0 (C), 120.7 (C), 117.4 (C), 108.7 (C), 107.8 (C), 70.2 (CH,), 70.1 (CH,), 69.9 (CHy,),
69.8 (CH,), 67.6 (CHy), 67.0 (CH,), 40.5 (CH,), 38.3 (CHy), 36.8 (CH>), 35.1 (CH,), 25.6
(2xCHj3).

MS (FAB, 3-NBA): 670 (60), 564 (82), 562 (100), 532 (77), 477 (58) [M+H]", 464 (77),
397 (52).
HR-MS ([*2C24'H33°N,™°0g"], FAB): ber.: 477.2237 amu; gef.: 477.2234 amu.

N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)-
ethoxy)ethoxy)propanamid (24a)

O
H
HO N O\/\ /\/O\/\
O N
O )
HO
24a O

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphare 2 mL entgastes CHCI3;, 1.60 mL TFA und
278uL H,O zu einer Losung aus 25.9mg (54.5umol, 1.00Ag.) N-(2-(2,2-
Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-diox0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propanamid (24) in 2 mL entgastem CHCI; gegeben. Es wurden
20.0 mg (45.8 umol, 84%) N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-
1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)-ethoxy)ethoxy)propanamid (24a) in Form eines braunen Ols erhalten.
'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.68-6.58 (m, 5H, Har, Hwmal), 3.76-3.53 (m, 16 H, 8x
CHy), 3.26 (t,%J = 7.1 Hz, 2 H, CH,), 2.65 (t, *J = 5.8 Hz, 2 H, CH5), 2.60 (t, *J = 5.8 Hz, 2 H,
CH,).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 174.1 (C), 170.9 (C), 144.0 (C), 142.9 (C), 134.0 (2xCH),
130.7 (C), 120.7 (C), 115.8 (C), 115.5 (C), 70.1 (CHy), 70.0 (CH,), 69.9 (CH,), 69.8 (CH,),
67.8 (CH,), 66.6 (CH>), 41.1 (CH,), 38.7 (CHy), 37.0 (CH,), 35.8 (CHy), 34.1 (CH,).
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MS (FAB, 3-NBA): 437 (100) [M+H]*, 154 (26), 137 (38), 124 (30), 99 (24).

3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-butylester (70)!2°"!

@)
N3 \/\O/\/O\/\O/\)J\OX
70

Es wurden 160 mg (575 pmol, 1.00 Ag.) 3-(2-(2-(2-
Hydroxyethoxy)ethoxy)ethoxy)propansdure-tert-butylester (64) in 1 mL trockenem THF
gelost und 44.5pL (65.8 mg, 575 umol, 1.00 Ag.) Mesylchlorid zugetropft. Daraufhin
wurden 159 pL (116 mg, 1.15 mmol, 2.00 Aqg.) NEt; zugegeben. Die Lésung wurde tiber
Nacht gertihrt und das Lésungsmittel wurde eingeengt. Anschliefend wurde das Rohprodukt
(64.0 mg, 180 umol, 0.313 Aq.) weiter umgesetzt, 70a in 50 mL trockenem EtOH geldst und
mit 11.7 mg (180 umol, 0.313 Ag.) Natriumazid versetzt. Die Losung wurde iiber Nacht zum
Sieden erhitzt. Nach Abkihlen auf RT wurde das Lésungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Anschliefend wurde der Rickstand in 20 mL Et,O aufgenommen und dreimal mit je
30 mL ges. NaCl-Losung gewaschen sowie das Losungsmittel unter vermindertem Druck
entfernt. Das Rohprodukt wurde sédulenchromatographisch gereinigt (c-Hexan/EtOAc 1:1). Es
wurden 61.0 mg (201 pmol, 35% uber 2 Stufen) 3-(2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-butylester (70) in Form eines gelben Ols
erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur Gberein.

'H-NMR (400 MHz, CDCls, ¢): 3.93-3.50 (m, 8 H, 4xOCH,CHy), 3.45-3.30 (m, 4 H,
CH;N3, CH,CQ0O0), 2.77-2.40 (m, 4 H, OCH,CH,0, OCH,CH;0), 1.42 (s, 9 H, 3xCHj).
MS (FAB, 3-NBA): 279 (25) [M+H]", 222 (90), 204 (59), 153 (37), 135 (39), 116 (31), 98
(100).

3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure (70b)2%")
O

N3 \/\O/\/O\/\O/\)kOH
70b
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Es wurden 532 mg (1.75 mol, 1.00 Aq.) 3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-
tert-butylester (70) in 6 mL CH,Cl, gel6st. Zu der gelben Lésung wurden 1.50 mL TFA
zugetropft und fir 3 h bei RT geriihrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt und dreimal mit 20 mL CH,Cl, coevaporiert. Es wurden 434 mg (1.75 mmol, quant.)
3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanséure (70b) in Form eines gelben Ols erhalten.
Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.!?°”

'H-NMR (400 MHz, CDCls, ¢): 9.23 (bs, 1 H, OH), 3.81-3.76 (t, 3J=6.1, 2 H, CHy),
3.69-3.62 (M, 10 H, Hreg), 3.40 (t, *J = 5.0, 2 H, CH,), 2.70 (t, 3J = 6.1, 2 H, CH,).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, 8): 174.7 (C), 70.5 (2xCH,), 70.3 (2xCH,), 70.0 (CH,), 66.3
(CHy), 50.6 (CHy), 34.7 (CHy).

3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-
propanamid (71)

H
ST e
O O
71

Es wurden 74.0mg (384 umol, 1.00Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethanamin (40), 62.3 mg (461 pumol, 1.20 Aq.) HOBt, 175 mg (461 pumol, 1.20 Ag.) HBTU
und 241 pL (179 mg, 1.38 mmol, 3.60 Ag.) DIPEA analog AAV4 umgesetzt. Nach 15 min
erfolgte die  Zugabe von  950mg (384 umol, 1.00Aq.)  3-(2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanséure (70b). Es wurden 87.0 mg (206 pmol, 54%) 3-(2-(2-
(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-
propanamid (71) in Form eines braunen Ols erhalten (R¢ = 0.21, CH,Cl,/MeOH 9:1).
'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 6.65-6.62 (m, 3 H, Ha/), 6.45 (bs, 1 H, NH), 3.70-3.56
(m, 12 H, Hreg), 3.47-3.32 (M, 4 H, 2xCH,), 2.69 (t, 3J=7.1Hz, 2H, CH,), 2.42 (t,
3J=5.8Hz, 2 H, CH,), 1.64 (s, 6 H, 2xCHs).
MS (FAB, 3-NBA): 423 (40) [M+H]", 292 (30), 177 (100), 167 (86), 137 (40), 119 (28), 95
(38), 85 (40).
HR-MS ([**Ca0"H31"°N4°0¢"], FAB): ber.: 423.2244 amu; gef.: 423.2245 amu.
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3-(2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)propanamid (71a)

H
0 N;
HOD/\/ I
71a

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphare 7 mL entgastes CHCI3, 2.24 mL TFA und
98.6 uL H,O zu einer Losung aus 229mg (542 umol, 1.00 Ag.) 3-(2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)propan-

amid (71) in 7mL CHCI; gegeben. Es wurden 207 mg (542 pmol, quant.) 3-(2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)propanamid (71a) in Form eines
braunen Ols erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 10.72 (s, 2 H, OH), 6.83-6.72 (m, 2 H, Ha,), 6.61-6.57
(m, 1 H, Ha), 3.69-3.49 (m, 14 H, Hreg), 3.38 (t, 2J = 5.5 Hz, 2 H, CH,), 2.55 (t, J = 6.6 Hz,
2 H, CH,), 2.48 (t, 23 =5.2 Hz, 2 H, CH,).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 174.7 (C), 143.8 (C), 142.9 (C), 130.6 (C), 121.0 (CH),
115.9 (CH), 115.7 (CH), 77.4 (2xCH,), 77.1 (2xCH,), 76.7 (CH,), 66.3 (CH,), 50.5 (CH,),
41.3 (CHy), 38.8 (CH,), 35.5 (CH,).

MS (FAB, 3-NBA): 383 (100) [M+H]", 154 (40), 137 (98), 117 (80), 91 (42).
HR-MS ([**C17'H27"°N,'®06 ], FAB): ber.: 383.1931 amu; gef.: 383.1926 amu.

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (74)%!

HO O M
74

Eine Losung aus 21.0 g (140 mmol, 1.00 Aqg.) Triethylenglykol 64 und 15 mL Triethylamin in
100 mL THF wurde auf 0 °C gekihlt. Tropfenweise wurden 3.87 mL (50.0 mmol, 0.360 Ag.)
Methansulfonylchlorid zugegeben, auf RT erwdrmt und d{ber Nacht gerihrt. Das
Lésungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Rickstand in 100 mL EtOH
aufgenommen und 6.50 g (100 mmol, 0.71 Aqg.) Natriumazid zugegeben. Das Gemisch wurde

Uber Nacht zum Sieden erhitzt. Nach Abkuhlen auf RT wurde das Ldsungsmittel unter
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vermindertem Druck entfernt, der Ruckstand in 250 mL Et,O aufgenommen und zweimal mit
je 100 mL ges. NaCl-Losung gewaschen. Die organische Phase wurde Uber Na,SO4
getrocknet, abfiltriert und das Ldsungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde sdaulenchromatographisch gereinigt (c-Hexan/EtOAc 1:1). Es wurden
2.50 g (14.3 mmol, 10%, Uber 2 Stufen) 2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (74) in Form
eines gelben Ols erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tberein.

'"H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 3.85 (bs, 1 H, OH), 3.57-3.41 (m, 10 H, 5xCH,), 3.23 (t,
3J=4.7Hz, 2 H, CH,).

2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acetat (75)!?*°!

OD/YO\AO/\/O%N
> ’
o @)

75

Unter Argonatmosphére wurden 150 mg (720 pmol, 1.00 Ag.) 2-(2,2-
Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)essigsaure (34) in 5mL trockenem DMF geldst. Zur
braunen Loésung wurden 166 mg (865 umol, 1.20 Ag.) EDC-HCI, 19.6 mg (0.161 mmol,
0.223 Aq.) 4-DMAP und 126 mg (720 pmol, 1.00 Aq.) 2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethanol (74) zugegeben und Uber Nacht bei RT gerihrt. Das
Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, das Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH 9:1). Es wurden 216 mg (569 pumol, 79%)
2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acetat (75) in
Form eines braunen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.66-6.62 (m, 3 H, Ha,), 4.24-4.20 (m, 2 H, CH,), 3.71-
3.51 (m, 10 H, 5xCHy), 3.37 (t, %1 = 5.5 Hz, 2 H, CHy), 1.62 (s, 6 H, 2xCHy).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, 6): 171.7 (C), 147.4 (C), 146.4 (C), 126.7 (C), 121.7 (C), 117.8
(CH), 109.4 (CH), 107.9 (CH), 72.4 (CHy), 70.5 (CHy), 70.2 (CHy), 69.9 (CH,), 61.6 (CHy),
50.5 (CH,), 40.7 (CHy), 25.7 (2xCHy3).
MS (FAB, 3-NBA): 365 (38) [M+H]", 235 (23), 190 (58), 163 (100).
HR-MS ([**C17'H24°N3™0¢"], FAB): ber.: 365.1587 amu; gef.: 365.1588 amu.
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2-(2-(2-Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(3,4-dihydroxyphenyl)acetat (75a)

e
HO ©

75a

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphére 2.50 mL entgastes CHCI3, 781 uL TFA und
300 uL  H,O zu einer Lo6sung aus 15.0mg (56.5 umol, 1.00Aq.) 2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acetat (75) in 2.50 mL
entgastem CHCI; gegeben. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt
(CH.CI/MeOH  9:1). Es wurden 153mg  (47.0 umol, 83%) 2-(2-(2-
Azidoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(3,4-dihydroxyphenyl)acetat (75a) in Form eines gelben Ols
erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.88-6.87 (m, 1 H, Ha/), 6.80-6.77 (m, 1 H, Hp,), 6.68—
6.64 (m, 1 H, Hay), 4.31-4.27 (m, 2 H, CHy), 3.74-3.64 (m, 8 H, 4xCH,), 3.52 (s, 2 H, CH)),
3.46-3.42 (t,3) = 6.5 Hz, 2 H, CH,).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 171.9 (C), 145.5 (C), 143.3 (C), 126.2 (C), 121.7 (CH),
115.6 (CH), 115.1 (CH), 70.8 (CH,), 70.2 (CH,), 70.0 (CHy), 69.1 (CH,), 63.7 (CH,), 50.5
(CH,), 40.7 (CHy).

HR-MS ([**C14'H10™°N3'%06 ], FAB): ber.: 325.1274 amu; gef.: 325.1271 amu.

IR (ATR) ¥: 3255, 2913, 2107, 17799, 1607, 15583 1444, 1399, 1349, 1285, 1149, 810, 781,
699, 598, 557, 518, 437, 407 cm™.

(9H-Fluoren-9-yl)methyl-(15-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-12-0x0-3,6,9-trioxa-13-

azapentadecyl)carbamat (95)

H o)
S 50
95
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Es wurden 515mg (2.67 mmol, 1.00Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethanamin (40), 1.21 g (3.20 mmol, 1.20 Aqg.) HBTU, 432 mg (3.20 mmol, 1.20 Aq.) HOBt
und 1.67 mL (9.60 mmol, 3.60 Aq.) DIPEA analog AAV4 umgesetzt. Nach 15 min erfolgte
die Zugabe von 1.18 g (2.67 mmol, 1.00 Aq.) 1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-0x0-2,7,10,13-tetraoxa-
4-azahexadecansaure (72). Es wurden 141 mg (2.27 mmol, 85%) (9H-Fluoren-9-yl)methyl
(15-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-12-0x0-3,6,9-trioxa-13-azapentadecyl)-
carbamat (95) in Form eines braunen Feststoffes erhalten. (R; = 0.23, CH,Cl,/MeOH 9:1).
'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢6): 7.62 (d, %J = 7.4 Hz, 2 H, Hemoc),7.36 (d, *J = 7.4 Hz, 2 H,
Hrmoc), 7.36-7.26 (M, 4 H, Hemoc), 6.60—-6.55 (M, 3 H, Hay), 4.35 (d, 31 =6.9 Hz, 2 H, Hemoo),
4.18 (d, J = 6.7 Hz, 1 H, Hemoc), 3.70-3.50 (M, 12 H, Hreg), 3.40-3.35 (m, 2 H, CH,), 3.17—
3.14 (m, 4 H, 2xCH,), 2.68 (t, 3J = 7.0 Hz, 2 H, CH,), 2.38 (t, *J = 5.7 Hz, 2 H, CH,), 1.61 (s,
6 H, 2xCHj3).
MS (FAB, 3-NBA): 663 (42), 620 (30), 619 (40) [M+H]", 423 (40).
IR (ATR) V: 3423, 3198, 2989, 2942, 2726, 1716, 1642, 1529, 1495, 1449, 1385, 1254, 1132,
980, 915, 840, 763, 742, 621, 557 cm™.

3-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-
propanamid (95a)%?*%

H
><O]©N i G
o o)
95a

Es  wurden 100 mg (162 pmol, 1.00 Aq.) (9H-Fluoren-9-yl)methyl(15-(2,2-
dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-12-0x0-3,6,9-trioxa-13-azapentadecyl)carbamat (95) in
2mL DMF gelost. Nach Zugabe von 100 pL (5 mol%) Piperidin wurde fir 4 h bei RT
geriihrt. Das Rohprodukt wurde sdulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl, — MeOH —
MeOH + 20% Ammoniak). Es wurden 39.0mg (98.4 umol, 61%) 3-(2-(2-(2-
Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)propan-

amid (95a) in Form eines gelben Feststoffs erhalten.
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'"H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, &): 6.69-6.68 (m, 2 H, Ha), 6.61-6.56 (m, 1 H, Ha),
3.60-3.48 (m, 12 H, Hrec), 3.18 (t, 21 =6.5Hz, 2 H, CHy), 2.84 (t, *J=5.4 Hz, 2 H, CH,),
2.57 (t, %) =7.1Hz, 2 H, CH,), 2.29 (t, *J = 6.5 Hz, 2 H, CH,), 1.61 (s, 6 H, 2xCH3).
B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 6): 169.9 (C), 146.7 (C), 145.1 (C), 132.6 (C), 120.9 (C),
117.4 (CH), 108.7 (CH), 107.7 (CH), 69.6 (CH,), 69.6 (CH,), 69.4 (CH,), 68.8 (CH,), 66.8
(CHy), 40.4 (CH,), 40.1 (CHy), 36.0 (CH,), 34.8 (CHy), 25.5 (CHs).

MS (FAB, 3-NBA): 397 (100) [M+H]", 242 (90), 176 (24), 154 (38), 147 (36), 136 (89), 95
(70), 81 (74).

HR-MS ([**C2'H33™°N,'%06], FAB): ber.: 397.2339 amu; gef.: 397.2337 amu.

IR (ATR) ¥: 3207, 2872, 1734, 1643, 1547, 1495, 1405, 1252, 1233, 1075, 978, 836, 759,
713, 608, 497 cm™,

3-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)propanamid (95b)

H
HO NWO\/\ /\/O\/\
(@] NH,
Hoj@/\/ I
95b

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphére 500 puL entgastes CHCI3, 156 uL TFA und
6.25uL H,O zu einer Losung aus 15.0mg (37.8 umol, 1.00Aq.) 3-(2-(2-(2-
Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)propanamid
(95a) in 500 pL entgastem CHCI; gegeben. Es wurden 9.00 mg (25.3 pmol, 67%) 3-(2-(2-(2-
aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)-propanamid (95b) in Form eines
orangenen Ols erhalten.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 8): 6.64-6.61 (m, 2 H, Ha/), 6.43-6.40 (m, 1 H, Ha,),
3.58-3.49 (M, 14 H, Hree), 3.17 (t, 23 =6.5Hz, 2 H, CH,), 2.99 (t, *J=5.3 Hz, 2 H, CH,),
2.29 (t,3J =5.7 Hz, 2 H, CH,).
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(9H-Fluoren-9-yl)methyl(1-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-4,7-diox0-12,15,18-
trioxa-3,8-diazahenicosan-21-yl)carbamat (73b)

P o SN
> N N
o O
73b O

Es wurden 700mg (3.62mmol, 1.20Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)ethanamin (40), 1.37 g (3.62 mmol, 1.20 Ag.) HBTU, 489 ug (3.62 mmol, 1.20 Aq.) HOBt
und 1.89 mL (10.9 mmol, 3.60 Ag.) DIPEA analog AAV4 umgesetzt. Nach 15 min erfolgte
die Zugabe von 1.64g (3.02mmol, 1.00Aq.) N'-(9-Fluorenylmethoxycarbonyl)-1,13-
diamino-4,7-10-trioxatridecansuccinamidsédure (72a). Es wurden 1.62 mg (1.39 mmol, 62%)
(9H-Fluoren-9-yl)methyl (1-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yI)-4,7-dioxo-12,15,18-
trioxa-3,8-diazahenicosan-21-yl)carbamat (73b) in Form eines gelben Ols erhalten (R; = 0.47,
CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 7.74 (d, *J = 7.2 Hz, 2 H, Hemoe), 7.58 (d,%J = 7.2 Hz, 2 H,
Hemod), 7.40-7.26 (M, 4 H, Hemoc), 6.71 (bs, 1 H, NH), 6.62-6.53 (m, 3 H, Ha,), 6.45 (bs, 1 H,
NH), 5.61 (bs, 1 H, NH), 4.35 (d, *J = 6.8 Hz, 2 H, Hemoc), 4.21-4.14 (M, 1 H, Hemoc), 3.72—
3.24 (m, 12 H, Hreg), 3.25-3.44 (m, 2 H, CHy), 2.67 (t, J = 7.3 Hz, 2 H, ArCH,), 2.65 (s,
4 H, COCH,CH,), 1.79-1.64 (m, 8 H, 4xCH,), 1.63 (s, 6 H, 2xCHj).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls, 6): 172.3 (C), 172.2 (C), 156.5 (C), 147.4 (C), 145.8 (C), 143.9
(C), 141.1 (C), 131.8 (CH), 127.5 (CH), 126.9 (CH), 125.0 (CH), 120.8 (CH), 119.8 (CH),
117.6 (CH), 108.7 (CH), 107.8 (CH), 70.3 (CHy), 70.3 (CH,), 69.7 (CHy), 69.9 (CH,), 69.5
(CHy), 69.2 (CH,), 66.3 (CHy), 47.1 (CH), 41.0 (CH,), 38.5 (CHy), 35.2 (CH,), 31.7 (CH,),
31.6 (CH,), 29.3 (CHy), 28.7 (CH,), 25.7 (CH3).

MS (FAB, 3-NBA): 718 (13) [M+H]*, 176 (22), 130 (100).

HR-MS ([*2C4'Hs,"°N3™°0q*], FAB): ber.: 718.3704 amu; gef.: 718.3702 amu.

IR (ATR) ¥: 3425, 3320, 2941, 2875, 2726, 1705, 1651, 1537, 1495, 1448,3 1385, 1254,
1130, 1032, 980, 843, 762, 742, 621, 558, 427 cm ™.
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N-(3-(2-(2-(3-Aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)-N"-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]-
dioxol-5-yl)ethyl)succinamid (73)*

O
H
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Es wurden 412 mg (574 pmol, 1.00 Aq.) (9H-Fluoren-9-yl)methyl(1-(2,2-
dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-4,7-diox0-12,15,18-trioxa-3,8-diazahenicosan-21-
yl)carbamat (73b) in 8 mL DMF geldst. Nach Zugabe von 400 pL (5 mol%) Piperidin wurde
fiir 4 h bei RT geriihrt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt (CH.Cl, —
MeOH — MeOH + 20% Ammoniak). Es wurden 128 mg (258 umol, 45%) N-(3-(2-(2-(3-
Aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)-N"-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)ethyl)-
succinamid (73) in Form eines gelblichen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (250 MHz, DMSO-ds, 6): 7.56 (bs, 1 H, NH), 7.13 (bs, 1 H, NH), 6.56-6.51 (m,
3 H, Ha), 5.97-5.76 (bs, 1 H, NH), 3.52 (s, 12 H, Heg), 3.34-3.22 (m, 4 H, 2xCH,), 3.25-
2.96 (M, 2 H, CHy), 2.61 (t, 23 =7.2 Hz, 2 H, CHy), 2.47 (s, 4 H, 2xCH,),1.75 (t, %1 = 5.8 Hz,
2 H, CHy), 1.73-1.70 (m, 2 H, CH,), 1.60 (s, 6 H, 2xCHy3).
B3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 178.2 (2xC), 154.2 (CH), 152.5 (CH), 139.5 (CH), 127.9
(C), 124.4 (CH), 115.9 (CH), 114.8 (CH), 85.6 (CH,), 85.2 (CH,), 84.9 (CH,), 74.2 (2xCH,),
73.9 (2xCHy), 73.2 (2xCH,), 47.0 (CHy), 46.8 (2xCH,), 46.6 (CH,), 32.7 (2xCHy3).
MS (FAB, 3-NBA): 497 (28), 496 (100) [M+H]", 176 (23).
HR-MS ([*2C4'Hs,""N3™°0q*], FAB): ber.: 496.3021 amu; gef.: 496.3023 amu.
IR (ATR) 7: 3302, 3077, 2932, 2864, 1626, 1541, 1499, 1445, 1375, 1338, 1259, 1216, 1091,
984, 860, 838, 818, 771, 672, 613, 512, 470, 428 cm .
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N*-(3-(2-(2-(3-Aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)-N*-(3,4-dihydroxyphenethyl)-

succinamid (73a)
H O
H N
O:@/\/ NH/\/\O/\/O\/\O/\/\NHz
HO ©
73a

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphare 3 mL entgastes CHCI3, 957 pL TFA und 38 pL
H,O zu einer Losung aus 92.0 mg (186 umol, 1.00 Ag.) N-(3-(2-(2-(3-Amino-propoxy)-
ethoxy)ethoxy)propyl)-N"-(2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-ethyl)-succinamid (73)
in 3mL entgastem CHCI; gegeben. Es wurden 61.0 mg (134 pmol, 72%) N*-(3-(2-(2-(3-
Aminopropoxy)ethoxy)ethoxy)propyl)-N*-(3,4-dihydroxyphenethyl)succinamid (73a) in
Form eines braunen Ols erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 8.61 (bs, 1 H, NH), 7.50 (bs, 2 H, NH,), 6.52-6.47 (m,
2 H, Hap), 6.28-6.24 (m, 1Hp;), 3.43-2.99 (m, 20xCH,), 2.23 (s, 4 H, 2xCH,), 1.56-1.40 (m,
4 H, 2xCH,)."*C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 171.8 (C), 171.5 (C), 143.8 (C), 142.4 (C),
129.8 (C), 118.9 (CH), 115.2 (CH), 114.6 (CH), 69.2 (2xCH,), 67.6 (2xCH,), 43.5 (2xCH,),
43.4 (2xCHy), 35.5 (CH,), 30.3 (CH,), 29.1 (CHy), 28.9 (CH,), 21.4 (CH,).
MS (FAB, 3-NBA): 303 (24), 321 (26), 456 (100) [M+H]".
HR-MS ([*2C'H3s°N3™°0;'], FAB): ber.: 456.2710 amu; gef.: 456.2713 amu.
IR (ATR) ¥: 2937, 2872, 1777, 1655, 1438, 1385, 1289, 1143, 797, 702, 594, 518, 437,
410 cm ™,

3-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-butylester (82a)?%

O O O
HZN/\/ ~ o 7<
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Es wurden 434 mg (870 umol, 1.00 Ag.) 1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-0x0-2,7,10,13-tetraoxa-4-
azahexadecan-16-saure-tert-butylester (82) in 2 mL DMF gel6st. Nach Zugabe von 100 pL
(5mol%) Piperidin  wurde fir 4h bei RT gerthrt. Das Rohprodukt wurde
sdulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl, — MeOH — MeOH + 20% Ammoniak). Es
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wurden 90 mg (324 umol, 37%) 3-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansaure-tert-
butylester (82a) in Form eines gelben Ols erhalten. Die analytischen Daten stimmen mit der
Literatur tiberein.**%

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 3.75-3.58 (m, 12 H, Hreg), 3.16 (m, 2 H, CH,NH,), 2.57

(t, J = 6.5 Hz, 2 H, CH,CO), 1.42 (s, 9 H, 3xCHs).

1-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-azapentadecansaure-tert-
butylester (83)

O
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Es wurden 48.0mg (173 umol, 1.00Aq.) 3-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)-
propansaure-tert-butylester (82a), 79.0 mg (208 umol, 1.20 Ag.) HBTU, 28.0 mg (208 umol,
1.20 Ag.) HOBt und 109 pL (9.60 mmol, 3.60 Ag.) DIPEA in 5 mL THF gelost. Nach 15 min
bei RT wurden 36.0mg (173 umol, 1.00 Ag.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)essigsdure (34) zugegeben und die Suspension wurde fir 12 h bei RT geruhrt. Das
Rohprodukt wurde séulenchromatographisch gereinigt (CH.Cl,/MeOH 30:1—9:1). Es
wurden 66.0 mg (140 umol, 81%) 1-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-2-0x0-6,9,12-
trioxa-3-azapentadecansaure-tert-butylester (83) in Form eines gelben Ols erhalten (Rs = 0.37,
CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, ¢): 6.63-6.60 (m, 3 H, Hay), 6.20 (bs, 1 H, NH), 3.65 (t,
3J=6.5Hz, 2 H, CHy), 3.63-3.37 (m, 14 H, Hrec), 2.44 (t, 2J=6.5Hz, 1 H, 2 H, CH,), 1.39
(s, 6 H, 2xCH3), 1.38 (s, 9 H, 3xCHj3).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 171.3 (C), 170.8 (C), 147.5 (C), 146.5 (C), 128.0 (CH),
121.8 (C), 117.9 (CH), 109.4 (CH), 108.2 (CH), 80.5 (C), 77.4 (2xCH,), 77.1 (CH,), 76.7
(CHy), 66.8 (CHy), 43.2 (CHy), 39.3 (CH,), 28.0 (2xCHj3), 25.8 (3xCHy3).
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2-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)essigséaure (78)

/
Si—
O OH
v 1T
o
78
In 40 mL Acetonitril wurden 2009 (11.9 mmol, 1.00 Ag.)

3,4-Dihydroxyphenylessigsaure (32) gelost. Nach Zugabe von 2.43 g (35.7 mmol, 3.00 Aq.)
Imidazol wurde die Ldsung auf 0 °C gekihlt, anschlieRend wurden 5.38 g (35.7 mmol,
3.00 Ag.) TBDMS-CI zugegeben und auf RT erwarmt. Die Mischung wurde (iber Nacht bei
RT gerlhrt. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck entfernt, der Riickstand in
50 mL EtOAc aufgenommen und dreimal mit je 20 mL H,O gewaschen. Die organische
Phase wurde Uber Na,SO, getrocknet, abfiltriert und das Lésungsmittel unter vermindertem
Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde saulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl,/MeOH
9:1). Es wurden 3.23 g (8.14 mmol, 87%) 2-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-
essigsaure (78) in Form eines weiRen Feststoffs erhalten (R = 0.32, CH,Cl,/MeOH 9:1).
'H-NMR (300 MHz, CDCls, 6): 6.78-6.72 (m, 3 H, Ha,), 3.50 (s, 2 H, CH,), 0.98 (s, 18 H,
6%CHj3), 0.19 (s, 12 H, 4xCHy).
3C-NMR (100 MHz, CDCls, ¢): 178.0 (C), 146.7 (C), 146.1 (C), 126.2 (C), 122.3 (CH),
122.2 (CH), 120.9 (CH), 40.5 (CHy), 25.9 (2xCH3), 18.4 (6xCHj3).
MS (FAB, 3-NBA): 339 (32), 351 (100), 352 (30), 397 (26) [M+H]".
HR-MS ([**C2'H372Si,'°04"], FAB): ber.: 397.2230 amu; gef.: 397.2231 amu.

1-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-azapentadecansaure-
tert-butylester (96)
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Es wurden 312 mg (2.12 mmol, 1.00 Aq.) 3-(2-(2-(2-
Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propanséure-tert-butylester (82a), 512 mg (2.35 mmol,
1.20 Ag.) HBTU, 182 mg (1.35 mmol, 1.20 Ag.) HOBt und 705 pL (4.05 mmol, 3.60 Aq.)
DIPEA analog AAV4 umgesetzt. Nach 15 min bei RT wurden 446 mg (1.12 mmol, 1.00 Aq.)
2-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)-oxy)phenyl)essigsaure (78)  zugegeben. Es  wurden
734 mg (1.12 mmol, quant.) 1-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-2-0x0-6,9,12-
trioxa-3-azapentadecansaure-tert-butylester (96) in Form eines gelben Ols erhalten (Rs = 0.33,
CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 6.78-6.65 (m, 3 H, Ha/), 6.02 (bs, 1 H, NH), 3.71-3.42
(m, 16 H, Hreg), 2.46 (t, °J = 6.5 Hz, 2 H, CHy), 1.42 (s, 9 H, 3xCHj3), 0.96 (s, 18 H, 6xCHs),
0.17 (s, 12 H, 4xCHs).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls, 6): 171.5 (C), 170.9 (C), 147.0 (C), 146.2 (C), 127.9 (C), 122.4
(C), 122.3 (C), 121.3 (C), 80.6 (C), 70.5 (CHy), 70.3 (CH,), 70.2 (CH,), 69.8 (2xCH,), 66.8
(CHy), 43.8 (CHy), 43.0 (CHy), 38.6 (CHy), 30.9 (3%xCHj3), 28.1 (2xC), 25.6 (6xCHy3).

MS (FAB, 3-NBA): 678 [M+Na]", 657 (18) [M+H]", 656 (20), 600 (32), 542 (30), 422 (26),
221 (30), 179 (64), 130 (100).

HR-MS ([*C335'He°N*°0g?Si, "], FAB): ber.: 656.4014 amu; gef.: 656.4017 amu.

1-(9H-Fluoren-9-y1)-3-ox0-2,7,10,13-tetraoxa-4-azahexadecansauremethylester (82d)2**!

: CJ

o L)
MeO)K/\O/\/O\/\O/\/ N \n/o O

82d o

Zu einer Losung aus 968 mg (2.18 mmol, 1.00 Aqg.) 1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-0x0-2,7,10,13-
tetraoxa-4-azahexadecansaure (82b) in 50 mL MeOH wurden unter Argonatmosphére
100 mL konz. H,SO,4 gegeben. Die Losung wurde fur 3 h bei refluxiert. Nach Abkuhlen auf
RT wurde das Losungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Der gelbe Riickstand wurde
in 50 mL EtOAc geldst und mit 20 mL ges. NaHCOg3-Losung gewaschen. Die wassrige Phase
wurde dreimal mit je 20 mL EtOAc extrahiert. Die vereinigten organischen Phasen wurden
mit 20 mL ges. NaCl-Loésung gewaschen und tber Na,SO, getrocknet. Das Ldsungsmittel

wurde unter vermindertem Druck entfernt. Es wurden 860 mg (1.88 mmol, 86%) 1-(9H-
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Fluoren-9-yl)-3-oxo0-2,7,10,13-tetraoxa-4-azahexadecansauremethylester (82d) in Form eines
gelben Feststoffs erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 7.70 (d, ®J = 7.1 Hz, 2 H, Hemoc), 7.41(d, 3J = 7.1 Hz, 2 H,
Hemod), 7.34-7.28 (M, 4 H, Hemoc), 5.47 (bs, 1 H, NH), 4.40 (d, *J = 6.9 Hz, 2 H, Hrmod), 4.25—
419 (m, 1 H, Hemoe), 3.75-3.73 (m, 2 H, CHy), 3.71 (s, 2 H, CH,), 3.66-3.61 (m, 11 H,
4%xCHj, 1xCHg), 3.39-3.37 (M, 2 H, CH,), 2.56 (t, °J = 6.9 Hz, 2 H, CH,).

MS (FAB, 3-NBA): 458 (16) [M+H]", 236 (20), 179 (100).

3-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansauremethylester (82c)!%!

O
MeOJ\/\O/\/ O o AN
82c

Es wurden 860 mg (1.88 mmol, 1.00 Aqg.) 1-(9H-Fluoren-9-yl)-3-oxo-2,7,10,13-tetraoxa-4-
azahexadecansduremethylester (82d) in 6 mL DMF gelost. Nach Zugabe wvon 300 pL
(5 mol%) Piperidin  wurde fur 4h bei RT geruhrt. Das Produkt konnte nicht
saulenchromatographisch gereinigt werden und wurde daher ohne Reinigung direkt weiter
umgesetzt. Die analytischen Daten stimmen mit der Literatur tiberein.[?'”

MS (FAB, 3-NBA): 414 (100), 248 (40), 236 (78), 179 (50) [M+H]", 178 (42) [M+H], 165
(20), 98 (22).

1-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-2-o0x0-6,9,12-trioxa-3-azapentadecan-15-
sduremethylester (84)

—S;j O

| H
T
o O

i 84

<
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Es wurden 621 mg (1.57 mmol, 1.00 Aq.) 2-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-
essigsaure (78), 712 mg (1.88 mmol, 1.20 Aqg.) HBTU, 254 mg (1.88 mmol, 1.20 Ag.) HOBt
und 982 L (728 mg, 5.64 mmol, 3.60 Aq.) DIPEA analog AAV4 umgesetzt. Nach 15 min
bei RT wurden 442 mg (1.12 mmol, 1.00 Aq.) 3-(2-(2-(2-
Aminoethoxy)ethoxy)ethoxy)propansauremethylester (82c) zugegeben. Es wurden 274 mg
(446 pmol, 29%)  1-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-2-0x0-6,9,12-trioxa-3-
azapentadecan-15-sauremethylester (84) in Form eines gelben Ols erhalten (R;=0.33,
CH,Cl,/MeOH 9:1).

'"H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 8.05 (bs, 1 H, NH), 6.69-6.64 (m, 3 H, Ha), 3.58-3.53
(m, 13 H, 1xCHgz, 5xCHy), 3.09-3.06 (m, 2 H, CH,), 2.58-2.39 (m, 2 H, CH,), 0.87 (s, 18 H,
6xCHj3), 0.08 (s, 12 H, 4xCHj3).

MS (FAB, 3-NBA): 614 (30) [M+H]", 470 (20), 453 (44), 454 (20), 422 (24), 405 (25), 397
(100) [M-78]", 396 (70) [78+H].

N-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethyl)-2-(3,4-bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-
acetamid (79)1%%

/
Si— H

S
SI\O O

79

Es wurden 1.00g (2.52 mmol, 1.00 Aq.) 2-(3,4-Bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-
essigsaure (78) und 347 mg (2.57 mmol, 1.02 Aqg.) HOBt in 2 mL wasserfreiem DMF gel0st.
Nach 10 min bei RT wurden 531 mg (2.57 mmol, 1.02 Ag.) DCC in 1 mL wasserfreiem DMF
zugegeben und fiir weitere 10 min bei RT geriihrt. Uber einen Zeitraum von 10 min wurden
296 mg (2.57 mmol, 1.02 Ag.) NHS in 2 mL wasserfreiem DMF zugetropft, die Suspension
wurde fiir 2 h bei RT gerlht. Anschlieend wurde der Aktivester zu einer L6sung aus 374 mg
(2.52 mmol, 1.00 Aq.) 2,2'-(Ethan-1,2-diylbis(oxy))diethanamin (77) in 5 mL wasserfreiem
DMF zugegeben und Uber Nacht bei RT gerthrt. Nach Abfiltrieren wurde das Ldsungsmittel
unter vermindertem Druck entfernt. Das Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch
gereinigt (CH,Cl, — MeOH — MeOH + 20% Ammoniak). Es wurden 107 mg (203 pumol,



Experimenteller Teil 196

8%) N-(2-(2-(2-Aminoethoxy)ethoxy)ethyl)-2-(3,4-bis((tert-butyldimethylsilyl)oxy)phenyl)-
acetamid (79) in Form eines braunen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 6.77-6.51 (m, 3 H, Ha), 6.49 (bs, 1 H, NH), 3.60-3.34
(m, 14 H, 7xCH,), 0.97 (s, 18 H, 6xXCHj3), 0.17 (s, 12 H, 4xCHy).
MS (FAB, 3-NBA): 527 (100) [M+H]", 221 (20), 178 (48), 149 (30), 106 (28).
HR-MS ([*C26"H5:°N,™°05%Si, "], FAB): ber.: 527.3337 amu; gef.: 527.3338 amu.

2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-4-methylbenzolsulfonat (64a)!?*!!

64a

Zu einer Losung aus 28.3 g (18.8 mmol, 1.00 Aq.) Triethylenglykol 64 in 85 mL CH,Cl,
wurden 2.87 g (28.3 mmol, 1.50 Aq.) Triethylamin zugegeben. Die L6sung wurde auf 0 °C
gekiihlt und 3.60 g (18.8 mmol, 1.00 Aq.) p-Toluolsulfonsaurechlorid wurden zugegeben. Die
Losung wurde auf RT erwarmt und fur 18 h bei RT gerlhrt. Das Lésungsmittel wurde unter
vermindertem Druck entfernt, der Rickstand wurde in 50 mL CH,CI, gel6st, dreimal mit je
20 mL H,0 und dreimal mit je 20 mL 2% Essigsaure gewaschen. Die vereinigten organischen
Phasen wurden Uber Na,SO, getrocknet. Das Losungsmittel wurde unter vermindertem Druck
entfernt. Es wurden 5.449g (17.9 mmol, 95%.) 2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-4-
methylbenzolsulfonat (64a) in Form eines weillen Feststoffs erhalten. Die analytischen Daten
stimmen mit der Literatur tiberein.*!

'H-NMR (250 MHz, Aceton-dg, 6): 7.74 (d, 2 H, Ha,), 7.30 (d, 2 H, Ha), 4.09 (m, 2 H,
CHy), 3.67-3.60 (m, 4 H, CHy), 3.55-3.46 (m, 6 H, CH,), 2.40 (s, 3 H, CH3), 1.99 (s, 1 H,
OH).

S-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)ethanthioacetat (85)M*"

HO/\/O\/\O/\/S{
85 0O
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Es wurden 200mg (631 pmol, 1.00Aq.) 2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl-4-
methylbenzolsulfonat (64a) in 5mL DMF unter Argon gelést und 113 mg (947 umol,
1.50 Ag.) Kaliumthioacetat zugegeben. Die Suspension wurde fiir 2 d bei RT geriihrt, das
Losungsmittel — unter  vermindertem  Druck entfernt. Das  Rohprodukt wurde
saulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl, — CH,CI,/MeOH 9:1). Es wurden 75.0 mg
(360 umol, 57%) S-(2-(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)ethanthioacetat (85) in Form eines
braunen Ols erhalten (R¢ = 0.24, CH,Cly/MeOH 9:1).Die analytischen Daten stimmen mit der
Literatur tiberein.[*®”

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 3.69-3.54 (m, 10 H, Heg), 3.05 (t, 3J=6.4 Hz, 2 H,
CHy), 2.64 (bs, 1 H, OH), 2.29 (s, 3 H, CHs).
MS (FAB, 3-NBA): 209 (100) [M+H]", 148 (38) [CsH1102S]", 136 (24), 135 (20), 102 (44),
86 (42).

2-(2-(2-(Acetylthio)ethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-acetat (86)

O

><o O\/\O/\/O\/\S)]\
O O
86

Zu einer Losung aus 100 mg (480 umol, 1.00 Ag.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-
yl)essigsaure (34) in 2 mL wasserfreiem DMF wurden 111 mg (576 umol, 1.20 Ag.)
EDC-HCI, 13.1 mg (107 pumol, 0.223 Ag.) 4-DMAP und 100 mg (480 umol, 1.00 Ag.) S-(2-
(2-(2-Hydroxyethoxy)ethoxy)ethyl)ethanthioacetat (85) zugegeben. Die Suspension wurde
Uber Nacht bei RT geruhrt, das Loésungsmittel unter vermindertem Druck entfernt. Das
Rohprodukt wurde s&ulenchromatographisch gereinigt (CH,Cl, — CH,CIl,/MeOH 20:1). Es
wurden 166 mg (402 umol, 84%)  2-(2-(2-(Acetylthio)ethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-
dimethylbenzo[d][1,3]-dioxol-5-yl)acetat (86) in Form eines gelben Ols erhalten (R¢=0.88,
CH,Cl,/MeOH 9:1).

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 8): 6.69-6.66 (m, 3 H, Hp,), 4.27-4.23 (m, 2 H, CH,), 3.74—
3.51 (m, 10 H, Hrgg), 3.12-3.07 (m, 2 H, CH,), 2.33 (s, 3 H, CHj3), 1.66 (s, 6 H, 2xCH3).
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3C-NMR (100 MHz, CDCls, 8): 195.5 (C), 171.8 (C), 143.8 (C), 147.5 (C), 146.5 (C), 126.8
(C), 121.7 (C), 117.9 (CH), 109.4 (CH), 108.0 (CH), 70.5 (CH,), 70.3 (CH>), 69.8 (CH,), 69.1
(CHy), 63.9 (CH,), 40.8 (CHy), 30.5 (CH3), 28.8 (CHy), 25.8 (CHs).

MS (FAB, 3-NBA): 398 (30) [M+H]", 358 (22), 235 (28), 191 (70), 164 (100), 137 (52), 110
(50), 96 (80), 82 (82).

HR-MS ([C1gH26SO7"], FAB): ber.: 398.1399 amu; gef.: 398.1397 amu.

2-(2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acetat (86a)

@)

ek
HO ©

86a

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphédre 4 mL entgastes CHCl;, 1.25 mL TFA und
500puL  H,O zu einer Losung aus 160mg (402 umol, 1.00 Aq.) 2-(2-(2-
(Acetylthio)ethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acetat (86) in
1.25 mL entgastem CHCI; gegeben. Es wurden 914 mg (318 umol, 79%) 2-(2-(2-
Mercaptoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(2,2-dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)acetat (86a) in Form
eines braunes Ols erhalten.

'H-NMR (250 MHz, CDCls, 6): 6.84-6.75 (m, 2 H, Hp,), 6.65-6.61 (M, 1 H, Ha), 4.26 (t,
3J=45Hz, 2 H, CH,), 3.74-3.57 (m, 12 H, Hrec), 3.08 (t, %)= 6.6 Hz, 2 H, CH,), 2.38 (s,
3 H, CHa).

B3C-NMR (100 MHz, CDCls, 8): 196.1 (C), 171.9 (C), 143.7 (C), 143.4 (C), 126.0 (C), 121.5
(CH), 115.6 (CH), 115.0 (CH), 72.3 (CHy), 70.4 (CHy), 70.1 (CH,), 63.7 (CH,), 61.7 (CH,),
40.7 (CHy), 30.5 (CHy), 28.4 (CHy).

MS (FAB, 3-NBA): 359 (35) [M+H]", 195 (84), 149 (64), 122 (78), 102 (80).

HR-MS ([*2C16'H2,"°0;'S"] FAB): ber.: 358.1086 amu; gef.: 258.1088 amul.
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2-(2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(3,4-dihydroxyphenyl)acetat (86b)!¢"

e e
HO ©

86b

Es wurden 304 mg (848 umol, 1.00 Aqg.) Thioester 86a unter Argon in 24 mL trockenem
Ethanol gel6st, danach wurden 27 mL entgastes H,O zugegeben. 64.2 mg (1.70 mmol,
2.00 Ag) NaBH, wurden zu der Lésung gegeben und iiber Nacht bei RT geriihrt. Danach
erfolgte die Zugabe von weiteren 32.1 mg (848 pmol, 1.00 Aqg.) NaBHj, es wurde fiir 3 h bei
RT gerthrt. Daraufhin wurden 100 mL Et,O und 100 mL 1 m HCI zugegeben und fir 30 min
geriihrt. Nach Phasentrennung wurde die wassrige Phase vom Ldsungsmittel befreit. Es
wurden  249mg (789 umol,  93%)  2-(2-(2-Mercaptoethoxy)ethoxy)ethyl-2-(3,4-
dihydroxyphenyl)-acetat (86b) in Form eines weilien Feststoffs erhalten.

'H-NMR (250 MHz, D,O/DMSO-dg, 6): 6.68-6.62 (M, 2 H, Ha/), 6.62-6.48 (m, 1 H, Hp,),
3.62-3.33 (M, 12 H, Hreg), 2.81-2.77 (m, 2 H, CHy).
3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 8): 176.2 (C), 143.8 (C), 144.5 (C), 127.3 (C), 122.2 (CH),
117.9 (CH), 116.9 (CH), 72.8 (CH,), 70.8 (CH,), 70.6 (CHy), 70.5 (CH,), 69.4 (CH,), 41.3
(CHy), 32.5 (CHy).
HR-MS ([**C14'H20"'S™ 06", FAB): ber.: 316.0980 amu; gef.: 316.0979 amu.
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6.2.7 Reaktionen mit verschiedenen Linkern

6.2.7.1 Michael-Additionen mit 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15)

1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion-Peptid KGGGC (26)

HO
HO:©\|\ o)

N
(0]
S
OH
H,N Q
NH
] ) NH O
}Nﬁo
HN
(0]
NH o

0
26
o
HOOOH

Es wurden 2.95mg (3.78 mmol, 1.00 Ag.) Peptid KGGGC 25 in 200 uL H,O gelést und

265mg (11.1 mmol, 2.94 Aq.) 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) in

200 pL Acetonitril wurden analog AAV5 umgesetzt. Es wurden 3.00 mg (2.88 mmol, 78%)

Linker-Peptid 26 in Form eines gelben Feststoffes erhalten. Das Produkt 26 wurde mittels

HPLC gereinigt, die Charakterisierung erfolgte durch UV/Vis und MALDI-TOF (Tabelle 30).
UV/Vis (H20): Amax (log €) = 412 (0.38) nm.

Tabelle 30: MS (MALDI-TOF, DHB) Ergebnisse der Reaktion zwischen 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-
pyrrol-2,5-dion (15) und Peptid 25.

Eintrag Mson [g/mol] M [g/mol]

Peptid 25 779 780
Dopamin-Maleinimid-Peptid 26 1012 1013
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1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion-Peptoid (23)

Es wurden 2.09 mg (1.40 mmol, 1.00 Aq.) Peptoid 22 in 500 uL H,O gel6st. Diese wurden
mittels einer NAP5-Saule in H,O umgepuffert. Das Volumen wurde auf 200 pL reduziert und
977 ug (419 mmol, 3.00 Ag.) 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) in
200 uL MeCN wurden analog AAV5 zugegeben. Das Produkt 23 wurde mittels HPLC
gereinigt, die Charakterisierung erfolgte durch MALDI-TOF (Tabelle 31).

Tabelle 31: MS (MALDI-TOF, DHB) Ergebnisse der Reaktion zwischen 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-
pyrrol-2,5-dion (15) und Peptoid 22.

Eintrag Masseso [g/mol]  Masses [g/mol]
Peptoid 22 1497 1497
Produkt 23 1730 1731

1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion-BP100-Cystein 28

NH, NH, NH,
0 e > 0 e L O e S NH 0 on
N N\i‘;\l N NJi\N N\¢\l N NWH\/S\&N/\/@/
Ho T Ho I IS H T Ho I H 1T OH
o
OH
NH, NH, 28
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Eine Losung aus 2.55 mg (1.67 pmol, 1.00 Ag.) BP100-Cystein 27 in 200 pL H,O wurde mit
1M NaOH auf pH =7 eingestellt. Zu der Losung wurden 780 pg (3.35 umol, 2.00 Aq.)
1 (3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) analog AAV5 gegeben. Das Produkt
wurde mittels HPLC gereinigt, die Charakterisierung erfolgte durch MALDI-TOF
(Tabelle 32).

Tabelle 32: MS (MALDI-TOF, DHB) Ergebnisse der Reaktion zwischen 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-
pyrrol-2,5-dion (15) und dem Peptid BP100-Cystein 27.

Eintrag Masseso [g/mol]  Masses; [g/mol]
BP100-Cystein 27 1524 1524
Produkt 28 Signal 1~ 1757 1757
Produkt 28 Signal 2 1758 (1990) 1990

3-((1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl)thio)-N-(14-(((2R,3R,4S,5R,6R)-
3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-3,6,9,12-

tetraoxatetradecyl)propanamid (20)
A e o N
OH 3 o)
20 0O

Es wurden 3.17 mg (6.93 mmol, 1.00 Ag.) Zucker 19 in 200 puL H,O geldst und 4.85 mg
(20.8 mmol, 3.00 Ag.) 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) analog AAV5
zugegeben. Das Produkt 20 wurde mittels HPLC gereinigt, die Charakterisierung erfolgte
durch MALDI-TOF (Tabelle 33).

Tabelle 33: MS (MALDI-TOF, DHB) Ergebnisse der Reaktion zwischen 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-
pyrrol-2,5-dion (15) und Zucker 19.

Eintrag Msoi [g/mol] My [g/mol]

Produkt 20 (+Na) 691 (714) 713
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1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion-Oligonukleotid DNA 1 und DNA 2

15-DNA 1

Es wurden 100 pL einer 100 pum Oligonukleotid-Ldsung mit 60 pL einer 1.00 M DTT-Ldsung
fur 2h bei 37 °C reduziert. Nach Reinigung mittels NAP5 und NAP10 wurde die
Oligonukleotid-Losung zu 100 pL 300 um  1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-
dion (15) in 100 uL MeCN zugetropft und 2 h bei RT geschittelt. Die Reinigung erfolgte
mittels HPLC, die Charakterisierung durch MALDI-TOF (Tabelle 34).

Tabelle 34: MS (MALDI-TOF, 3-HPA) der Reaktion zwischen 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-
dion (15) und verschiedenen thiolierten Oligonukleotiden.

Eintrag Mson [9/mol] Mg [g/mol]

15-DNA1 7241 7244
15-DNA 2 4790 4789

N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)-
ethoxy)ethoxy)propanamid-Oligonukleotid DNA 1

o
H
BOAS AR AaS o
HO © o]

24a-DNA 1

Es wurden 100 pL einer 100 pum Oligonukleotid-Ldsung mit 60 pL einer 1.00 M DTT-L6sung
fur 2h bei 37 °C reduziert. Nach Reinigung mittels NAP5 und NAP10 wurde die
Oligonukleotid-Ldsung zu 100 pL 3 mm N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo-
2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propanamid (24a) in H,O zugetropft und
Uber Nacht bei RT geschuttelt. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC (Tabelle 43), die
Charakterisierung durch MALDI-TOF (Tabelle 35) und UV/Vis.
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UV/Vis (H20, DNA 1): Amax (log €) = 256 (1.00) nm.

Tabelle 35: MS (MALDI-TOF, 3-HPA) der Reaktion zwischen thiolierter DNA 1 und dem Maleinimid (24a).

Eintrag Msoi [g/mol] My [g/mol]

24a-DNA1 7444 7442

6.2.7.2 1,3-Dipolare Cycloadditionen

a. Unter Kupferkatalyse

2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((1-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)acetamid (55)

In einer 10 mL H,O/EtOH-Mischung (1:1) wurden 50.0 mg (246 pmol, 1.00 Aqg.) 3-Azido-7-
hydroxycumarin (50) und 60.0 mg (246 pumol, 1.00 Aq.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-
5-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid (35) gelést. Zur braunen Losung wurden 9.00 mg
(49.2 umol, 0.20 Ag.) Natriumascorbat und 3.00 mg (12.3 pmol, 5 mol%) CuSQ4-5 H,0
zugegeben. Es wurde Uber Nacht bei Raumtemperatur gerthrt. Das Ldsungsmittel wurde
unter vermindertem Druck entfernt. Der Rickstand wurde in 20 mL H,O gel6st und
abfiltriert. Nach Trocknen an der Luft wurden 55.2mg (123 pumol, 50%) 2-(3,4-
Dihydroxyphenyl)-N-((1-(7-hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)acetamid (55) in Form eines braunen Feststoffs erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-ds, 6): 10.9 (bs, 1 H, NH), 8.58 (s, 1 H, Hrriazo), 8.36 (5, 1 H,
Hotefin), 7.74 (d, 3)=85Hz, 1 H, Har), 6.92-6.64 (m, 5 H, Ha), 4.38 (s, 2 H, NHCH,), 3.34
(s, 2 H, ArCHy), 1.60 (s, 6 H, 2xCHy).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-dg, 6): 170.0 (C), 162.3 (C), 156.1 (C), 154.5 (C), 146.6 (C),
145.3 (C), 135.9 (CH,), 130.8 (CHy), 129.1 (C), 123.6 (CH,), 121.3 (CH,), 119.2 (C), 117.5
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(C), 114.1 (CHy), 110.2 (2xC), 109.1 (CHy), 107.6 (CH,), 102.0 (CH,), 41.6 (CH,), 34.0
(CHy), 25.4 (2xCHjy).

MS (FAB, 3-NBA): 449 (100) [M+H]", 293 (25), 214 (32), 163 (73), 136 (80), 123 (32), 107
(30), 91 (23).

HR-MS (C3H21N4O6", FAB): ber.: 449.1461 amu; gef.: 449.1464 amu.

2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((1-(7-hydroxy-2-oxo0-2H-chromen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-
yl)methyl)acetamid (55a)

¥
'\\'/\§’\ 0o
N=N  HN OH
55a

OH

Nach AAV3 wurden unter Argonatmosphare 2 mL entgastes CHCI;, 596 uL TFA und
238uL H,O zu einer Losung aus 100mg (408 umol, 1.00 Ag) 2-(2,2-
Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid (55) in 2mL entgastem
CHCI; gegeben. Es wurden 83.3 mg (204 umol, quant.) 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((1-(7-
hydroxy-2-oxo-2H-chromen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)acetamid (55a) in Form eines
braunen Ols erhalten.

'H-NMR (300 MHz, DMSO-dg, 8): 8.35 (t, 2J=5.0 Hz, 1 H, NH), 6.66-6.61 (m, 2 H,
Har), 6.49 (dd, 3J =5.0 Hz, 3J=2.0 Hz, 5 H, Hp,), 3.84-3.82 (m, 2 H, NHCH,), 3.22 (s, 2 H,
ArCH,), 3.08 (t, 1= 3.0 Hz, 1 H, CH).

B3C-NMR (100 MHz, DMSO-ds, 6): 170.5 (C), 162.2 (C), 156.1 (C), 154.4 (C), 144.7 (2xC),
143.7 (C), 135.9 (CH,), 130.8 (CH,), 126.7 (CH,), 119.6 (C), 119.2 (C), 116.3 (C), 115.1 (C),
114.1 (C), 110.2 (2xC), 102.0 (C), 41.5 (CH,), 40.3 (2xCHy).

MS (FAB, 3-NBA): 409 (35) [M+H]*, 408 (18) [M*—H].

HR-MS (C20H17N4Os", FAB): ber.: 409.1148 amu; gef.: 409.1150 amu.
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2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-yl)-N-(prop-2-yn-1-yl)acetamid-BP100-Azid 46

o@\)\\NH N= NH,

NH, NH, NH,
\\/0 o) J N/\)LN N N N N N 2
N H o H o H o H o H o H oo
OH
NH, 46 NH,

Es wurden 300 pg (1.22 umol, 1.00 Ag.) 2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-(prop-
2-yn-1-yl)acetamid (35) in 200 uL DMSO gel6st. Zu der Losung wurden nacheinander
1.87 mg (1.22 pmol, 1.00 Aq.) BP100-Azid 27a in 150 pL H,0O, 20.0 ug (80.0 nmol, 5 mol%)
CuS04-5 H,0 in 25 pL H,0 und 50.0 pg (25.2 nmol, 0.207 Ag.) Natriumascorbat in 25 pL
H,0 zugegeben. Die farblose Lésung wurde Gber Nacht bei 37 °C geschuttelt, die Reinigung
erfolgte mittels HPLC. Die Masse wurde mittels MALDI-TOF (Tabelle 36) detektiert.

Tabelle 36: MS (MALDI-TOF, DHB) der Reaktion zwischen Alkin 35 und BP100-Azid 27a.

Eintrag Mson [g/mol] Mgt [g/mol]

BP100-Azid 27a 1532 1532
Produkt 46 (+Na, +K) 1778 (1801, 1871) 1778, 1801, 1871

N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-2-((3-(4-methyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-ox0-2H-chromen-7-
yl)oxy)acetamid-DNA 4

HO ©
58a-DNA 4
Zu einer 100 pL 100 um DNA 4(a)-Losung in H,O wurde eine 100 pL 100 um N-(3,4-
Dihydroxyphenethyl)-2-((3-(4-methyl-1H-1,2,3-triazol-1-yl)-2-ox0-2H-chromen-7-

yl)oxy)acetamid (58a) in DMSO gegeben. Daraufhin erfolgte die Zugabe einer 100 uL 2 mm
Natriumascorbat-L6sung in H,O und einer 100 pL 1 mm CuSO4-5 H,0-L6sung ebenfalls in
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H,0. Die Reaktionslésung wurde tber Nacht bei RT geschittelt. Die Reinigung erfolgte
mittels HPLC (Tabelle 43), das Produkt wurde durch UV/Vis und MALDI-TOF
charakterisiert (Tabelle 37).

UV/Vis (H20): Amax (log €) = 345 (0.09), 268 (0.83) nm.

Tabelle 37: MS (MALDI-TOF, DHB) der Reaktion zwischen Azid 58a und DNA 4(a).

Eintrag Mson [g/mol] Mg [g/mol]

58a-DNA 4 7759 [7837, M+2 K] 7838 [M+2 K]
58a-DNA 4a  5025[5103, M+2 K] 5103 [M+2 K]

2-(2,2-Dimethylbenzo[d][1,3]dioxol-5-yl)-N-(2-(1-(1-(((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-
(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-yl)oxy)-3,6,9,12-tetraoxapentadecan-15-yl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)ethyl)acetamid 42

OH

OH
%o ’N
HO 0 N™N
OH

Es wurden 20.4mg (51.5nmol, 1.00Aqg.) (2R,3R,4S,5R,6R)-2-((15-Azido-3,6,9,12-
tetraoxapentadecyl)oxy)-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-3,4,5-triol (19a) und 25.7 pg
(51.5 nmol, 0.100 Ag.) CuSO4-5H,0 in 200 uL H,O/EtOH (1:1) gelést. Dazu wurde eine
Losung aus 12.6 mg (51.5 nmol, 1.00 Ag.) geschiitzten 2-(2,2-Dimethylbenzo[1,3]dioxol-5-
yl)-N-(prop-2-in-1-yl)acetamid (35), 1.39 mg (2.58 nmol, 5mol%) TBTA und 1.02 mg
(2.58 nmol, 5 mol%) Natriumascorbat in 400 pL H,O/EtOH (1:1) zugegeben und UGber Nacht
bei RT geschdttelt. Es wurden 14.9 mg (23.3 nmol, 45%) catecholmodifizierter Zucker 42 in
Form eines braunen Ols erhalten. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC.

MS (FAB, 3-NBA): 737 (38), 663 (42) [M+Na], 641 (61) [M+H]", 479 (100), 439 (30),
246 (98) [36]", 206 (21), 163 (92), 131 (61), 123 (43).
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2-Amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-N-((1-methyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)propanamid-
DNA 3

H
(@) N N‘N
H | ]
NH2 N

HO
47-DNA 3 9%

Es wurden 50 pL einer 100 um Losung aus 2-Amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-N-((1-methyl-
1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)propanamid (47) in H,O zu 50 pL einer 100 pum Losung DNA 3
gegeben. Eine frisch hergestellte Lésung aus 0.700 um THPTA, 1.00 pmol Natriumascorbat
und 0.100 pum CuSO4-5 H,0 in einer 200 um NaCl-Losung wurde zur der Alkin-Azid-Ldsung
gegeben und Uber Nacht geschuttelt. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC (Tabelle 43), das
Produkt wurde durch MALDI-TOF charakterisiert (Tabelle 38).

Tabelle 38: MALDI-TOF Ergebnisse der Reaktion von trifunktionellem Linker 47 mit DNA 3.

Eintrag Mson [9/mol] Mg [g/mol]

DNA 3 7524 7525
47-DNA3 7758 7759
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b. Kupferfreie Cycloaddition

2-(Cyclooct-2-in-1-yloxy)-N-(3,4-dihydroxyphenethyl)acetamid (63a)-DNA 3

‘é‘&\N’N\\N o /\QOH
N

i et

Es wurden 100 puL einer 100 um Losung aus 2-(Cyclooct-2-in-1-yloxy)-N-(3,4-
dihydroxyphenethyl)acetamid (63a) in H,O zu 50 pL einer 100 um Losung DNA 3 gegeben
und Uber Nacht geschittelt. Die Reinigung erfolgte mittels HPLC (Tabelle 43), das Produkt
wurde durch MALDI-TOF charakterisiert (Tabelle 39).

Tabelle 39: MALDI-TOF-Resultate der kupferfreien Cycloaddition zwischen Cyclooctin 63a und DNA 3.

Eintrag Msoi [0/mol] M [g/mol]
DNA3 7524 7525
63a-DNA 3 Signal 1 7841 7841
63a-DNA 3 Signal 2 7841 7841

6.3 Reaktionen mit TiO,-Nanoteilchen

6.3.1 Modifikation der TiO,-Nanopartikel und Nanostabchen

a. Dopamin-Hydrochlorid (9a)

NR-9
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Nach AAV6 wurden 1.00 mg TiO,-Nanostabchen in 100 uL. MeOH suspendiert und 3.00 mg
Dopamin-Hydrochlorid (9a) in 100 uL H,O zugegeben. Nach der wurde ein IR-Spektrum
aufgenommen um die Oberflachenmodifikation nachzuweisen.

IR (ATR) 7: 3247, 2920, 28253 1630, 1485, 1427, 1267, 1122, 1025 cm™.

b. 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15)

(@)
Iy
O N
v DD
(@)
NP-15 o

Nach AAV6 wurden 1.00 mg TiO,-Nanopartikel und Nanostabchen in je 100 uL MeOH
suspendiert und 3.00 mg 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrol-2,5-dion (15) in 100 pL
Acetonitril zugegeben. Nach der Reinigung wurde fiir die Nanopartikel ein *H-NMR, fiir die
Nanostdbchen ein  IR-Spektrum aufgenommen um die Oberflachenmodifikation
nachzuweisen.

'H-NMR (250 MHz, CD3CNs3, 8): 6.67-6.71 (m, 2 H, Hwma), 6.48-6.64 (m, 3 H, Ha),
3.58-3.66 (M, 2 H, CH,NH), 2.68-2.75 (m, 2 H, CH,Ar).
IR (KBr) : 3338, 3098, 2925, 2853, 2254, 1770, 1692, 1603, 1500, 1440, 1406, 1358, 1280,
1139, 1041, 945, 824 cm™.

c. 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((1-(7-hydroxy-2-oxo0-2H-chromen-3-yl)-1H-1,2,3-
triazol-4-yl)methyl)acetamid (55a)
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Nach AAV6 wurden 3.00mg 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-((1-(7-hydroxy-2-oxo-2H-
chromen-3-yl)-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl)acetamid (55a) in 200 uL H,O geldst und die
hellbraune Losung zu 500 ng TiO,-Nanopartikeln in 200 pL H,O gegeben. Das Gemisch
wurde (ber Nacht bei RT geschittelt. Die modifizierten Nanopartikel wurden Uber
GroRenausschlusschromatographie gereinigt. Die Auswertung erfolgte mittels UV/Vis-
Messungen.

UV/Vis (DMSO): Amax (log €) = 346 (0.68), 290 (0.26) nm.

d. 3-(4-Aminobutyl)-1-(3',6'-dihydroxy-3-oxo-3H-spiro[isobenzofuran-1,9'-
xanthen]-5-yl)-15-(((1-(3,4-dihydroxyphenethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-
yl)thio)methyl)-1,4,7,10,13-pentaoxo-2,5,8,11,14-pentaazahexadecansaure 26

Nach AAV6 wurden 3.00 mg des modifizierten Peptids 26 in 200 uL H,O geldst und die
gelbe Losung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 200 pL H,O gegeben. Das Gemisch wurde
Uber Nacht bei RT geschittelt. Die modifizierten Nanopartikel wurden (ber
Grolenausschlusschromatographie gereinigt. Die Auswertung erfolgte mittels UV/Vis-
Spektroskopie, Gelelektrophorese und DLS-Messungen (Tabelle 40).

UV/Vis (DMSO): Amax (log €) = zwischen 400 und 550 nm.
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Tabelle 40: Hydrodynamischer Radius der peptidmodifizierten TiO,-Nanopartikel.

Eintrag Radius [nm]

NP-15 34.2+0.395
NP-26 62.3 +£2.050

e. 1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-1H-pyrrole-2,5-dion-BP100-Cystein 28

NH, NH, NH,
o e R, b O b0 b 0 L NH, o '®
H,N N N \ N N N N N N N N Nm)\/s . s
H o H oo H o H o H o H o o
o)
OH
NH, NH,
NP-28

Nach AAV6 wurden 500 pg des modifizierten BP100-Cystein 28 in 200 uL H,O geldst und
die farblose Lésung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 200 pL H,O gegeben. Das Gemisch
wurde Uber Nacht bei RT geschittelt. Die modifizierten Nanopartikel wurden Uber
GroRenausschlusschromatographie gereinigt. Die Auswertung erfolgte mittels UV/Vis-
Spektroskopie.

UV/Vis (H20): Amax (log €) = zwischen 342 und 580 nm, 278 (0.86).

f.  13-((1-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-2,5-dioxopyrrolidin-3-yl)thio)-N-(14-
(((2R,3R,4S,5R,6R)-3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)tetrahydro-2H-pyran-2-
yl)oxy)-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)propanamid (20)

Nach AAV6 wurden 200 g des modifizierten Zuckers 20 in 100 uL H,O gel6st und die
farblose Losung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 100 uL H,O gegeben. Das Gemisch
wurde Uber Nacht bei RT geschittelt. Die Auswertung erfolgte mittels UV/Vis-
Spektroskopie.

UV/Vis (H20): Amax (log €) = zwischen 317 und 383 nm, 280 (0.45).
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g. 2-Amino-3-(3,4-dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-in-1-yl)propanamid-ATTO 532

(@)
o H
(@)
O
NP-47-ATTO 532 O\L

o]

N

(0]

\L ATTO 532
NE

H

Nach AAV6 wurden 100 pL 300 pum Alkin 47 in 100 uL Phosphat-Puffer (pH = 8.4) geldst
und die farblose Lésung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 100 uL H,O gegeben. Das
Gemisch wurde Uber Nacht bei RT geschittelt. Es wurden 100 pL 300 um ATTO 532 in
DMSO zugegeben und Uber Nacht geschittelt. Der Nachweis der Bindung auf die

Nanopartikel erfolgte mittels Gelelektrophorese.

6.3.1.1 Michael-Addition auf der TiO,-Nanopartikeloberflache

a. N-(3,4-Dihydroxyphenethyl)-3-(2-(2-(2-(2,5-dioxo0-2,5-dihydro-1H-pyrrol-1-
yl)ethoxy)ethoxy)ethoxy)propanamid-DNA 1

(0]
H
O N\[(\/O\/\ /\/O\/\ﬁ
o NN\ g
:©N ° o

NP-24a-DNA 1

Nach AAV6 wurden 100 pL 100 pm Maleinimid 24a in 100 pL H,O gel6st und die farblose
Losung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 100 uL H,O gegeben. Das Gemisch wurde Uber
Nacht bei RT geschuttelt. Die Reinigung erfolgte mittels einer NAP5-Sdule (Phosphat-Puffer,
pH = 7.5).
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Es wurden 100 pL einer 100 pum Oligonukleotid-Ldsung mit 60 pL einer 1.00 M DTT-Ldsung
fur 2h bei 37°C reduziert. Nach Reinigung mittels NAP5 und NAP10 wurde die
Oligonukleotid-Ldsung zu den maleinimidmodifizierten Nanopartikeln (NP-24a) in 100 pL
H,O zugetropft und ber Nacht bei RT geschittelt. Der Nachweis der Bindung auf die

Nanopartikel erfolgte mittels Gelelektrophorese und Zetapotential-Messungen (Tabelle 41).

Tabelle 41: Zetapotentiale der Titandioxid-Nanopartikel mit und ohne Oligonukleotid.

Eintrag Zetapotential [mV]

NP-24a -6.64 + 2.04
NP-24a-DNA 1 -22.6 + 3.65

6.3.2 1,3-Dipolare Cycloaddition unter Kupferkatalyse auf der TiO,-Nanopartikeloberflache

a. 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-in-1-yl)acetamid (55a)

N=N
H \ OH
O N\A/N 4
(e
&,
O

NP-55a

Nach AAV6 wurden 3.00 mg des 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-in-1-yl)acetamid (36)
in 200 uL MeCN gel6st und die gelbe Losung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 200 pL H,0O
gegeben. Das Gemisch wurde (ber Nacht bei RT geschittelt. Die alkinmodifizierten
Nanopartikel wurden gereinigt. AnschlieBend wurden sie in 100 uL DMSO gel6st, 30.0 mg
(123 umol, 1.00 Aq.) 3-Azido-7-hydroxycumarin (50), 540 mg (24.6 nmol, 0.20 Aq.)
Natriumascorbat und anschliefend 180 mg (61.5 nmol, 5 mol%) CuSO,4-5H,0 zugegeben.
Die Reaktion wurde tber Nacht bei RT geruhrt. Nach Zentrifugation (zweimal) wurden die
modifizierten TiO,-Nanopartikel in DMSO aufgenommen und UV/Vis-, Fluoreszenz und
DLS-Messungen (Tabelle 42) durchgefunhrt.
UV/Vis (DMSO): Amax (log €) = 346 (0.80), 290 (0.25) nm.
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Tabelle 42: DLS-Ergebnisse der kupferkatalysierten Cycloaddition auf alkinmodifizierten Nanopartikeln
(NP-36) mit 3-Azido-7-hydroxycumarin (50).

Eintrag Radius [nm]

NP-36 20.0+3.18
NP-55a 102 +1.92

b. 2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-in-1-yl)acetamid-DNA 3

(2 DS

NP-36-DNA 3

Nach AAV6 wurden 100puL 100 um  2-(3,4-Dihydroxyphenyl)-N-(prop-2-in-1-
yl)acetamid (36) in MeCN geldst und die Losung zu 1.00 mg TiO,-Nanopartikeln in 100 pL
H,O gegeben. Das Gemisch wurde tber Nacht bei RT geschittelt. Die alkinmodifizierten
Nanopartikel wurden gereinigt. Daraufhin wurden sie in 100 uyL DMSO gel6st, 100 uL
100 um DNA 3, 100 pL 2.00 mm Natriumascorbat und anschliefend 100 pL 1.00 um
CuSO04-5H,0 zugegeben. Die Reaktion wurde iber Nacht bei RT geschittelt. Die Auswertung

erfolgte anhand eines Agarose-Gels.



Experimenteller Teil 216

Tabelle 43: Standardgradient fiir die Analyse und Reinigung von Oligonukleotiden mittels HPLC. Verwendete
Lésungsmittel waren A: 0.1 M NH,OACc in H,0 und B: CH5CN.

Zeit [min] Anteil B [%0]

0 0
10 5
15 10
20 15
25 30
32 80
40 100
45 0

Tabelle 44: Standardgradient fiir die Analyse und Reinigung von Peptiden sowie organischen Verbindungen
mittels HPLC. Verwendete Losungsmittel waren A: H,O + 0.1 % TFA, B: CH3;CN + 0.1% TFA.

Zeit [min] Anteil B [%0]

0 0
3 0
33 100
35 100
38 0
40 0

Tabelle 45: Sequenzen der verwendeten Oligonukleotide.

Name Sequenz

DNA 1 [ThioC6]GGTCCGGTCATAAAGCGATAAG
DNA 2 [ThioC6]GGTGAAGAGATC[TAM]

DNA 3 Azid-TTTTTTTTTTTTGATCTCTTCACC
DNA 4 Hexynyl-TTTTTTTTTTTTGATCTCTTCACC
DNA4a  Hexynyl-TTGATCTCTTCACC

cDNA 4a GGTGAAGAGATCICy5]
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7 Abklrzungsverzeichnis

AAV
Ac
Aq.
Ar
ATR
ber.
Bn
bs

CuAAC
d

d

DC
DLS
DMF
DMSO
DRIFT
EDC-HCI
El

etal.

Et

eV

FAB
gef.

g

h
HATU

HBTU

HOBt
HPLC

Allgemeine Arbeitsvorschrift

Acetyl

Aquivalent(e)

Aromat(isch)

attenuated total reflection

berechnet

Benzyl

breites Singulett

cyclo (als Préfix), Konzentration
copper-catalyzed azide—alkyne-cycloaddition
Tag(e)

chemische Verschiebung
Dinnschichtchromatografie

dynamic light scattering
N,N-Dimethylformamid

Dimethylsulfoxid

diffuse reflectance infrared fourier transform
1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimid
ElektronenstoRionisation

et alii, und andere

Ethyl

Elektronenvolt

fast atom bombardement

gefunden

Gramm

Stunde(n)
O-(7-Azabenzotriazol-1-yl)-N,N,N’,N’-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat
2-(1H-Benzotriazol-1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluronium-
hexafluorophosphat

1-Hydroxybenzotriazol

high performance liquid chromatography


http://de.wikipedia.org/wiki/1-Ethyl-3-%283-dimethylaminopropyl%29carbodiimid
http://de.wikipedia.org/wiki/1-Hydroxybenzotriazol
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HRMS high resolution mass spectrometry
HRP horseradish peroxidase

Hz Hertz

IBX 1-Hydroxy-1,2-benziodoxol-3(1H)-on-1-oxid
IR Infrarotspektroskopie, -spektrum
J Kopplungskonstante

kg Kilogramm

kJ Kilojoule

L Liter

A Wellenlange

M molar

Me Methyl

I Mikro

mg Milligramm

MHz Megahertz

min Minute(n)

ML Mikroliter

mL Milliliter

MS Massenspektrometrie

ng Nanogramm

nm Nanometer

NMM N-Methylmorpholin

NMR Kernresonanzspektroskopie

NP Nanopartikel

NR nanorods

p.a. pro analysi

ppm parts per million

quant quantitativ

Rs ratio of fronts

ROS reactive oxygen species

RT Raumtemperatur

TBTA Tris[(1-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-yl)methyl]Jamin)
tBu tert-Butyl

THPTA Tris(3-hydroxypropyltriazolylmethyl)amin


http://en.wikipedia.org/wiki/N-Methylmorpholine
http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1002/047084289X.rn01358/full
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TEM
TFA
THF
TOF
uv
Vis

Transmissionselektronenmikroskop
Trifluoressigsdure

Tetrahydrofuran

time of flight, Flugzeitdetektor
Ultraviolett

visible
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