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Einleitung und Zielstellung 1

1 Einleitung und Zielstellung

Die Gentherapie, von einigen auch als Therapie2deslahrhunderts bezeichnet, bietet die
Maoglichkeit genetische und erworbene Krankheiterckdwerdnderung oder Manipulation
von Genen kausal zu behand&fh.Die eingesetzten nukleinsaurehaltigen Arzneimittel
werden entsprechend ihrer therapeutischen Releva@&en-Inhibitoren, Gen-Vakzine und
Substitutionsgene unterschiedeen-Inhibitoren sind in der Lage, defekte Gene derf
mRNA-Ebene zu inaktivierérund somit unter anderem das extreme Wachstum uamoir
zellen zu unterbinden. Die haufig Antigene specifes Pathogene enthaltenden Gen-Vakzine
kénnen eine zellvermittelte oder humorale Immunantwund die Antikérperproduktion
aktivieren® Die dritte Therapiemdglichkeit basiert auf der Sithtion defekter Gene durch
vollstandig funktionsfahige DNA-Molekile, womit dielle die Fahigkeit erhalt, spezifische
korpereigene Proteine zu synthetisieren. Dies ésiobders bedeutend fir die Behandlung
genetisch bedingter Krankheiten, wie der Immunscmekrankheit SCID (severe combined
immunodeficiency), Cystische Fibros&Hamophilie A und B oder Phenylketonuri®. Der
Anteil antitumoraler Therapien innerhalb kliniscH&udien zur Gentransfektion liegt indes
im Vergleich zur Behandlung monogenetischer Erkaagien um das achtfache hofein
Abbildung 1 sind die mit Gentherapie behandelten Krankheitew wdie eingesetzten

Gentypen innerhalb klinischer Studien dargestellt.

Eingesetzt&entypenin klinischen Behandelte Krankheiten in klinischen
Gentransfektionsstudien Gentransfektionsstudien
@ Antigene 19,7% O Krebserkrankungen 64,5%
@ Zytokine 18,3% B Kardiovaskulare Krankheiten 8,5%
O Tumorsupression 10,2% O Infektionskrankheiten 8,0%
O Wachstumsfaktoren 7,5% O monogenetische Erbkrankheiten 8,3%
H Mangel 6,9% B Neurologische Erkrankungen 1,8%
O "Selbstmord" 7,0% O andere 3,7%
B Rezeptoren 6,4% B Genmarkierung 2,9%
O Replikationsinhibitoren 4,3% O gesunde Probanden 2,3%

B Marker 2,9%
B andere 13,4%
O ohne Angaben 3,0%

Abb. 1: Erkrankungen und angewandte Gentypen innerhalisglier Studien zur Gentransfekttbn
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Neben Infektionen, die aufgrund von Resistenzemwigy und mangelnden Therapie-
optionen bisher nicht heilbar und nur sehr schwebehandeln sind, stehen Neuropathien,
wie Morbus ParkinsdA und Morbus Alzheimel® sowie kardiovaskulaté und ophthal-

mologisché® Erkrankungen im Focus der Forschung.

Da die eingesetzten Nukleinsauren aufgrund ihrerctduPhosphorsaurereste bedingten
negativen Ladung von der Zelloberflache abgestofeaden, ist es notwendig ein geeignetes
Transportsystem zu verwenden. Idealerweise soiiged System stabil, biokompatibel, un-
toxisch und kostenginstig sein, sowie die Moglichkesitzen, das genetische Material
gewebespezifisch zu transportiefeenerell unterscheidet man die virale und die taich
virale Gentransfektion. Als virale Tragersystemie, @ie in Abb.2 dargestellt den Hauptteil
an Vektoren innerhalb klinischer Studien bil- Angewandte Vektoren in Kinische

den, werden hauptsachlich Retro- und Adeno- Gentransfektionsstudien

viren, sowie seltener auch Lenti-, Herpes

. .. . . Lipofektion
simplex und adenoassoziierte Viren einge- p6,4%

setzt’® Die von Natur aus infizierenden
Vehikel besitzen die Fahigkeit, ihr eigenes
genetisches Material in Wirtszellen einzu-
schleusen. Diese naturliche Eigenschaft wird @ Adenovirus 24,1%

fur die Gentherapie ausgenutzt, in dem die B Retrovirus 20,8%
O nackte/Plasmid-DNA 18,7%

O Vakziniavirus 8,0%
O Lipofektion 6,4%
sind, durch therapeutische Nukleinsaure- B Pockenvirus 5,5%

viruseigenen Gene, die fur die Replikations-

phase der Virenvermehrung entscheidend

sequenzen substituiert werden. Der hocheffi- W Adenoassoziierter Virus 4,8%

O Herpes simplex Virus 3,3%

B Lentiviren 2,2%
Transfektion steht jedoch eine Reihe von B andere 5,2%

zienten und teilweise persistenten viralen

schwerwiegenden Nachteilen gegeniber: So B ohne Angaben 3,2%

besteht neben der Gefahr der Virusrekombi-
Abb.2: Vektorsysteme innerhalb klinischer

nation die Moglichkeit der Erzeugung einer _ _
Studien zur GentransfektidhStand Marz 2011

starken Immunantwort oder einer Entzin-

dungsreaktion, die als Todesursache eines Patientemhalb einer klinischen Studie mit
Adenoviren bereits beschrieben wufdeZudem konnte nachgewiesen werden, dass die
ektopische chromosomale Integration viraler DNAwader zu einer Unterbrechung der

Expression von Tumorsuppressorgenen oder zu eik#viérung von Onkogenéfi*® und
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damit zu einer malignen Zellveranderung filhren K&nBasierend auf diesen sicherheits-
relevanten Nachteilen viraler Tragersysteme gewdent nicht-virale Gentransfer, zu dem
neben chemischen auch physikalische Methoden zahleehmend an Bedeutung, obgleich
im Mérz 2011 noch etwa zwei Drittel der klinischBtudien mit viralen Genfahren durch-
gefiihrt wurdert! Die nicht-virale Transfektion von Nukleinsaurerioégt nicht nur mit ver-
ringerter, aber dennoch existierender Immunogefiitiie ist auRerdem leicht reproduzierbar
und weniger kostenintensiv. Weiterhin sind nichele Genvektoren in grof3en Mengen
herstellbar und zeichnen sich durch eine hohe Bigiatibilitat aus?

Die zu den nicht-viralen, physikalischen Technikeahlende Mikroinjektiof? ist die
effizienteste und direkteste Moglichkeit des Gamgfars, da die DNA unter Verwendung von
Mikronadeln direkt ins Zytosol oder in den Zellkegespritzt wird. Der laboratorische
Aufwand ist jedoch enorm und die Applikationste¢haufwendig. Zudem kénnen nur ver-
einzelte Zellen auf diesem Weg transfiziert wer&hEin sehr effizientes, einfaches,
mechanisches Verfahren ist die Bioballistik, belcker mittels der "gene gun” DNA-um-
mantelte Gold- oder Wolframpartikel mit hoher Gesictdigkeit in das jeweilige Zielgewebe
geschossen werden. Einerseits durchdringen diatshd@ie auch physikalische Barrieren wie
Epidermis und Stratum Corneum, andererseits kozmen oder mehr DNA-Molekile mit
nur einer Anwendung co-transfiziert werd@i° Nachteilig wirken sich jedoch der Kosten-
faktor und der begrenzte Einsatz im Korperinneres. eDie bereits 1982 beschriebene
Elektroporation stellt ebenfalls eine geeignete n$faktionsmethode dar, wobei durch
elektrische Impulse hoher Intensitat eine transieribkalisierte Destabilisierung des
Membranpotentials und damit verbunden eine gesteigPermeabilitdit der Membran
hervorgerufen wird, infolgedessen die exogene DhsA\Zellinnere gelandt-?° Ein ahnliches
Transportprinzip liegt der Photoporation zugrunderbei wird die Membran jedoch durch
Laserbestrahlung perforieft®! Eine bei beiden zuletzt genannten Verfahren vertresb-
tretende Gewebeschadigung kann durch AnwendundNtaschallwellen gréf3tenteils ver-
mieden werden. In vitro gelangt die nackte DNA dudie mittels Ultraschall gesteigerte
Membranporositat gleichfalls ins Zytosol. Nach &shandlung kdnnen die Schaden jedoch
leicht repariert werden, womit sich die Zellviatiti deutlich erhéht. Die Sonoporation in vivo
erfolgt durch Bildung und Zerstérung kleiner gedisGasblaschen aufgrund akkustischer
Druckveranderungen und daraufhin gebildeter Menyiwesn. Dieser als Kavitation
bezeichnete Vorgang fuhrt in verschiedenen Gewebenfalls zu einer effizienten Gentrans-

fektion3#>* Die Magnetofektion stellt den Transport kompletéerDNA mit magnetischen
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Partikeln innerhalb eines externen Magnetfeldesuthar fiihrt zumindest ex vivo zu hohen
Transfektionsraten bei geringer Toxizit&f® Der hohe apparative und finanzielle Aufwand
sowie die unpraktikablen Einsatzmdoglichkeiten pkgkscher Gentransfermethoden sind

jedoch als nachteilig im Bezug auf zukiinftige lditie Anwendungen zu betrachén.

Gegenuber diesen Einschrankungen stellt die chémissentransfektion ein vorteilhaftes
Verfahren zum Einschleusen von Genen in Zellen @edebe dar. Dabei bieten neben der
Calciumphosphatprazipitation die Poly- und Lipofekt geeignete Madoglichkeiten flr
effektives Einbringen von Nukleinsauren ins Zytosodl den Zellkern.

Der Gentransfer mittels Calciumphosphat, bei dencldivlischung von Losungen aus DNA
und Calciumionen mit Phosphatpuffer Prazipitatestemien, die endozytotisch in das
Zellinnere und zum Teil selbst in den Zellkern gelan, ist eine der am haufigsten einge-
setzten Methoden zur Transfektion von Neuronen. Oa@ciumphosphatprazipitation ist
leicht anzuwenden und verfugt Gber eine minimal&iZitat. Verglichen mit anderen Ver-
fahren, wie der liposomalen, polysomalen oder gmalGentransfektion ist jedoch die
Effizienz dieser Methode deutlich gering&r®

Innerhalb der Klasse der Polymervektoren stelleb fRoly(L-Lysin)) und PEI (Polyethylen-
imin) die Hauptvertreter dar. Bereits 1975 konnie [Eahigkeit des PLL, DNA zu konden-
sieren, belegt werdefl.Im Jahr 1987 wurde der Vektor fiir die in vitro uindvivo Gentrans-
fektion erstmalig eingesetZt* PEI, welches als lineares und als verzweigtes riely
Anwendung findet, wurde seit seinem ersten erfadgen Gentransfer 1995 zur Ver-
besserung physikochemischer und biologischer Edetiten vielfaltig derivatisief**
Weiterhin werden Polymethacrylate, wie PDMAEMA, dBsly[2-(dimethylamino)ethyl-
methacrylat}®> und Polymere mit Kohlenwasserstoff-Grundgeriise @hitosan, dem bekann-
testen natiirlichen Vektor mit hoher BiokompatiBiliund Bioabbaubarkelt*® zur Poly-
fektion eingesetzt. Ebenso finden das DiethylantimgeDextran (DEAE-Dextran), das tber
Jahrzehnte am haufigsten verwendete Dextran-Pojmsowie verschiedene Poly(allyl-
aminey®>* neben PLL weitere Poly(aminoséduren) und Poly(aester), innerhalb der Gen-
transfektion Verwendund. Eine Sonderform der Polymervektoren stellen dieddienere
dar, die sich durch einheitliche molekulare Strudtuund Eigenschaften sowie die Fahigkeit,
,Gastmolekule* in ihrem Inneren einzuschlie3en,zaichnen. Dabei werden insbesondere
PAMAN-Dendrimere (Polyamidoamin-Dendrimer&)und PPI (Poly(propylenimin)-Dendri-
meref* als Genvektoren angewendet.Abb.3sind einige der hier beschriebenen Polymere

dargestellt.
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Abb.3: Ausgewahlte Polymere fir die GentransfekifonPLL (Poly(L-Lysin)), PEI (Polyethylenimin),
PDMAEMA (Poly[2-(dimethylamino)ethyl-methacrylatlind Chitosan

Aufgrund der geringeren Toxizitat stellen katiohied_ipide gegentiber den Polymeren eine
geeignete Alternative fir die Gentransfektion dzabei werden die Lipide meist in Kombi-
nation mit neutralen Helferlipiden zu Liposomenaréeitet und anschlie3end durch Kom-
plexierung mit DNA in Lipoplexe umgewandelt.

Kationische Lipide sind amphiphile Molekiile bestatheaus einer polaren Kopfgruppe, die

Uber einen Spacer mit einem hydrophoben Molekiltibunden ist.

Spacer | hydrophober Molekdlteil

Abb.4: Schematischer Aufbau eines kationischen Transfedtijsids

Der Spacer dient als Bindeglied und Abstandhalies@hen dem polaren und dem unpolaren
Molekdlteil der Verbindung und tragt entscheidemd zhemischen Stabilitdt und Bioabbau-
barkeit dieser Vebindung bei. Etherverbindungere im von ELGNER’® 1987 erstmalig in
Kombination mit dem Helferlipid Dioleylphosphatigyhanolamin (DOPE) zur Gentrans-
fektion angewendeten DOTMAN({[1-(2,3-dioleyloxy)propyl]N,N,N-trimethylammonium-
chlorid, sind zwar chemisch stabil aber schlecloldgisch abbaubar. Esterverkntpfungen,

wie im N-[1-(2,3-dioleoyloxy)propyl]N,N,N-trimethylammoniumchlorid (DOTAP) sind
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dagegen gut biologisch abbaubar, aber chemisch séir stabif® Carbamat- und Amid-
bindungen sind sowohl chemisch stabil als auchitiaabar und werden demzufolge haufig
genutzt. Der hydrophobe Molekiilteil, welcher alsdgener Bestandteil die Penetration in die
Zelle ermdglicht, besteht vorwiegend aus in Ketiage und Sattigungsgrad variierenden
Kohlenwasserstoffketten. Verbreitet ist vor alleer &insatz von Fettsdureketten mit acht bis
achtzehn C-Atomen. Einfach ungesattigte Ketten glabei vorteilhaft, da aufgrund der
Zunahme der Membranfluiditat hdhere Transfektioesrarzielt werden kénnéhParameter
kationischer Kopfgruppen, wie GroéRe und Ladung,rfkssen die Transfektions-effizienz
jedoch starker als diejenigen hydrophober Alkykeetf Der Anzahl positiver Ladungen je
Molekdl entsprechend werden Transfektionslipide mmonovalent (DOTAP, DOTMA,
DC-Chol  (PF[N-(N’,N’-Dimethylaminoethan)carbamoyl]cholesterol), DMRIE1,2-Di-
myristyloxypropyl-3-dimethyl-hydroxyethylammoniunmdmid), SAINT-4 (Dioleylmethyl-
pyridiniumchlorid)) und multivalent (DOSPA (2,3-Dayl-oxy-N-[2-(spermincarboxy-
amido)ethyl]N,N-dimethyl-1-propanammoniumtrifluoroacetat), DOGS id@adecylamido-
glycylspermin) eingeteilt (sieh&bb.5.>°

O

CH0S07” JI\/V\/W\/\/\/
N l \)i )WMA/

DOTAP

Q/\/

4 CF3COZ

I N\ N P\ DOGS
| c1©-©
_N® —
o NH3
DOTMA ®
O
N J]\ DC-Chol
- N\/\N O
H
H3N
|
o >~ N Io i SN N e VS
| 5 crc,
DMRIE _
ke
= o | \/\N
e B DOSPA
(CY/4
Hie—f. N -
— NH3
SAINT-4

Abb.5: Auswahl kationischer Lipide fiir die liposomale Gansfektion®
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Dabei vermdgen Lipopolyamine die DNA nicht nur zZaden, sondern dariiber hinaus zu
kompaktierer?® Vorwiegend befinden sich die positiven LadungenAaninogruppen mit

unterschiedlichem Substitutionsgrad, aber auch @mni-, Guanidinium- oder Pyridinium-

gruppen-t®

Sonderformen stellen kationische Lipide dar, dgvesitive Ladungen von Arsenium- oder
Phosphoniumgruppen getragen werden, womit sigmfikgeringere Zytotoxizitaten erreicht
werden konnef”® Der Einbau nukleosidischer Kopfgruppen, wie z.Bidl, welches aus
der Pyrimidinbase Uracil und der Pentose D-Ribosstdht, fliihrt ebenfalls zu einer ver-
minderten Zellschadigung. Eine verbesserte Tratisfedtate konnte damit bisher nicht
erreicht werden, da trotz der Moglichkeit, zus&telir Wasserstoffbriickenbindungen und
Wechselwirkungen uberlappenderOrbitale zwischen dem kationischen Lipid und den
Basenpaaren der Nukleinsaure, die DNA schlechtedéwasiert wird. Damit ist folglich nicht
nur die Anzahl an DNA-Molekulen je Lipoplex gerimgeanscheinend werden die
Nukleinséuren zudem vermehrt im Zytosol und nueirezelt im Zellkern freigeset?t.

Neben den Strukturvariationen zur Reduktion derlt@akitat sollen chemische Ver-
anderungen der Transfektionslipide gleichfalls zunee Steigerung der Effizienz des
Gentransfers fuhren. Dies wird unter anderem ddiehEinfihrung saurelabiler Strukturen
ermdglicht.BooMER und Mitarbeiter konnten belegen, dass das vonnilsyathetisierte, als
BCAT bezeichnete O-[2R-1,2-di-O-(1',9’-Z-octadecadienyl)glycerol]-8¢(bis-2-amino-
ethyl)carbamat aufgrund der Hydrolyse im saureniedilbessere Transfektionsergebnisse
erzielt als saureunempfindliche Analoga dieser \ehing®®

Eine weitere Mdglichkeit besteht im Einbau von Dhslbricken, welche in der stark
reduktiven intrazellularen Umgebung zum Kollaps daposomenstruktur und damit

verbunden zur verstarkten Freisetzung der DNA fiiAté"%®

Bisher ist es trotz der weltweiten wissenschafdiciBemihungen nicht gelungen, einen
idealen Vektor fiir die erfolgreiche Ubertragung efésthen Materials bei gleichzeitig guter
Vertraglichkeit fur den Organismus zu finden. Der$ehung auf dem Gebiet der Gentrans-
fektion sollte demzufolge weiterhin intensiviert nden. Zusammenfassend sind in
Abbildung 6auf der nachfolgenden Seite verschiedene Gengéansthoden in einer Uber-

sicht darsgestellt.
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Abb.6: Ubersicht ausgewahlter Gentransfer-Verfahren
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Das Ziel der vorliegenden Dissertationsschrift &#edt in der Synthese und physiko-
chemischen Charakterisierung neuartiger kationrstigde fiir den liposomalen Gentrans-

fer. Folgende Schwerpunkte waren dabei festgelegt:

. Ausgehend vom Malonsaurediethylester sollielangkettig-verzweigte kationische
Transfektionslipide und Geminilipide unter Variatioder Synthesewege und

Reaktionsbe-dingungen zur Ausbeutenoptimierungesaeit werden.

. Die Veranderung des Spacers durch Verwendungrénemd verzweigter Polyamine
stand dabei ebenso im Vordergrund wie die Modiid@tder Alkylketten der
hydrophoben Doméne im Bezug auf Kettenlange unibg8agsgrad.

. Ferner sollten die Kopfgruppen der Verbindungenden Parametern Grof3e und
Ladung durch Einsatz verschiedener Aminosauremiarschiedlicher Anzahl variiert

werden.

. Es sollte ein saurelabiles Transfektionslipid mzomethinstruktur synthetisiert
werden.

. Die dargestellten Transfektionslipide sollten maerfolgreicher Synthese und

Reinigung physiko-chemisch charakterisiert werdam Teil durch Mitarbeiter des
Max-Planck-Instituts fir Kolloid und Grenzflacherdohung in Golm unter der
Leitung von Herrn Prof G. ®EzESINSKL Durch Mitarbeiter der Arbeitsgruppe
Biochemische Pharmazder Martin-Luther-Universitat Halle, geleitet veterrn Prof.
A. LANGNER, sollten die Verbindungen zudem auf ihre Transbelseigenschaften
und Vertraglichkeit an Zellkulturen getestet werden

. AbschlieRend sollten die jeweiligen Ergebnisse des biochemischen und den
physikochemischen Versuchen unter Einbeziehung aschiedenen Struktur-

variationen diskutiert werden.
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2 Synthetisch-préaparative Arbeiten

Grundbaustein nahezu jeglicher in der vorliegendgissertationsschrift aufgeflhrten
Verbindungen ist der Malonsaurediethylesigrwelcher aufgrund vielfaltiger Reaktions-
moglichkeiten die ideale Ausgangssubstanz fiir ifieetnen Synthesen bild&t’! Als p-
Dicarbonylverbindung besitzt der Malonester eingvakMethylenkomponente, die durch die
benachbarten elektronenziehenden Carbonylgruppen fiileibewegliche und daher leicht
substituierbare Wasserstoffatome verflgt. Basieraufl der hohen CH-Aciditat und der
daraus folgenden einfachen Bildung des reaktiverb&@wons durch verschiedene Basen,
erhalten die Malonestersynthesen (z.BNOKVENAGEL-Reaktion’> MicHAEL-Addition”®)
eine bemerkenswerte praparative Bedeutung.

In Gegenwart alkalischer Kondensationsmittel, wiatridimalkoholat, NaNkl oder NaH
erfolgt im wasserfreien Milieu unter Wasserstofi@cklung die Abspaltung des Wasserstoff-
atoms der CH-aciden Methylenkomponefit®as entstehende mesomeriestabilisierte Anion
kann mit einer Vielzahl diverser Alkylierungs- uAadylierungsmittel reagieren. Unter leicht
veranderten Reaktionsbedingungen ist der entstenddkylmalonester aufgrund seiner
weiterhin vorhandenen CH-Aciditat einer Zweitallkeyling zuganglich. Durch nachfolgende
Hydrolyse- und Decarboxylierungsschritte sind fiolgl zahlreiche Mono- und Dicarbon-
sauren ausgehend vom Malonsaurediethylestaarstellbar.Die besonders einfache Alky-
lierung der CH-aciden Verbindung erfolgt vor allelorch Umsetzung des gebildeten Enolats
mit Alkylhalogeniden, -sulfaten oder -tosylaten uidrt haufig zum C-Alkylierungsprodukt,
obgleich durch die Ambidenz des Anions ebenso dadk@ierungsprodukt entstehen kann.
In welchem Verhéltnis die beiden Isomere dabei leghawerden, ist vor allem vom
Reaktionsmedium abhangfd.

Aufgrund einer héheren Ladungsdichte erfolgt dieal®ien mit einem Alkylhalogenid in
aprotischen Ldsungsmitteln am starker basischentrdten wahrend diese Position in
protischen Losungsmitteln durch Wasserstoffbriick&irker solvatisiert wird, mit daraus
resultierender geringerer Nukleophilie und der lfolgeintretenden Reaktion am weicheren,
weniger solvatisierten Zentrum. Die Regioseleldivitst weiterhin abhangig vom einge-
setzten Alkylierungsmittel. In aprotonischem Mili@iihrt die &2-Reaktion bei Verwendung
von Alkylbromid weitestgehend zum C-alkylierten &u&t. Entsprechend dem HSAB-
Konzept nach BARsON besteht die Ursache dieser Regioselektivitat in wBrorzugten
Reaktion harter Lewis-S&uren mit harten Basen uadhwer Sauren mit weichen basischen

Zentren. Im ambidenten Enolat stellt das Saueedtwfi ein hartes und dfsC-Atom ein
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weiches Zentrum dar. Alkylboromid verfigt Gber eineighes Kohlenstoffatom als
Reaktionszentrum. Basierend auf den bevorzugtektiRaarichtungen weich-weich, haufig
orbitalkontrolliert, und hart-hart, meist ladungskwlliert, flihrt die Umsetzung mit

Alkylbromid folglich wie beschrieben zum C-Alkyliengsproduk{?

Diesen Grundlagen und den Erkenntnissen innerhaib Atbeitsgrupp® entsprechend
erfolgte die Alkylierung im ersten Reaktionsschritahezu aller in dieser Dissertation
beschriebenen Synthesen wieAhb.7 darsgestellt unter Verwendung der jeweiligen Alkyl
bromide in abs. Toluol. In Anwesenheit des als Basgesetzten, Natriumamids konnte
zunéchst durch Deprotonierung der Malonséurediesitgtl in die Enolatform tberfiihrt und
im Verlauf einer {2-Reaktion das C-Alkylierungsprodukt gebildet werdeAufgrund
ausreichender Reaktivitat wurden die Alkylbromiid als Alkylierungsmittel eingesetzt. Der
Zusatz katalytischer Mengen TetrabutylammoniumigdiBAl) diente der Phasen-Transfer-
Katalyse der Reaktion, indem das lipophile, quagex Ammoniumion mit dem Carbanion
als lonenpaar aus der festen Phase in die organiichse transportiert wurde, in welcher die
Substitutionsreaktion mit der Alkylierungskomporemrfolgte. Dabei freigesetztes Bromid
Uberfuihrte den Katalysator in seine urspringlicbarFund stellte ihn folglich der Reaktion

wieder zur Verfliigung.

o) o) B2y 0
/\O | H  NaH.Toluol, N | Na® TBAI, Toluol, N | H
50-60°C, 2h o 120°C Riickfluss, 5h
-Hgt 2:x=11 "
\/O | : ~ | H 3x=13 ~ | Ry
(0] (@) 4:x=15 O
1 5-7
51 Ry =-CyHos
6: Ry = -Cy4Hog
71 Ry = -CygHa3

Abb.7: Malonesteralkylierung unter Verwendung von Alkylimiden zu den Monoalkylmalonestesv

Die Reaktionsansatze wurden ausgesalzt und nachildiehen Verfahren aufgearbeitet. Die
erhaltenen Alkylmalonsaurediethylest®7 mussten durch die unvermeidbare Bildung der
entsprechenden Dialkylverbindund®ff die etwa zu 20% entstanden, im Anschluss der
Reaktion saulenchromatographisch mit einer Mischang Heptan und Ether steigender
Polaritat gereinigt werden. Sollten die Alkylmalster im zweiten Alkylierungsschritt mit
dem gleichen Alkylbromid umgesetzt werden wie i #&estalkylierung, wurde auf das

chromatographische Trennverfahren verzichtet.
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Die Darstellung des fur die Synthese des Oleylnsilarediethylesterd0 notwendigen
Oleylmesylats9 erfolgte unter Schutzgasatmosphére durch ReakbanOleylalkohol8 und
mit Methansulfonsaurechlorid entsprechend dem ipeementellen Teil dieser Dissertation
beschriebenen Verfahren. Eine angefertigte Kon@lim Anschluss an die Reaktion zeigte
die quantitative Umsetzung des Alkohols, der nddgefode Reaktionen erheblich stéren
konnte.

Die Aufarbeitung des Reaktionsgemisches erfolgtetdidydrolyse mit Wasser im Eisbad
und nachfolgender Extraktion mit Chloroform inkhesi Aussalzen der wassrigen Phase
aufgrund der guten Wasserl6slichkeit des OleylnagsylNach entsprechender Reinigung
mittels S&aulenchromatographie konnte das Produkiglaicher Weise wie die Alkyl-
bromide2-4 fir die Darstellung des Oleylmalonestdi@ eingesetzt werden. Das Mesylat
wurde unter Schutzgasatmosphare zum gebildetenndsiieranion hinzugefiigt, damit ein
Angriff von Luftsauerstoff an der Doppelbindung westgehend verhindert werden konnte.

Der Reaktionsverlauf ist iAbbildung 8dargestelit.

(0] 1. TEA, CHC, 0°C, 1h (I?

I
O=S—Cl + HO__f~) = 43 2.RT. 12h > 0=5-0__( — 3%

CHs CHs
8 9
o) o)

NaH, Toluol, | Na® TBAI, Toluol, ol H
_50-60°C, 2h ©  120°CRiickiluss, 5h
Tt > —
o~ " O
(@] (@]

10

Abb.8: Synthese des Oleylmesyl&sind anschliefende Umsetzung zum Oleylmalonséungtisterl0

Der Oleylmalonester wurde entsprechend dem beféitsdie gesattigten Alkylierungs-
produkte beschriebenen Reinigungsprozess aufgéstriieid mittels Saulenchromatographie
mit einem Elutionsmittelgemisch aus Heptan und Ethi¢ steigender Polaritat vom ebenfalls

entstandenen Dioleylmalonester abgetrennt.
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2.1 Synthesea-verzweigter Transfektionslipide

2.1.1 Aufbau der hydrophoben Einheit

2.1.1.1 Darstellung der Dialkylmalonsaurediethylester

Die Synthese des hydrophoben Molekilteils deverzweigten Lipide basierte auf einer
Zweitalkylierung monoalkylierter MalonsaureesteufAliesem Weg konnte in Anlehnung an
publizierte Arbeiteff®! eine zweite Kohlenwasserstoffkette in 2-Positien ith den folgen-
den Reaktionsschritten erhaltenen CarbonsaurerasnMblekil eingefuhrt werden. Diese
Methode wurde aufgrund positiver Erfahrungen inalrhder Arbeitsgruppe gegentber
anderen Verfahren favorisiét®® Im Unterschied zur Einfilhrung des ersten langietti
Alkylrestes erfolgte die Umsetzung nun jedoch unteicht veranderten Reaktions-
bedingungen, welche aufgrund der im Vergleich zursubstituierten Malonester geringeren
Aciditat der Monoalkylierungsprodukte erforderlieharen. Die bendtigtemmdheren Reak-
tionstemperaturen nach Zusatz des Alkyhalogenids des Katalysators zum Monoalkyl-
malonesteranion wurden durch den Austausch vonolohit dem hohersiedenden Xylol
erreicht. Zudem wurde die Reaktionszeit auf zwdifn8en angehoben, um maoglichst eine

vollstandige Umsetzung des Eduktes zu erzielehd#ibb.9.

O o) B2y o
0 | H NaH,Xylol, 0 | Na® TBAlL Xylol, P | R
50-60°C, 2h ©  140°CRiickfluss, 12h 2
'H T . = -
o) R 2 2:x=11
\/ | 1 \/O | Rl 3 x=13 \/ | Rl
(@) (0] 4:x=15 (6]
5-7/10 11-15
5/11: R =-CiHys 11: Ry = -CjHps
6/12/13:Ry = -C;4Hog 12: Ry =-Cy4Hz9
7/14: R =-CigHas 13: Ry = -CyeHss
10/15: Ry = -GgH15CH=CH-GgH,; 14: R, = -CygH33
15 R2 = 'C14H29

Abb.9: Synthese der Dialkymalonsaurediethylester durchi@glierung in Xylol

Analog der Erstalkylierung erfolgten die Aufarbeiguund die saulenchromatographische
Reinigung der Substanzen Verwendung eines Elutigtedgemisches aus Heptan und Ether

steigender Polaritat.
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2.1.1.2 Hydrolyse zu Dialkylmalonsauren

Aufgrund der gesteigerten ReaktionsgeschwindigkeiVergleich zur Saurekatalyse und der
Stabilitat der entstehenden Reaktionsprodukte ikaliathen Milieu wurde die Verseifung
der gereinigten Dialkylmalonestéi1-15 mit ethanolischer Kaliumhydroxidlésung durchge-
fuhrt. Im Gegensatz zur Hydrolyse mit Wasser, weletlufgrund der geringen Carbonyl-
aktivitat der Estergruppen und der maRigen nuklgeplKraft des Wassers auch bei hoheren
Reaktionstemperaturen nicht méglich ist, vermag dtagk nukleophile Hydroxidion, erheb-
lich leichter am Kohlenstoff der Alkoxycarbonylfuidn anzugreifenNach einem Additions-
Eliminierungsmechanismus entsteht unter Abspaltdeg Alkohols das Kaliumsalz der
jeweiligen Dicarbonséure, die sich daraufhin netrteut mit Alkoholen zum Ester umsetzen
kann. In diesem praktisch irreversiblen Reaktiohs#cist folglich das Verseifungsgleich-
gewicht zu Gunsten der Hydrolyse verschoben unditdaime katalytische Menge an KOH
nicht ausreichendf.

Basierend auf diesen Erkenntnissen erfolgten diesarieingsreaktionen unter Verwendung
ethanolischer KOH im Verhaltnis 5:1 zu den Dialkglonsaurediethylesterhl-15 (siehe
Abb.10Q. Die Reaktionsansatze wurden unter permanentehreRizunachst funf Stunden
zum Ruckfluss erhitzt. Durchgefihrte DC-Kontroli@euteten jedoch auf die Unvollstandig-
keit der Umsetzung hin, so dass die Reaktionszeitangert werden musste. Die Ver-
dopplung auf zehn Stunden erwies sich dabei alei@hend. Ursachlich fir die Reaktions-
verzogerung konnte die herabgesetzte Elektroptige Carbonylkohlenstoffs aufgrund der
+|-Effekte der langkettigen Alkylreste sein, welchden nukleophilen Angriff der
Hydroxidionen erschweren.

Die Freisetzung der Alkylmalonsaur&g-20 aus den entsprechenden Kaliumsalzen erfolgte
nach Abkuhlen der alkalischen Reaktionsgemischdesdlisaugen der entstandenen Salze

durch Suspendieren der Riuckstande in Wasser unab2ugnzentrierter Salzsaure.

(@]
P | +2 KOH/ Ethanol |
R Rickfluss / 10h + 2 HCI / Wasser HO Ro
- 2 GHOH -2 KCl
SO R HO—(" R
(@] (@]
11-15 16-20
11/16: Ry = Ry = -Cj,Hog 13/18: Ry =-CjjHyg; Ry = -CigHs3s
12/17: Ry =Ry = -C4Hpg 15/20: Ry = -CgH1gCH=CH-GgH17; Ry = -C4Hpg

14/19: Ry =R, = -C;Has

Abb.10: Verseifungsreaktion der Dialkylmalonester
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Die gebildeten Dicarbonsduren Di-dodecylmalonsatfe Di-tetradecylmalonséurel?,
Hexadecyltetradecylmalonsauid, Di-hexadecylmalonsaur&9 und Oleyltetradecylmalon-
saure20 wurden anschlieend von der wassrigen Phase ebgetund im Vakuum Uber
Phosphorpentoxid getrocknet. Der wasserfreie Zdstien Verbindungen war erforderlich fur
die Entfernung einer Saurefunktion aus dem Moletilch Decarboxylierung unter Ein-
wirkung thermischer Energie. Die Dialkylmalonsdurearden ohne Reinigung als Rohpro-

dukte der Decarboxylierung unterzogen.

2.1.1.3 Synthese dem-verzweigten Carbonsauren durch Decarboxylierung de
Dialkylmalonsauren

Die Darstellung desx-verzweigten hydrophoben Molekilteils gelang dukgdiminierung
einer Saurefunktion aus dem Molekdl. Diese als Regiktion ablaufende Decarboxylierung
erfolgt durch Abspaltung von Kohlenstoffdioxid inbBangigkeit von der eingesetzten
Carbonsaure. Gesattigte, unverzweigte Edukte dexgibren schlechter als Verbindungen,
welche, wie die Malonsaurederivate, Uber elektrarediende Substitutenten on-Position
verfiigen. Aufgrund eines cyclischen Ubergangszuistader durch die nahezu gleichzeitige,
konzertierte Abfolge von Bindungsbruch und Bindbilgking charaktersiert ist, stellt die
intramolekulare Eliminierung (E den grundlegenden Mechanismus der Decarboxylkgerun
dar. Dabei nehmen die Abgangsgruppe @@-Atom und der Wasserstoff dgsC-Atoms
eine syn-periplanare Position ein, wodurch folgliche monomolekulare Reaktion
stereospezifisch als syn-Eliminierung abl&ifNach diesem Reaktionsprinzip verlauft neben
der Pyrolyse von Carbonsaureestern auch diesEliminierung von Trialkylaminoxideti®®
und die BCcHUGAEFFReaktion®’ Bei der Decarboxylierung der Dialkylmalonséurendyir
wie in Abbildung 11dargestellt, pyrolytisch gleichfalls ein Olefin Form des Endiols

gebildet, welches jedoch sofort zur energiearm&etonform tautomerisiert.

g g
O=C QzC 200-230°C R
\ /R1 Y /Rl 15-20min HO\ Z Ry Tautomerisierun O\\ /1
< = n_ fo IEmp o 2R 'CccH
/N X /N -COo, % . 7 X
Ho C R 3 d R HO' R HO' R,
(H) (H) Enolform Ketoform
16-20 21-25
16/21 Rl = R2 = 'Q|_2H25 18/23 Rl = 'Q4H29 , R2 = 'Cl6H33
17/22 Rl = R2 = 'Q|_4H29 20/25 Rl = 'c:nge'CH:CH'C:BH17 , R2 = 'Q|_4H29

19/24; R]_ = R2 = 'C]_GH33

Abb.11: AbschlieBender Reaktionsschritt zur Darstellung aleerzweigten Fettsauredl1-25 durch Decarb-
oxylierung der Dialkylmalonsaurer6-20
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Die rasche Decarboxylierung der Malonsaurederive@e20 erfolgte durch Erhitzen im
Metallbad bei 200 bis 230 °C innerhalb von 15 MéarutDie Reaktionstemperaturen mussten
oberhalb des Schmelzpunktes gewahlt werden, dardaloen im Vergleich zu Acetessig-
sauren recht stabil siffd.Nach abgeschlossener Gasbildung und somit Vollgjkeid der
Umsetzung wurden die Produkt@1-25 abgekihlt, zur Aufreinigung aus Heptan
umkristallisiert und anschliel3end charakterisiemzig die ungesattigte Verbindung 2-Tetra-
decylicosa-11-ensaur5 (Cigy19 wurde mit Hilfe der Mitteldruckflissigchromatogtae
(MPLC) mit einem Laufmittelgemisch Heptan/EtheramErhéhung der Polaritat gereinigt.
Die Ausbeuten variierten stark von 30 % der 2-Dgttetradecansaurgl (C,2) bzw. 34 %
der 2-Tetradecylicosa-11-ensa@® (Cygy149 bis zu 46% der 2-Tetradecyloctadecans&@ie
(C14n9 uUnd 59 % der 2-Hexadecyloctadecans&#€C;¢). Die hochste Ausbeute mit 78 %
wurde bei der Darstellung der 2-Tetradecylhexadsame2?2 (C,4) erhalten.

2.1.2 Einfihrung der Spacer

Durch die nachfolgenden Arbeitschritte sollte nuneeSpacergruppe in das Molekl
eingefihrt werden, wobei fir die Auswahl geeignet@rbindungen mehrere Aspekte
einbezogen wurden. Neben einer guten Reaktivitaveiterfihrenden Synthesen standen
ferner die Bedeutung des Spacers als “Abstandhaitefransfektionslipid und die mégliche

Variabilitdt der Produkte im Vordergrunder Einsatz von Diaminen, wie Ethylen- und
Butylendiamin, sowie des Polyamins Spermin bot sichda die freie, endstandige primare
Aminfunktion ein guter Ausgangspunkt fur weitere &itzungen darstellte. Ebenfalls
erschien die Verwendung von Tris(aminoethyl)amimsgoll, da auf diese Art und Weise
nicht nur zwei freie Aminogruppen fur weitere Reakén zur Verfigung standen, sondern
ebenso eine Verzweigung innerhalb des Spacers girzeurde, welche moglicherweise

positiven Einfluss auf die Transfektionseffizierat.h

2.1.2.1 Kupplung zum Amid nach Aktivierung zum Saurechlorid

Eine Mdoglichkeit der Verknupfung der hydrophobenHsit mit den Spacermolekilen bietet
die Methode der Saurechloridaktivierung einschiafilnachfolgender Umsetzung mit
Aminen. Aufgrund der fur Carbonsaureester haufigveadigen hohen Reaktionstempera-
turen stellt die Reaktion von Acylhalogeniden mitngiren Aminen, welche bereits bei
Raumtemperatur durchfiihrbar ist, eine gute OptionSynthese der Amidverbindungen dar.

Dafur werden die eingesetzten Carbonsauren zundahgh anorganische Saurechloride, wie
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Thionylchlorid®®®  Phosphortrichloritf oder Phosphorpentachlofid* in Acylchloride
umgewandelt. Der Einsatz von SQ@lird dabei aufgrund der Bildung der leicht fllicleig
Reaktionsnebenprodukte Chlorwasserstoff und Scheieked und der damit verbundenen
Produktreinheit favorisiert. Zudem sind die entstaten langkettigen Acylhalogenide nicht
flichtig, so dass bei gleichzeitigem Ausgleich &eaktionstragheit dieser Verbindungen
durch Einsatz des Thionylchlorids im Uberschussehibsbeuten erzielt werden konnen.

Die Umsetzung der CarbonsaurgZaund 24 zu den jeweiligen Acylchloriden erfolgte durch
Versetzen mit Thionylchlorid im Uberschuss innebhalnes Reaktionszeitraums von zwolf
Stunden. Die entstandenen klaren LOsungen wurden Ratationsverdampfer unter
Verwendung einer Wasserstrahlpumpe zur Beseitiglasgtiberschissigen SQ@ingeengt.
Die sich anschlieBende Aminolyse erfolgte ohne Zmésreinigung, da eine vollstandige
Umsetzung sowie, basierend auf der Fluchtigkeitedlbaltenen Nebenprodukte, die Reinheit
der Produkte angenommen wurde.

Carbonsaurehalogenide kdnnen mit Nucleophilen dciheagieren, bei langkettigen Acyl-
halogeniden sind dagegen haufig langsamere Reeaktion beobachten. Als Ursache kommt
neben der Herabsetzung der Reaktionsgeschwindigkeah den +I-Effekt der Alkylkette
gleichfalls eine verminderte Loslichkeit der EdukieBetracht. Der Reaktionsablauf erfolgt
dabei nach einem Additions-Eliminations-Mechanismiiser tetraedrisch konfigurierte
Zwischenprodukte. Entstehen wahrend der Umsetzengddylhalogenide mit nucleophilen
Reagenzien séaurelabile Reaktionsprodukte werdenRleaktionsansatz Basen zur Bindung
freigesetzter Halogenwasserstoffsauren hinzugéfifgs saurebindende Mittel kdnnen dabei
entweder Pyridin (EHORN-Variante)’* tert. Amine, wie Triethylamin (TEAJ oder
Alkalihydroxide (SSHOTTEN-BAUMANN -Variante§ eingesetzt werden.

Die Umsetzungen der Saurechloride mit Ethylen- @utylendiamin wurderunter Ver-
wendung der Hilfsbase TEA, welches zur Verhinderdieg Hydrolyse des Acylchlorids
wasserfrei war, durchgefuihrDie Acylhalogenide der Verbindunge2? und 24 wurden
zunachst in eisgekuhltem Chloroform geldst undfaoweise mit einer Losung des 20fachen
Uberschuss an Ethyler28 bzw. Butylendiamin29 in Chloroform, sowie mit TEA unter
fortwahren-der Kihlung und permanentem Rihren varsMach einem Reaktionszeitraum
von zwei Stunden erfolgte die Filtration der erbiaéin Suspension mit anschlielRender
Vorreinigung der organischen Phase durch dreimaMyaschen mit Wasser. Der Trocknung
Uber Natriumsulfat folgten ein erneuter Filtratiscisritt und die Entfernung des Ldsungs-
mittels am Rotationsvakuumverdampfer. Die reinenrb@asaureamide30-33 konnten

letztlich durch das MPLC-Verfahren mit einem Lautelgemisch aus Chloroform und
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Methanol steigender Polaritdt gewonnen werden.Ubmsetzung der Carbonsaur2a24 via
Saurechlorid-methodeApb.13 fihrte zu den Carbonsaureamid&®33 in folgenden Aus-
beuten: 59 % 2-Tetradecylhexadecansaure-(2-amiyidetiid 30 (E;4), 26 % 2-Hexadecyl-
octadecansaure-(2-aminoethyl)an8d (E;s), 61 % 2-Tetradecylhexadecansdure-(2-amino-
butyl)amid32 (P,4) und 19 % 2-Hexadecyloctadecansaure-(2-aminoetimyt)33 (Pye).

R o) R 0 tHN—CHA-NH o)
l\CH_C// + Socb > l\CH_C// TEA. CHCI’! : O°C : Zh; l\CH_C//
) Nop SeHC Ry e el Ry NH—{CH,)}— NH
22/24 26/27 30-33 _< 2)7 2

22/26/30/32R; = CiHyg; Ry = CiHpg  28/30/31x =2
24/27/31/33R; = CyHag; Ry = CigHay  29/32/33x =4

Abb.12: Spacerkupplung iiber Saurechloridaktivierung zurtiSsse der CarbonsaureamBie33*

Das 2-TetradecylhexadecansaureaBddvurde ebenfalls auf diese Art und Weise syntheti-
siert, die Umsetzung erfolgte jedoch mit Ammonialelie Abb.13 und fuhrte letztlich zu
einem Lipid mit abweichender Grundstruktur, welchreseiteren Reaktionen zu einer neuen
Verbindungsklasse umgesetzt werden kann, unteremdeurch die Anknipfung von Glycin

als Spacermolekdl.

1. +SOC}
2.+ NHy, N(CHe)3,
H29C1a._ 0 CHCL, OOC’523h H2oC14._ 0
SH—C TS0 Ho PR
HpgC14 OH 2 -Hel H2oC14 NH,
22 34

Abb.13: Darstellung des 2-Tetradecylhexadecansaureamids

In Abhangigkeit von der MolekullgroRe sind Saureddl® haufig stechend riechende
Flissigkeiten, die an der Luft rauchen und einekstd&eizwirkung auf die Schleimhaute
besitzen. Basierend auf dieser Tatsache sowie daghten Syntheseaufwand durch die
zweistufige Umsetzung der Carbonsauren zum Amidlevmiach weiteren Synthesestrategien
zur Verknupfung des Spacermolekils mit der hydrbeno Molekileinheit gesucht.
Hervorragend geeignet fur die Bildung einer Amidghing war dabei der Einsatz

verschiedener Kupplungsreagenzien, die haufig irPégtidsynthese Anwendung finden.

2.1.2.2 Umsetzung der Tetradecylhexadecansaure mit verscldenen Aminen unter
Verwendung des Kupplungsreagenzes BOP

BOP [(Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)phdgmiumhexafluorophosphatB5, das

ebenso als &TROs Reagen? in der Literatur bezeichnet wird, gilt als dastensublizierte
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"Oniumsalz" basierend auf der 1-Hydroxybenzotriggalndstruktur (HOBt). Die Kupp-
lungsreaktion verlauft durch Versetzen der Carboreséit einem Amin in Anwesenheit des
Kupplungsreagenzes und eines tertiaren Amins (TBAjch die Reaktion der deprotonierten
Saure mit dem BOBS entstehen sowohl die aktivierte Acylphosphoniurbiretung als auch
das Anion des HOBt41, welches leicht mit der aktivierten Saure zum tieak Benzotri-
azolylester reagiert, der letztlich der Aminolysgarzogen wird. Die treibende Kraft dieser
Reaktion stellt dabei die Bildung degho-Phosphorsauretriamic dar (siehedbb.19.%

Die Peptidkupplung der Tetradecylhexadecansa®®e mit verschiedenen als Spacer
fungierenden Aminen erfolgte jeweils unter Zugaba BOP35 im Verhdltnis 1:1. Die Saure
wurde dazu zunachst in abs. Dichlormethan geltdtroimh TEA versetzt. Nachfolgend wurde
ein Gemisch aus Kupplungsreagenz und dem zwanhigfiaéminiberschuss hinzugeflgt.
Die Synthese des Carbonsaureamifs erfolgte durch die Verwendung von Ethylen-
diamin28, wahrend die Verbindun@2 durch Umsetzung mit Butylendiami29 erhalten
wurde. Ferner wurden Spern8i als lineares und Tris(2-aminoethyl)and@als verzweigtes
Polyamin eingesetzt und dabei die Am&8und40 erhalten.

N N
L )
H2oC1a._ O 0.® N— %, R o
SH—C LS -H H2gC1a 2 PFs
HzoC14 OH _'\ll ’T‘_ CH—C. |
/
H29C14 Q\%/ N—
22 35 _ T <0 IT S
©pPFR |
R-NH
HaoC1a. o a7 H2oC14._ O 0O N—
/CH—C< . 28/29; 37/38 /CH—C< . N\\/ P’ \
H29C14 N—R OH H29C14 o) | |
H | |
N

N 36
30/32/39/40 N K
N N

28/3Q R = -(CH,),-NH, a

29/32 R = -(CH,),-NH,

37/32 R = -(CH,)3-NH-(CH,),-NH-(CH,)5-NH,
38/4Q R = -(CH,),-N(CH,-CH,-NH,),

Abb.14: Synthese der Amid@0/32/39/40durch Kupplungsreaktion mit BOP

Im Anschluss an den zwdlfstindigen Reaktionszemrawurde derausgefallene weil3e
Niederschlag abfiltriert und die organische Phagegesattigter Natriumchloridlésung ausge-
schuttelt sowie zweifach mit Wasser gewasclditiels Trocknung der Losungsmittelphase
uber NaSQ,, Filtration und nachfolgender Entfernung des Dbcimlethans am Rotations-
vakuumverdampfer konnte das Reaktionsgemisch aildgeet werdenlm abschlie3enden
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Arbeitsschritt wurden durch das saulenchromatogsapk Trennverfahren die Rohprodukte
30 und 32 mit einem Elutionsgemisch aus Chloroform/Methanoti die Verbindunge®9
und40 mit Chloroform/Methanol/Ammoniak mit zunehmendeidritat gereinigt.

Die Cancerogenitat und respiratorische Toxizitas @dés Zwischenprodukt entstehenden
Hexamethylphosphorsauretriamids (HMPAp limitierten den Einsatz von BORS5’
weshalb nachfolgend Synthesen unter Verwendung Kigsplungsreagenzes eingestellt
wurden. Alternativ wurden (Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrilidophosphoniumhexafluorophos-
phat (PyBOP)42 O-(Benzotriazol-1-yl)N,N,N’,N’-tetramethyluroniumhexafluorophosphat
(HBTU) 43 und 2,4,6-Tripropyl-1,3,5,2,4,6-trioxatriphosphmamn-2,4,6-trioxid (3P) 44 als
Reagenzien mit verminderter Toxizitat eingesetethsAbb.15, unter denen das Pyrrolidino-
analogon42 des BOP35, basierend auf annahernd hohen Produktausbeutkwargleich-

baren Reaktionsbedingungen, letztlich favorisiartde.

N N N o o O
N\ o \\N o \\N \P/ \P//
N Spp ) PR A S g
: S0 B S
o @ P
~

| | ) ~
O.® N— o.® N o~
plie K 7
—N~ SN— N~ N
NG S TS
35 42 43 44
BOP PyBOP HBTU T3P

Abb.15: Ubersicht der eingesetzten Kupplungsreagenzien B®&énd PyBOP42, HBTU 43 und TP 44 zur
Darstellung der Carbonsaureamide

2.1.2.3 Darstellung des 2-Tetradecylhexadecansaure-(2-anoathyl)amids durch
Einsatz von HBTU als Kupplungsreagenz

Eine weitere Option zur Synthese des Amid8 besteht in der Umsetzung der
Tetradecylhexadecansau? mit Ethylendiamin unter Verwendung von HBTUW3 als
Kupplungsreagenz (siel#db.16.

HogCra-_ pe N 28 HooC14-_ )

|
y | | TEA Z O N—
cH—c,  + O N —EA — + S«
/ )z -HOPpE / AN NH _ _
H29C14 OH o N>< Ne— _:ogtil H2gC14 ﬁ N T 'T‘
|
22 43 30

Abb.16: Darstellung des 2-Tetradecylhexadecansaure(2-athiylpemids30 durch Einsatz von HBTY3™
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Das Diamin wurde wie in den bereits beschriebeneakionen erneut in zwanzigfachem
Uberschuss vorgelegt und mit einer Mischung ausa@ietylhexadecansaure und HBAB
sowie der Hilfsbase TEA und Dichlormethan untempamentem Rihren langsam versetzt.
Einem Reaktionszeitraum von zwolf Stunden folgte déufarbeitung entsprechend dem
bereits bei der BOP-Kupplung beschriebenen Verfahfeiehe Kapitel 2.1.2.2). Die
Reinigung des entstandenen Carbonsédurean8@s wurde per MPLC mit einer
Chloroform/Methanol-Mischung steigender Polarit&tEutionsmittel durchgefihrt.

Der Einsatz von HBTUI3 zur Amidknupfung fuhrte vermutlich basierend aaf dchlechten
Loslichkeit im bisher als Reaktionsmedium favoriga Dichlormethan nur zu einer Amid-
Ausbeute von weniger als 30 Prozent. Infolgedesgerle von einer Verwendung dieses

Kupplungsreagenzes in weiteren Reaktionen abgesehen

2.1.2.4 Reaktion zwischen Ethylendiamin und 2-Tetradecylhexdecansaure mit &P

Das neue Propylphosphonsaurecycloanhydgid 44, welches wie die BOP- und PyBOP-
Derivate nahezu racemisierungsfrei Peptidbindurigeipft, wurde als weiteres Kupplungs-
reagenz ausgewahlt. Zusatzlich zum preisgunstigaverdd bietet es den Vorteil, wasser-
|6sliche Phosphonat-Nebenprodukte zu bilden, welelolit durch Ausschitteln mit Wasser
aus dem Reaktionsgemisch entfernt werden kdonneneFest es in allen zur Peptidsynthese
eingesetzten aprotonischen Losungsmitteln sehibglich 28%°

Die Umsetzung dem-verzweigten Carbonsaug? (sieheAbb.17 erfolgte unter Vorlage von
Ethylendiamin und anschlieBendem Zutropfen eineschling aus dem Edukt, einer
50 %igen Losung des 3P in Essigsaureethylester sowie der Base TEA. hatierdes
Reaktionszeitraums von zwdlf Stunden bildete sidh eveil3er Niederschlag. Das
Reaktionsgemisch wurde am Rotations-vakuumverdameiegeengt und der erhaltene
Ruckstand in Chloroform aufgenommen. Die Aufreimiguentsprach dem bei der BOP-
Kupplung verwendeten Verfahren (siehe Kapitel 22).2Mittels MPLC-Trennverfahren mit
einem Laufmittelgemisch aus Chloroform und Methamai steigender Polaritdt wurde das
gebildete Carbonséaurean@ gereinigt.
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A~ NH:
O o 0 MR
HaoC14._ 0 -4 HooC14._ 0
CH—C + CaH7 | | >CgHy %’ CH—C NH

HyoC14 OH O\ 0 - HO_ IIID/—C8H7 o HgC14 N N 2

0% “CgHy ~HL H

| "CsHy
22 44 HO O 30
0% “CHy

Abb.17: Synthese des Carbonsaureanfiisinter Verwendung vonzP

Vermutlich begriindet durch die geringe Loslichldgs Eduktes in Ethylacetat, konnte das 2-
Tetradecylhexadecansaure-(2-aminoethyl)a®idauch auf diesem Reaktionsweg nur mit
einer Ausbeute von 33 % gewonnen werden, weshdlvaiteren Einsatz des Kupplungs-
reagenzes verzichtet wurde. In zukinftigen Arbekénnte das Mischen des in Ethylacetat
geldsten TP mit Chloroform oder Dichlormethan zu einer wekemén Ausbeuteerh6hung

fuhren.

2.1.2.5 Amidsynthese durch Einsatz von PyBOP als Kupplunggagenz

Aufgrund der Cancerogenitat des als Zwischenprodhakt Kupplungsreaktionen mit BOP
entstehenden HMP86 wurde das Derivat PyBO& als sichere Alternative entwickéef) da
es zur Bildung des weniger reaktiven Nebenprodki§1”-Phosphorsaure(tris-pyrrolidid)
51 fuhrt. Zudem konnte belegt werden, dass PyB@Pals Pyrrolidino-Analogon dem
Dimethylamino-Derivat BOB5 bei der Knupfung einer Peptidbindung in geringemféhg
tiberlegen ist®*

Die Darstellung der Carbonsaureami@31, 40, 4550 unter Verwendung von PyBO#2
(sieheAbb.1§ wurde in Anlehnung an die bereits beschrieben®-BQpplung durchgefihrt.
Entgegen der bei der BOP-Reaktion ublichen Vorldge Carbonséure wurden jeweils die
Amine 28 und 38 vorgelegt und mit einem Gemisch aus PyB&X Carbonsaur@1-25und
TEA in Dichlormethan unter Rihren versetzt. Die Bisierung bzw. Trimerisierung der
Verbindungen sollte somit weitgehend verhindert wiel Ausbeuten mdoglichst gesteigert

werden.
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e O ®
1 / 1 Oo. N

CH-C_  + N + ReNH, — cH-C + S

R, OH 0. ® N -H PF, R, N—R; N N
N> P \ - HOBt H

21-25 Q 42 Q 28/38 30/31/40/45-50 51
21/45/48: Ry = Ry = -CyoHps 24/31/50: Ry =Ry = -CygHas 28/30/31/45-47: Ry = ~(CH,),-NH,
22/30/40: Ry = Ry = -Cy4Ho0 25/47: R =-CgHyeCH=CH-GH,, 38/40/48-50: R = -(CH,),"N(CHy-CH,-NH,
23/46/49: Ry = -Ci4Hzg; R = -CigHss R=-Cy4Hyg

Abb.18: Einfuhrung der Spacermolekile mittels PyBOP-Kupglaar Darstellung der Carbonsaureamide
30/31/40/45-50

Die Umsetzungen erfolgten im mit der BOP-Kupplungrgkeichbaren Verhaltnis der
Komponenten Carbonsaure/PyBOP/Amin 1:1:2Qufgrund der dinnschichtchromato-
graphisch im Anschluss an die Aufarbeitung nachgsenen Verunreinungen war die
Reinigung der erhaltenen Verbindung@®31/40/4550 mittels MPLC-Trennverfahren
unerlasslich. Fiur die synthetisierten Carbonsauid@a80/45-47mit nur einer freien primaren
Aminfunktion eignete sich das Elutionsmittelgemis@us Chloroform/Methanol mit
zunehmender Polaritat wahrend die Lipi##48-50 mit zwei endstandigen priméren Amino-
gruppen Ammoniak als dritte Elutionskomponente ligten (siehelrab.1, Kapitel 6.1.1).

Die Dimere 52-54 als Nebenprodukte der Umsetzung der CarbonsaurgnTns(2-
aminoethyl)amin entstanden trotz 20fachen Ubersgsusies Amins mit bis zu 10 %
Ausbeute (sieheAbb.19. Sie wurden daher analytisch charakterisiert afgl Edukte in

weiteren Reaktionen umgesetzt.

NH, NH;
X Rl\CH C//O PYBOP : TEA
b N + CH,Cl, ; 12h Rl\ //O O\\ v Rl
Ry OH N CH-C_ N C- C\
HZN/\/ \/\NH2 RZ/ H/\/ \/\H HY R,
21/22/24 37 52-54

21/52: Ry =R, =-CiHys
22/53: Ry =R, = -CyHyg
24/54: Ry =R, =-CigHas

Abb.19: Nebenreaktion der PyBOP-Kupplung unter Dimerisigrun
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2.1.3 Reaktionen zur Ankntpfung und Variation der polaren Kopfgruppen

Mit dem Ziel mdglichst vertragliche Transfektioqstie zu erhalten, wurde nach geeigneten
Verbindungen flr die polare Kopfgruppe gesuchtfidabiogene, physiologisch im Organis-
mus vorkommende Aminosauren nur geringe Toxizitdled eine gute Bioabbaubarkeit
angenommen werden kdnnen, stellten sie idealetdiktaren fur die Kopfgruppe dar.
Innerhalb der vorliegenden Dissertation beschriebi€npplungsreaktionen zur Einfihrung
der polaren Kopfgruppe wurden mit verschiedenen rasauren als Acylkomponenten
durchgefuhrt. Dabei war die Verwendung N-terminegahttzter Verbindungen notwendig,
um die Bildung von Di- und Polypeptiden der Aminaisgn untereinander zu verhindern und
infolge dessen den Anteil entstehender Nebenpredukminimieren.

Substituenten, welche leicht mit den Aminogruppen Aminoséuren reagieren, unter den
gewahlten Reaktionsbedingungen stabil sind und rséadh erfolgreicher Umsetzung einfach
aus dem Molekil entfernen lassen, stellen ausdezeie Schutzgruppen dar. Fir die
geplanten Synthesen eigneten sich sowohltelie-Butoxycarbonyl(BOC)-Gruppe, welche
bereits unter milden Bedingungen hydrolytisch inrean Milieu entfernt werden kann, als
auch die Carboxybenzyl(CBZ)-Schutzgruppe, aus dechd katalytische Hydrierung als

instabiles Zwischenprodukt die freie Carbamids&untsteht, die sofort zerfallt.

2.1.3.1 Peptidkupplung mittels Carbodiimid-Methode

Der abschlieBende Reaktionsschritt in der Darstgllder verzweigten Transfektionslipide
67-77 erfolgte nach B8eeHAN mittels der klassischen Carbodiimid-Methode unter
Verwendungvon N,N"Dicyclohexylcarbodiimid (DCC) zur Aktivierung deraghoxylgruppe
der eingesetzten Aminosaur€f%®

Das Reaktionsprinzip beruht dabei auf der Ubermggder aktivierten Acylgruppe eines
intermediar gebildetenO-Acylisoharnstoffderivats64 auf die Aminkomponente, wobei
zusatzlich ein komplexerer Mechanismus diskutiértl#***°’ Zur Vermeidung der bei dieser
Reaktion haufig auftretenden Racemisierung und Atestyltransfers, der zur Bildung des
inaktiven N-Acylharnstoffderivats5 fuhrt, wurde das von &NIG und GEIGER als Additiv
eingefiihrte HOB#1 zugesetzt?® Es reagiert schnell zu einem Intermediat, weldtieslie
Kupplung mit dem Amin reaktiv genug ist und somier dEntstehung dedN-Acyl-
Nebenprodukts entgegen wifkE. Zudem ist es dem oft genutztéhHydroxysuccinimid
(HOSu) beziglich Reaktionsausbeute, Unterdrickurey E&pimerisierung sowie der

Aminolysegeschwindigkeit des aktiven Esters ibemnéd’
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Wie in Abbildung 20dargestellt, wurden die Carbonsaureand@e33 in abs. Dichlormethan
geldst und unter Rihren mit HORtl, sowie der jeweiligen geschitzten Aminosaure im
Verhéltnis 1:1:1 versetzDem Reaktionsansatz wurde weiterhin das Kuppluagsmrz DCC
in 1,5facher molarer Menge zugefligunachst entstand ein klares Reaktionsgemischrin de
sich nach wenigen Minuten ein weil3er Niederschlatdete. Nach Prufung auf
Vollstandigkeit der Reaktion mittels Kontroll-DC wde dieser abfiltriert und anschlie3end

aus Heptan sowie Methanol zur Aufreinigung umklHisiart.

R R
lll3 R I{I3 )RZ_(O
e I 2/ G Ris Rs
Re )ﬁ(OH + ﬁ > Rl\N O_Cl: _angsam_ H ’T‘
” w T
© RS R3 ’T‘H
55-58/60-62 63 64 T 65 R
[ 3
S| HoBt
und 73
41 Rs
COOH N I
N, I?IH
BOC—N RN O:ﬁ:
59 R~ O NH
N + 66 |
o) Re
H
l+ HN—€ CH, ) N, Rs
C-CH
30-33 o Rs
Ry
H H H H
R N=CH RN R und N—(CHy;N_ Cuetas
N “c-CH 220N A
H o N 0 A
Ra BOCO 74 O CigHss
67-73/75-77
55-58/62/67-7377: R, = BOC 55/60/67-70/75: R, = -H 30/67/71/72/75-7TR, = -CygHog X = 2
60/61/75/76: R=CBzZ 56/71: R=-CHy-CH(CHg), 31/68: R= -CgHzz x=2
57/72: R=-(CHy)-S-CHy  32/69/73: R= -CHog X =4
58/73: R=-CH(OH)-CH;  33/70: R= -CigHag X = 4
63-66 R :@ 61/76: R= -(CH,),-NH-CBZ
62/77: R= -(CHy)3-NH-C-NH-CBZ

I
N-CBZ

Abb.20: Synthese der Transfektionslipi@&-77via Carbodiimidmethode

Die DC-rein erhaltenen Produk&¥-77 wurden im folgenden Arbeitsschritt schlie3lich der
jeweils notwendigen Schutzgruppenabspaltung ungerzgsieheAbb.2). Die BOC-Schutz-
gruppen der Lipidé&7-74liel3en sich besonders schonend in Ethylacetated&ti®nsmedium
unter Ruhren durch Einleiten von Chlorwasserstdf$palten. DC-Untersuchungen nach

verschiedenen Reaktionszeitraumen bis zu zwolfdatainwiesen jedoch stets auf die Unvoll-
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standigkeit der Umsetzung hin. Somit konnten nuakRensausbeuten ausgehend von den
BOC-geschitzten Zwischenprodukten im Bereich varaetO bis 80 % erreicht werden.

Ry Ry
H H H H
BOC._ N—CH,% N Re N—CH,>- N Re
N “C-CH HzN * “c-CH
H 67-73¢g” HCl-Gas 78847
© Ro Ethylacetat o Ry
— >
und - Isobuten, CQ und
H H H H
N—~CHyz N~ CieHas N—CH %N CieHss
BOC O “ 0 CieHzsz O 8 O CieHaz
67-70/7889: R, = -H 67/71/72/78/82/83Ry = -CyHyg X = 2
71/82: R = -CH,-CH(CHy), 68/79: Ry = -CigHag X = 2
72/83: R = -(CH,)»-S-CHs 69/73/80/84:  Rp=-CijHpg X =4
73/84: R = -CH(OH)-CH 70/81: R=-CygHaz x = 4

Abb.21: Abspaltung der BOC-Schutzgruppen der Verbindurgjei4

Die CBZ-geschutzten verzweigten Transfektionslipitte und 76 wurden dem besonders
schonenden Verfahren der katalytischen Hydrierunigraogen, so dass neben den Produkten
78 und 86 mit freien Aminfunktionen nur Toluol und Kohlendid als Nebenprodukte
entstanden. Die Reaktion fand in einer Schittel+i¢ydpparatur in einem Suspensionsmittel-
gemisch aus Isopropanol und Ethylacetat und Zudadalytischer Mengen Palladium-
aktivkohle (5 % Pd) im Vakuum bei hydrostatischenudk statt Abb.23. Nach 24 Stunden
konnte keine Gasentwicklung anhand aufsteigendabl@schen mehr beobachtet werden,
was auf eine Beendigung der gbntwicklung und damit auf die Vollstandigkeit der
Schutzgruppenabspaltung hindeutete. Dennoch wiesech anschlieBende DC-

Untersuchungen erneut auf verbleibende Edukte hin.

H H H H
CBZ_ N N—(CH)o—N_ _C14H2g HN N—(CHp)—N_ _CidHog
H //C—Cl'i 2 //C—CH\
(@] 75 (@) Cl4H29 (0] 78 o) Cl4H29
Pd/Aktivkohle (5%)
(Ethylacetat/
HN—CBZ Isopropanol) HoN
(ICH ) -Hy (ICH )
2)a H Da H
CBZ_ N N—(CH),—N_ _C14Hog HN N—(CHp)—N_ _CiaHog
H //C—Cl'l 2 //C—CH\
o 76 ) CigHog o) 86 o) Ci4Hog

Abb.22: Hydrierung zur Abspaltung der CBZ-Schutzgruppen\tenbindungery5 und76
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Die reinen Reaktionsproduk#3 und 86 konnten letztlich durch Saulenchromatographie mit
Chloroform/Methanol/Ammoniak als Elutionsmittelgestin mit zunehmender Polaritat

erhalten werden.

Die CBZ-Schutzgruppen des Lipid& sollten ebenfalls, wie iAbb.23 dargestellt, durch
Hydrierung aus dem Molekll entfernt werden. Dazurdeudas erhaltene Rohprodukt
zunachst in einem Lésungsmittelgemisch aus absanbthund Ethylacetat suspendiert und
anschlieBend in der Hydrierapparatur bei 30 °C smem Druck von 3 bar Uber einen
Zeitraum von mehreren Tagen geruhrt. Die wahremtnach der Reaktion angefertigten DC-
Untersuchungen deuteten auf Nebenprodukte durdielamHydrierung hin. Mit Hilfe der
Massenspektrometrie und der'-NMR-Analyse konnte das Vorhandensein der BOC-
Schutzgruppe an derstandigen Aminogruppe, welche nicht durch Hydmerabgespalten
werden kann, nachgewiesen werden. Die folglich eatlige Abspaltung der Schutzgruppe
erfolgte durch Zugabe konz. Salzséure zur Suspemlgs Zwischenproduktes in Ethylacetat,
wobei die BOC-Schutzgruppe aus der Verbindung ustkalt des Lipid€88 entfernt werden

konnte.
H
CBZ=N. c* N—CBZ Pd/Aktivkohle (50%)  H2N o NH
| (Ethylacetat/ ]
N Isopropanol) _ N
CHy)3 H H > CHy)s y
BOC._ N—CH%N_~ CigHzo N—CH%N_ _Cuatzo
H ,C-Cf N =k
m 0 CiaHag o} 88 O Cy4Hog
Pd/Aktivkohle (5%)
(Ethylacetat/ HoN__ NH E t(f:llyt(:cnezt‘
Isopropanol) (I:
N - Isobuten, CQ
CHy)s H
BOC. N—CH); N CidHao
N ,c—C
O 87 © CiaH29

Abb.23: Zweistufige Schutzgruppenabspaltung der Verbindiing

Die anschlieBende Reinigung der Verbindatrgwurde mittels MPLC mit einem Elutions-
mittelgemisch aus Chloroform, Methanol und Ammoniak steigender Polaritat durch-
gefuhrt. Die erhaltenen Fraktionen wiesen durcle éiraunliche Verfarbung auf enthaltene
Verunreinigungen hin. Zudem wurde nur ein geringateil des Produktes von der Saule
eluiert. Die Verwendung einer Umkehrphasen-Chrograjohie fir die Reinigung dieser

verhaltnismalig polaren Verbindung ist folglich tedhafter.
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2.1.3.2 Peptidkupplung mit aktiviertem, BOC-geschitztem Lysn

Aktivierte Ester kénnen haufig leichter hydrolygierund neigen dazu, mit einer Vielzahl von
verschiedenen Nukleophilen zu reagieren. Besonbedeutsam ist dabei die Fahigkeit,
Amine unter milden Bedingungen und mit vermindef&cemisierung zu reinen Amiden
umzusetzen. Ermoglicht wird die hohe Reaktivitatcluden im Vergleich zum Alkylester
elektrophileren Carbonylkohlenstoff, hervorgerutkemch den elektronenziehenden Charakter
der zur Esterbildung eingesetzten Alkohole, wie ytigxybenzotriazol (HOBt)41,
1-Hydroxy-7-aza-benzotriazol (HOAt) oder N-Hydroxgsinimid (HOSu)»0.%

Die Einfuhrung der Lysinkopfgruppe wurde mit dem iHandel erhaltlichen, bereits
aktivierten Ester Di-BOC-LysitN-hydroxysuccinimidd9 durchgefuhrt, mit dem Vorteil, dass
aul3er dem ublicherweise als Hilfsbase verwendeteh Reine weiteren Reagenzien fiur die
Umsetzungen erforderlich waren.

Die Carbonsaureamid80-33/45-47 wurden in abs. Dichlormethan unter magnetischem
Ruhren mit dem bereits aktivierten Di-BOC-Lys\khhydroxysuccinimidB9 im Verhaltnis 1:1
und wenigen Tropfen TEA versetzt und nach einemlfatiindigen Reaktionszeitraum am
Rotationsvakuumverdampfer eingeenéplf.29.

o)
’?ﬁ H I H i
-0 " CH— N— TEA A AL N HCI, Ethylacetat ST
N—O—C—CH-N—BOC —T8&»  HN—C—CH-N—BOC —a’-consobuten HN—C—CH—NH;
90 (Cl: HZ)X (cl: Hz)x
° Héﬁ_H NH W H
R R
CH) 89 ] ™ScH—C, NH ™Scpy—c_  86/91-96 NHy
| BOC RS o BOC RS o)
NH 2 2
R |
™ScH—C
R o
2 45/91: R=-CyHos
30-33/45-47 30/32/46/86/92/93R; = -C 4Hoq 45/91: R= -CyoHos
30/31/45-47/86/91/93/94/96c= 2 31/33/94/95: R = -CigHas 30/32/47/86/92/96R, = -C;4Hg
32/33/92/95: X=4  47/96: R= -CgH;s CH=CH-GgH,, 31/33/46/93-95: R, =-C;gHass

Abb.24: Kupplungsreaktion der Carbonsaurean8@e33/45-47mit aktiviertem, BOC-geschitztem Lysin

Die Umsetzung der als Nebenprodukte der Amidsyethest Tris(aminoethyl)amin
entstandenen Dimer&2 und 53 erfolgte auf gleiche Art und Weise, dargestetit i
Abbildung 25



Synthetisch-praparative Arbeiten 29

o
NH,
NH, HN
1. DIBOCLysOSu, H NH,
TEA, CHCl,, 12h
Rl\CH—C//o O\\C ﬁRl 2. HCI, Ethylacetat, 2h Rl\CH—C//O O\\C CﬁRl
R \N/\/N\/\N/ —{ 1.-HOSu > R \N/\/N\/\N/ -0
2 Ry 2 -isobuten, co 2 R,
H H H H
52/53 97/98

52/97: Ry =R, = -CjHys
53/98: R, =R, = -C/Hz

Abb.25 Ankniipfung der Lysinkopfgruppe an die Dimé&2und 53

Fur die VerbindungeA0/48-50wurde der Anteil an Di-BOC-LysiiN-hydroxysuccinimid39

auf das Doppelte erhoht, damit jeweils die zwehamdenen freien Aminogruppen mit Lysin
verknupft werden konnterApb.26. Basierend auf den nachgewiesenen und teilweisé nich
unerheblichen Mengen an Nebenprodukten mit numeiaedstandigen Lysin, deren Antell
mittels DC-Untersuchungen auf bis zu 25 % geschatatden konnte, sollte jedoch bei
zukinftigen Umsetzungen die Aminosaure mindestans Merhaltnis 3:1 zum Edukt

eingesetzt werden.

o)
NH,
NH, HN
NH,
Rl\CH c’/o Rl\CH c’/O i
/ \N/\/N\/\NH % \N/\/N\/\N NH»
Ry 5 2 Ry b N
1. DIBOCLysOSu, NH,
40/48-50 TEA, CHCl,, 12h 99-102
2. HCI, Ethylacetat, 2h + [e)
1. - HOSu - NH
2. - Isobuten, C® HN 2
48/99/103: R, = Ry = -CyoHps = o H NH,
40/100/104: Ry = Ry = -CyHyg ™ e
49/101: R =-CyHpo: Ry = -CigHss Ry SN NS N, 103/104
50/102: R =R, =-CjgHas 2 H

Abb.26 Umsetzungder Tris(2-aminoethyl)amin-Derivaté0/48-50 mit DiBOCLysOSu zu den DiLysin-
Produkter®9-102und den ebenfalls entstehenden Monolysin-Nebemted 103 und104

Die Abspaltung der Schutzgruppen erfolgte unterz\ét auf chromatographische Reinigung
direkt im anschlieBenden Arbeitsschritt durch Vierse einer Suspension des Rohproduktes
in Ethylacetat mit konzentrierter Salzsaure untéhien. Auf diese Art und Weise konnten
letztlich alle BOC-geschlitzten Derivate vollstanagigdie freie Form Uberfiihrt werden. Die
erhaltenen Reaktionsprodukte wurden abschlie3etidlsnMPLC mit Chloroform/Methanol/
Ammoniak mit zunehmender Polaritat gereinigt undobeme den physiko-chemischen
Charakterisierungen den Untersuchungen auf Transfeeffizienz und Toxizitat

unterzogen. Zur weiteren Variation der Kopfgrupperden einige der synthetisierten
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Verbindungen erneut mit Di-BOC-LysiN-hydroxysuccinimid umgesetzt (sieAdb.27. Die
Synthese erfolgte analog dem bereits beschrieb&fenfahren unter Verwendung der
gereinigten Transfektionslipid€8-83 im Verhaltnis 1:1 und der Lipid&6/91/9294 im

Verhéltnis 1:2 zum dem aktivierten Lysin.

Ry ’ 0O R y
HN N—(CHa- N Re H,N N—(CHa N R
_C—CH H _C—CH
4 7
O 7884 O R, (CHa)a O 105110 O R,
NH,
1. DIBOCLysOSu (Uberschuss),
TEA, CHCl,, 12h
2. HCI, Ethylacetat, 2h NH; H
1.- HOSu - H,N H
2. - Isobuten, C® S(CHy)4 N—(CHy N\ R
O (CHs " e
I 111-114 © 2
o NH
H-N H _(CHp)4
2 N— (CHy)= N R, HoN
H § \C C/ +
((|3H2)4 o — QR NH;
NH, 86/91/92/94 2 NH, !
HoN N H
(CHy)4 H —(CHy) N\ R
O (CHo 7
NH, ~ 115-116 2
78-81/105-108R; = -H 78/80/82/83/86/92/105/ 78/79/82/83/86/91/94/105/
82/109 R=-CHyCH(CHg),  107/109/110/112/113/11&, = -C;Hp,g  106/109-112/114/115: x=2
83/110 R = -(CH,),-S-CHs 79/81/94/106/108/114: R =-CgHyy ~ 80/81/92/107/108/113/116:= 4
91/111/115: R=-CHs

Abb.27: Variation der Kopfgruppe durch Anbindung von eib0%-110/115/116 bzw. zwei zusétzlichen
Lysinmolekilen {11-119

Durch diese Reaktionen mit nachfolgender Schutzgpopbspaltung und Reinigung mit
Hilfe der MPLC konnten die Verbindungdi©5-110rein erhalten werden. Die Umsetzungen
der Edukte mit Lysinkopfgrupp86/91/9294 mit Di-BOC-LysinN-hydroxysuccinimid im
Verhéltnis 1:2 gestalteten sich dagegen schwierdgeReaktionsgemische der Bis- und Tris-
Lysin-Derivate erhalten wurden. Diese wurden elenfader vorab dargestellten
Aufarbeitungs- und Reinigungsschritte unterzogeobev durch das MPLC-Verfahren die
Tris-Lysin-Lipide 111-114und die Bis-Lysin-Derivatd 15 und 116 rein gewonnen werden
konnten. Fur die Darstellung der reinen Tris-Ly$nansfektionslipide sollte entsprechend
der erhaltenenen Bis-Nebenprodukte und den dambumelenen geringeren Ausbeuten
zukunftig mindestens mit dem dreifachen Uberschuss geschitzten, aktivierten

Aminosaure gearbeitet werden.
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2.2 Synthese der Gemini-Lipide

2.2.1 Bedeutung der Geministruktur fir die Gentransfektion

Die Gemini-Lipide finden Anwendung in antibakteldel Préparaten und Hautpflege-
produkten, kénnen beim Aufbau hochpordoser Matemalin analytischen Trennverfahren
und bei Solubilisierungsprozes$€neingesetzt werden und stellen geeignete Strukifinen
die Gentransfektion dar. Diese Klasse von Verbigeuon die erstmals 1991 den Begriff
,Gemini-Tenside* zugeordnet bekalf, ist charakterisiert durch amphiphile Molekiile,
welche laut KrReY'*?® aus einem Linker, zwei hydrophoben Alkylketten soewei polaren
Kopfgruppen bestehen (sieAbb.2§.

Jpolare Kopfgruppe

Linker

“hydrophober Rést

A B C

Abb.28: Prinzipieller Aufbau der Gemini-Tensid8, und B nach KreY'*3, C entspricht der Grundstruktur der

in dieser Dissertationsschrift beschriebenen Gemiansfektionslipide

Der Linker zwischen den Kohlenwasserstoffkettennkdabei stark in Kettenlange, Polaritat
und Flexibilitat variieren. So koénnen als Linkerlgre Polyether, unpolare aliphatische
Kohlenwasserstoffe mit zwei bis zwolf Methylengreppmit hoher Beweglichkeit sowie

starre, aromatische Verbindungen eingesetzt werdétauptsachlich wurden symmetrische
Gemini-Lipide mit identischen Kopfgruppen und Alkgtten beschrieben, einige besitzen
jedoch einen unsymmetrischen Aufoiati™

Basierend auf den auf3ergewdhnlichen EigenschaigserdStrukturen, wie der im Vergleich

zu monovalenten Lipiden mit nur einer polaren Kopfpe und einer Alkylkette bis zu

1000fach hoheren Oberflachenaktivitat, stellen witeressante Verbindungen flr die
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Gentransfektion dar. Diese Eigenschaft der Gemipide verbessert die Wechselwirkungen
mit biologischen Membranen und bietet durch die itlamerbundene Madoglichkeit der
Dosisreduktion den Vorteil der Verminderung in-viezeugter Nebenwirkungéf? Folglich
sind Gemini-Lipide durch die Kombination des zun@ing der Nukleinsdure notwendigen
kationischen Charakters und der guten oberflachemek Eigenschaften als Transfektions-
agentien besonders geeigh&t-'?

Bereits 2001 synthetisierten dGREGOR und seine Mitarbeiter eine Reihe multivalenter
Gemini-Tenside mit Lysin-haltigen Kopfgruppen, dereransfektionseffizienz mit kommer-
ziell erhaltlichen liposomalen Transfektionvektoreergleichbar wat'® Die Arbeitsgruppe
um BeLL synthetisierte Gemini-Lipide aus Zuckermolekuilerelahe durch saurebedingte
Umwandlung der Morphologie des Lipoplexes die Dafitaerung und folglich die Ruptur
der Endosomenmembran und der damit verbundenen Bidi&etzung im Zellinneren
begiinstigten, was letztlich zur Verbesserung dandfektionsrate filhrte&°

Durch die im Folgenden beschriebenen ReaktionellesoGemini-Lipide mit Lysinkopf-
gruppen und einer aus zwei Alkylketten bestehenkgdrophoben Einheit synthetisiert
werden. Der Austausch des gesittigten Linkers daneén ungesattigten sollte zudem die
Wechselwirkung mit Membranen verbessern. Mit deadsfolgenden vermehrten Aufnahme
des Vehikels in die Zelle und der vereinfachtendetzung des Lipoplexes aus dem Endosom

sollte eine hohere Transfektionseffizienz erziadtden.

2.2.2 Darstellung der Gemini-Lipide mit Alkyl-Linker

2.2.2.1 Darstellung der Gemini-Grundstruktur durch verknipf ende Zweitalkylierung

Die Synthese der Gemini-Lipid-Molekile erfolgte gelsend von den durch Alkylierung aus
Malonsaurediethylester hergestellten Alkylmaloneste und 7 entsprechend den bereits
beschriebenen Alkylierungsreaktioneber Reaktionsablauf ist vergleichbar mit der Dar-
stellung der Dialkylmalonestdrl-15durch Bildung des Natriummalonats mittels Einsata
60%igem Natriumhydrid und nachfolgender Umsetzunigemem Alkylhalogenid. Anstelle
der bisher verwendeten langkettigen Alkylhalogemdede zur Einfihrung des Linkers das
kurzkettige Alkyldihalogenid 1,4-Diiodbutahl7 verwendet, das durch Einsatz im Verhéltnis
von 0,4:1 zum Ester tUberwiegend zur Verknupfungiewalkylmalonester-Molekile und
somit zur Struktur des Gemini-Lipids fihren so(éeeheAbb.29.
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O Diiodbutan117
H NaHgoy, Toluol, >0« Na® TBAI, Toluol,
50 60 C 2h ) 120°C Ruckfluss, 1§h o o
N~ ~_" R O (e}

o)
~_© (CH; o~

6/118: R =-G4Hyg 3 R R 3
6/7 7/119: R =-GgHsy 118/119

Abb.29: Zweitalkylierung unter Verwendung von 1,4-Diiodbuitel 7 zur Darstellung der Gemini-Grundstruktur

Die Aufreinigung der Gemini-Estelrl8119 erfolgte im Anschluss der Reaktion analog den
bisher beschriebenen Aufarbeitungsschritten duralssghitteln mit gesattigter NEI-
Losung und mehrmaligem Waschen mit Wasser, Abtregrader organischen Phase und
Trocknung derer tber N80O,. Nach Filtration und Entfernen des Toluols wurdin Lipide
118119 mittels SC mit einem Heptan-Ether-Gemisch steigeRwlaritat gereinigt.

2.2.2.2 Verseifung und Decarboxylierung zur Gemini-Dicarborsdure

Zur Uberfiihrung der Gemini-Ester in die Form deien ( >
Di-Carbonsauren wurden die dargestellten Verbindang o
118119 zunachst wie in den vorangegangenen Kapiteln © 7@0
o) (CHy); o
beschrieben durch Uberschissiges Kaliumhydroxid R R
. o
abs. Ethanol verseift. Anstelle des fiinffachen Bber 118/119

schusses wurde das Kaliumhydroxid jedoch im 1.2KOH, Ethanol-2 GHsOH
Ruckfluss, 10h

Verhéltnis 20:1 zum Ester eingesetzt, da moglictist 2.2 HCl, Wasser - 2 KCl

vier Esterfunktionen eines Molekils unter Abspaitun o OH HO .
des Alkohols reagieren sollten. Durch vollstandifgr- HO?T(CHZ)U@OH
R R

seifung innerhalb von zwdlf Stunden und anschlie@en

Uberfuhrung der Kaliumsalze der Verbindungen in die reonzd
freien Sauren unter Verwendung konz. HCI gelang die fg?z'gﬁq?nfc
Darstellung der Gemini-Tetra-Carbonsauren, welche OH HO
ohne erneute Saulenchromatographie der Decarb- © . . o
oxylierung unterzogen werden konnt&®azu wurden die R e
122/123

Lipide 120/121im Metallbad auf 200 bis 230 °C zwanzig

. i 118/120/122: R = 'Q_4H29
Minuten lang erhitzt und nach abgeschlossener 119/121/123: R = -GgHas
Gasbildung abgekahlt. Durch Umkristallisation aus app30: synthese der Gemini-

Heptan wurden die Lipidd22/123rein erhalten (siehe Lipide 122/123durch Veseifung
Abb.30. und Decarboxylierung
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2.2.2.3 Einfuhrung der Spacer

Fur die Darstellung der Gemini-Diamide wurde mitr d@uerchloridmethode und der
Kupplung mit BOP auf zwei der bereits beschriebenanfahren zurickgegriffen. Als

geeignetes Spacermolekil wurde zunachst Ethylemdiamgesetzt. Nachfolgende Synthese-
versuche mit dem verzweigten Tris(2-aminoethyl)aragheiterten trotz 40fachem Uber-
schuss an Amin an der Vielzahl der entstandeneremygbdukte, die durch das MPLC-

Verfahren nicht aus dem Produktgemisch entferntiarekonnten.

Synthese der Gemini-Dicarbonsaureamide via Saurecldmethode

Die gereinigten Gemini-Dicarbonduren wurden dureal®ion mit Thionylchlorid im Uber-
schuss bei Raumtemperatur innerhalb von zwdlf Starmd nicht fliichtigen Acylhalogeniden
umgesetzt. Aus den erhaltenen klaren Lésungen wdaddReagenz am Rotationsverdampfer
entfernt. Die anschlieBRende Aminolyse der Sauredofihrte zur Verknipfung der
hydrophoben Gemini-Grundstruktur mit Ethylendiar@Bals Spacer. Analog der bereits dar-
gelegten Verfahrensweise erfolgte die Umsetzungbis Chloroform bei 0 °C unter Zusatz
von TEA mit dem fur die Umsetzung zweier Acylhalogunktionen je Molekul
notwenigen 40fachen Uberschuss an Ethylendig8jiwomit die Bisacylierung am Diamin
vermieden werden sollteAbb.3). Der per DC verfolgte Reaktionsverlauf wies aunth
mehrstindigem Ruhren auf unvollstandig umgesetatéschenverbindung in Form von
Monoamiden hin, welche selbst durch AusdehnungRisktionsdauer auf 24 Stunden nicht
vollstandig in die erzielten Diamidverbindunge?6 und127 tberflhrt werden konnten.

HoN NH»

HN o~ NHz 2 g
TEA, CHcg °C, 24h
:gf(CHz) 2%, :&(CH» :&(CH»

122/124/126: R = -GHzg
122/123 124/125 123/125/127: R = -GgHgs 126/127

Abb.31: Darstellung der Gemini-Amid#26 und 127 mittels Saurechlorid-Methode

Einem Filtrationsschritt folgend wurde die orgahiscPhase wiederholt mit Wasser ge-
waschen, uber Natriumsulfat getrocknet, erneutdrlt und eingeengt. Die saulenchromato-

graphische Reinigung der erhaltenen Rohproduktelevanschlielend mit einem LAsungs-
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mittelgemisch aus Chloroform, Methanol und Ammoniakit ansteigender Polaritat

durchgefuhrt.

Kupplungsreaktion der Gemini-Dicarbonsauren mit Bgtendiamin unter Verwendung von
BOP

Die zweite Methode zur Darstellung der Gemini-Diomarsdureamidd.26 und 127 unter
Verwendung des Kupplungsreagenzes BOP erfolgtematsend der analogen Umsetzung
der Tetradecylhexadecansaure mit verschiedenenexmMaoglichst hohe Ausbeuten sollten
dabei durch Vorlage des 40fachen Uberschussesdgtiiginin28 und langsames Zutropfen
einer Losung aus Di-Carbonsaure, BOP und TEA inhDrenethan erzielt werden. Das
Kupplungsreagenz wurde aufgrund der zwei vorhandéméen Carboxylgruppen je Molekl

im Verhaltnis 2:1 zu den Carbonsauren eingesatti¢abb.33.

H,N NH,
+ BOP35, TEA 2 g
CH,CI, ; 12h
OH HO + 2"'2'\'\/\NH2 22 > NH HN
o 42:0 08 o 42:0
*— (CHp) 7= —(CHY—
R R R R
122/123 122/126: R = -GgHpg 126/127

123/127: R = 'C]_6H33

Abb.32: Synthese der Gemini-Dicarbonsaureanii@éund127 durch das BOP-Kupplung-Verfahren

Nach einer Dauer von zwo6lf Stunden erfolgte dieakbéitung des Reaktionsansatzes durch
Abtrennung des ausfallenden weif3en NiederschlaglsiFiltration einschliel3lich nach-
folgenden Ausschiittelns der organischen Phase esiditggter Natriumchloridlésung und
zweifachem Waschen mit Wasser. Der Trocknung Uls8®,, Filtration sowie Entfernung
des Losungsmittels am Rotationsvakuumverdampfdosshsich jeweils die Reinigung der
Rohprodukte durch die MPLC mit Chloroform/Methangiiimoniak als Elutionsgemisch
aufsteigender Polaritat an.

Auf Grund der bereits erwdhnten Toxizitat des algiséhenprodukt der BOP-Kupplung
entstehenden Hexamethylphosphorsauretriamids goikignftig die Reaktion zur Darstellung
der Gemini-Dicarbonsaureamid®6 und 127 mit PyBOP oder vergleichbaren Reagenzien

geringerer Toxizitat durchgefthrt werden.
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2.2.2.4 Verknupfung mit Lysin zur Einfihrung der polaren Ko pfgruppen

Die vereinfachte Reaktion der Carbonsaureamidebemgits aktiviertem Di-BOC-LysiN-
hydroxysuccinimid wurde als Grundlage fir die Umeeg der Gemini-Dicarbonsaureamide
126 und 127 gewahlt. Analog der bereits beschriebenen Kupphaajgion wurde die
aktivierte Aminosaure dem in abs. Dichlormetharbgien Gemini-Edukt im Verhéltnis 2:1
zugesetzt. Der Zugabe weniger Tropfen TEA folgte 6listtindiges Ruhren mit
anschlieBender Entfernung des Losungsmittels arati@osverdampferAbb.33 Im letzten
Reaktionsschritt wurden die BOC-Schutz- HoN NH,

gruppen direkt  unter  Verzicht der

Zwischenreinigung durch Hinzufligen von 1ml HN

NH
konz. Salzsaure zu einer Suspension der o?(CH) * ’
2

Substanzen in Ethylacetat unter Rudhren * 'R

. - 126/127
abgespalten, das Lésungsmittel abdestilliert und

i - 1. DIBOCLysOS189, | 1. -
die Rohprodukte durch das MPLC-Verfahren * 2EOCHSO 12thl HOSu

mit  einem  Elutionsmittelgemisch ~ aus 2 HC! Ethylacetat, 2§ 2. - Isobuten, C®

. .NH
Chloroform, Methanol und Ammoniak mit] °
zunehmender Polaritat gereinigt. Durch die NHz NHz
Umsetzung der Diamide mit dem aktivierten

Lysin-Reagenz im Verhaltnis 1:2 konnte das HN
Gemini-Lipid 128 mit zwei Tetradecylketten 2
N

mit einer Ausbeute von etwa 70 % gewonnen

o} o}
werden. FiUr die Gemini-Verbindurd@9 lag die . 42:
(CHy o
R

Ausbeute jedoch nur bei ca. 22 %. Die mittels
128/129

DC nachgewiesene Entstehung von Monolysin-
126/128: R =-G4Hyq

derivaten und darlUber hinaus die unvollstandige 127/129: R = -GgHas
Abspaltung der BOC-Schutzgruppe kénnten ~'-

P 9 grupp Abb.33: Einfiihrung der Lysinkopfgruppe
mogliche Ursachen fur die verminderte Produl i, gie ceminimolekiild 26127

ausbeute in Betracht kommen.
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2.2.3 Darstellung der Gemini-Lipide mit ungeséttigtem Linker

Die Steigerung der Transfektionseffizienz aufgrstérkerer Wechselwirkung mit der Zell-
bzw. Endosomenmembran sollte durch den Einbau eimgsséattigten Linkers in das Gemini-
Lipid erreicht werden. Eine hohe Vergleichbarkeitisthen geséttigtem und ungesattigtem
Gemini sollte durch den identischen Molekilbauiehtewerden, so dass sich letztlich beide
Verbindungsgruppen nur durch eine Doppelbindungemsoheiden wirden. Es wurde ein
vergleichbarer Reaktionsweg ausgewahlt, welchér ailczig durch die Art der Verknipfung
zweier Alkylmalonestermolekile zum Gemini-Lipid voder Synthese der bereits

beschriebenen Gemini-Lipide unterscheiden sollte.

2.2.3.1 Synthese der Alkylallylmalonester

Als Ausgangsverbindungen fir die Darstellung detyhdilylmalonesterl31 und 132 wurden
die Alkylmalonester6 und 7 eingesetzt, deren Synthese bereits in der vorigge
Dissertationsschrift beschrieben wurde. Der Tetgaddyl- und der Hexadecylallylmalon-
saurediethylester wurden entsprechend des bishechibebenen Alkylierungsverfahrens
(siehe 2.1.1.1) unter Darstellung des Malonesteranals reaktives Zwischenprodukt mittels
Natriumhydrid synthetisiert. Anstelle der langkg¢in Alkylboromide wurde jedoch
Allyloromid als Alkylierungsmittel eingesetzt. Audrund der hoheren Aktivitat des Allyl-
bromids konnte bei geringeren Reaktionstemperatumeindaher folglich in Toluol statt Xylol
als Reaktionsmedium gearbeitet werden. Zur Vernmgjdder Oxidation an der Doppel-
bindung wurde die Umsetzung unter Ausschluss vofitsauerstoff unter Schutzgas-
atmosphare durchgefihrt (sielbb.39.

A~ Br 130

O (@]
NaHggg,, Toluol, .~ | Na® TBAl, Toluol, e | /
50 60°C, 2h =) 120°C Riickfluss, 12h
H2T g R
~o ~ | R ~~ |
(@]

6/131: R= 'CJ_4H29
6/7 7/132: R =-GgHa3 131/132

Abb.34: Darstellung der Alkyallylmalonsaurediethyles1€¥1 und 132

Die Aufarbeitung erfolgte durch einen Waschschmitt gesattigter Ammoniumchloridldsung

sowie zweimaligem Waschen mit Wasser. Die orgaeridehase wurde Uber Natriumsulfat
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getrocknet, filtriert und am Rotationsverdampfengeiengt. AnschlieRend wurden die

erhaltenen ProduktE31und132in einer QRuBBs-Kupplung umgesetzt.

2.2.3.2 GRruBBs-Kupplung zur Darstellung der Gemini-Lipid-Struktur mit
ungesattigtem Linker

Robert H. GueBs vom California Institute of Technology (Caltechjtwickelte metall-
organische Katalysatoren (RGBBS-Katalysatoren”), die fur die Olefinmetathese betos
geeignet waren und erhielt dafir im Jahr 2005 deobelpreis fir Chemi&?
Bei der Olefinmetathese handelt es sich um eine\@Rnupfungsreaktion, die durch den
wechselseitigen Austausch der AlkylideneinheiteeiewOlefine charakterisiert ist.

Der nach GAuVIN bezeichnete Mechanismus, der Uber eine Metall-€Parwischenstufe
verlaufenden Metathesereaktion, besteht aus eiegreRormaler [2+2] Cycloadditions- und
Cycloreversionsschritte, welche letztlich zum Alkg@naustausch fuhréf?*?® Aufgrund der
hohen Stabilitat gegentber Sauerstoff, Wasser adRireichen Verunreinigungen in den
gangigen Losungsmitteln und der damit begrindetgiachen Handhabung, wurde ein von
GRruBBS entwickelter Rutheniumkatalysator der ersten Gaimr fur die Darstellung des
ungesaéttigten Linkers der Gemini-Lipide ausgewahlt.

Die Synthese wurde der Literattfr'*entsprechend durch Lésen der Alkylallylmalonester
Dichlormethan und die langsame Zugabe von zehn Mpgmt des ebenfalls in Gal,
gelésten @&usss-Katalysators Benzylidenbis(tricyclohexylphosphiojdororuthenium133
durchgefuhrt (sieh@bb.35. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz unterd&iihunachst
Uber einen Zeitraum von 15 Stunden zum Ruckflusgient. Zur Vermeidung der Oxidation
der Doppelbindung wurde unter Argon gearbeitet.eEmach dem Reaktionszeitraum
angefertigte DC in Chloroform zeigte jedoch keinmdétzung der eingesetzten Malonester.
Die Verlangerung der Reaktionsdauer um weitere z&banden unter den gleichen

Reaktionsbedingungen fuhrte zu keiner Verbesserung.

o Cl. P(Cy)a ° ph
ol 7 R

CI” |
P(CY)a
~- | R CH2C|2 \/O
e} Ruckfluss, 24h

131/132 131/134: R = -G4Hyg 134/135
132/135: R = -GgHag

Abb.35: Syntheseversuch zur Darstellung der Gemini-Lipidieumgeséttigtem Linker unter Verwendung eines

Grubbs-Katalysators
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Da die Edukte durch die Reaktion nicht zerstortdenr, ist eine Aufreinigung dieser und die
erneute Umsetzung mit einem Grubbs-Katalysator lolnkMdglicherweise behinderten
jedoch die hydrophoben Kohlenwasserstoffkettenhdsterische Abschirmung die Reaktion,
so dass alternativ auch die Bildung der ungesaéttiginkerstruktur im ersten Reaktionsschritt
vorstellbar ist, wobei erst im Anschluss daran tiagen Alkylketten in das Molekul

eingefligt werden.

2.3 Darstellung des Transfektionslipids mit Azomethinstuktur

Die Endozytose gilt als wahrscheinlichster Aufnaprogess der kationischen Lipoplexe in
das Zellinnere. Daher befindet sich die mit demokim assoziierte DNA intrazellular in
endosomalen Vesikeln. Die geringe Freisetzungsiatém Endosom eingeschlossenen DNA
ins Zytoplasma z&hlt zu den am starksten limitideen Faktoren eines effizienten Gen-
transfers mittels kationischer Liposontéh?’

Da Endosomen Uber ATPase abhangige Protonenpungpiigen, erfolgt in ihrem Inneren
eine Verringerung des pH-Wertes von 7,4 auf etwd Basierend auf dieser Tatsache und
der Erkenntnis, dass die DNA nicht nur aus dem Bonp sondern auch aus dem Lipoplex
freigesetzt werden muss, damit die Zelle trangfizieerden kann, entstand die Idee, saure-
labile Lipide zu synthetisieren.d®MER nutzte dafir in dem bereits beschriebenen Trans-
fektionslipid BCAT eine saureempfindliche Carbartralgtur®® PRATA hingegen syntheti-
sierte kationische Amphiphile, die im sauren Milgwrch hydrolytische Spaltung von Ester-
strukturen eine Ladungsumkehr erfahren und in Fdige nunmehr anionischen Charakters
die DNA freisetzert?®

Als ideales Strukturelement kam fur ein saurelabileansfektionslipid die Azomethin-
funktion in Betracht. Schiff'sche Basen kdnnen kisrenit schwachen S&uren im wassrigen
Milieu leicht hydrolysiert werden, so dass die \feféung der Liposomenstruktur und damit
verbunden die Freisetzung der DNA im Endosomenameéenkbar war.

Folglich sollte durch Uberfiihrung der bereits sytigierten 2-Tetradecylhexadecans®e

in den Methylester und anschlieRende Reduktionkdenespondierende Alkohol dargestellt
werden, welcher daraufhin oxidativ zum 2-Tetradeeyhdecanal umgesetzt werden sollte.
Im letzten Syntheseschritt war letztlich die Reaktides Aldehyds mit Tris(2-amino-

ethyl)amin38 zum Azomethin geplant.
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2.3.1 Veresterung der 2-Tetradecylhexadecansaure

Die Veresterung einer Carbonsaure erfolgt haufigtqmenkatalysiert unter Einsatz des
entsprechenden Alkohols in Form einer chemischeic@gewichtsreaktion.

Der Zusatz einer starken Saure steigert dabei daktionsgeschwindigkeit der sonst nur sehr
langsam ablaufenden Reaktion von Carbonsauren tkahalen, wobei dieVeresterungs-
geschwindigkeit der Protonenkonzentration direkipprtional ist. Der Einsatz des Alkohols
im Uberschuss ermoglicht die weitgehend quantigatimsetzung der Carbonsaure. Ebenso
fuhrt der kontinuierliche Entzug des Wassers dwesserbindende Mittel oder azeotrope
Destillation zu einer Erh6hung der Ausbeute.

Die Darstellung des 2-Tetradecylhexadecansauremesteys 136 erfolgte, wie in
Abbildung 36 dargestellt, unter Einsatz von Uberschissigem afethund katalytischem
Zusatz von konz. Schwefelsaure entsprechend deExperimentellen Teil dieser Arbeit

beschriebenen Verfahren und nachfolgender Reinigung

1+ 1-
H2gC14, O 2lacHon  HalCia (\)H H2oC1a (\)HZ > _H,_éo HagCra, 0
Joncl /= JCH-C—OH === CH-C—OH Sen-c
H29C14 OH HagCa4 % CHs H2gCa4 ‘07 CHs H29C14 O—CH;z
22 4 136

Abb.36: Veresterung der Tetradecylhexadecansaanamit Methanol

DC-Untersuchungen belegten die vollstandige Umsetaler verzweigten Carbonsdure zum
Methylester, welcher im darauf folgenden Reaktiohgtt zum korrespondierenden Alkohol

reduziert werden sollte.

2.3.2 Reduktion des 2-Tetradecylhexadecansauremethylestezum Alkohol

Aufgrund des guinstigen Reaktionsverlaufs unter emildBedingungen wurde fur die
Umsetzung des Carbonsaureesigd8zum Alkohol die Verwendung eines Reduktionsmittels
auf Hydridbasis in Betracht gezogemamit kdénnen auch kleine Substanzmengen
hervorragend reduziert werden. Ferner ermdglichetaNhydride die Reaktion ohne Angriff
an zusatzlich im Molekil vorhandenen C-C-Mehrfaodiongen und kénnen ebenso
reaktionstrage Carbonsaurederivate, wie Ester umidé reduzieren. Zur Vermeidung der
Bildung molekularen Wasserstoffs muss die Reakfiedoch im wasserfreien Milieu

durchgefiihrt werdeff:
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Das fur die Reaktion bevorzugte Lithiumaluminiumhgdl37, welches Ublicherweise im
Verhaltnis 0,5:1 zum Ester eingesetzt wird, fuhdbel zunachst zur Bildung eines
Lithiumaluminiumalkoholatkomplexes, welcher durctotische Losungsmittel, wie Wasser
oder Alkohol, hydrolytisch gespalten wird. Folglistammen die H-Atome des synthetisierten
Alkohols aus dem LiAlH 137, wahrend das am Sauerstoffatom befindliche Wasdttom,

aus dem zur Aufarbeitung verwendeten Lésungsnsiteehmt*

H2gC1a, o

Z @, o ) HogC1a
2 CH-CT  + LYH-A—H —> Li ©| (HsC— 0% A0 —CHy), —ud 2 _CH-CH,-OH
H2gC14 O—CH;z |‘_| ‘ H LIAIO 2 H2oC14
HpoC1a” " CyH
136 137 2914 14129 2CH30H 138

Abb.37: Reduktion des Tetradecylhexadecansdauremethylg26mum korrespondierenden Alkohb88

Die Ublicherweise zur Reduktion von Estern benétienge an LiIAIH musste aufgrund der
geringeren Reaktivitdt der Ausgangsverbindung, ebesd auf den langen Alkylketten,
verdoppelt werden, so dass folglich die Redukties @arbonséureestet86 mit Lithium-
aluminiumhydrid137 im Verhdltnis 1:1 in wasserfreiem Ether entspradhdem gangigen
Verfahren durchgefiihrt wurdeAlb.37. Die abschlieBende DC zeigte die vollstandige
Reduktion des verzweigten Carbonsaureesters zunetradiecylhexadecanol38. Im
nachfolgenden Syntheseschritt sollte dieser nun kamespondierenden Aldehyd oxidiert

werden.

2.3.3 Oxidation des 2-Tetradecylhexadecanols

Im Gegensatz zu tertidren Alkoholen lassen siamgme und sekundére Alkanole leicht unter
milden Reaktionsbedingungen oxidieren. Die Aldeyyptisese aus primaren Alkoholen kann
jedoch durch weitere Oxidation zu Carbonséuren efihrDie Entstehung dieser uner-
wiunschten Nebenprodukte kann durch destillativéeeming leicht flichtiger Aldehyde aus
dem chemischen Gleichgewicht gehemmt werden, vgesmaszt deren Siedetemperatur liegt
niedriger als die des korrespondierenden Alkoh@laneben verhindert der Ablauf der
Reaktion in wasserfreiem Medium die Bildung des Zdxidation zur Saurefunktion
notwendigen Aldehydhydrats. Chrom(VI)-Reagenzieie @hromtrioxid, Chromséaure und
verschiedene Chromate, Mangan-(IV)-oxid, Dimethijgsad und Halogenverbindungen, wie
Chlor und Unterchlorige Saure kénnen als Oxidataittel eingesetzt werden. Selektive
Oxidationen ungesattigter Alkandténnen unter Erhalt der Doppelbindung mit Pyridimiu
chlorochromat (PCC) oder mit Pyridiniumdichromab(® durchgefiihrt werdeff.
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Die Verwendung von Chromtrioxid in Kombination mierdiinnter Schwefelsaure und
Aceton nach ONES'® kam firr die Darstellung des Aldehyds nicht in Beht, da aufgrund
des vorhandenen Wassers, wie bereits erwéahnt, xigatibn bis zur Stufe der Carbonséaure
erfolgt. Neben dem alsdaCLiNs ReagenZ® bezeichneten Chromtrioxid-Dipyridin bietet sich
das nach dem Nobelpreistrageor&y™* benannte Pyridiniumchlorochromat qREY-
Reagenz) als Alternative an. Es zeichnet sichialsnddes, selektives und stabiles Reagenz
fur die effiziente Oxidation einer Vielzahl versetlener Alkohole zu den jeweils
korrespondieren Carbonylen a&*

Die Synthese des 2-Tetradecylhexadecahd® (Abb.39 erfolgte nach GREY durch Ver-
setzen des Oxidationsmittels PAB9in wasserfreiem Dichlormethan mit 2-Tetradecylhexa
decanoll38und anschlieRender Aufarbeitung entsprechend diichén Verfahrert®

o | o |
H @ ©)
HogC14 |
\CH* ?_OH + \,Tl (”) CH,Cl> H29C14\CH7 C//O + \ITI (I)H
HadC14 H H I:o_lcl;r_ CEI® H29C14/ ‘H N I:O_Cl:r_ C[l@
o] OH
138 139 140

Abb.38: Oxidation des Tetradecylhexadecanb®8 zum korrespondierenden Aldehyd0nach ®ReY'3*33

Letztlich konnte das 2-Tetradecylhexadecd®) mittels Saulenchromatographie mit einem
Elutionsmittelgemisch aus Heptan/Chloroform stetfggrPolaritat gereinigt werden. Zigiges
Arbeiten sowie Tiefkiihlen des Produktes solltenteggehend die Oxidation des Aldehyds
zur Carbonsaure durch Sauerstoff verhindern. Daglukt wurde jedoch nur mit einer

Ausbeute von 24 % erhalten.

2.3.4 Darstellung des Azomethins

Aldehyde kénnen haufig bereits unter milden Bediggn mit stark nucleophilen priméren
Aminen reagieren, wobei das intermediar entstehéwalditionsprodukt instabil und somit im
Allgemeinen nicht isolierbar ist. Die Kondensatigaktion bleibt folglich nicht auf der Stufe
des Additionsproduktes stehen, sondern fuhrt dédespaltung von Wasser, dessen Sauer-
stoffatom aus der Carbonylfunktion des eingesetzéddehyds stammt, im weiteren
Reaktionsverlauf zu einem Carbenium-Immonium-loreses wandelt sich in Abhangigkeit
von der Anwesenheit eines Protons am Stickstofeim stabiles Azomethin oder in ein
Enamin um.Gewohnlich erfolgt die Abspaltung des Protons amkStoff leichter als am
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B-Kohlenstoff, so dass primare Amine meist zur Bilguder Azomethinstruktur fihren. Fur
Reaktionen primarer Amine mit geringerer Nukleohivird haufig ein Katalysator wie
Ameisensaure oder p-Toluensulfonsaure zuge&etzt.

Das 2-TetradecylhexadecarddO sollte im abschlieRenden Syntheseschritt mit Zratino-
ethyl)amin38in abs. Toluol unter Anwesenheit von p-Toluensusfiure als Katalysator zum
Azomethin durch Erhitzen unter Ruckfluss am Wadmssiaeider umgesetzt werdekbp.39.
Leider konnte selbst nach mehrstindigem Erhitzein kbgeschiedenes Reaktionswasser
nachgewiesen werden. Zudem wies die angefertigtatrglbDC nur die eingesetzten
Ausgangsstoffe aber kein mdgliches Reaktionsprodwit Unter Umstanden beruhte das
Scheitern der Umsetzung auf der hohen Reaktiortsiges Aldehyds, verursacht durch die
beiden vorhandenen langen Alkylketten.

NH, NH,
HagCa._ 0 NH HagCra CI)H NH
CH-C + HN~ >~ " °NH, =—— CH-C—N" > " “NH,
- h - [
H29C14 H Ha9C14 H H
140 NH 37 l+ H NH;
OH
HagCax_ N HaoCrax_ [ 2 N
CH-C=N" > " “NH, <~—— — CH-C—N~ > " “NH,
e -HO , HP ST
H2C14 H HoC14 H H

Abb.39: Syntheseversuch zur Darstellung des Azomethins

Folglich kénnte in weiterfihrenden Arbeiten die 8yse des Azomethins durch Reaktion
eines kurzkettigen Aldehydmolekils mit einem Amianz Azomethin und nachfolgende
Einfuhrung der Alkylketten ins Molekul gelingen.
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3 Transfektionsuntersuchungen

3.1 Allgemeine Grundlagen des Gentransfers

Die zwei wichtigsten Kriterien fir die erfolgreich@entransfektion sind Sicherheit und
Effizienz — das Gentransfersystem sollte folglietbst keine Immunantwort des Organismus
auslosen, nicht infektios sein und zu keiner ingeellen Mutagenese fuhren. Zudem muss
der Vehikel in der Lage sein, mit dem therapeussct®en zu interagieren und es dabei vor
dem enzymatischen Abbau durch Nukleasen sowie gégenVechselwirkungen mit den
Bestandteilen von Blut und Gewebsfliissigkeiten chiizen-****® Extra- und intrazellulare
Barrieren (sieheAbb.4Q konnen somit die Effizienz des Transportsystemssaheidend
beeinflussen. Bisher werden vor allem Klinische Iggpionen nicht-viraler Gentransfer-
systeme durch verschiedene extrazellulare Hindggnige geringe Stabilitat im Blut, Phago-
zytose durch Makrophagen, Adhasion an unerwlnscl@emwebe oder durch Abbau der
DNA limitiert. Hat der Vektor erst einmal die Zielte erreicht, gilt es weitere Hirden zu

Uberwinden, bis das therapeutische Gen tatsachlicheigentlichen Zielort gelangt ist.*®

der Gentransfektion
| |

[ Biologische Barrieren]

| | | |
Extrazellulare Intrazellulare
Hindernisse Hindernisse

( Wechselwirkungen mit Aufnahme in die )
Blutbestandteilen Zelle

Freisetzung aus

( endotheliale Barrieren,
dem Endosom

z.B. Blut-Hirn-Schranke

[ Lipid-Bilayer- Transport im

L Membranen Zytoplasma )

[ Phagozytose durch Eintritt in den )

L Makrophagen Zellkern J

( N 3 N\
enzymatischer therapeutische

L Abbau Funktion )

Abb.40: Biologische Barrieren des Gentransfers

Der erste wichtige Schritt zur erfolgreichen Gemsfaktion stellt die Aufnahme des Vektors
in das Zellinnere darApb.4). Elektrostatische Wechselwirkungen unter Beteiligy von
Heparinsulfat-Proteoglykanen, welche die Zellmembyadecken, fihren zur Assoziation der

meist positiv geladenen Genfahre mit der negatiladgnen Zelloberflache, womit die



Transfektionsuntersuchungen 45

Endozytose kleinerer Partikel mit einem maximalemrdbmesser von 200 nm ermoglicht
wird. Die urspringlich beschriebene Membranfusiaméllarer Strukturen konnte hingegen
durch Untersuchungen mit Hilfe fluoreszenzmarkiettgpide widerlegt werden, da diese

nicht innerhalb der Plasmamembran nachgewiesenewéwhntert>°

Wechsebanrlnmg mit
extrazelnliren Eomponenten

®... @

mprprpe Proteoglykans Lipoplex
-~ . il .
b3
@ frithes Endosom spites Endosom Ly el
ey S
. — ) —— (N
- Nz
Abba der
DHA
Mulklaaver
Porenkomple: (\\
- . W
@ Eintritt = e - Euptur der Endosomen-
wihrend F'E":.l_lr membran und Freisetmmg
Mitose? der DN A
Abban dexr DR A
durch Hulkleasen
h A

Abb.41: Mdéglicher Ablauf der Gentransfektion von der Aufnahder Genfahre in die Zelle bis zum Eindringen
der Nukleinséure in den Zellkérf

Die Aufnahme in spezielle Zelltypen gelingt durcbrfugation des Gentransfersystems mit
geeigneten Liganden und der daraus folgenden m@zepinittelten Endozytose ulber
spezifische Rezeptoren der Zelloberfladted*! Transferrin, Folat, verschiedene Wachstums-
faktoren und Antikdrper konnen zielgerichtet Tunadlen erreichen, wahrend Kohlenhydrate
wie Galactose und Mannose vor allem zur Wechselwigkmit Rezeptoren auf Hepatocyten
und Makrophagen fiihreft?

Einem moglichen Aufnahmeprozess entsprechend lefsich der DNA beinhaltende Vektor
zunachst in der Zelle innerhalb von Endosomen. éigssikel verfligen Uber ATPase-
abhangige Protonenpumpen, die den pH-Wert von uf4etava 5 erniedrigen. In spateren
Stadien verschmelzen die Endosomen mit Lysosomienneben einem geringen pH-Wert
von 4,5 bis 5 zusatzlich eine hohe KonzentrationNukleasen aufweisen. Ein weitest-

gehender Schutz der DNA vor endosomalem Abbau kalgtich nur durch eine frihzeitige
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Freisetzung aus dem Endosom gewabhrleistet werd@ndie lipid- und polymerbasierten
Transportsysteme werden dabei zwei verschiederiseErengswege diskutieft*>* Bei
der Lipofektion erfolgt scheinbar eine Fusion laiarer Lipidstrukturen mit der Endosomen-
membran, vermutlich durch Phosphatidylserin, wedcken der zytoplasmatischen (nach
aul3en gerichteten) zur luminalen (zum Endosomer@mngericheten) Seite des Vesikels
wandert?® Lipoplexe, die zusétzlich mit dem Helferlipid DBmergestellt wurden, weisen
eine hohe Variabilitéat innerhalb ihrer Morphologief, einschlief3lich der invers-hexagonalen
Phase kI, welche die Membranfusion erleichtert und zur Blegisierung der Membran
filhrt.2*° Abbildung 42zeigt schematisch die lamellare und die inversaerale Struktur der

Lipoplexe.
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Abb.42: Lamellare und invers-hexagonale Struktur der Lipagf®

Im Gegensatz zur Freisetzung der Lipoplexe ausEtetosomen durch Interaktion mit der
Endosomenmembran basiert die Freisetzung der atsn®en und DNA zusammen-

146 ot al. nutzte die Protonen-

gesetzten Polyplexe auf einem anderen Prinzip:LARD
schwamm-Hypothese als Erklarung flr die ausgezetelmn Transfektionsergebnisse PEI-
basierter Polymere. Der Protonenschwamm-Effekt wmitl Hilfe des Protonierungsgrades
der Polyplexe beschrieben. Bei einem physiologiscipél-Wert von 7,4 liegen nur wenige
Stickstoffatome der Polyplexe protoniert vor. Irigm Endosomen kommt es lber ATPase
abhanigige Protonenpumpen zum vermehrten EinstremRrotonen und folglich zu einer
Verringerung des pH-Werté$' lonisierbare Polymere kénnen durch Protonierungensr
Stickstoffatome den pH-Wert abpuffern, wodurch Harstrom der Protonen verstarkt wird.
Dieser Vorgang induziert den Einstrom von Chlondio und damit verbunden das
Eindringen von Wassermolekilen ins Endosomenlumiieser Osmoseprozess flhrt
zunehmend zum Anschwellen des Vesikels bis diedetlich aufplatzt und die Polyplexe
aufgrund der Ruptur ins Zytosol freigesetzt wertfett**®Dieser Vorgang wurde mit Hilfe

der konvokalen Mikroskopie an lebenden Zellen duM&RDAN et al. bestatigt?®
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Nach erfolgter Freisetzung muss die DNA durch dagosbl hindurch zum Zellkern
gelangen. Die Diffusion im viskosen Zellinnerene dvesentlich langsamer verlauft als in
verdiinnten Losungeni’ ist stark von der MolekiilgroRe abhéngig. Folgligiangen kleinere
Plasmide schneller zum Nukleus. Aufgrund der zytsslben Prasenz calciumsensitiver
Nukleasen, die mit einer Halbwertszeit von 50-90dignDNA abbauen und somit gleichfalls
eine bedeutsame metabolische Barriere darsteltérf.erhalt die Diffusionsgeschwindigkeit
einen entscheidenden Einfluss auf die Transfeksfbzgenz. Lipoplexe, welche die DNA
teilweise beim Verlassen der Endosomen freisetZen sind davon starker abhangig als
Polymere, die im Zytosol weiterhin die DNA kompleseén und diese folglich starker vor
enzymatischem Abbau schitzen. Des Weiteren kotinteEl-basierende Gentransfersysteme
ein aktiver Transportvorgang Uber Mikrotubuli inedperinukleare Region nachgewiesen
werden®>*

Fur den erfolgreichen Gentransfer muss jedoch aiteves Hindernis, die Kernmembran,
iberwunden und die freie oder komplexierte DNAém &ellkern transportiert werderr, Fiir
den Austauschvorgang zwischen Nukleus und Zytogasimd Porenkomplexe innerhalb der
Kernhtlle bedeutsam. Die passive Diffusion durcbesdn nuklearen Porenkomplex (NPC)
gelingt nur kleinen Partikeln mit einem Durchmesgen 9-11 nnt>° Proteinstrukturen mit
einem Molekulargewicht von mehr als 20 kDa gelanigexgegen durch einen aktiven, ATP-
abhangigen Transportprozess, der durch die Re@aaom kurzer Peptidsequenzen ausgelost
wird, in das Kerninnere. Mdglicherweise dringen @Gkioren auf einem vergleichbaren Weg
in den Nukleus eif°”**® Ferner wird ein Transportmechanismus diskutieet; duf dem
passiven Eintritt der DNA in den Zellkern wahrendr Zellteilung und dem damit ver-
bundenen, voribergehenden Auflésen der Kernmembemht. Die Abhangigkeit der
Transfektionseffizienz vom jeweiligen Stadium desliZ/klus variiert indessen stark bei
verschiedenen Gentransfersystemen. Polyplexe agarén PEI-Molekilen sind scheinbar
gegenuber dem Zellzyklus unempfindlich, wéhrend dieansfektionseffizienz Lipo-
fectaminé] -haltiger Lipoplexe von den einzelnen Zellteilungapen abhangig ist?*°*

Den wichtigsten Transfektionsvorgang stellt jedodie Freisetzung der DNA aus der
Genfahre fiir die erfolgreiche Transkription d&rDie Interaktion liposomaler Vektoren mit
den verschiedenen Membransystemen innerhalb dde Zighrt anscheinend bereits zur
Dissoziation der DNA®® wahrend Polysomen die DNA haufig starker kompletieund die
Transkription infolgedessen behindern. Dieser lenénde Schritt konnte inzwischen durch
die Synthese verschiedener abbaubarer Polymenstemkbeseitigt werdeH.
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3.2 Bestimmung der Transfektionseffizienz und Toxizitatam

Zellkulturmodell

Die verschiedenen Methoden zur Bestimmung der Tektienseffizienz und der Toxizitat
der synthetisierten kationischen Lipide an Zellktén sowie die physiko-chemische
Charakterisierung der erhaltenen Liposomen (bestehes kationischem Lipid und Helfer-
lipid) bzw. Lipoplexe (zusammengesetzt aus Liposamd DNA) wurden von Frau Dipl.
Pharm. Nicole Erdmann, Mitarbeiterin der AG Biochsrhe Pharmazie der Martin-Luther-
Universitat Halle, unter der Leitung von Herrn Piof. habil Andreas Langner durchgefihrt.
Fur die Realisierung der Lipofektionsversuche wardenachst aus den kationischen Lipiden
unter Verwendung eines Helferlipids Liposomen foliett Neben der Filmbildungs-
methodé® stehen u.a. die Extrusifi und die Detergenzdialy$8 als weitere Herstellungs-
Verfahren zur Verfugung. Letztlich wurde aufgruner graktikablen, einfachen Versuchs-
durchfuhrung die Filmbildungsmethode ausgewahltickes innerhalb eines Mikroreagenz-
glases durch Losen der beiden eingesetzten Lipidenem Gemisch aus Chloroform und
Methanol, Abdestillieren der Lésungsmittel und dnieender Hydratation durchgefiihrt
wurde. Die Partikelgro3en der erhaltenen Liposokwmmten im Anschluss an eine Behand-
lung im Ultraschall-Bad mittels PCS-Messung besttmmarden®’

Die Untersuchungen auf Transfektionseffizienz uncdxiZitdt der synthetisierten
Verbindungen wurden an den humanen Hep-G2 Leberkenzellen (aus der Deutschen
Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen Gnde$ Leibniz Instituts) durchgefiuhrt.
Die Liposomenpraparation LipofectamineReagenz lfvitrogend, bestehend aus dem
Transfektionslipid DOSPA und dem Helferlipid DOP# NMerhaltnis 3:1 (m/m), diente als
Referenzsubstanz fir die Transfektions- und Taxizitersuche. Fir die Beurteilung
maoglicher Wechselwirkungen zwischen den Lipoplexerd den im Serum enthaltenen
Proteinen erfolgte die Untersuchung der Transfektdfizienz in serumfreiem und serum-
haltigem Medium. Entgegen der Annahme, dass diesfeationseffizienz durch Wechsel-
wirkung der Lipide mit Serumproteinen verringertrayi zeigten erste Untersuchungen in
serumhaltigen und serumfreien Medium vergleichleagebnisse.

Zur Transfektion stand die aus transformierten lEfellen gewonnene Plasmid-DNA
pCMV-sportB-Gal zur Verfiigung. Die Auswertung erfolgte durche dquantitative
Bestimmung der Enzymaktivitat dgrGalactosidase in transfizierten Zelf&A.

Nach dem Ausséen von *1Bellen je ml und einer 24stiindigen Wachstumspka#ieen die

eingesetzten Zellen zu 70 % konfluent gewachsen, sgn auswertbare Transfektions-
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ergebnisse zu erzielen. Fir die Zellversuche wurdanaufhin die Lipoplexe durch
Kombination der Liposomendispersion mit der Plas®DMA hergestellt und nach
15 Minuten Inkubationszeit zu den Zellen gegebem.Anschluss erfolgte die serumfreie
Inkubation im Brutschrank tber einen Zeitraum vaer \Btunden und nachfolgender Zugabe
serumhaltigen Mediums, wobei die Serumendkonzeotrabei 10 % je Well lag. Nach
Ablauf eines Gesamtzeitraums von 24 Stunden inmkdklirschrank wurde ein vollstandiger
Mediumwechsel durchgefiihit’

Nach einer Gesamtinkubationsdauer von 48 StunddranschlieRender Zelllyse erfolgte die
Untersuchung der Transfektionseffizienz mittels @NRssay (ONPG = o-Nitropheny-D-
Galactopyranosid). Die Bestimmung deGalactosidase-Aktivitat wurde dabei durch die in
transfizierten Zellen ablaufende farbgebende Spglulesp-Galactosidase-Substrats ONPG
und der damit verbundenen Freisetzung des gelligeféro-Nitrophenols durch photo-
metrische Auswertung ermdglicht (sieddb.43. Die Quantifizierung erfolgte Uber eine
Kalibrierkurve, die letztlich nach Bestimmung derofeinmenge Ruckschlisse auf die
Enzymaktivitat und die Transfektionseffizienz géstz.

NO, NO,

B-Galactosida§’e

oH * H

Galactose o-Nitrophenol (gelb)

Abb.43: Farbgebendes Reaktionsprinzip des ONPG-Assays

Die im folgenden DiagrammApb.44 aufgezeigten Ergebnisse der Transfektionsunter-
suchungen wurden an der Zelllinie Hep-G2 erhalmgesetzt wurden die Liposomen in der
Zusammensetzung Lipid/DOPE 1:2 (n/n) mit dem jesvaptimierten Ladungsverhaltnis
zwischen positiven und negativen Ladungen (+/-)ethalb der Lipoplexe. Die Struktur-

formeln der untersuchten Verbindungen sindlrbildung 45dargestellt.
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Abb.44: Transfektionseffizienz der Lipide;d (2), EeLys (1,5), TiediLys (3,5), GediLys (3,5) und ELys (2,5)
jeweils mit der Zusammensetzung Lipid/DOPE 2:1 Xn&m Hep-G2-Zellen bei optimierten Ladungs-

verhaltnissen der Lipoplexe (in Klammern +/-) sowie= 3 Versuchen gegeniiber dem Standard Lipofect-

amine] 17
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Abb.45: Strukturformeln der Verbindungen gl (50), Ejglys (94), TiediLys (102, GiediLys (129 und
E14Lys (86)

Die einzige der aufgefihrten Verbindungen ohne Kogipe, das Lipid 1% 50, weist an den
Hep-G2-Zellen die geringste Transfektionseffiziewd. T¢50 verfugt, ebenso wie k.ys 86
und BeLys 94, tUber zwei freie Aminogruppen. Im Vergleich zudsténdigen Aminogruppe
der Lipide B4Lys 86 und BeLys 94 ist der Abstand der Aminfunktionen degs 5O zum
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hydrophoben Molekiilteil jedoch um vier Atome verkiir Moglicherweise fuhrt diese
Verkiurzung zu einer verminderten Komplexierung deNA oder zu verédnderten
Wechselwirkungen mit der Zell- und Endosomenmembtard daraus folgend einer
verringerten Aufnahme des Gentransfersystems in Zide bzw. einer erschwerten
Freisetzung aus dem Endosom. Bemerkenswert ist odannder Vergleich zur
Referenzsubstanz Lipofectamine™, dessen Transfeddfbzienz an den Hep-G2-Zellen nur
geringfugig hoher ist, als beiid 50. Die Auswertung der Transfektionsergebnisse der
Verbindungen TediLys 102, GiediLys 129 Ejelys 94 und B4Lys 86 erbrachte ebenfalls
unerwartete Erkenntnisse. Die Annahme, dass mialione der Anzahl freier Aminogruppen
im Molekll auch die Transfektionseffizienz gesteigeird, kann anhand der dargestellten
Ergebnisse nicht belegt werden. Die Transfektipidti GediLys 129 und T;ediLys 102 mit
vier freien Aminfunktionen sind vergleichbar efént wie das ELys 94 mit zwel
endstandigen Aminogruppen. Die Verbindungillys 86 weist trotz der lediglich zwei
vorhandenen freien Aminfunktionen dagegen eine t&h@ansfektionseffizienz auf. Die
Verkurzung der Alkylketten des hydrophoben Molekildt um zwei C-Atome konnte dabei
bedeutsam sein. In zukinftigen Untersuchungenessdiinit der Einfluss der Ketten-lange der
Kohlenwasserstoffketten auf die Transfektionsediz geklart werden.

Die notwendige Quantifizierung der durch die Trak§bn geschadigten Zellen kann mit
Kurzzeitverfahren zur Ermittlung der akuten Toxzit ohne Einbezug moglicher
Spatschadigungen oder Reparaturmechanismen indller aber ebenso durch Langzeittests
zur Erfassung der tatsachlichen Uberlebensfahigkieitchgefiihrt werdetf® Das zur
Charakterisierung der Lipoplexe verwendete MTT-"hrén ermoglicht schnell und preis-
wert die Bestimmung der Vertraglichkeit der Gensfarsysteme. Die Toxizitatsversuche
werden durch photometrische Bestimmung des durddabansreaktionen aus dem MTT-
Reagenz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphemjtazoliumbromid) entstehenden dunkel-
blauen Formazan-Produktesbp.46 ausgewertet.

N\N/© N\H/©
72 Reduktasen 7

N N T T 2N
iy

MTT Formazan

Abb.46: Reduktion des MTT-Reagenz zu Formazan
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Diese Oxidationsprozesse erfolgen in lebenden Zedlewohl durch die pyridinhaltigen
Reduktionsaquivalente NADH und NADPH in Abhangidgkder Aktivitat verschiedener
Enzyme des Endoplasmatischen Retikulums als auothdiie mitochondrialen Succinat-
Dehydrogenasetf” 70171

Die MTT-Versuche wurden an Hep-G2-Zellen mit deppdsomen der Zusammensetzung
Lipid/DOPE 1:2 (n/n) mit dem jeweils optimierten dungsverhéltnis der Lipoplexe durch-
gefuhrt. Aus der graphischen Darstellung der VérstergebnisseAbb.47 wird ersichtlich,
dass die VerbindungddiLys 102 eine gute, mit Lipofectamine™ vergleichbare Vegtra
lichkeit aufweist, wéhrend nebenglb0 vor allem E4Lys 86, das eine hohe Transfektions-
effizienz zeigt, die Viabilitdt der Zellen wesentistarker negativ beeinflusst. Grundsatzlich

sind Veranderungen der Zellmembran durch EinbaulLigale als toxischer Einfluss denkbar.
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Abb.47: MTT-Ergebnisse der Lipide 1§ (2), EeLys (1,5), TiediLys (3,5), GediLys (3,5) und ELys (2,5)
jeweils mit der Zusammensetzung Lipid/DOPE 2:1 Xn&n Hep-G2-Zellen bei optimierten Ladungs-
verhaltnissen der Lipoplexe (in Klammern +/-) sowie= 3 Versuchen gegeniiber dem Standard Lipofect-

amine] ¢’

Die Ursache fir die verminderte Vertraglichkeit deslLys 86 kdnnte jedoch ebenso die
gesteigerte Produktion des Genproduktes sein, weldhn hoheren Konzentrationen unter
Umstanden zur Schadigung der Zelle fiffiftZusatzliche Untersuchungen mii4Eys 86
zum Einfluss des Helferlipidanteils der Liposomenduder Ladungsverhaltnisse der
Lipoplexe an der Hep-G2-Zelllinie untermauen diEgeenntnis.

Die Verwendung von DOPE als Helferlipid fuhrte dalmi einer vielfach besseren

Transfektionseffizienz im Vergleich zu cholesteaittyen Liposomen. Mit der Zusammen-
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setzung der Liposomen aus4Eys 86 und DOPE im Verhéltnis 1:2 wurde die hochste, im

Vergleich zu Lipofectamine dreifach hohere Transfektionsrate erreiétil{. 49.

< 2000

E i O Lipofectamine™

E 1600 O E1p4Lys/Cho| 1:2(3)
é% 1200 [ OEL4Lys/Chol 2:1 (4,5)
—= g00 | OEL4Lys/DOPE2:1 (4,5)
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Abb.48: Transfektionseffizienz der Lipoplexe auglBys 86 unter Einsatz von Cholesterol (Chol) und DOPE als
Helferlipide in unterschiedlicher Zusammensetzungr diiposomen an Hep-G2-Zellen bei optimierten

Ladungsverhaltnissen der Lipoplexe (in Klammern stwie n = 3 Versuchen gegeniiber dem Standard Lipo

fectaminé] %7

Die Ergebnisse der Toxizitatstests, dargestelltAbbildung 49 deuten erneut auf einen
Zusammenhang zwischen Transfektionseffizienz uniétazezitat hin. Die Liposomen aus
Ei4Lys 86 und Cholesterol im Verhaltnis 1:2 erreichten dibbere Transfektionseffizienz als
Liposomen der gleichen Komponenten im Verhaltnks 21 den Toxizitatsversuchen fihrte
der geringere Cholesterolanteil zu einer vermiraerZellviabilitat. Die Auswertung der
Transfektions- und Toxitatsversuche der DOPE-hattigiposomen fuhrte zu vergleichbaren

Ergebnissen.
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Abb. 49: Toxizitat der Lipoplexe aus;fLys 86 unter Zusatz von Cholesterol (Chol) und DOPE affdtllipide
in unterschiedlicher Zusammensetzung der Liposoamehlep-G2-Zellen bei optimierten Ladungsverhalgriss
der Lipoplexe (in Klammern +/-) sowie n = 3 Versentgegeniiber dem Standard Lipofectarmité
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Die Variation des Ladungsverhéltnisses zwischeplLys und DNA fihrte in den
Transfektionsuntersuchungen zu folgendem Resudtd: Verhaltnis positiver zu negativer
Ladung von 2,5 erzielte das beste Transfektionbaigean den Hep-G2-ZelleAljb.50.
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Abb.50: Transfektionseffizienz der Lipoplexe auglBys 86 mit DOPE als Helferlipid im Verhaltnis 1:2 (n/n)

Aktivitat B-Gal / mProtein

unter Variation des Ladungsverhéltnisses (+/-) ezhés Lipid und DNA an Hep-G2-Zellen bei n = 3

Versucher’

Das Ladungsverhaltnis von 0,5 fuhrte, vermutlichuvgacht durch AbstoRungskréafte an der
Zelloberflache, zur geringsten Transfektionsraté. AMdnahme positiver Ladungen konnte die
Transfektionseffizienz bis zu einem Optimum beeemnLadungsverhaltnis von 2,5 gesteigert
werden. Eine weitere Erh6hung der Anzahl posithaungen im Lipoplex fihrte letztlich zu
einer Verminderung der Transfektionseffizienz.

Die MTT-Versuche unter Variation des Ladungsvertig$ies zwischeniglys und der DNA,
dargestellt inAbbildung 51 deuten erneut auf einen Zusammenhang zwischeahdum der

Transfektionseffizienz und Erh6hung der Zytotoxritin.
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Abb. 51: Zytotoxizitat der Lipoplexe aus;Fys 86 mit DOPE als Helferlipid im Verhaltnis 1:2 (n/ninter
Variation des Ladungsverhéltnisses (+/-) zwischigidlund DNA an Hep-G2-Zellen bei n = 3 Versuclfén
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Lipoplexe mit dem insgesamt negativen Ladungsvarisavon 0,5 (+/-), die nur eine geringe

Transfektionseffizienz aufwiesen, erzielten die igie Zellviabilitat. Mit der Steigerung der

Transfektionsraten bei Lipoplexen mit hoherem Anteositiver Ladungen nahm die

Uberlebensfahigkeit der Zellen ab.

AbschlieBend koénnen die Ergebnisse der Transfeitemsuche am Zellkulturmodell

folgendermalien zusammengefasst werden:

an der Hep-G2-Zelllinie Ubertrafen die Transfeksi@ten der untersuchten Verbindungen
die Transfektionseffizienz von Lipofectamine™ um &fielfaches oder waren zumindest
vergleichbar,

mit Zunahme der Transfektionseffizienz verringesieh meist die Zellviabilitat, ;& 50
und TyediLys 102 zeigten jedoch davon abweichende Untersuchundseisge

der Aufbau der einzelnen Molekilbausteine der lapimkeinflusste zum Teil stark die
Transfektionseffizienz, so fuhrte die Verkirzungr déettenldngen des hydrophoben
Molekulteils um jeweils zwei C-Atome ebenso wie dierlangerung des Abstandes
zwischen dem hydrophoben Molekilteil und den emdsggen Aminogruppen zu einer
deutlichen Steigerung der Transfektionseffizienz

die Verwendung des Helferlipids DOPE wurde aufgrisehr guter Transfektions-
ergebnisse, basierend auf der hohen Molekiulbewdgit sowie der Variabilitat der
Lipoplexmorphologie und der daraus resultierendenbesserten Aufnahme der Lipoplexe
in die Zelle durch Destabilisierung der Zellmembrahfavorisiert,

die Kombination von ELys 86, dessen hydrophober Molekiilteil aus starren Alggtin
besteht, mit dem ebenfalls starren Cholesterolniblals Helferlipid flihrte dagegen zu
einer deutlich geringeren Transfektionseffizienz,

das Lipid BE4Lys 86, dessen hydrophober Molekilteil aus zwei Tetradecy
kohlenstoffketten besteht und Uber einen Ethylentigpacer mit einem Lysinmolekl
verbunden ist, erzielte in Kombination mit DOPE Hielferlipid im Verhéltnis 1:2 nach
Zugabe der DNA bei einem Ladungsverhaltnis von(2/5 im Lipoplex die besten hier

vorgestellten Transfektionsergebnisse.
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4 Physiko-chemische Charakterisierung der Transfektiaslipide

Die physiko-chemische Charakterisierung der syrdiggten kationischen Transfektionslipide
erfolgte mit der Differentialkalorimetrie und demNGMUIR’schen Experimenten durch Herrn
B.sc. Chris Brauer, Herrn Dr. Matthias Dittrich uweiteren Mitarbeitern der Arbeitsgruppe
von Herrn Prof. Dr. Gerald Brezesinski des Max-Bkamstituts fir Kolloid- und

Grenzflachenforschung Golm. In den nachfolgendesfi#tvungen werden die Ergebnisse

ausgewabhlter Verbindungen und die daraus geschiesderkenntnisse dargestellt.
4.1 Ergebnisse der Differentialkalorimetrie

Die dynamische Differentialkalorimetrie (Differnti&canning Calorimetry - DSC) ermdg-
licht es, durch schrittweise Erh6éhung der Temperdie Lage und den Energiegehalt von
Phasenubergangen innerhalb der Lipide darzustéN@hrend einer physikalischen Zustands-
anderung der Probensubstanz wird Warme-EnergiedenitUmgebung ausgetauscht. Diese
Warmeenergie wird mit dem Differentialkalorimeteangessen, indem der Zustand der Probe
permanent mit dem Zustand einer inerten Referebepkerglichen wird. Die Temperatur
von Probe und Referenzmaterial wird dabei stufeseverhoHt’2

Auf diese Weise kann der Ubergang von der Gelphiasker die Kohlenstoffketten der Lipid-
doppelschicht parallel angeordnet sind und Ubee aitark eingeschrankte Beweglichkeit
verfugen, in den fllssigkristallinen Zustand mit isbeungeordneten und beweglicheren
Alkylketten ausgewertet werden. In der Gelphasetlidie Lipiddoppelschicht in einem
ungeneigten (}) oder geneigten @) Zustand vor. Die Beweglichkeit der Alkylketternéht
sich beim Phasenlbergang, so dass die Doppelsanhiotier flussigkristallinen Phase, L

ungeordnet vorliegt (sieh&bb.53"
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Abb.52: Lipiddoppelschichten im ungeneigterg(lund geneigten (}.) geordneten Zustand der Gelphase und

dem ungeordneten Zustand in der fliissig-kristatliRbas&™
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Mit Hilfe der DSC wurden vier verschiedene Verbindan als Reinsubstanzen und in
Kombination mit den Helferlipiden Cholesterol undOBE in variierenden Zusammen-
setzungen untersucht. Die eingesetzten Lipidgi1dd46), Ti416 (49), Erandys (93) und
T1andilys (101) unterschieden sich in der Gréf3e der Kopfgruppmhder Anzahl ladungs-
tragender Aminogruppen. lAbbildung 53sind die von Herrn Chris Brauer angefertigten
DSC-Spektren der einzelnen Verbindungen dargedieétDSC-Untersuchungen erfolgten in
wassrigen Suspensionen mit einer Konzentrationlvog/ml bei pH = 774

Verbindung46 besitzt eine sehr kleine Kopfgruppe und weist éinBe Phasenlbergangs-
temperatur von 83 °C auf, wahrend die Transfektipiae 49 und 93 bei einer Temperatur
zwischen 18 und 31 °€inen Phasenlbergang aufweisen. Fur das WPidmit der groéf3ten
polaren Kopfgruppe der vier untersuchten Verbinéumnigegt der Phasenlibergang vermutlich
ausserhalb des Messbereichs. Es wird deutlich, deéssUmwandlungstemperatur mit
zunehmender Gr6Re der polaren Kopfgruppe sinkt3&noolare Kopfgruppen behindern
anscheinend die Ausbildung einer dreidimensionardygeten Struktur der Lipiddoppel-
schicht durch die Verminderung der hydrophoben Welbtirkungen zwischen den Alkyl-
ketten, so dass sich der Ubergang von gePhase zur j-Phase einfacher vollzieht Dies
belegen ebenso die DSC-Spektren der Ligileind 93, welche eine in Polaritat und Gréf3e

ahnliche Kopfgruppe aufweisen und deren Ubergangsteatur um 5 K von einander ab-

weicht.
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Abb.53: DSC-Spektren der Lipidé6/49/93und 101 (c = 1 mg/ml) bei einer Heizrate von 60 K/h und pH.
Die Kurven wurden jeweils um 0,5 kJ/mol*K zueinanglerschober’
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Fur die Gentransfektion werden Liposomen eingese#iiche vorwiegend aus einem Trans-
fektionslipid und einem Helferlipid hergestellt wlen. Mit Hilfe der DSC sollte geklart
werden, welchen Einfluss das verwendete Helferlgad. dessen Anteil am Liposom auf die
Phasenubergangstemperatur hat und inwiefern ddRéc&schlisse auf die Effizienz des
Gentransfers gezogen werden kénnenAlbiildung 54wird deutlich, dass die Verwendung
von Cholesterol oder DOPE in Abhangigkeit vom Misagsverhéltnis sowohl zu einer Ver-
ringerung der Umwandlungstemperatur um etwa 4 Kaalsh zu einer Verminderung der
EnthalpieAH, von 23,4 KJ/mol (ke auf 1,9 KJ/mol (2:1 &;14Chol) und auf 0,3 KJ/mol
(1:1 E4ndChol) fuhrte. Bei einem Verhaltnis von 1:2:4g4Chol) bzw. 1:1 (E1dDOPE)

verschwand die Umwandlung vollstandig.
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— E‘MﬂsthoIesterol 2:'1 HzN\/\N CagHzg )
8 ——E1416:Cholesterol 1:1 H

——E1416:Cholesterol 1:2 CieHz3
5 ——E1416:DOPE 1:1 46 (E14/10

Molare VWaermekapazitaet (kJ/mol*K)
[ L
T
(@]

T L T T T
0 20 40 80

®
HN I 0 —

o N ° \/\O—P—O/\[ JAM
-
R

o,

T

80

1
100
Temperatur (°C)

Abb.54: Einfluss der Helferlipide Cholesterol und DOPE adie Ubergangstemperatur des 2-Tetra-
decyloctadecansaure-(2-aminoethyl)amégCyesam= 1 Mg/ml) bei einer Heizrate von 60 K/h und pH.=Dre

Kurven wurden jeweils um 0,5 kJ/mol*K zueinandersedobert™

Der Einfluss der Helferlipide auf das Phasenumwamgiverhalten der Transfektionslipide
kann mit dem gestorten Aufbau der gelartigen Stru&tklart werden. Mit steigendem Anteil
an Helferlipid steigt die Fluiditat innerhalb dewri@nketten, wobei die Anderung der
Enthalpie sich verringert bis sie letztlich so klewird, dass das Lipid permanent im

flussigkristallinen Zustand vorliedt?
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4.2 Monoschicht-Experimente

Die LANGMUIR’'schen Versuche wurden mittels der Filmwaagenmethethschliel3lich
BREwsTERvinkel-Mikroskopie (Brewster Angle Microscopy = BAMund Infrarot-
Reflexions-Absorptions-Spektroskopie (IRRAS) durefidprt werden. Die Ergebnisse sollten
den Zusammenhang zwischen der Transfektionsrate deml Monoschichtverhalten der
Lipide belegen.

Die Filmwaagenmethode stellt eine Moglichkeit dam|losliche, monomolekulare Filme auf
einer Flussigkeitsoberflache, sogenanntandmuiR-Monoschichten, zu untersuchen. Die
amphiphilen Transfektionslipide halten sich durkeihydrophilen und lipophilen Molekul-
bestandteile zum gro3ten Teil an der Grenzflachischen Wasser und Luft auf, wodurch

eine Charakterisierung unter Verwendung den¢émuir Filmwaage (siehdbb. 55 mdglich

ist.
Dimelabnelimer mit
Wilhelrmy-FPlattchen
4
Earners
Wasser
Trog

Abb.55: Schematische Darstellung der FilmwaagenmetHéde

Die Filmwaage besteht aus einem flachen Trog umer éarriere, welche direkt auf Héhe der
Flussigkeitsoberflache bewegt wird. Zudem taucht \&filhelmy-Plattchen in die wassrige
Phase ein, welches durch das Wasser benetzt wiedKiaft, die dabei auf das Plattchen
wirkt, wird erfasst und dient als Grundlage zur Eiomg der Oberflachenspannung. Der
Oberflachendruckz wird letztlich als Differenz zwischen der Oberti@nspannung des
reinen Lésungsmittels und des Transfektionslipidg ermittelt ¢z = y*-7).”* Die Mono-
schichten der Transfektionslipide gehen vom gagamtiZustand zum flissigexpandierten,
spater zum geneigt kondensierten und letzlich zmgeneigt kondensierten Zustand Uber,
indem die Barriere auf der Flussigkeitsoberflaclkeesehoben wird und damit die zur Ver-
fugung stehende Flache fur die Molekile verringeird. In Folge der raumlichen Nahe
werden die Wechselwirkungen zwischen den amphipiMelekilen verstarkt, wodurch der
Oberflachendruck steigt. Dabei ist der Phasenwéchseschen flissigexpandiertem und
kondensiertem Zustand meist durch ein Plateau iraglamm gekennzeichnet (siehe
Abb.56.1"
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Abb.56: Darstellung einer beispielhaften Isotherme einergmauir Monoschicht von der fliissig expandierten
zur ungeneigt kondensierten Phd3e

Die Morphologie von Oberflachenfilmen an der Gréédie zwischen Wasser und Luft kann
durch die BRREwsTERvinkel-Mikroskopie sichtbar gemacht werden, indemtetale Unter-
schiede des Brechungsindex und/oder der Schiclgdlek Films erkennbar werden. Folglich
kénnen auch Prozesse wie Phasenibergdnge und Wackeh Doménen innerhalb der
Oberflachenfilme untersucht werd&f.Der als BRewsTERvinkel bezeichnete Einfallswinkel
des parallel zur Einfallsebene polarisierten, siahgn Lichts, bei dem an der Grenzflache
zwischen wassriger und gasformiger Phase keineeRefl erfolgt, wird durch die

Brechungsindices dieser beiden Phasen bestifimt.

parallel F'EFEI!E!
polariziertes polarizsiertes
Licht Licht

Reflexion

Fli=szigkeit

Abb.57: Physikalisches Prinzip demBwsTERvinkelmikroskopie (BAM) an der Monoschicht

Fur die Grenzflache zwischen Wasser und Luft betdiyg Brewsterwinkel der Gleichung
tanas = ny/ny entsprechend 53,1°. Wird nun auf die Wasserobédlan Film aufgebracht,
andert sich der Brechungsindex der Ober-flache, Wvalas Brewster-Gesetz nicht mehr
erfullt ist und der einfallende Lichtstrahl reflekt wird. Die auftretende Reflexion, welche
von den Eigenschaften der Monoschicht abhangig wsird von einer Kamera

aufgezeichnet’®182
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In Abbildung 58sind die Isothermen der Verbindungens & und Ba1dys aufgezeigt,
wéhrend die BAM-Aufnahmen der Lipide in den Abbitdien 59 und 60 dargestellt sind.
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Abb.58: Isothermen der Transfektionslipide E14/16 (linkad E14/16Lys (rechts) auf Wasser bei 20 °C und

einer Kompressionsgeschwindigkeit von $Molekiilmin*"*

Der Isotherme der Verbindup lasst sich entnehmen, dass sich ab einer Flaahestvea
62,3 A/Molekiil und einem Oberflachendruck von 14 mN/memhein Plateau ausbildet.
Dieses stellt den Zustand der Koexistenz zwischéssijexpandierter und kondensierter
Phase dar (siehe IRRAS-Untersuchung im nachfolgeddesatz) und endet etwa bei einer
Flache von 50 AMolekil und einem Druck von ca. 20 mN/m. Dort liefie Monoschicht
vollstéandig kondensiert vor, weshalb der Oberfléchack bei weiterer Kompression rasch
ansteigt. Die BAM-Aufnahmen iAbbildung 59deuten auf einen vergleichbaren Ablauf hin.
Zunachst beginnt sich bei einem geringen Druck @dnmN/m eine netzartige Lipidstruktur
zu bilden. Bei einem Druck von 15 mN/m ist bereitse dichte Lipidstruktur zu erkennen die
letztlich bei einem Druck von etwa 20 mN/m in Fokondensierter Doméanen die gesamte

Oberflache nahezu komplett bedeckt.

Abb.59: BAM-Ausschnitte mit einer Gréf3e von 586 x 586 pum derbindung E14/164{) bei verschiedenen
Oberflachendriickent = 0,1 mN/m (a)r = 15 mN/m (b)z = 20 mN/m (c}"™*
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Die Isotherme des 2-Tetradecyloctadecansaure-R€iamino-1-oxohexyl)aminoethyl]-
amids @3) zeigt nur anndhernd die Bildung eines Plateaas,ih Vergleich zur Isothermen
des 2-Tetradecyloctadecansdure-(2-aminoethyl)an@®s bei einer nahezu identischen
Flache von 61,3 AMolekiil aber einem deutlich héheren Oberflacheakiruon 38 mN/m
beginnt. Die BAM-Aufnahmen desi fnd-ys (93) in Abbildung 60zeigen das kontinuierliche
Wachstum der Domanen bis letztlich bei einem Oéehgndruck von etwa 43 mN/m die
gesamte Oberflache mit der kondensierten Lipidmcmokt bedeckt ist. Der rapide
Druckanstieg der Isothermen deutet ebenfalls asf\@aliegen der kondensierten Phase der
Monoschicht bei diesem Oberflachendruck hin.

Abb.60: BAM-Ausschnitte mit einer Grole von 586 x 586 punr derbindung E14/16Lys9Q) bei ver-
schiedenen Oberflachendricken= 31 mN/m (a),r = 39 mN/m (b),r = 41 mN/m (c),x = 43 mN/m (d),
7 = 45 mN/m (e)r = 48 mN/m (f}"

Die IRRA-Spektroskopie kann gleichfalls fur die ©rguchung monomolekularer Ober-
flachenfilme an der Luft-Wasser-Grenzflache genwtzrden®*%° Mit dieser Methode
kénnen Informationen zur Konformation und Orienireg der Alkylketten und zu Wechsel-
wirkungen zwischen den Kopfgruppen der Lipide édralwerden. Dabei kann die Lage der
Schwingungsbanden direkt mit molekularen Strukturemd Konformationen Kkorreliert
werden. Durch Verwendung einemNGMUIR’'schen Filmwaage zur Einstellung des Ober-
flachendrucks der Monoschicht ist die simultane nahime der IRRA-Spektren und der
n/A-lsothermen und daraus folgend eine BeobachtamgRhaseniibergangen mogli€hDie
wéahrend der Kompression des Lipidfiims gemessen@ahAime der Frequenz der kon-
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formationsempfindlichen  symmetrischen und antisymisehen Methylen-Streck-
schwingungen korreliert dabei mit der Zunahme demn@ng der LipidalkylketteA®”8®

Die dargestellten Diagramme #bbildung 61und 62 zeigen die Lage der Wellenzahl der
Peaks der IRRA-Spektren vongzs(46) und B41d-ys (93), die nichtlinear nach Gaul? gefittet

wurden und deren so erhaltenen Maxima gegen derfl@dfeendruck aufgetragen wurden.
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Abb.61: Darstellung der mittleren Wellenzahlen der antisyetiiachen #2922 cn) und symmetrischen
(2850 cnt) CH,-Schwingungen von &6 in Abhéngigkeit vom Oberflachendruck mit und oféA ™"

Fur die Untersuchung des Einflusses der DNA aufRleasenzustand der Lipide wurden als
Subphasen Wasser oder 0,1 mM DNA-L8sung verweridet.

Die Methylen-Schwingungsbanden degy,fsLipids liegen bereits bei einem sehr geringen
Oberflachendruck von 3 mN/m bei 2922tm (antisymmetrisch) und 2853 ém
(symmetrisch). Im Vergleich dazu werden fiir dasn$fektionslipid E41d.ys bei gleichem
Druck antisymmetrischen Schwingungsbanden bei 2825 und die symmetrischen bei
2855 cnt® erhalten.
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Abb.62: Darstellung der mittleren Wellenzahlen der antisyetiiachen 42922 cn?) und symmetrischen
(2850 cn') CH,-Schwingungen von f:d.ys in Abhangigkeit vom Oberflachendruck mit unchetDNA'"™
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Dieser Unterschied lasst sich anhand der Kopfgnugyike erklaren: 416 besitzt eine sehr
kleine polare Kopfgruppe, so dass das Lipid auchdgoel3er Flache pro Molekll dicht
gepackte Strukturen ausbildet. Der Phasentbergarg V@rbindung findet bei einem
Oberflachendruck von etwa 15 mN/m bis 23 mN/m statd fihrt letztlich zu einer
konstanten Lage der Schwingungsbanden bei 29T9(amtisymmetrisch) und 2851 €m
(symmetrisch). Der Ubergang zur kondensierten Pluiese Transfektionslipid®3 findet
dagegen erst bei einem Oberflachendruck von 30 mbkat, wobei bei 40 mN/m die
Schwingungsbanden zu Werten von 2919'amd 2851 crit verschoben werden. Bei beiden
Verbindungen fuhrt die Anwesenheit der DNA zur \¢hisbung der Lage der
CH,-Schwingungsbanden Uber den gesamten Bereich ardrmoklVerten, wobei im Vergleich
zum B416 dessen Phasenubergang in Gegenwart der DNA bei3&waN/m abgeschlossen
ist, bei der Verbindung &1dys bis zu einem Druck von 40 mN/m scheinbar kein
Phaseniibergang zur kondensierten Phase mehmstattfbemnach muss die Anordnung der
Alkylketten durch einen hohen Anteil gebundener DN#ie die kationischen Lipide
maoglicherweise auseinander drangt, stark beeirifaess.
Anhand der Phosphat-Diester-Valenzschwingungen 1268 cmi* und 1033 crit und der
daraus durch Integration ermittelten Peakflaché, wlie in Abbildung 63dargestellt, gegen
den Oberflachendruck aufgetragen wurden, sollte die

0,18
AE14/16 A Tendenz zum Einbau der DNA in die jeweilige
w 0,154 |AEM/16Lys A A i . .
§ A Monoschicht aufgezeigt werden. Wie erwartet,
0’127 A . . . .
g A u integriert B416 vermutlich aufgrund seiner sehr
5 0,091 a . L .
3 A A4 A A kleinen polaren Kopfgruppe mit einer protonierten
<
0,06 - . : .
8 at A Aminogruppe deutlich weniger DNA als;fzd-ys,
<
0.031 dessen polare Kopfgruppe gréRer ist und zwei
0

T positive Ladungen tragt. AuRerdem weist das Lipid
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45
Oberflichendruck (mN/m) Ei4116€ine hohe Affinitat zum kondensierten Zustand

Abb.63: Vergleich der an die Grenzfléchtaewf’ wodurch der Einbau der DNA in die

gebundenen DNA vongsund Eiydys Monoschicht des Lipid46 begrenzt wird.

Die hier aufgezeigten Verfahren konnen ledigliclenids aufzeigen. Fir genauere Aussagen
mussen die Versuche auf weitere, &hnliche Substarmesgeweitet werden und die
Ergebnisse mit zusatzlichen Methoden, wie der REm@iffraktometrie zur Untersuchung

dunner Schichten (Grazing Incidence X-Ray-DiffrantGIXD) untermauert werden.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Der heutige Stand der medizinischen Forschung ,zelgss die kausale Therapie von
angeborenen und erworbenen Erkrankungen den Sehbiigsvollstandigen Heilung dieser
Krankheiten darstellt. Die Gentherapie nimmt einstets wachsenden Anteil in der
Entwicklung von Behandlungsmethoden ein. Obwohhdxisnnerhalb klinischer Studien erst
selten eingesetzt, gewinnt die Lipofektion insbewsa durch die zahlreichen Vorteile
gegenuber der viralen Gentransfektion zunehmenBealeutung. So kénnen die Liposomen
nicht nur einfach, robust und preiswert dargesteditden, sie weisen sich auf3erdem durch
eine hohe Nukleinsaure-Beladungskapazitat, Lagesiagilitat und verminderte Onko- und
Immunogenitat im Vergleich zu den viralen Genfahaers. Kationische Lipide eignen sich
unter Verwendung geeigneter Helferlipide hervorrabéir die Komplexierung der negativ
geladenen Nukleinsauren und ermdglichen aufgruner ipositiven Ladung das Annédhern
und Eindringen in die Zielzelle. Haufig besitzee #ationischen Lipide einen gemeinsamen
Grundaufbau, bestehend aus einem hydrophoben Mtdékder Uber einen Spacer mit einer
polaren Kopfgruppe verbunden ist. Diese Struktuddbe den Ausgangspunkt fur die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit synthetisierten Siektionslipide.

Der Malonsaurediethylester stellt einen idealengangisstoff sowohl fur die Darstellung der
verzweigten Verbindungen als auch der Geminiliptze. Allein die Verwendung unter-
schiedlicher Alkylhalogenide wahrend der Zweitalgglingsreaktion ermoglichte die
Darstellung der beiden unterschiedlichen Lipidkégs3Nurde im zweiten Alkylierungsschritt
ein Alkylmonohalogenid eingesetzt, bildete sich @eundkorper fir die verzweigten Lipide.
Der Austausch mit einem kurzerkettigen Alkyldihaogl fihrte stattdessen zum Gemini-
grundgertst. Nach der Fertigstellung des hydrophdWelekiilteils wurde anschlieRend mit
verschiedenen Kupplungsreagentien, wie BOP, PyBBBTU und TP, und Uber die
Saurechloridaktivierung ein Spacer in das Molekigefuhrt. Als ideales Kupplungsreagenz
stellte sich das PyBOP heraus, durch dessen Eingmungfligig veunreinigte
Zwischenprodukte in akzeptablen Ausbeuten erhalterden konnten. Als Spacer wurden
Ethylendiamin, Butylendiamin, Spermin und das veigie Tris-(2-aminoethyl)amin
eingesetzt. Im anschlieBenden Reaktionsschritt evairde Aminosaure als polare Kopfgruppe
in das Molekull eingefiihrt, wobei sich Lysin als isake Aminoséaure fir eine gute Trans-
fektionsleistung etabliert hat. Die Umsetzung netrdbereits aktivierten, BOC-geschutzten
Lysinhydroxysuccinimid hat sich dabei ebenso betyahie die Durchfihrung einer DCC-

Kupplung der BOC-geschiitzten Aminosauren unter ¥edung von 1-Hydroxybenzo-
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triazol. Die vorhandenen BOC-Schutzgruppen wurdaeruVerwendung von konzentrierter
Salzsaure in Essigsaureethylester abgespalten,emdihdtie Entfernung der CBZ-Schutz-
gruppen durch Hydrierung gelang. Die Vergrol3erueg polaren Kopfgruppe konnte in
weiteren Reaktionsschritten durch den Einbau zlishé&r Aminosauren erreicht werden. Die
abschlieBende chromatographische Aufreinigung wethstisierten Transfektionslipide und
deren Vorstufen tber das MPLC-Verfahren setzte gedenuber der Saulenchromatographie
durch, da die MPLC zu einer deutlichen Einsparuog kosungsmitteln und einer effektiven
und schnellen Trennung sehr kleiner Substanzmefidpete. Die systematische Modifikation
der einzelnen Molekilbausteine fuhrte zu der DHustg homologer Reihen. Dies er6ffnete
die Moglichkeit, innerhalb der biologischen Testudig@ optimale Zusammensetzung der
Lipide fur eine hohe Transfektionseffizienz beigguertraglichkeit zu identifizieren.

Die bisher durchgefiihrten Transfektionsuntersuceangleuten auf folgende erfolg-
versprechende Lipidzusammensetzung hin: zwei Tetsddinheiten innerhalb des hydro-
phoben Molekiilteils, der tUber einen Ethylendiamatgp durch eine bioabbaubare Amid-
bindung mit einem Lysinmolekil verbunden ist. Diagerbindung zeigte an der Hep-G2-
Zelllinie in Kombination mit dem Helferlipid DOPEn Verhaltnis 1:2 (n/n) deutlich hdhere
Transfektionsraten als die Referenzsubstanz Lipafeioe ™. Zudem Uberzeugten weitere
verzweigte Transfektionslipide und das Geminili@gdiLys durch sehr gute Testergebnisse
an der Hep-G2-Zelllinie. In ersten Untersuchungéhrte die zunehmende Verzweigung
innerhalb der Kopfgruppe bei den Tris-Lysin-Dereratnicht zur erhofften Steigerung der
Transfektionsrate. Das veranderte Verhaltnis deluMenanteile der einzelnen Molekul-
bestandteile zueinander kommt dafur als UrsacliBztracht.

Die der Promotionsschrift zugrunde liegenden Erkeisee bieten sehr gute Vorraus-
setzungen fur eine mannigfaltige Weiterentwicklunght-viraler liposomaler Gentransfer-
systeme. Da bereits geringe Verdnderungen im Mblaki&iner wesentlichen Steigerung der
Transfektionseffizienz fihren kdnnen, sollten diatketisierten Verbindungen als Ausgangs-
punkt fir weitere Synthesen analoger Strukturenadptvwverden. Allein die Einfuhrung einer
verkirzten oder ungesattigten Alkylkette im hydropén Molekulteil kénnte durch die
erhohte Molekilbeweglichkeit in Abhangigkeit vomngesetzten Helferlipid zu einer
verbesserten Transfektion fuhren. Die Variation gedaren Kopfgruppe mittels eines
veranderten Verzweigungsgrades oder durch Einfageerer basischer Aminosauren kénnte
ebenso wie die Modifikation von Kettenlange und afegigungsgrad des Spacers eine
Steigerung der Effizienz des Gentransfersystemsrkem
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6 Experimentelle Arbeiten

6.1 Analysenmethoden

6.1.1 Chromatographie

Dunnschichtchromatographie (DC)
Die DC wurde zur Kontrolle des Reaktionsverlaufsvisozur Bestimmung der Reinheit
isolierter Zwischen- und Endprodukte genutzt. Atdgermaterial dienten Fertigplatten der
FirmaMerck (Darmstadt, Deutschland), deren stationare Phas&iaselgel 60 #s4bestand.
Die Verbindungen wurden in einem geeigneten Losomigesl gelost, mittels einer
10 pl-Kapillare der FirmaHirschmannaufgetragen und in einer Chromatographiekammer, di
als mobile Phase ein Standardlaufmittel enthiefteuKammersattigung entwickelt. Folgende
Laufmittel (V/V) fanden dabei Verwendung:

LM 1 Chloroform/Methanol 90/10

LM 2 Chloroform/Methanol/Ammoniak  90/10/1

LM 3 Chloroform/Methanol/Ammoniak  80/20/2

LM 4 Chloroform/Methanol/Ammoniak  70/30/3

LM 5 Chloroform/Methanol/Ammoniak  65/35/5

LM 6 Chloroform/Methanol/Ammoniak 50/50/15

LM 7 Chloroform/Heptan 60/40
LM 8 Heptan/Ether 90/10
LM 9 Chloroform

LM 10 Chloroform/Ether 80/20

Die Detektion der Chromatogramme erfolgte nach Rmaag mit Bromthymolblau-Ldsung
oder einer Brom/Methanol-Losung {Tropfen Brom in 10 ml MethanoBur Detektion unge-
sattigter Verbindungerdie durch Addition des Broms an die Doppelbindang Entfarbung der
Bromldsung fiihrenDas Bromthymolblau-Sprihreagenz, das durch Losen200 mg Brom-
thymolblaud®® (3'3""-Dibrom-thymolsulfophthalein) in wenig Eth@rund der anschlieBenden
Aufnahme zusammen mit 400 mg KOH in 1000 ml desttkm Wasser hergestellt wurde,
eignete sich durch Bildung von Charge-Transfer-Klexgn fir den Nachweis lipophiler
Strukturen, deren kleinsten Mengen damit angezegtien konnten. Die Bedampfung mit
Ammoniak fuhrte zu einer Erh6hung der Empfindlidhkien Abhangigkeit von Charakter und
Konzentration der detektierten Verbindung erschieb&assblaue, grine, lilafarbene oder

intensiv blau gefarbte Flecke. Die angegebeneWw&te wurden nicht korrigiert.
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Séaulenchromatographie (SC)

Die SC diente der Trennung und Reinigung der Zvwasgbrbindungen und einiger
Endprodukte. Als Trennmittel wurde Kieselgel 60 e@maMerck mit einer Korngrél3e von

0,063 mm — 0,200 mm eingesetzt. Als Elutionsmiéeiden Heptan und Chloroform, sowie
Mischungen aus Heptan und Diethylether, Chlorofamd Methanol, sowie Chloroform,

Methanol und Ammoniak unterschiedlicher Zusammensgf Verwendung, wobei die
Polaritat diskontinuierlich erhéht wurde. Der Trangsprozess wurde durch Detektion

mittels DC verfolgt.

Mitteldruckflissigchromatographie (MPLC)

Aufgrund der teilweise geringen Mengen an Zwischand Endprodukten erwies sich die
Durchfihrung einer MPLC am MPLC-Gerat der FirBéichi (Essen, Deutschland) als
geeignete Aufreinigungsmethode. Die Probensammlenigigte (ber einenFraction
Collector C-660(Buchi, dasPump Module C-60Lind derPump Manager C-61%Buichi
dienten als Pumpsystem.

Zur Probenvorbereitung wurden die erhaltenen Velloigen zunéchst tbeg® im Vakuum
Uber Nacht getrocknet und anschlieRend in etwa |I1Gmoroform, Chloroform-Methanol-
Gemischen unterschiedlicher Zusammensetzung odeHdptan ndétigenfalls unter Er-
warmung geldst. Zur chromatographischen Trennungleruentsprechend der vorhandenen
Substanzmengen Saulen mit einer Beladungskapaaid200 mg, 400 mg, 1 g oder 5 g ver-
wendet. Diese wurden unter Stickstoffzufuhr GbeeriCartriger C-670B{ich) mit Kiesel-

gel der KorngrofRe 0,040 mm-0,063 mm beflllt. DienHitionierung der gepackten Saulen
erfolgte fir mindestens 30 min bei einer Flusskada 20 ml/min mit dem LOsungsmittel-
gemisch, welches auch zum Lésen der Substanzeeseitzg wurde.

Nach dem Losen der Proben erfolgte die Auftragunigtel® 2 ml, 5 ml oder 10 ml
Einwegspritzen Uber den Einspritzort. Als Laufmitteurden Mischungen aus Heptan und
Ether, Chloroform und Methanol oder aus Chlorofodhethanol und Ammoniak unter
diskontinuierlicher Erh6hung der Polaritat verwendie genauen Zusammensetzungen der
Elutionsmittelgemische fur die einzelnen Verbindemgind inTabelle 1zusammengestellt.

Die Laufmittelvolumina je Polaritats-Steigerungs#itiwurden entsprechend der eingesetzten
Séaulengrofle gewahlt: 200 ml fur die 200 mg und M@0Saulen, sowie 400 ml fur die 1 g
und 5g Saulen. Die verwendete Flussrate betrugnl2in, das aufgefangene Proben-
volumen 20 ml je Fraktion. Lediglich bei den Subgen mit mehreren Lysingruppen im

polaren Kopfteil wurde die FlieBmittelgeschwindigkaauf 30 bis 50 ml/min erhéht.
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Start-

Steigerung

Verbindungs- " . lauf- | Polaritat je Prqdukt-
Beispiel Laufmittel . - eluierung
gruppe mittel | Erh6hungs- bei (VIV)
(VIV) schritt
ungesattigter Oleyltetradecylmalon- Heptan/ 100/0 0,25 Anteile 99/1
Malonester | saurediethylesteg,1£) 15 Ether Ether
Vorstufen mit
2-Tetradecylhexadecan- .
Ethylen- oder N . .| Chloroform/ 2,5 Anteile
Butylendi- saure-(Z-Emlré%ethyl)amld Methanol 100/0 Methanol 90/10
aminspacer (E1d)
Vorstufen mit 2-Tetradecylhe_xadecan- Chloroform/ 90/10/0,5-

Tris(2- _saure-[2-bis(2- Methanol/ | 90/10/0| 29101~ 70,303
aminoethyl)- | aminoethyl)aminoethyl]- | , oo 80/20/2-
aminspacer amid (T14) 40 70/30/3

2-Tetradecylhexadecan- Chloroform/ 90/10/0-
Monolysin- saure-[2-(2,.6-d|am|no-lj Methanol/ | 100/0/0 90/10/0,5- 80/20/2
produkte oxohexyl)aminoethyl]-amid Ammoniak 90/10/1 -
(E14LyS) 86 80/20/2
ungesattigtes ngﬁféa[dzeg Iglg?asriégin Chloroform/ 90/10/0-
Monolysin- hexvl 9 hvllamid Methanol/ | 100/0/0| 90/10/0,5- | 90/10/1
produkt oxohexyl)aminoethyljami Ammoniak 90/10/1
(Eisundys) 96
Monolvsin- 2-Tetradecylhexadecansaure(2-
roduk)t/e mit {[2-(2,6diamino-1- Chloroform/ 90/10/0-
pDi eotid- oxohexyl)amino]-1- Methanol/ | 100/0/0| 90/10/0,5- | 90/10/1

55 uEtur oxoethyl}amino-ethyl)amid | Ammoniak 90/10/1

Dilysinpro- 2-Tetradecylhexadecansaure- 38@8@:
dukte mit {2-bis[(2,6-diamino-1- Chloroform/ 60/40/4-

Tris(2- oxohexyl)aminoethyl] amino-| Methanol/ | 90/10/1 50/50/5. 50/50/10
aminoethyl)- ethyllamid (T14diLy9) Ammoniak
aminspacer 100 50/50/7,5-

50/50/10
2-Tetradecylhexadecansaure(2-
Trislvsin- {2,6-[bis-(2,6-diamino-1- | Chloroform/ 05 Anteile
Y oxohexyl)]diamino-1- Methanol/ | 50/50/0( .’ . 50/50/5
produkte ; : : Ammoniak
oxohexyl} aminoethyl)amid | Ammoniak
(EyqtrisLys) 112

Gemini- 2,7-Ditetradecyloctandisauref Chloroform/ 90/10/0,5-

Voretufen | bis-(z-aminoethyhamid | Methanol/ | 100/0/0| 90/10/1- | 80/20/1
(G4 126 Ammoniak 80/20/1
2,7-Ditetradecyloctandi-saure “Chioroform/ 90/10/0,5-

Gemini- bis-[2,2’-bis-(2,6-diamino-1- 90/10/1 -

produkte oxohexyl)-aminoethyllamid kﬂrﬁmgr?g/k 90/10/0 80/20/2- 70/30/3

(GuadiLys) 128 ! 70/30/3
2,2-Bis-(2-Tetradecylhexa-
. - Chloroform/ 90/10/0,5-
Monolysin- | decanoylaminoethyl)-[2-(2,6 :
: S - | Methanol/ | 90/10/0| 90/10/1 - 80/20/1
Dimer-Produkt diamino-1-oxohexyl)amino Ammoniak 80/20/1

ethyllamin [T4DimerLy9 98

Tab.1: Laufmittelzusammensetzung flr die chromatograpleisibstanztrennung mittels MPLC-Verfahren
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Wahrend der Durchfiihrung der MPLC wurden fortladfé&C-Untersuchungen zum Trenn-
verlauf gemacht, womit es mdglich war, kurzfrisiigden Reinigungsprozess einzugreifen
und die Polaritat entweder schneller und starkeerbdhen oder von einer Steigerung dieser
abzusehen. Fir die erfolgreiche Aufreinigung derbirelungen wurden etwa 120 bis 240
Fraktionen gesammelt, mittels DC-Verfahren untdnsueingeengt und anschlieBend erneut

im Vakuum Uber FOs getrocknet.

6.1.2 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzbereiche erfolgte miteHdinesBoetiusHeiztischmikroskops.

Die dabei ermittelten Werte wurden nicht korrigiert

6.1.3 Elementaranalyse (EA)

Die Kohlenstoff-, Wasserstoff-, Stickstoff- und 3Safelanalysen wurden an einem
CHNS-932Gerat der Firma.eco—Corporation(St. Joseph, Michigan, USA) im automa-
tischen Mikroverfahren durchgefiihrt.

6.1.4 Massenspektrometrie (MS)

ESI-MS

Fur die Erstellung eines Massenspektrums unter ®edwng des Elektronen-Spray-
lonisations(ESI)-Verfahrens wurde die Probe in mingeeigneten Losungsmittel gelost,
mittels einer SpritzenpumpeH@vard Apparatus 22MassachusettdUSA) Uber das ESI-
Interface in das lonenfallen-Massenspektrométemigan MAT SSQ 710 @ingespruht
(Thermo Seperation ProductSan José, USA bzw.hermoquestEgelsbach, Deutschland)
und vermessen. Die Durchfiihrung der lonisationlgidoim Elektronenspray bei 4.5 kV
positiv und negativ. Das Gerat verfugt Gber eink200 °C beheizbare Kapillare und weist
eine Flussrate von 2d/min auf. Chloroform, Methanol und Wasser in ustdiedlichen

Anteilen wurden als Losungs-mittelgemisch zum LédenProbe eingesetzt.

EI-MS

Fur die Darstellung einiger Massenspektren wurde\garfahren der Elektronenstol3-lonisa-
tion (El) gewahlt. Die Durchfihrung erfolgte an émAMD 402 (70 eV) der FirmaAMD
Intecta GmbHHarpstedt, Deutschland).
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HR-ESI-MS

Fur ausgewahlte Verbindungen wurde die hochauftiesdiassenspektrometrig¢iR-ESI-
MS) an einem Hybridmassenspektrometer vom Typ Q-TOFYXatérs/Micromass
Manchester, GB) mit eineLésung aus Natrium- und Caesiumiodid als innerean&ird
durchgefuhrt. Bei Substanzen mit molaren Massef0fbg/mol wurden die Massenspektren an
einem LTQ-Orbitrap-Massenspektrometer der Firm@ihermo Fisher Scientific(Bremen,
Deutschland) nach Aufnahme der Verbindungen inmeigeeigneten Lésungsmittel und unter

Verwendung einer statischen Nanoelektrospray-ltoisangefertigt.

6.1.5 NMR-Spektroskopie

Die '"H-NMR Spektren wurden an einewarian Gemini 200(bzw. an einenVarian Inova
500 bei einer Temperatur von 27 ‘@fgenommen. Als Lésungsmittel wurden deuteriertes
Chloroform bzw. Mischungen aus diesem mit deutemerMethanol verwendet, wobei diese
zugleich als innerer Standard dienten. Bei der Argder Daten der einzelnen Verbindungen
werden jeweils die eingestrahlte Frequenz in MH was verwendete Ldsungsmittel
aufgezeigt. Die Auflistung der chemischen Verschigen 0 , angegeben in ppm, beziehen
sich fur Signale mit definierten Multiplizitdten {s Singulett, d — Dublett, t — Triplett, q —
Quartett) auf die Symmetriebene der Signale bzw. Signalmittelpunkte, im Falle eines
Multipletts (m) wird der Bereich der Signale angage.

6.2 Chemikalien

6.2.1 Vorbehandlung der verwendeten Losungsmittel

Alle zur Synthese verwendeten Losungsmittel wurdetriocknet und frisch destilliert. Die
Trocknung von Chloroform und Dichlormethan erfolgi@ch Erhitzen unter Ruckfluss tber
di-Phosphorpentoxid, wahrend Methanol und Ethanathn Zusatz von Natrium bzw.
Magnesium, bei Toluol, Xylol, und Diethylether naghgabe von Natrium und Benzophenon
(bis zur bestandigen Blaufarbung) unter Ruckflussta wurden. Anschliel3end erfolgte die

Destillation der Losungsmittel.
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6.2.2 Kommerziell erworbene Chemikalien

Die Substanzen wurden, falls nicht anders angegefoender Firma&igma-Aldrich(Seelze,

Deutschland) bezogen und unveréndert eingesetzt.

Allylbromid

Ammoniak Roth
Ammoniumchlorid Roth
N,-(tert-Butoxycarbonyl)Ns,N,-di-
Carboxybenzyl-L-arginin

N-(tert-Butoxycarbonyl)glycin [Fluka)

N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-leucinFluka)

Ny, Ne-Di-(tert-Butoxycarbonyl)-L-
lysinhydroxysuccinimid
N-(tert-Butoxycarbonyl)-L-methionin
(Fluka)

Benzotriazol-1-yloxy)tris(dimethylamino)-
phosphoniumhexafluorophosphat (BOP)

1,4-Butylendiamin
Chlorwasserstoff
N,N’-Dicyclohexylcarbodiimid
1,4-Diiodbutan erck)
Dodecylbromid

1,2-Ethylendiamin

Ethyloleat

GrubbéSt Generation.
(PCy).Cl,Ru=CHCH=CPh
O-(Benzotriazol-1-yl)N,N,N’,N’-tetra-
methyluroniumhexafluorophosphat
(HBTU)

Hexadecylbromid
1-Hydroxy-1-benzotriazol-Hydrat
Kaliumhydroxid

Lithiumaluminiumhydrid

Lithiumdiisopropylamid
MalonsaurediethylesteMerck
Methansulfonsaurechlorid
Natriumsulfat

Natriumhydrid

A9-Octadecenol
Oxalsaurediethylester
Palladiumaktivkohle (10%)
(Benzotriazol-1-yloxy)tripyrrilidino-
phosphoniumhexafluorophosphat (PyBOP)
Pyridiniumchlorochromat
Salzsaure 37%Roth
Tetrabutylammoniumiodid\ercK)
Tetradecylbromid

Thionylchlorid

Triethylamin
Tris(2-aminoethyl)amin
2,4,6-Tripropyl-1,3,5,2,4,6-trioxa-
triphosphorinan-2,4,6-trioxid GP)

Firma Fluka - Buchs, Schweiz
Firma Merck - Darmstadt, Deutschland
Firma Roth - Karlsruhe, Deutschland
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6.3 Synthesevorschriften

Verbindungen die mit * gekennzeichnet sind, wurden Rahmen meiner Diplomarbeit

synthetisiert.
6.3.1 Synthese der Ausgangsverbindungen

Erstalkylierung

Die Alkylmalonsaurediethylestd-7 wurden der Literat§?**° entsprechend durch Reaktion
von Malonsaurediethylestet mit dem jeweiligen Alkylbromid2-4 synthetisiert und
anschlieBend saulenchromatographisch mit einemarépiethylether Gradienten steigender

Polaritat gereinigt. Die analytischen Daten entsipee der Literatur

Dodecylmalonsaurediethylester - 5
Der Dodecylmalonested (MF070409) wurde durch Alkylierung von Malonsauetdyl-
esterl mit Dodecylbromid hergestellt; EI-MS: m/z 328 [2 %, M]; 283 [11 %;GRH60]

Tetradecylmalonsaurediethylester - 6*
Der Tetradecylmalonesté& (MF231004) wurde durch Alkylierung von Malonsauetdyl-
esterl mit Tetradecylbromi@® hergestellt; ESI-MS: positiv 379,6 g/mol [M+Na]

Hexadecylmalonsaurediethylester - 7*
Der Hexadecylmalonestér (MF241004) wurde durch Alkylierung von Malonsauetkyl-
esterl mit Hexadecylbromidt hergestellt; ESI-MS: positiv 407,4 g/mol [M+Na]

Oleylmalonsaurediethylester - 10

Die Darstellung des Oleylmalonsaurediethylest&fs erfolgte Uber Oleylmesyla® als
Zwischenverbindung, dessen Synthese entsprechend.itdeaturvorschrift®™ durch Um-
setzung von 62,5mmol technischem OleylalkoBohit 68,8mmol Methansulfonsaurechlorid
und 68,8mmol TEA in Chloroform bei 0°C durchgefiihrwurde. Durch
Saulenchromatographie wurde das erhaltene Me®/laereinigt und anschlieRend der
Literatur®® entsprechend mit Malons&urediethylester zum Olaldnsaurediethylestet0
umgesetzt. Mit einem Elutionsmittelgemisch aus Heptnd Ether steigender Polaritat wurde
saulenchromatographisch vom ebenfalls entstand@iweylmalonester (m/z 660 [45 %, M],
614 [11 %, M-GHgO]) abgetrennt.
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MF130109  GsHacOs _

M = 410,63 g/mol AW
~1

Ry 0,30 (LM 8)

Ausbeute: 67 % (17,16 Q)

EI-MS: m/z: 410 [47 %, M]; 364 [27 %, M-Bls0]; 160 [52 %, M-GgH3s]
EA: ber..C=73,12% H=11,29 %

gef.. C=72,75% H=11,21 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, § = 0,82 (3H, t3Jcruchz = 6,6 Hz H3C-CH,-CHy-]); 1,12-
1,30 (30H, m, [HC-(CH2)s-CH2-CH=CH-CH-(CH>)s-CHy-] und 2 H3C-CH,-
O-]); 1,79-1,86 (2H, m, [-(CQLH-CH-]); 1,94-1,97 (4H, m [-El,-CH=CH-
CH2]); 3,26 (1H, t,°Joncre = 7,5Hz [-(COYCH-CH,-]); 4,09-4,17 (4H, m, 2
[H3C-CH»-0-]); 5,28-5,33 (2H, m [-CHCH=CH-CH,-])

Zweitalkylierung

Die Synthese der Dialkylmalonsaurediethylesterlgt#odurch die erneute Alkylierung der
Alkylmalonester5-7, 10 mit dem jeweiligen Alkylbromid2-4 in Xylol analog der Vor-
schriften®®192193Dje teilweise erfolgte Reinigung wurde mittels B#aghromatographie mit
dem Laufmittelgemisch Heptan/Diethylether steigerRi@aritat durchgefuhrt. Die erhaltenen

Daten stimmen mit der Literatur Gberein.

Di-dodecylmalonsaurediethylester - 11
Der Di-dodecylmalonestetl (MF080409) wurde durch Alkylierung von Dodecylmalo

saurediethylestes mit Dodecylbromid? hergestellt und als Rohprodukt weiter umgesetzt.

Di-tetradecylmalonsaurediethylester - 12*

Der Di-tetradecylmalonsaurediethylesté? (MF251004) wurde durch Alkylierung von
Tetradecylmalonsdurediethyles@ermit Tetradecylbromid3 hergestellt; ESI-MS: positiv
575,6 g/mol [M+Na]

Hexadecyltetradecylmalonsaurediethylester - 13

Der Hexadecyltetradecylmalonsaurediethyle$&wurde durch Alkylierung von Hexadecyl-
malonsaurediethylest&mit Tetradecylbromi@® hergestellt.

MF060409 G/H7.04
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M = 580,97 g/mol o~ 0
oy $oGososost

Ausbeute: 87 % (15,28 g)

EI-MS: m/z: 580 [4 %, M]; 535 [6 %, M-Eis0]; 384 [51 %, M-GaHad;
356 [54 %, M-GHa]
EA: ber.: C = 76,49 % H = 12,49 %

gef.. C=76,49 % H = 13,02 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, § = 0,85 (6H, t3Jcruch = 6,6 Hz, 2 H3C-CH,-CH,-]); 1,17-
1,29 (58H, m, [HC-(CH2)1-CH,-] und [H;C-(CH3)14-CH,-] sowie 2 H3C-
CH,-O-]); 1,81-1,85 (4H, m [-(CQL-(CHJ2).-]); 4,14 (4H, q,3JCH2/CH3 =7,1Hz,
2 [H3C-CH,-0-])

Di-hexadecylmalonsaurediethylester - 14*

Der Di-hexadecylmalonsaurediethylesté4 (MF261004) wurde durch Alkylierung von
Hexadecylmalonsaurediethylesiermit Hexadecylbromid4 hergestellt; ESI-MS: positiv
632,1 g/mol [M+Na]

Oleyltetradecylmalonséaurediethylester - 15
Der Oleyltetradecylmalonséurediethylestes wurde durch Alkylierung von Oleylmalon-
saurediethylestetO mit Tetradecylbromid3 hergestellt und mittels MPLC mit dem
Laufmittelgemisch Heptan/Diethylether steigendelaRtét gereinigt.
MF060709  GgH7404 S

M = 607,00 g/mol - =
N~

Ry 0,29 (LM 7) o

Ausbeute: 51 % (7,47 g)

EI-MS: m/z: 606 [64 %, M]; 560 [14 %, M-E50]; 532 [18 %, M-GHsO;];
514 [7 %, M-2*GgHs0]; 486 [28 %, M-GHsO, GH5s0,]

EA: ber.. C=77,17 % H=12,29 %

gef.. C=77,28% H=12,52 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, & = 0,84 (6H, t3Jchucr = 6,6 Hz, 2H3C-CH,-CH,-]); 1,15-
1,30 (54H, m, [HC-(CH2)s-CH;-CH=CH-CHx-(CH2)s-CHy-] und [HsC-
(CH2)12-CH;-] sowie 2 H3C-CH,-O-]); 1,78-1,84 (4H, m [-(CQE-(CH2)2-]);
1,93-1,99 (4H, m [-B-CH=CH-CH-]); 4,08-4,15 (4H, m, 2 [kC-CH.-O-]);
5,26-5,34 (2H, m [-CB#CH=CH-CH,-])
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Verseifung

Die Dialkylmalonsaurediethylester wurde unter Vendieng des fiinffachen Uberschusses an
Kaliumhydroxid in Ethanol verseift. Das ausgefaflefaliumsalz wurde durch Zugabe von
konz. Salzsaure in die Form der freien Dialkylmakuren Uberfihrt und als Rohprodukte

ohne Reinigung weiter umgesetzt.

Di-dodecylmalonsaure - 16
Die Di-dodecylmalonsdurd6 (MF080709) wurde aus dem Di-dodecylmalonséaureglieth

esterll hergestellt.

Di-tetradecylmalonsaure - 17*
Die Di-tetradecylmalonsaurer (MF171004) wurde aus dem Di-tetradecylmalonsaethgli-

esterl2 hergestellt.

Hexadecyltetradecylmalonsaure - 18
Die Hexadecyltetradecylmalonsaut8® (MF170609) wurde aus dem Hexadecyltetradecyl-

malonsaurediethylestéB hergestellt.

Di-hexadecylmalonsaure - 19*
Die Di-hexadecylmalonsauré9 (MF181004) wurde aus dem Di-hexadecylmalonséaure-

diethylesterl4 hergestellt.

Oleyltetradecylmalonséure - 20
Die Oleyltetradecylmalonsaur20 (MF051009) wurde aus dem Oleyltetradecylmalonsaure

diethylesterl5 hergestellt.
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6.3.2 Synthese der verzweigten Transfektionslipide

6.3.2.1 Decarboxylierung der Dialkylmalonsauren

Den Literaturangab&h®3194

entsprechend wurden die UbeiORP im Vakuum getrockneten
Dialkylmalonsauren zur Decarboxylierung etwa 15386 auf 200 °C bis 230 °C im Metall-

bad erhitzt. AnschlieRend wurde der jeweils erim@teickstand aus Heptan umkristallisiert.

2-Dodecyltetradecansaure - 21 £
Aus der Di-dodecylmalonséaur&6 wurde durch Decarboxylierung die 2-Dodecyltetradecan-
saure 21 hergestellt.
MF170709  GgHs520,
o

= 0,26 (LM 2)

mp: 62 °C

Ausbeute: 30 % (8,91 g) ausgehend vom Diekter

EI-MS: m/z: 396 [65 %, M]; 228 [99 %, M-GH,4]; 185 [14 %, M-GsH4,CO,
EA: ber.. C=78,72% H=13,21 %

gef.: C = 78,84 % H = 13,48 %
'H-NMR: 400 MHz, CDCYCD50D, & = 0,84 (6H, t,3Jcrwcrn = 6,6 Hz, 2 H3C-CHs-
CHy-]): 1,16-1,59 (44H, m, 2 [KC-(CH2)11-]; 2,20-2,28 (1H, m, [-CO-8-])

2-Tetradecylhexadecansaure - 22* {5

Aus der Di-tetradecylmalonsauré7 wurde durch Decarboxylierung die 2-Tetradecylhexa-
decansaure 22 (MF211004) hergestellt. Die analytischen Daten maishen den
Literaturangabefi®®® ESI-MS: negativ: 451,8 g/mol [M-H], Ausbeute 78 6,37 g

ausgehend vom Diest#P).

2-Tetradecyloctadecansaure - 23 {16
Aus der HexadecyltetradecylmalonsatiBawurdedurch Decarboxylierung die 2-Tetradecyl-
octadecansaur@3 hergestellt.
MF030709  GHg4O2
o

R:: 0,29 (LM 2)

mp: 62 °C




Experimentelle Daten 78

Ausbeute: 46 % (5,62 g) ausgehend vom Dielser

EI-MS: m/z: 480 [100 %, M]; 284 [56 %, M:@H.g]; 256 [59 %, M-GeHal; 241
[10 %, M-CigHos,COj]; 241 [9 %, M-GeHsp, COJl
EA: ber.C=79,93% H =13,42 %

gef.: C =79,59 % H =13,21 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCYCDsOD, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jchzcr. = 6,6 Hz, 2 H4C-
CH,-CHy-]); 1,17-1,60 (56H, m, [6C-(CH2)15] und [HsC-(CH2)15]; 2,21-2,29
(1H, m, [-CO-CH-])

2-Hexadecyloctadecansaure - 24*

Aus der Di-hexadecylmalonsaul® wurde durch Decarboxylierung die 2-Hexadecylocta-
decansaur4 (MF221004) hergestellt. Die analytischen Datersgmaichen den Literatur-

angaber??®® ESI-MS: negativ: 1015,6 g/mol [2M-2H], Ausbeute %9(5,18 g ausgehend

vom Diesterl4).

2-Tetradecylicosa-11-ensaure - 25  16u14

Aus der Oleyltetradecylmalonsaur20 wurde durch Decarboxylierung die 2-Tetra-
decylicosa-11-ensaugs hergestellt.

MF161009  GHescO:

M = 506,89 g/mol o
R 0,12 (LM 9 ‘S SOOOINNRS

mp: 36 °C

Ausbeute: 34 % (2,14 g) ausgehend vom Dielsier

ESI-MS: negativ: 1011,2 g/mol [2M-2H]

EA: ber.: C=80,56 % H =13,12 %
gef.. C=80,54 % H=12,85%

'"H-NMR: 500 MHz, CDC}, & [ppm] = 0,88 (6H, t\chacr. = 6,6Hz, 2 H3C-CHy-CHy-]);
1,24-1,65 (52H, m, [EC-(CH2)13] und [HsC-(CHj)s-CH,-CH=CH-CH,-
(CH2)#]; 1,93-2,04 (4H, m [-El,-CH=CH-CH,-]; 2,30-2,37 (1H, m, [-B-
CO-]); 5,30-5,40 (2H, m, [-B=CH-])
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6.3.2.2 Einfihrung der Spacermolekile

Variante A: _Aktivierung dem-verzweigten Carbonséauren durch Uberfilhrung in Ghe-

bonsaurechloride und Umsetzung mit einem Amin

Jeweils 5 g deo-verzweigten Carbonsaur@2 und24 wurden in einem 100 ml Rundkolben
mit 20 ml Thionylchlorid Ubergossen und Uber Nabbt Raumtemperatur stehengelassen,
wobei eine klare Losung entstand. Uberschiissiggsnylchlorid wurde am Rotations-
verdampfer mittels Wasserstrahlpumpe aus der Losutfgrnt. Die gewonnenen Ruckstande
wurden Uber Phosphorpentoxid im Vakuum getrock@AeschlielRend wurden die erhaltenen
Carbonséurechloride in einem 100 ml Zweihalskoliweter Rihren in 10 ml abs. Chloroform
gelést und im Eisbad gekuhlt. Unter fortwahrendémhking des Rundkolbens wurde die
Losung tropfenweise mit einem zwanzigfachen Ubersshan Ethylendiamir28 bzw.
Butylendiamin29 und einigen Tropfen TEA versetzt. Nach Ablauf \arei Stunden wurde
die entstandene Suspension abfiltriert und die rosghe Phase dreimal mit Wasser
gewaschen. Nach erfolgter Trocknung Uber Natriufaswiurde erneut abfiltriert und das
Chloroform am Rotationsverdampfer entfernt. Zur rikging wurden die Produkte aus
Heptan umkristallisiert.

Variante B: Kupplung der Carbonsduren mit Amineneu’Yerwendung des Kupplungs-

reagenzes BOP

Die 2-Tetradecylhexadecansa@2wurde zunéchst unter Zugabe von TEA in abs. Drehlo
methan geldst. Diese Lésung wurde nachfolgend rein d20 fachen Uberschuss des
entsprechenden Amins und mit BOP im Verhaltnis iefisetzt und 12 h gerihrt. Die Ver-
wendung von Ethylendiami@8 fuhrte zur Darstellung des 2-Tetradecylhexadeaaesg-
aminoethyl)amids30 wéhrend der Einsatz vddutylendiamin29 zur Synthese des 2-Tetra-
decylhexadecansaure-(2-aminobutyl)anmB@gyenutzt wurde. Durch Umsetzung der Carbon-
saure22 mit Spermin wurde das 2-Tetradecylhexadecans&+Hd-{3-aminopropyl)amino-
butyllaminopropyl}amid 39 erhalten sowie durch Einsatz von Tris-(aminoetmyglya als
Aminkomponente das 2-Tetradecylhexadecansaures[2-aminoethyl)aminoethyl]amidoO.
Nach Abtrennung des ausgefallenen weil3en Niedergshiurde die organische Phase mit
gesattigter Natriumchloridldsung ausgeschuttelt ewdimal mit Wasser gewaschen. Durch

Trocknung der Dichlormethanphase Uber®@,, Filtration und anschlieender Entfernung
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des Ldsungsmittels am Rotationsverdampfer konnte Ri@aktionsgemisch jeweils aufge-
arbeitet werden. Die gereinigten EndproduB®32/39/40wurden saulenchromatographisch
mit dem Elutionsmittelgemisch Chloroform/Methanattoniak steigender Polaritat erhal-
ten, wobei die SC der Lipid& und32 unter Verzicht auf Ammoniak als dritte Komponente

durchgefuhrt werden konnte.

Variante C: Kupplung der 2-Tetradecylhexadecaresa@rmit Ethylendiamin unter Ver-

wendung des Kupplungsreagenzes HBTU

55 mmol (2,09 g) HBTU wurden fir die Reaktion mi mmol (2,5 g) 2-Tetradecylhexa-
decansaure22 und TEA, sowie 50 ml Dichlormethan gemischt und Zz& mol (7,4 ml)

vorgelegtem Ethylendiamin unter permanentem Rilaegsam zugefiigt. Nach 12 h erfolgte
zunachst die Filtration des entstandenen Niedeagshlan die sich drei Waschschritte mit
Wasser anschlossen. Es folgte die Trocknung dehl®@imethan-Phase mit Hilfe von
Natriumsulfat mit nachfolgender Filtration und dintfernung des Losungsmittels am
Rotationsverdampfer. Die Reinigung wurde per MPL@ einer Chloroform/Methanol-

Mischung steigender Polaritat als Elutionsmittaicthgefthrt.

Variante D: Kupplung der 2-Tetradecylhexadecansd@ge mit Ethylendiamin unter

Verwendung des KupplungsreagenzeB8 T

Die Umsetzung von 0,5g (11 mmol) der 2-Tetrademxdldecansaur@2 mit Ethylen-
diamin28 erfolgte unter Verwendung von 0,66 ml (11 mmoheei 50 %igen Lésung des
PropanphosphonsaurecycloanhydridsP Tin Essigsaureethylester. Zunéchst wurde das
Diamin 28 in zwanzigfachem Uberschuss (220 mmol, 1,5 ml)getmgt und anschlieRend
langsam eine Mischung aus Kupplungsreagenz, 2-detyghexadecansdug2 und TEA in
Ethylacetat unter Rihren zugetropft. Im Reaktionggeh bildete sich innerhalb von zwdlf
Stunden ein weil3er Niederschlag. Die Aufarbeiturfglgte durch Entfernen des Ldsungs-
mittels und Aufnahme des Ruckstandes in Chlorofsowie nachfolgendem dreimaligen
Waschen mit Wasser. Die organische Phase wurdeN#&80, getrocknet, abfiltriert und am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Reinigung debMeung30 erfolgte durch das MPLC-

Verfahren mit einem Laufmittelgemisch aus Chlorofiviethanol steigender Polaritét.
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Variante E: _Kupplung der Carbonsduren mit Amine&ten Verwendung des Kupplungs-

reagenzes PyBOP

Die Synthese der Carbonsaureamide unter VerwendomdyBOP42 wurde in Anlehnung
an die zuvor beschriebene BOP-Kupplung durchgefidlont Steigerung der Ausbeuten wurde
jedoch das jeweilige Amin vorgelegt und eine Misolpaus Kupplungsreagenz, Carbonsaure
und TEA in Dichlormethan unter magnetischem RuUlzagetropft. Ebenso erfolgten die
Umsetzungen alle im Verhaltnis der Komponenten @askure/PyBOP/Amin 1:1:20 Uber
einen Reaktionszeitraum von etwa zwolf Stunden ruiéhren. Zur Aufarbeitung der
Produktgemische wurde nach Beendigung der Reaktbitriert und die organische Phase
dreimal mit Wasser gewaschen. Nachfolgend wurde MlagSO, getrocknet, erneut filtriert
und das Dichlormethan am Rotationsvakuumverdampéeitfernt. Die erhaltenen
Verbindungen wurden chromatographisch mit dem MHIL€&nnverfahren mit einem
Elutionsmittelgemisch aus Chloroform/Methanol file Gubstanzer30/31/45-47mit einer
freien primaren Aminogruppe und mit Chloroform/Matiol/Ammoniak fur die Lipide

40/48-50mit zwei freien primaren Aminfunktionen mit steingker Polaritéat gereinigt.

2-Dodecyltetradecansaure-(2-aminoethyl)amid - 45 &

Die Synthese des 2-Dodecyltetradecansaure-(2-athiylyemids 45 erfolgte durch
Umsetzung von 3,0g (7,6 mmol) 2-Dodecyltetrade@gares21 mit 10,1 ml (0,15 mol)
Ethylendiamin28 nach Variante E.

MF210709  GgHsgN2O

M = 438,77 g/mol 5
v oeund IO
mp: 91 °C

Ausbeute: Variante E: 87 % (2,89 g)

ESI-MS: positiv: 439,6 g/mol [M+H]

EA: ber.: C = 76,65 % H = 13,32 % N = 6,38 %
gef.: C=75,98 % H = 13,44 % N = 6,30 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCYCDsOD, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jchzcr. = 6,6 Hz, 2 H4C-
(CH2)11-]); 1,20-1,58 (46H, m, 2 [BC-(CH2)11-] und [HoN-CHo-CHo-NH-
CO-]); 2,04-2,13 (1H, m [-B-CO-]); 2,73 (2H, t,*Jcrzcr. = 6,2 Hz [HN-
CH2-]); 3,23 (2H, t*Jchzcre = 6,2Hz [HN-CH,-CH,-NH-COY)
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2-Tetradecylhexadecansaure-(2-aminoethyl)amid - 30* Ei4

Die Synthese des 2-Tetradecylhexadecansaure-(2athiyl)amids30 (MF201004) erfolgte
durch Umsetzung der 2-Tetradecylhexadecans@Zremit Ethylendiamin 28 nach den
Varianten A-E.Die analytischen Daten entsprachen der Liter&tti;ESI-MS: positiv:
495,6 g/mol [M+H] und 989,6 g/mol [2M] Ausbeute Véarte A: 59 % (3,23 g ausgehend von
5,0 g Carbonsaure), Variante B: 67 % (3,64 g aumggion 5,0 g Carbonsaure), Variante C:
27 % (0,75 g ausgehend von 2,5 g Carbonséure)antariD: 33 % (0,18 g ausgehend von
0,5 g Carbonsaure), Variante E: 66 % (0,36 g awsgekon 0,5 g Carbonséaure)

2-Tetradecyloctadecansaure-(2-aminoethyl)amid - 46 Ei4/16

Die Synthese des 2-Tetradecyloctadecanséaure-(2eathiyl)amids46 erfolgte durch Um-
setzung von 2,5 g (5,2 mmol) 2-Tetradecyloctadenae3 mit 6,9 ml (0,10 mol) Ethylen-
diamin28 nach Variante E.

MF280709  G4H7oN2O

M = 522,93 g/mol )
v oasuu2 BS80SO
mp: 69 °C

Ausbeute: Variante E: 42 % (1,14 g)

ESI-MS: positiv: 524,2 g/mol [M+H]

EA: ber.: C=78,09 % H =13,49 % N =5,36 %
gef..C=78,14 % H=13,10% N=5,11 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCYCD;OD, & [ppm] = 0,84 (6H, t3Jchycr: = 6,6 Hz, 2 H4C-
CHx]); 1,16-1,56 (58H, m, [bC-(CH2)13] und [HsC-(CH2)15-] sowie H2N-
CH,-CH,-NH-CO-]); 2,02-2,10 (1H, m [-B-CO-]); 2,72 (2H, t,*Jcrwcr, =
6,2Hz [HN-CH2-]); 3,23 (2H, t,3Jchyc: = 6,2 Hz [HN-CH,-CH,-NH-COY)

2-Hexadecyloctadecansaure-(2-aminoethyl)amid - 31* E¢

Die Synthese des 2-Hexadecyloctadecanséaure-(2-athylilamids31 (MF101104) erfolgte
durch Umsetzung der 2-Hexadecyloctadecans@4emit Ethylendiamin 28 nach den
Varianten A und EDie analytischen Daten entsprachen der Liter&tttESI-MS: positiv:
551,7 g/mol [M+H], Ausbeute Variante A: 26 % (1g@usgehend von 5,0 g Carbonsaure),
Variante E: 60 % (1,63 g ausgehend von 2,5 g Caédhae)
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2-Tetradecylicosa-11-enséaure-(2-aminoethyl)amid -74 Eigy/14

Die Synthese des 2-Tetradecylicosa-11-ensdure-{Reatinyl)amids 47 erfolgte durch
Umsetzung von 0,5 g (1,0 mmol) 2-Tetradecylicosaefidaure25 mit 1,3 ml (19,7 mmol)
Ethylendiamin28 nach Variante E.

MF231109  GgH72N.O

M = 548,97 g/mol o

HoN —
R oo MACOCOONI
mp: 60 °C

Ausbeute: Variante E: 89 % (0,48 )

ESI-MS: positiv: 549,5 g/mol [M+H]

EA: ber.: C=78,76 % H = 13,22 % N = 5,10 %
gef.. C=78,76 % H=12,70% N =4,44 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC4, & [ppm] = 0,88 (6H, tJcrycr. = 6,6 Hz, 2 H3C-CHy-
CHz-]); 1,19-1,60 (54 H, m, [BC-(CH2)13] und [HC-(CH2)e-CHp-CH=CH-
CHx-(CHy)7] sowie H2N-CHx]); 1,94-2,06 (5H, m [BC-(CHy)s-CHy-
CH=CH-CH»-(CH,)7] und [-CH-CO-]); 2,96 (2H, t*Jcrcr, = 6,2Hz [HN-
CH-]); 3,41 (2H, t,*)hzcr: = 6,2 Hz [HN-CH,-CH»-NH-COQ)); 5,32-5,36
(2H, m [-CH=CH-]); 6,24(1H, s, [-NH-CO-])

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-aminobutyl)amid - 32* P4

Die Synthese des 2-Tetradecylhexadecansaure-(4ehotyl)amids32 (MF091104) erfolgte
durch Umsetzung der 2-Tetradecylhexadecans@22ranit Butylendiamin 29 nach den
Varianten A und BDie analytischen Daten entsprachen der Liter&ESI-MS: positiv:
524,1 g/mol [M+H], Ausbeute Variante A: 61 % (1g@usgehend von 2,0 g Carbonsaure)
und Variante B: 60 % (1,73 g ausgehend von 2,5rg@@&saure)

2-Hexadecyloctadecansaure-(4-aminobutyl)amid - 33* Pig

Die Synthese des 2-Hexadecyloctadecansaure-(4-baotiliamids33 (MF161104) erfolgte
durch Umsetzung von 1,0g (2,0 mmol) 2-Hexadecgidetansaure24 mit 3,9 mi
(40,3 mmol) Butylendiamir?9 nach Variante ADie analytischen Daten entsprachen der
Literatur®®®3 ESI-MS: positiv: 579,5 g/mol [M+H] und 1157,5 g/hj@M], Ausbeute 19 %
(0,22 g)
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2-Tetradecylhexadecansaureamid (34) A

Die Synthese des 2-Tetradecylhexadecansaured@idsgfolgte durch Umsetzung von 1,0 g

(2,2 mmol) 2-Tetradecylhexadecansa@zum Saurechlorid und anschlielender Reaktion

mit 1,2 ml (0,75 mol) Ammoniak nach Variante A.

MF171104  GoHsiINO

M = 451,81 g/mol 5

R: 0,55 (LM 3) HZNJ\W

Ausbeute: 30 % (0,30 g)

ESI-MS: positiv: 452,9 g/mol (M+H)

EA: ber..C=79,75% H=13,61% N =3,10 %
gef.. C=79,09 % H=13,39% N = 3,15 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, & [ppm] = 0,86 (6H, t3Jchycr: = 6,6 Hz, 2 H3C-CHy-CHs-
D; 1,19-1,59 (52H, m, 2 [kC-(CH»)1x]); 2,03-2,11 (1H, m [-EI-CO-]); 5,28
(2H, d,"InHarcr = 33,0 Hz HoN-])

2-Tetradecylhexadecansaure-{3-[4-(3-aminopropyl)amiobutyllaminopropyl}amid - 39
Sia

Die Synthese des 2-Tetradecylhexadecansaure-{3-g(inopropyl)aminobutyllamino-
propyl}amids 39 erfolgte durch Umsetzung von 1,0 g (2,2 mmol) &daecylhexadecan-
saure22 mit 8,9 g (44,2 mmol) Spermid7 nach Variante B.

MF210708  GoHgsN4O

M = 637,12 g/mol N NN i
N N

mp: 69 °C

Ausbeute: Variante B: 54 % (0,38 g)

ESI-MS: positiv: 637,8 g/mol [M+H]

EA: ber..C=71,37 % H =13,18 % N = 8,32 % (+2H
gef.. C=72,05% H=13,25% N = 8,22 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCY4, & [ppm] = 0,88 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2H3C-CHy-CH,-
D; 1,10-1,68 (64H, m, 2 [C-(CH2)13] und 4 [-NH-CH-CH»-] sowie H,N-
CHaz-]) und 2 [-CH-NH-CH,-]; 1,92-1,98 (1H, m [-E-CO-]); 2,58-2,73 (8H,
m, 2 [-CH2-NH-CH>-]; 2,78 (2H, t,*Jchycrz = 6,2 Hz [HN-CH»]); 3,32-3,38
(2H ,m [-CH,-NH-COQ])); 6,59 (1H, s, [-M-CO-])
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2-Dodecyltetradecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)amindleyllamid - 48 Tio

Die Synthese des 2-Dodecyltetradecansaure-[2-bisRoethyl)aminoethyllamids48
erfolgte durch Umsetzung von 1,0 g (2,5 mmol) 2-8mdtetradecansaurgl mit 7,5 ml
(50,4 mmol) Tris(aminoethyl)amirB8 nach Variante E. Die Verbindung konnte trotz
mehrfacher Durchfihrung der MPLC nicht rein gewannerden und wurde als Rohprodukt
weiter umgesetzt.

MF110809  GHesN4O S

M = 524,91 g/mol H o

HZN/\/N\/\N
050 (LM 5 2000008

ESI-MS: positiv: 526,0 g/mol [M+H]

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)amoethyllamid - 40 Tia

Die Synthese des 2-Tetradecylhexadecansaure-[2-#ms{noethyl)aminoethyllamids40
(MF020708) erfolgte durch Umsetzung der 2-Tetrathegadecansaur22 mit Tris(amino-
ethyl)amin 38 nach den Varianten B und Eie analytischen Daten entsprachen der
Literatur®® ESI-MS: positiv: 581,7 g/mol [M+H], Ausbeute Vanite B: 42 % (0,27 g aus-
gehend von 0,5 g Carbonséaure) und Variante E: Z0,% g ausgehend von 2,0 g Carbon-

saure)

2-Tetradecyloctadecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)amoethyl]lamid - 49 Tiae

Die Synthese des 2-Tetradecyloctadecansaure-[2-am(noethyl)aminoethyllamids49
erfolgte durch Umsetzung von 1,0 g (2,1 mmol) 2datcyloctadecansau3 mit 6,2 ml
(41,6 mmol) Tris(aminoethyl)ami®8 nach Variante E.

MF040809  GgHsoN4O

NH,
M = 609,07 g/mol N
W ostuus) NS SOSSOSGN
mp: 59 °C

Ausbeute: Varainte E: 34 % (0,43 Q)

ESI-MS: positiv: 610,0 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 609,6397 g/mol gef.: 609,6405@/m

EA: ber.. C=74,94 % H =13,24 % N =9,20 %
gef..C=74,84%H=13,15% N =8,97 %

'H-NMR: 400 MHz, CDCYCDsOD, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jchzcr. = 6,6 Hz, 2 H4C-
CH,-CHy-]); 1,17-1,56 (60H, m, [BC-(CH2)13] und [HsC-(CH2)15-] sowie
2 [HoN-CHx)); 2,03-2,12 (1H, m [-€I-CO-]); 2,53 (6H, t Jcrych, = 6,2 Hz,
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2 [HzN-CHz-CHz-N-]) und [-CHz-CHz-NH-CO]; 2,71 (4H, t,SJCHyCHZZ 6,2Hz,
2[H2N-CHa-]); 3,24 (2H, t2Jchycr, = 6,6Hz [-GH.-NH-COY)

2-Hexadecyloctadecanséaure-[2-bis(2-aminoethyl)amiethyl]amid - 50 Ti6
Die Synthese des 2-Hexadecyloctadecansaure-[2-ams{@oethyl)aminoethyllamids50
erfolgte durch Umsetzung von 1,0 g (2,0 mmol) 2-&teecyloctadecansaut mit 5,9 mi
(39,3 mmol) Tris(aminoethyl)ami®8 nach Variante E.
MF111108  GoHssN4O

M =637,12 g/mol N

oSy oo
mp: 75 °C

Ausbeute: Variante E: 50 % (0,62 Q)

ESI-MS: positiv: 637,8 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 637,6706 g/mol gef.: 637,6718@/m

EA: ber.. C=73,33 % H =13,23 % N = 8,55 % (+OM
gef.. C=73,83% H =12,65% N =8,45%

'"H-NMR: 400 MHz, CDC}, & [ppm] = 0,87 (6H, t,*Jcrycr. = 6,6 Hz, 2 H3C-CH,-
CHy-]); 1,20-1,60 (64H, m, 2 [C-(CH2)15-] und 2 H2N-CH,]); 1,98-2,04
(1H, m [-CH-CO-]); 2,56 (6H, t Jchack: = 6,2 Hz 2 [MN-CH,-CH-N-]) und
[-N-CH2-CHo-NH-COJ; 2,78 (4H, t,Jchzcrz = 6,2 Hz, 2 [HN-CH2]); 3,31
(2H, t,*Jcrche = 6,6 Hz [HN-CH,-CH2-NH-CO])

2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2-aminoethyl-2-dodedgtradecanoylaminoethyl)amino-
ethyllamid - 52 Tio.Dimer

Das 2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2-aminoethyl-2edglietradecanoylaminoethyl)amino-
ethyllamid 52 entstand bei der Synthese des 2-Dodecyltetradé&gesf2-bis(2-amino-
ethyl)aminoethyllJamids48 durch Umsetzung von 1,0 g (2,5 mmol) 2-Dodecyltcan-
saure21 mit 7,5 ml (50,4 mmol) Tris(aminoethyl)am88 nach Variante E als Nebenprodukt.

Die Verbindung konnte nicht isoliert werden und deials Rohprodukt weiter umgesetzt.

MF190809 NH,
CsgH11eN4Os it I it

N7 TN
Ry 0,48 (LM 2)

ESI-MS: positiv: 904,7 g/mol [M+H]
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2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-aminoethyl-2-tetdecylhexadecanoylaminoethyl)-
aminoethyl]lamid - 53 Ti4Dimer
Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-aminoethglradecylhexadecanoylaminoethyl)ami-
noethyllamid 53 entstand als Nebenprodukt bei der Synthese dedradeeylhexadecan-
saure-[2-bis(2-aminoethyl)aminoethyllamid® durch Reaktion von 2,0g (4,4 mmol) 2-
Tetradecylhexadecansaur22 mit 13,2 ml (88,3 mmol) Tris(aminoethyl)amiB8 nach
Variante E.
MF260808 o 0
Cotto0: |7y T O
M = 1015,50 g/mol
Ry 0,36 (LM 1)
mp: 70 °C
Ausbeute: Variante E:  Nebenprodukt (0,19 g)
ESI-MS: positiv: 1016,0 g/mol [M+H]
EA: ber.. C=76,68 % H =13,26 % N =5,42 % (+Oh
gef.: C=76,47 % H = 13,06 % N = 5,43 %
'H-NMR: 400 MHz, CDCYCDs0D, & [ppm] = 0,80 (12H, t*Jchycr. = 6,6 Hz, 4 HsC-
CH,-CHx]); 1,10-1,52 (106H, m, 4 [¥C-(CH2)13] und [HoN-CH,-]); 2,00-
2,11 (2H, m [-®-CO-]); 2,51 (4H, t3Jchyche = 6,2Hz, 2 [-CO-NH-CH-CH -
N-]); 2,61 (2H, t,*Jcrcre = 6,2 HZ [HN-CHx-CH2-]; 2,79 (2H, t,%Jchach, =
5,8 Hz [HN-CH,-CH,-]); 3,13-3,22 (4H, m, 2 [bN-CH,-CH,-NH-CO])

NH,

2-Hexadecyloctadecanséaure-[2-(2-aminoethyl-2-hexatidoctadecanoylaminoethyl)-
aminoethyllamid - 54 TigDimer

Das 2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(2-aminoethylx&dhecyloctadecanoylaminoethyl)ami-
noethyllamid 54 entstand als Nebenprodukt bei der Synthese desxadécyloctadecan-
saure-[2-bis(2-aminoethyl)aminoethyllamid&® durch Umsetzung von 1,0g (2,0 mmol)

2-Hexadecyloctadecansa@4 mit 5,9 ml (39,3 mmol) Tris(aminoethyl)ami®8 nach

Variante E.

MF030409 0 0
NSNSy

M =1128,01 g/mol

Rs: 0,32 (LM 1)

ESI-MS: positiv: 1128,0 g/mol [M]

NH,
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6.3.2.3 Einfuhrung der polaren Kopfgruppe

Kupplungsreaktion mit BOC-geschiitztem Glycin

Die Verbindunger80-33 wurden jeweils im Verhaltnis 1:1:1 mit BOC-gesctéi Glycin
und HOBt in 10ml Dichlormethan suspendiert und da&t 1,5fachen molaren Menge DCC
versetzt. Der Reaktionsansatz wurde zunachst klarz darauf bildete sich ein weil3er

Niederschlag. Dieser wurde abfiltriert und aus ldapowie aus Methanol umkristallisiert.

2-Tetradecylhexadecanséaure-{2-[2tért.butoxycarbonyl)amino-1-oxoethyllaminoethyl}-
amid - 67* E;4BOCGIly

Durch Umsetzung von 0,5 g (1,0 mmol) 2-Tetradecydidecanséaure-(2-aminoethyl)andad
mit 0,18 g (1,0 mmol) BOC-Glycin wurde die Verbimdu67 (MF 191004)hergestelltDie
analytischen Daten entsprachen der Liter&tf#;ESI-MS: positiv: 674,6 g/mol [M+Na],
Ausbeute 90 % (0,58 g)

2-Hexadecyloctadecansaure-{2-[2t€rt.butoxycarbonyl)amino-1-oxoethyllJaminoethyl}-
amid - 68* E;BOCGly

Durch Umsetzung von 0,50 g (1,8 mmol) 2-Hexadedgldecanséure-(2-aminoethyl)aniil
mit 0,32 g(1,8 mmol) BOC-Glycin wurde die Verbindu68 (MF 301104)hergestellt.Die
analytischen Daten entsprachen der Liter&tf#;ESI-MS: positiv: 730,9 g/mol [M+Na],
Ausbeute 73 % (0,47 Q)

2-Tetradecylhexadecansaure-{4-[2tért.butoxycarbonyl)amino-1-oxoethyllJaminobutyl}-
amid - 69* P;,BOCGly

Durch Umsetzung von 0,50 g (1,0mmol) 2-Tetradecydldecanséaure-(4-aminobutyl)andad
mit 0,17 g (1,0 mmol) BOC-Glycin wurde die Verbimip69 (MF 291104)hergestelltDie
analytischen Daten entsprachen der Liter&tf#;ESI-MS: positiv: 702,6 g/mol [M+Na],
Ausbeute 78 % (0,51 g)

2-Hexadecyloctadecanséaure-{4-[2t€rt.butoxycarbonyl)amino-1-oxoethyllJaminobutyl}-
amid - 70*  PgBOCGly

Durch Umsetzung von 0,50 g (0,9 mmol) 2-Hexadedglbecanséure-(4-aminobutyl)andd
mit 0,15 g (0,9 mmol) BOC-Glycin wurde die Verbimiu70 (MF 080305)hergestelltDie
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analytischen Daten entsprachen der Litertf#; ESI-MS: positiv: 758,7 g/mol [M+Na],
Ausbeute 72 % (0,46 Q)

Kupplungsreaktionen mit BOC-Leucin, BOC-Methiol8QC-Prolin und BOC-Threonin

Das 2-Tetradecylhexadecansaure-(2-aminoethyl)a®@ wurde mit BOC-geschitztem
Leucin bzw. BOC-geschitztem Methionin sowie HOBt Merhéltnis 1:1:1 in 10 ml
Dichlormethan suspendiert und mit der 1,5fachenaneol Menge DCC versetzt. Auf gleiche
Art und Weise wurde die Verbindungl mit BOC-Prolin und das Lipid32 mit BOC-
Threonin umgesetzt. Der weil3e Niederschlag, dér sach wenigen Minuten bildete, wurde

abfiltriert und aus Heptan sowie aus Methanol ustéliisiert.

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2tért.butoxycarbonyl)amino-4-methyl-1-oxopentyl]-
aminoethyllamid - 71* E14sBOCLeu

Die Darstellung der Verbindung@l (MF271004) erfolgte durch Reaktion von 0,50 g
(1,0 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-(2-aminoyimnyt 30 mit 0,23 g (1,0 mmol) BOC-
Leucin. Die analytischen Daten entsprachen derratite®®®* ESI-MS: positiv: 731,0 g/mol
[M+Na], Ausbeute 67 % (0,48 Q)

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2tért.butoxycarbonyl)amino-4-methylthio-1-oxo-
butyllaminoethyl}amid - 72* E1.BOCMet

Die Darstellung der Verbindun@2 (MF031104) erfolgte durch Reaktion von 0,50 g
(1,0 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-(2-aminoyimnyt 30 mit 0,25 g (1,0 mmol) BOC-
Methionin. Die analytischen Daten entsprachen déteratur®®® ESI-MS: positiv:
749,0 g/mol [M+Na], Ausbeute 57 % (0,42 g)

2-Tetradecylhexadecanséaure-{4-[2tért.butoxycarbonyl)amino-3-hydroxy-1-oxobutyl]-
aminobutyllamid - 73* P1sBOCThr

Die Darstellung der Verbindun@3 (MF281104) erfolgte durch Reaktion von 0,50 g
(1,0 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-(4-aminojartyd 32 mit 0,21 g (1,0 mmol) BOC-
Threonin. Die analytischen Daten entsprachen deradtur®®®*ESI|-MS: positiv: 749,0 g/mol
[M+Na], Ausbeute 66 % (0,46 Q)
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2-Hexadecyloctadecanséaure-{2-[Nt¢rt.butoxycarbonyl)pyrrolidin-2-yl-carbonyl]-
aminoethyllamid - 74* E;sBOCPro

Die Darstellung der Verbindun@4 (MF011204) erfolgte durch Reaktion von 0,50 g
(0,9 mmol) 2-Hexadecyloctadecansaure-(2-aminoethyty 31 mit 0,20 g (0,9 mmol) BOC-
Prolin. Die analytischen Daten entsprachen derraiite®®®* ESI-MS: positiv: 770,9 g/mol
[M+Na], Ausbeute 63 % (0,43 Q)

Kupplungsreaktionen mit CBZ-Glycin und CBZ-geschéiiz Lysin

2-Tetradecylhexadecanséaure-(2-aminoethyl)aBtdwvurde jeweils im Verhaltnis 1:1:1 mit
CBZ-geschutztem Glycin bzw. CBZ-geschiitztem Lysind tHOBt in 10 ml Dichlormethan
suspendiert und mit der 1,5fachen molaren Menge D€€etzt. Der Reaktionsansatz wurde
zunachst klar. Der im Anschluss daran gebildetdde/&liederschlag wurde abfiltriert und aus
Heptan sowie aus Methanol umkristallisiert.

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2-(carboxybenzyl)amo-1-oxoethyllaminoethyl}amid
75%  E;4CBZGly

Verbindung75 (MF021104) wurde durch Umsetzung von 0,50 g (1,Colpr3-Tetradecyl-
hexadecanséaure-(2-aminoethyl)am&Bsmit 0,21 g (1,0 mmol) CBZ-Glycin hergestelie
analytischen Daten entsprachen den Angaben deatité®®* ESI-MS: positiv: 686,9 g/mol
[M+H], Ausbeute 69 % (0,48 g)

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2,6-(dicarboxybenzyiamino-1-oxohexyllaminoethyl}-
amid - 76* E14diCBZLys

Verbindung76 (MF100305) wurde durch Umsetzung von 0,50 g (1,0ofhr@-Tetradecyl-
hexadecanséaure-(2-aminoethyl)ami@® mit 0,42 g (1,0 mmol) CBZ-geschitztem Lysin
hergestellt.Die analytischen Daten entsprachen den AngabenLiteratur®®®® ESI-MS:
positiv: 914,9 g/mol [M+Na], Ausbeute 54 % (0,49 g)

Kupplungsreaktion mit aktiviertem, BOC-geschiitztieysin

Die Carbonsaureamide mit einem Ethylendiamin- bBwtylendiamin-SpaceB0-33/45-47
(E14, E16, P4, Pis Und B2, E14116 E1su19 Wurden jeweils in einem 50 ml Rundkolben in 10 ml

abs. Dichlormethan gelost und unter Ruhren mit DBiBIG/sinhydroxysuccinimid im
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Verhéltnis 1:1 und wenigen Tropfen Triethylamin sadrt. Die Substanzen mit einem
Tris(aminoethyl)amin-Spacet0/48-50(T14, T12, T1an6 Und Ti6) Wurden aufgrund der zwei

vorhandenen freien Aminogruppen mit DiBOC-Lysinhydrsuccinimid im Verhaltnis 1:2

umgesetzt. Der Reaktionsansatz wurde zwolf Stungeriihrt und darauf folgend am
Rotationsverdampfer eingeengt. Die Abspaltung @diug&gruppe erfolgte unter Verzicht der
Aufreinigung der BOC-geschiitzten Zwischenprodukte.

Variante A: Entfernen der BOC-Schutzgruppen durababe von konz. Salzséure

Die BOC-Schutzgruppen der Verbindung86/91-116 wurden ohne vorherige Produkt-
reinigung direkt nach der Kupplung mit DiBOC-Lysyamoxysuccinimid durch Zugabe
weniger Tropfen konz. Salzsdure zu einer Susperd@gorSubstanzen in 10 ml Ethylacetat
unter Ruhren Uber zwei Stunden entfernt. Das Ld&suittel wurde anschlielend am
Rotationsverdampfer entfernt. Im Vakuum ubeiO4f getrocknet konnten die Produkte
chromatographisch mit einem Elutionsgemisch aus oi@fdrm/Methanol/Ammoniak

steigender Polaritat unter Verwendung des MPLCraheens gereinigt werden.

Variante B: Entfernen der BOC-Schutzgruppen duriciteEen von HCI-Gas

Die Verbindunger67-74 (E;sBOCGIly, EsBOCGIy, R4BOCGly, R¢BOCGIly, E,BOCLeu,
E1sBOCMet, R,BOCThr und EBOCPro) wurden in einem 50ml Zweihalskolben in 10ml
Ethylacetat unter Rihren suspendiert. Diesen Ssgp®n wurde fiur 15 Minuten HCI-Gas
zugefihrt. Die Kolben wurden daraufhin fest vereskén und solange gertihrt, bis sich eine
klare Losung bildete. Nach dem Entfernen des Eteytds am Rotationsverdampfer wurden
die Verbindungen séaulenchromatographisch mit eifgaotionsgemisch aus Chloroform/-

Methanol/Ammoniak steigender Polaritat gereinigt.

Variante C: _Entfernen der CBZ-Schutzgruppen durgbriérung

Die Verbindunger/5 (E;4CBZGly) und 76 (E14diCBZLys) wurden in einem Gemisch aus
jeweils 10ml Isopropanol und Ethylacetat suspendied in ein Hydriergefald Gberfihrt. Dem
Reaktionsansatz wurden zwei Spatelspitzen Pallagitimkohle 10 % als Katalysator

zugefugt. Nach erfolgter Evakuierung des Hydriei§es wurde dieses in die

Hydrierapparatur eingesetzt und mit, Hbefullt. Die Hydrierung erfolgte unter
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Wasserstoffatmosphare innerhalb von 24 Stunden.Ahlmchlul3 wurde die Aktivkohle
sorgfaltig abfiltriert und das Ldsungsmittelgemisain Rotationsverdampfer entfernt. Die
Reinigung der Produkte erfolgte saulenchromatogsaphmit einem Elutionsgemisch aus
Chloroform/Methanol/Ammoniak steigender Polaritét.

Die Abspaltung der verschiedenen SchutzgruppenLigeds 77 sollte ebenfalls durch das
Hydrierungsverfahren erfolgen. Das erhaltene Radlydtbwurde zunachst in einem Gemisch
aus abs. Ethanol und Ethylacetat suspendiert uolfeslgend in der Hydrierapparatur bei
30°C und einem Druck von 3bar tiber mehrere TagéhgerAnschlie3end wurde filtriert und
das Losungsmittelgemisch am Rotationsverdampfdermt Durch Zugabe konz. Salzsdure
zur Suspension des Zwischenproduktes in Ethylacktainte letztlich entsprechend
Variante A auch die BOC-Schutzgruppe aus der Veing unter Erhalt des Lipid88
entfernt werden.Die Reinigung des Produktes erfolgte mittels MPLGt minem

Elutionsgemisch aus Chloroform/Methanol/-Ammonitkgender Polaritat.

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-1-oxoethylanoethyllamid - 78* B4Gly
Das 2-Tetradecylhexadecanséaure-[2-(2-amino-1-oxathinoethyllamid78 (MF191004II)
wurde sowohl nach Variante B aus 0,58 g (0,9 mnialBOCGIly 67, Ausbeute: 43 %
(0,21 g), als auch nach Variante C aus 0,48 gr{tndl) E4,CBZGly 75, Ausbeute: 37,5 %
(0,14 g), hergestellt. Die analytischen Daten earspen der Literatui?® ESI-MS: positiv:
552,6 g/mol [M+H] und 1104,4 g [2M+H]

2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(2-amino-1-oxoethyl)anoethyllamid - 79* BeGly
Das 2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(2-amino-1-oxdettmynoethyl]amid79 (MF301104II)
wurde nach Variante B aus 0,47 g (0,7 mmalBBECGIly 68 hergestellt. Die analytischen
Daten entsprachen der Literafdf® Ausbeute: 64 % (0,26 g) ESI-MS: positiv: 608,6 g/m
[M+H]

2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2-amino-1-oxoethyfanobutyllJamid - 80* P4Gly
Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2-amino-1-oxbathinobutyllamid80 (MF291104lI)
wurde nach Variante B aus 0,51 g (0,7 mmalBRPCGly 69 hergestellt. Die analytischen
Daten entsprachen der Literafdf® Ausbeute: 74 % (0,32 g) ESI-MS: positiv: 581,7 gf/m
[M+H] und 1160,2 g/mol [2M]
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2-Hexadecyloctadecansaure-[4-(2-amino-1-oxoethyl)anobutyl]lamid - 81* ReGly
Das 2-Hexadecyloctadecansaure-[4-(2-amino-1-oxdetmynobutyllamid81 (MFO080305II)
wurde nach Variante B aus 0,46 g (0,6 mmakBP®CGly 70 hergestellt. Die analytischen
Daten entsprachen der Literafdf® Ausbeute: 43 % (0,17 g) ESI-MS: positiv: 637,2 g/m
[M+H]

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-4-methyl-1xopentyl)aminoethyllamid - 82*
Eisleu

Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-4-mdtopopentyl)aminoethyllamid 82
(MF2710041I1) wurde nach Variante B aus 0,48 g (Qvol) E4BOCLeu71 hergestellt. Die
analytischen Daten entsprachen der Liter&tf#:Ausbeute: 41 % (0,17 g) ESI-MS: positiv:
609,8 g/mol [M+H]

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-4-methylthid-oxobutyl)aminoethyllamid 83*
Ei14Met

Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-4-migibyl-oxobutyl)aminoethyl]amid33
(MF031104Il) wurde nach Variante B aus 0,42 g (@r6ol) E,BOCMet 72 hergestellt. Die
analytischen Daten entsprachen der Liter&tft:Ausbeute: 77 % (0,28 g) ESI-MS: positiv:
627,5 g/mol [M+H]

2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2-amino-3-hydroxy-bxobutyl)aminobutyllamid - 84*
P14Thr

Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2-amino-3-hydiegxobutyl)aminobutyllamid 84
(MF281104Il) wurde nach Variante B aus 0,46 g (@r6ol) R,BOCThr 73 hergestellt. Die
analytischen Daten entsprachen der Liter&tf#:Ausbeute: 66 % (0,26 g) ESI-MS: positiv:
625,8 g/mol [M+2H]

2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(pyrrolidin-2yl-carboglamino)aminoethyllamid - 85*
E16Pro

Das 2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(pyrrolidin-2yboaylamino)aminoethyllamid 85
(MF011204Il) wurde nach Variante B aus 0,43 g (@r6ol) EEsBOCPro74 hergestellt. Die
analytischen Daten entsprachen der Liter&tf#:Ausbeute: 75 % (0,28 g) ESI-MS: positiv:
649,9 g/mol [M+2H]
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2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2tért.butoxycarbonyl)amino-5-guanidino-1-oxopen-
tyllaminoethyl}amid - 87 E;4,BOCArg

Durch Umsetzung von 0,23g (0,5 mmol) 2-Tetradecgdldecansaure-(2-aminoethyl)andd
mit 0,25 g (0,5 mmol)N,-(tert-Butoxycarbonyl)Ns,N,-di-Carboxybenzyl-L-arginin unter
Verwendung von 0,24 g (0,5 mmol) PyBOP als Kupptweaggenz wurde zunéchst Ver-
bindung 77 hergestellt.Dazu wurden die einzelnen Komponenten in 10 ml Dichethan
aufgenommen und mit einigen Tropfen TEA versetzciNeinem Reaktionszeitraum von
zwolf Stunden erfolgte die Aufarbeitung durch Rtion und dreimaligem Waschen der
organischen Phase. Nachfolgend wurde UbeiSNa getrocknet, erneut filtriert und das
Dichlormethan am Rotationsvakuumverdampfer entfeldie CBZ-Schutzgruppen der
erhaltenen Verbindung wurden entsprechend Vari@reis dem Molekul entfernt und somit
das 2-Tetradecylhexadecanséaure-{2-[2-(tert.butobarayl)amino-5-guanidino-1-oxopen-
tyl]-aminoethyl}amid87 erhalten. Die Verbindung wurde als Rohprodukt greitimgesetzt.
MF090809  GsHggNeOs {»OJL

M = 751,18 g/mol i
o RANE GE.ACOSe00e
Ry 0,52 (LM 5)

ESI-MS: positiv: 751,9 g/mol [M+H]

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-5-guanidint-oxopentyl)aminoethyllJamid 88
E14Arg

Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-5-gusniittoxopentyl)aminoethyllamid8
wurde nach Variante A aus 2-Tetradecylhexadecaed@d2-(tert.butoxycarbonyl)amino-5-
guanidino-1-oxopentyllaminoethyl}ami8@7 hergestellt. Die Durchfihrung der MPLC fluhrte
nicht zu der erzielten Reinigung der Verbindung.

MF100809  GgH7gNeO: - S
M = 651,07 g/mol “ZNY“V\)\W“wH\m
Ry 0,33 (LM 5) - -
ESI-MS: positiv: 651,6 g/mol [M+H]

2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohexX@minoethyl]lamid - 91 EoLys
Das 2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2,6-diamino-1-exghaminoethyllamid1 wurde durch
Umsetzung von 1,00 g (3,0 mmol) 2-Dodecyltetradséare-(2-aminoethyl)amidt5 mit
1,01 g (3,0 mmol) DIiBOC-Lysinhydroxysuccinimid hesggellt. Die BOC-Schutzgruppen
wurden entsprechend Variante A aus dem Molekukeemtf Die Verbindun@®1 konnte DC-
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rein erhalten werden, enthielt jedoch grofe MengerLosungsmittel und Wasser, welche
nicht durch Trocknungsprozesse im Vakuum Ub€s@®der am Rotationsvakuumverdampfer
Uber mehrere Stunden bis Tage entfernt werden &onnEolglich war eine exakte

Auswertung deSHNMR-Spektrums nicht méglich.

MF200809  G4H7oN4O;

NH, o
M = 566,95 g/mol M“m
Ry: 0,48 (LM 5) ° i

ESI-MS: positiv: 568,0 g/mol [M+H]
HR-ESI-MS: ber.: 567,5572 g/mol gef.: 567,5587 @/m

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohghaminoethyllamid - 86* E;4Lys
Verbindung86 (MF100305I1l) wurde zum einen durch Umsetzung vor5@ (1,5 mmol)
2-Tetradecylhexadecanséaure-(2-aminoethyl)a@®dmit 0,67 g (1,5 mmol) DiBOC-Lysin-
hydroxysuccinimid hergestellt. Die BOC-Schutzgruppeairden entsprechend Variante A aus
dem Molekil entfernt. Zum anderen konnte das Tektgnslipid durch Abspaltung der
Schutzgruppen nach Variante C aus 0,49 g (0,5 nadmolyerbindung E14diCBZLyS6
erhalten werden. Die analytischen Daten entspradaerAngaben der Literatl¥?* ESI-MS:
positiv: 623,9 g/mol [M+H] und 1246,8 g/mol [2M+Husbeute: Variante A: 66 % (0,62 g),
Variante C: 38 % (0,13 g)

2-Tetradecyloctadecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohgRaminoethyllamid - 93 Ej414d-yS
Das 2-Tetradecyloctadecanséaure-[2-(2,6-diaminodhexyl)aminoethyllJamid 93 wurde
durch Umsetzung von 1,10 g (2,1 mmol) 2-Tetradextglbecansaure-(2-aminoethyl)ardié
mit 0,93 g (2,1 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimigergestellt. Die BOC-Schutzgruppen
wurden entsprechend Variante A aus dem Molekikeemitf
MF231009  GoHs2aN4O;
M = 651,10 g/mol N o
Ry 0,48 (LM 5) “zNW\)TN“HW
Ausbeute: 56,95 % (0,78 )
ESI-MS: positiv: 651,6 g/mol [M+H]
HR-ESI-MS: ber.: 651,6511 g/mol gef.: 651,6504 @/m
EA: ber.: C=68,09 % H=12,14 % N = 7,94 % (+OLHCI)

gef.. C=67,95% H =12,06 % N = 7,93 %
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'H-NMR: 400 MHz,CDCL/CDs0D, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jcycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CH,-CHy-]); 1,17-1,55 (62H, m, [BC-(CH2)13] und [HsC-(CH2)15-] sowie
2 [HoN-]) und [HoN-CH2-CH>-]; 1,58-1,68 (2H, m, [BN-(CHy)>-CH2-]); 1,68-
1,78 (2H, m, [HN-(CH)s-CH,-CH-]); 2,05-2,15 (1H, m, [-CO-B(CHy)>-]);
2,89 (2H, t3Jchycrz = 7,1Hz [HN-CH-]); 3,23-3,27 (4H, m, [-HN-(El2)2-]);
3,41-3,46 (1H, tlcricre= 6,6 Hz [NH-CH-CO-])

2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohd)ygminoethyllamid - 94  BelLys
Das 2-Hexadecyloctadecanséaure-[2-(2,6-diamino-Texg)aminoethyllamid 94 wurde
durch Umsetzung von 1,00 g (1,8 mmol) 2-Hexadedghbecanséure-(2-aminoethyl)andd
mit 0,80 g (1,8 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimigergestellt. Die BOC-Schutzgruppen
wurden entsprechend Variante A aus dem Molekieemitf

MF240209  GoHgeN4O:

—_ NH; (0]
R 0,58 (LM 5) 0

Ausbeute: 40 % (0,49 g)

ESI-MS: positiv: 680,0 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 679,6824 g/mol gef.: 679,6824 g/m

EA: ber.. C=74,28 % H=12,76 % N = 8,25 %
gef:C=7381%H=12,44% N=7,99 %

'H-NMR: 400 MHz,CDCL/CD;0D, & [ppm] = 0,84 (6H, t3Jcrucr, = 6,6 Hz, 2 HsC-
CH,]); 1,15-1,54 (68H, m, 2 [BC-(CH2)15] und 2 H2N-] sowie [HbN-CH,-
(CH2)2-]; 1,62-1,70 (2H, m, [BN-(CH,)s-CH»-CH-]); 2,02-2,10 (1H, m [-CO-
CH(CH,)]); 2,69 (2H, t,*Jorwcr, = 7,1Hz [HN-CH-]); 3,19-3,24 (4H, m,
[-HN-(CH2)2-]); 3,26(1H, t3Jchicre = 6,6 Hz [NH-CH-CO-])

2-Tetradecylicosa-11-ensaure-[2-(2,6-diamino-1-oxekyl)aminoethyl]amid - 96

E1sundys

Das 2-Tetradecylicosa-11-ensaure-[2-(2,6-diamirmxdhexyl)aminoethyllamid96 wurde
durch Umsetzung von 0,48 g (0,9 mmol) 2-Tetradeogh-11-ensaure-(2-aminoethyl)-
amid47 mit 0,39 g (0,9 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimibdergestellt. Die BOC-
Schutzgruppen wurden entsprechend Variante A ansMiaekul entfernt.

MF080110  GoHssN4O;

M =677,14 g/mol
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R:: 0,70 (LM 5) NFe 0

ausbeute: 669 039g) | L W T

ESI-MS: positiv: 678,1 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 677,6667 g/mol gef.: 677,6663@/m

EA: ber.. C=67,25% H =11,56 % N = 7,47 % (+2HC
gef..C=6758% H=11,89% N=7,57 %

'H-NMR: 400 MHz,CDCIly/CDsOD, & [ppm] = 0,83 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHx-]); 1,15-1,54 (58H, m, [kC-(CH2)13] und [HsC-(CH3)s-CH,-CH=CH-
CH,-(CHy)7-] sowie 2 H2N-]) und [HoN-CH-CH»-]; 1,60-1,71 (2H, m, [BN-
(CH,)-CH3)); 1,73-1,82 (2H, m, [bN-(CH,)s-CH,-CH-]); 1,87-2,00 (4H, m [-
CHx-CH=CH-CH>]); 2,05-2,14 (1H, m, [-CO-B(CHy).-]); 2,89 (2H, t,
3JctcH: = 7,AHz [HN-CH2]); 3,18-3,32 (4H, m, [-HN-E»-CH2-NH-CO]);
3,56 (1H, t3Jchick = 6,6 Hz [NH-CH-CO-]); 5,26-5,34 (2H, m, [-B=CH-])

2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2,6-diamino-1-oxohghaminobutyllamid - 92 PiLys
Das 2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2,6-diaminoghexyl)aminobutyllJamid 92 wurde
durch Umsetzung von 1,10 g (2,1 mmol) 2-Tetradexxydidecansaure-(4-aminobutyl)ar3il
mit 0,93 g (2,1 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimigergestellt. Die BOC-Schutzgruppen
wurden entsprechend Variante A aus dem Molekikeemitf

MF180809  GoHsaN4O;

M = 651,11 g/mol e it
Ry: 0,55 (LM 5) o

Ausbeute: 61 % (0,83 g)

ESI-MS: positiv: 652,5 g/mol [M+H]

EA: ber.: C = 68,09 % H = 12,14 % N = 7,94 %(+4OHLHCI)
gef.. C=68,65% H =11,71 % N =8,00 %

'H-NMR: 400 MHz,CDCIy/CDs0OD, & [ppm] = 0,85 ( 6H, t3Jchycr, = 6,6 Hz, 2 H4C-
CHy]); 1,16-1,59 (62H, m, 2 [EC-(CH2)15] und [-NH-CH-(CH2),-CHo-NH-]
sowie 2 HoN-] und [HoN-CHy-CH»-; 1,60-1,77 (4H, m, [lN-(CHy)2-(CH2),-
CH-]); 2,01-2,10 (1H, m [-CO-B(CH,)>]); 2,88 (2H, t,%Jchycr. = 7,1Hz
[H2oN-CH.-]); 3,13-3,23 (4H, m, [-HN-@5-(CH,),-CH»-NH-]); 3,38 (1H, t,
3Jchicre = 6,6 Hz [HN-CH-CO-])
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2-Hexadecyloctadecansaure-[4-(2,6-diamino-1-oxohdygminobutyllamid - 95  PRgLys
Das 2-Hexadecyloctadecansaure-[4-(2,6-diamino-Tyexgl)aminobutyllamid 95 wurde
durch Umsetzung von 0,19 g (0,3 mmol) 2-Hexadedgtbecansaure-(4-aminobutyl)andad
mit 0,15 g (0,3 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimigergestellt. Die BOC-Schutzgruppen
wurden entsprechend Variante A aus dem MolekUeemitf

MF041208  G4HooN4O;

Ry: 0,58 (LM 5) 0

Ausbeute: 69 % (0,16 Q)

ESI-MS: positiv: 708,1 g/mol [M+H]

EA: ber.: C=64,75 % H = 11,86 % N = 6,86 % (+2HZH,0)
gef.. C=64,98% H=11,89% N=7,07%

'H-NMR: 400 MHz,CDCIl/CDs0D, & [ppm] = 0,81 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CH.-]); 1,12-1,55 (70H, m, 2 [§C-(CH2)15-] und [-NH-CH-(CH2)2-CHo-NH-]
sowie 2 HzN-] und [FhN-CH,-CH»,-]; 1,61-1,74 (2H, m, [BN-(CH,)2-CH2-]);
1,74-1,86 (2H, m, [pN-(CHy)s-CH.-]); 1,98-2,07 (1H, m [-CO-8(CHy)x]);
2,88 (2H, tJchzcH: = 7,1 Hz [HN-CHy-]); 3,09-3,24 (4H, m, 2 [-HN-82-]);
3,73 (1H, t3Jcnicre = 6,6 Hz [NH-CH-CO-))

2-Dodecyltetradecansaure-{2-[2-(2,6-diamino-1-oxokgl)aminoethyl-2-dodecyltetra-
decanoylaminoethyllaminoethylamid - 97  T,DimerLys

Das Transfektionslipi®7 wurde durch Umsetzung von 0,50 g (0,6 mmol) 2-Dyglietra-
decansaure-[2-(2-aminoethyl-2-dodecyltetradecamaiylaethyl)amino-ethyllJamid 52 mit
0,50 g (1,2 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid heggellt. Die BOC-Schutzgruppen
wurden entsprechend Variante A aus dem Molekikemitf Die Verbindung konnte DC-rein
erhalten werden, enthielt jedoch grof3e Mengen auhgsmittel und Wasser, welche nicht
durch Trocknungsprozesse im Vakuum Ubgddbder am Rotationsvakuumverdampfer tber
mehrere Stunden bis Tage entfernt werden konnten.

MF201009 HZN\/\/\A[NHZ

Ce4H130N6O3 HNH °

Ry 0,11 (LM 2) ] ]

ESI-MS: positiv: 1031,7 g/mol [M]
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2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2-(2,6-diamino-1-okexyl)aminoethyl-2-tetradecyl-
hexadecanoylaminoethyllaminoethylamid - 98 Ti4sDimerLys

Die Verbindung98 wurde durch Umsetzung von 0,14g (0,21mmol) 2-Tetgliexadecan-
saure-[2-(2-aminoethyl-2-tetradecylhexadecanoylaetimyl)aminoethyllamidc3 mit 0,12 g
(0,2 mmol) DIBOC-Lysinhydroxysuccinimid synthetigieDie BOC-Schutzgruppen wurden
entsprechend Variante A aus dem Molekul entferts Dransfektionslipid wurde DC-rein
erhalten. GrolRere Mengen Wasser und Losungsmitteintkn jedoch nicht durch
Trocknungsprozesse im Vakuum ubefsOP oder am Rotationsvakuumverdampfer tber
mehrere Stunden bis Tage entfernt werden und \wehen folglich die Auswertung

analytischer Daten. HZNV\/\INHZ
MF290908 N0

M = 1143,97 g/mol " "
Re: 0,18 (LM 2)

ESI-MS: positiv: 1144,9 g/mol [M+H]

2-Dodecyltetradecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-oxaxyl)aminoethyl]Jaminoethyl}amid
(99) TidiLys

Die Darstellung von kdiLys 99 erfolgte durch Umsetzung von 0,49 g (0,9 mmol)
2-Dodecyltetradecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)antimgiamid 48 mit 0,83 g (1,8 mmol)
DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender pdisung der Schutzgruppen nach

Variante A.
(o]

MF281009  GyHg:NgOs MA

NH

M = 781,25 g/mol Q Q
9 HZNM)LN/\/N\/\N
Ry: 0,54 (LM 6) Nk 3

Ausbeute: 0,31 g (aus Rohprodukt)

ESI-MS: positiv: 781,6 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 781,7361 g/mol gef.: 781,7365@/m

EA: ber.: C =64,66 % H = 11,84 % N = 13,71 % HQ)
gef.: C=65,05% H=12,04 % N = 13,50 %

'H-NMR: 500 MHz,CDCIly/CDsOD, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jchycr. = 6,7 Hz, 2 HsC-
CHa-]); 1,20-1,55 (60H, m, 2 [BC-(CH2)11-] und 2 [HN-CH,-(CH3),-] sowie
4 [H,N-]); 1,66-1,74 (4H, m, 2 [bN-(CH,)s-CH,-CH-]); 2,09-2,17 (1H, m
[-CO-CH(CHy,)2]); 2,55-2,64 (6H, m [-N(El2)s]); 2,68 (4H, t,3Jcrache =
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7,1Hz, 2 [BN-CH.-]); 3,20-3,27 (6H, m, 3 [-B,-NH-COJ); 3,28-3,32 (2H, m,
2 [HN-CH-CO-]);

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-akexyl)aminoethyllaminoethyl}-

amid - 100  Ty4diLys

Die Darstellung des Lipids1IdiLys 100 erfolgte durch Umsetzung von 0,09 g (0,2 mmol)
2-Tetradecylhexadecanséaure-[2-bis(2-aminoethyl)agathyl]amid 40 mit 0,07 g (0,4 mmol)
DIBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender pdisung der BOC-Schutzgruppen
nach Variante A.

MF040209  GgH10dNsOs HZNMNH

M = 837,36 g/mol o N o

R omame T

Ausbeute: 46 % (0,06 g)

ESI-MS: positiv: 837,8 g/mol [M+H]

EA: ber.: C =63,33 % H =11,29 % N = 12,31 % H€2)
gef.. C=63,30 % H=11,02% N = 11,62 %

'H-NMR: 400 MHz,CDCIly/CDs0D, & [ppm] = 0,83 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHyx]); 1,16-1,56 (68H, m, 2 [BC-(CH.)13] und 2 [HN-CHy-(CH>),-] sowie
4 [H,N-]); 1,60-1,70 (4H, m, 2 [BN-(CHy)s-CH-]); 1,98-2,07 (1H, m [-CO-
CH(CHy)2-]); 2,51-2,61 (6H, m [-N(El2)s]); 2,70 (4H, t,*Jchycr. = 7,1 Hz, 2
[H2N-CH,-]); 3,17-3,25 (6H, m, 3 [-B2-NH-CO]); 3,27-3,30 (2H, m, 2 [#N-
CH-CO-])

2-Tetradecyloctadecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-@hexyl)aminoethyllaminoethyl}-
amid - 101 TysndiLys

Die Darstellung der Verbindungi4:giLys 101 erfolgte durch Umsetzung von 0,26 g
(0,4 mmol) 2-Tetradecyloctadecansaure-[2-bis(2-aetimyl)aminoethyllamid49 mit 0,38 g
(0,9 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anséfdender Abspaltung der BOC-
Schutzgruppen nach Variante A.

MF211009  GoH104NgO3 o

M = 865,41 g/mol AR

NH
o ? o

Tl eSS Ates Cocoooan

Ausbeute: 35 % (0,13 g)
ESI-MS: positiv: 865,6 g/mol [M]
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HR-ESI-MS: ber.: 865,8305 g/mol gef.: 865,8304 @/m

EA: ber.. C=67,98 % H=12,09 % N = 12,68 %1t,0)
gef.. C=68,04 % H=11,59 % N =13,20 %

'H-NMR: 400 MHz,CDCL/CDs0D, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHy-]); 1,15-1,55 (72H, m, [6C-(CH2)15-] und [HsC-(CH2)13-] sowie 2 [HN-
CHz-(CHy)2] und 4 HoN-]); 1,63-1,74 (4H, m, 2 [bN-(CH,)3-CH»-]); 2,04-
2,13 (1H, m [-CO-EI(CH,)--]); 2,50-2,61 (6H, m [-N(E»)s]); 2,66 (4H, t,
3Jcroche = 6,6 Hz, 2 [HN-CH»-]); 3,17-3,24 (6H, m, 3 [-B>-NH-CO])); 3,24-
3,29 (2H, m, 2 [AN-CH-CO-])

2-Hexadecyloctadecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-okexyl)aminoethyllaminoethyl}-

amid - 102  TediLys

Die Darstellung von TdiLys 102 erfolgte durch Umsetzung von 0,50 g (0,8 mmol)
2-Hexadecyloctadecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)aatmglamid 50 mit 0,70 g (1,6mmol)
DIiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender pdisung der BOC-Schutzgruppen
nach Variante A.

MF300309  GoH10gNgOs W\A

M = 893,47 g/mol o o

v osmme |

Ausbeute: 85 % (0,61 g)

ESI-MS: positiv: 893,8 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 893,8632 g/mol gef.: 893,8617 @/m

EA: ber.:. C=68,52 % H=12,16 % N = 12,29 % HQ)
gef.: C=68,52% H=11,88 % N =12,08 %

H-NMR: 400 MHz,CDCIy/CDsOD, & [ppm] = 0,87 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHx]); 1,19-1,56 (80H, m, 2 [C-(CH2)15-] und 2 [HhN-CH,-(CHy),-] sowie
4 [H2N-]); 1,64-1,74 (4H, m, 2 [bN-(CH,)s-CH»-]); 2,10-2,19 (1H, m [-CO-
CH(CH,)2-]); 2,55-2,63 (6H, m [-N(El2)s-]); 2,67 (4H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2
[H2N-CH2-]); 3,20-3,28 (8H, m, 3 [-B,-NH-CO] und 2 [HN-CH-CO-])
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2-Dodecyltetradecansaure-{2-(2-aminoethyl)-[2-(2,8amino-1-oxohexyl)aminoethyl]-
aminoethyllamid - 103 TiomonolLys

Das 2-Dodecyltetradecansaure-{2-(2-aminoethyl)dB{diamino-1-oxohexyl)aminoethyl]-
aminoethyllamid wurde als Nebenprodukt bei der Umseg von 0,49 g (0,9 mmol)
2-Dodecyltetradecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)antimgiamid 48 mit 0,83 g (1,8 mmol)
DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschlieRender pdisung der BOC-Schutzgruppen
entsprechend Variante A erhalten. Das Nebenprodukde DC-rein erhalten. GroRRere
Mengen Wasser und Lésungsmittel, die nicht durabcRmungsprozesse im Vakuum Uber
P,Os oder am Rotationsvakuumverdampfer Gber mehrered8tubis Tage entfernt werden
konnten, verhinderten jedoch die Auswertung arsdiier Daten.

MF271009  GgHsoNeO:

M = 653,08 g/mol o o

Ry: 0,27 (LM 5) “ZNMHN”wH\m
Ausbeute: 0,05 g (Nebenprodukt) =
ESI-MS: positiv: 653,6 g/mol [M+H]

NH;

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-(2-aminoethyl)-[2-(8;diamino-1-oxohexyl)aminoethyl]-

aminoethyllamid - 104 TigmonolLys

Das Transfektionslipid 2-Tetradecylhexadecansagré2{aminoethyl)-[2-(2,6-diamino-1-

oxohexyl)aminoethyl]aminoethyl}amid entstand alsbEeprodukt bei der Umsetzung von

0,09 g (0,2 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-[@2tasinoethyl)aminoethyl]amid0 mit

0,07 g (0,4 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid unahschlielBender Abspaltung der

BOC-Schutzgruppen nach Variante A.

MF221009  GoHssNeO: N

M = 709,6 g/mol H?“WNNNwNM

Ry 0,23 (LM 5) NH :

Ausbeute: 0,04 g (Nebenprodukt)

ESI-MS: positiv: 709,6 g/mol [M+H]

'H-NMR: 400 MHz,CDCIy/CDsOD, & [ppm] = 0,88 (6H, t3Jchycr. = 6,7 Hz, 2 HsC-
CHz-]); 1,20-1,56 (62H, m, 2 [C-(CH2)13-] und [HoN-CH-(CHJ).-] sowie 3
[H2N-]); 1,71-1,78 (2H, m, [BEN-(CH))s-CH,]); 2,20-2,28 (1H, m [-CO-
CH(CH,)]); 2,58-2,70 (4H, m [-NH-CHHCH,-N-CH,-CH,-NH-]); 2,76-2,82
(2H, m, [HLN-CH,-CH2-N-]; 2,92-3,04 (4H, m, 2 [bN-CH»-]); 3,20-3,34 (4H,
m, 2 [-CH>-NH-COJ)); 3,41-3,45 (1H, m, [bN-CH-CO-])
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2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-akexyl)amino]-1-oxoethyl}amino-
ethyl)amid - 105 E4GlyLys

Die Darstellung von 2-TetradecylhexadecansaurgZ2Z,6-diamino-1-oxohexyl)amino]-1-
oxoethyl}aminoethyl)amidLO5 erfolgte durch Reaktion von 0,13 g (0,2 mmol) 2rd@ecyl-
hexadecansaure-[2-(2-amino-1-oxoethyl)aminoethyijan mit 0,10 g (0,2 mmol) DIBOC-
Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender Abspatuder BOC-Schutzgruppen nach
Variante A.

MF190609  GoHsiNsO3

M = 680,10 g/mol 0 " 0
HoN N~

Ausbeute: 69 % (0,11 g)

ESI-MS: positiv: 680,4 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 680,6512 g/mol gef.: 680,6404 @/m

'H-NMR: 400 MHz,CDCIl/CDs0D, & [ppm] = 0,83 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHz]); 1,12-1,54 (58 H, m, 2 [§€C-(CH)13] und [HoN-CH,-CH»-] und 2
[HoN-]); 1,62-1,72 (2H, m, [BN-(CH;).-CH2-]); 1,78-1,88 (2H, m, [kIN-
(CHy)3-CH»]); 2,00-2,10 (1H, m [-CO-8B(CH,)2]); 2,89 (2H, t,*JchcH. =
7,1 Hz [HEN-CH»-]); 3,18-3,24 (4H, m [-HN-(El,)>-NH-]); 3,38-3,42 (1H, m
[H2N-CH-CO-]); 3,70-3,96 (2H, m [-NH-8,-CO-])

2-Hexadecyloctadecanséaure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-okexyl)amino]-1-oxoethyl}amino-
ethyl)amid - 106 E6GlyLys

Die Darstellung des Transfektionslipidgs&lyLys 106 erfolgte durch Umsetzung von 0,15 g
(0,2 mmol) 2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(2-amirm:dethyl)aminoethyllamid 79 mit
0,11 g (0,2 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid unanhschlieRender Abspaltung der
BOC-Schutzgruppen nach Variante A.

MF200709  G4HggNsO3

M = 736,21 g/mol i i
HAS1E 48000000604
Ry: 0,32 (LM 5) NH, o

Ausbeute: 39 % (0,07 g)

ESI-MS: positiv: 737,2 g/mol [M+H]

EA: ber.: C=63,89 % H=11,33 % N = 8,47 % (+2H&0)
gef.. C=63,37 % H=11,20% N =8,78 %
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'H-NMR: 400 MHz,CDCL/CDs0D, & [ppm] = 0,86 (6H, t3Jcrucr, = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHx]); 1,17-1,58 (66H, m, 2 [§C-(CH2)i5] und [HoN-CH,-CHy-] und 2
[HoN-]); 1,64-1,77 (2H, m, [bN-(CHy)>-CH2-]); 1,82-1,94 (2H, m, [bN-
(CHo)s-CH2-]); 2,07-2,15 (1H, m [-CO-B(CHy)2]); 2,95 (2H, t,*Jcyche =
7,1 Hz [HN-CH-]); 3,22-3,28 (4H, m [-HN-(El,),-NH-]); 3,40-3,45 (1H, m
[H2N-CH-CO-]); 3,80-3,95 (2H,m[-NH-8,-CO-])

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{[2-(2,6-diamino-1-akexyl)amino]-1-oxoethyl}amino-
butyl)amid - 107 PL4GlyLys

Die Verbindung RGlyLys 107 konnte durch Umsetzung von 0,10g (0,2 mmol) 2-
Tetradecylhexadecansaure-[4-(2-amino-1-oxoethyhabnityllamid80 mit 0,08 g (0,2mmol)
DIiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender pdisung der BOC-Schutzgruppen
entsprechend Variante A erhalten werden. Fur diecliduhrung weiterer Untersuchungen
war die erhaltene Produktausbeute jedoch nicheainsand.
MF031208  GHssNsO3 _

(e}
M = 708,16 g/mol 2 N
“7os100mo RS AREACCC000S
R 0,26 (LM 5)

ESI-MS: positiv: 708,5 g/mol [M+H]
HR-ESI-MS: ber.: 708,6725 g/mol gef.: 708,6721 g/m

2-Hexadecyloctadecanséaure-(4-{[2-(2,6-diamino-1-okexyl)amino]-1-oxoethyl}amino-
butyl)amid - 108 PeGlyLys

Das Transfektionslipid #GlyLys 108 wurde durch Umsetzung von 0,11 g (0,2 mmol) 2-
Hexadecyloctadecansaure-[4-(2-amino-1-oxoethyl)abutyl]amid81 mit 0,08 g (0,2 mmol)
DIiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender pdisung der BOC-Schutzgruppen
entsprechend Variante A dargestellt.

MF091009  GgHo3NsO3

M = 764,26 g/mol H N ~~
R 0,65 (LM 5)

Ausbeute: 83 % (0,11 g)

ESI-MS: positiv: 765,3 g/mol [M+H]

HR-ESI-MS: ber.: 764,7351 g/mol gef.: 764,7346 g/m

'H-NMR: 400 MHz,CDCIy/CDs0D, & [ppm] = 0,86 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHy-]); 1,17-1,57 (70H, m, 2 [BC-(CH2)15-] und [-NH-CH,-(CH,),-]) sowie
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[H2N-CH,-CH -] und 2H,N-]); 1,67-1,77 (2H, m, [bN-(CHy)2-CH,-]); 1,85-

1,94 (2H,m,[HN-(CH)s-CH2-]); 2,06-2,12 (1H, m [-CO-8(CH,)x]); 2,92-

2,97 (2H, t,%JchycH: = 6,6 Hz [HN-CH2-]); 3,14-3,25 (4H, m [-HN-El--

(CH,)>-CH2>-NH-]); 3,37-3,43 (1H, m [BN-CH-CO-]); 3,88-3,95 (2H, m [-
NH-CH»-CO-])

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-akiexyl)amino]-4-methyl-1-oxopen-

tyllaminoethyl)amid - 109  Bg4lLeuLys

Die Darstellung des TransfektionslipidssEeulLys 109 erfolgte durch die Umsetzung von

0,10g (0,2 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-[@ni10-4-methyl-1-oxopentyl)amino-

ethyllamid82 mit 0,07 g (0,2 mmol) DIBOC-Lysinhydroxysuccinimighd anschlieBender

Abspaltung der BOC-Schutzgruppen nach Variante A.

MF220909  G4HsgoNsO3

M = 736,21 g/mol o ¢ o

Ry 0,78 (LM 5) HZNV\/\;}H I N“MJ\W

Ausbeute: 45 % (0,05 g)

ESI-MS: positiv: 737,7 g/mol [M+H]

'H-NMR: 400 MHz,CDCIly/CDs0D, & [ppm] = 0,83 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHy-]); 0,87-0,95 (6H, g, Ki3C),CH-]); 1,15-1,55 (58H, m, 2 [¥C-(CH2)13]
und [HoN-CH-]) sowie HN-CH,-CH»-]; 1,60-1,75 (4H, m, [bN-(CH,).-
CH2] und [(HsC),CH-CH2-]); 1,79-1,92 (2H, m, [bN-(CH,)s-CH>-]); 1,95-
2,00 (1H, m [(HC)CH-]); 2,03-2,12 (1H, m [-CO-8B(CH,).-]); 2,93 (2H, t,
3JctzcHe = 6,6 Hz [HN-CH.-]); 3,20-3,25 (4H, m [-HN-(El2)2]); 3,93 (1H, t,
3Jchicre = 6,6 Hz [NH-CH-CO-]); 4,25-4,32 (1H, m, [(kC),CH-CH,-CH-])

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-akexyl)amino]-4-methylthio-1-
oxobutyl}aminoethyl)amid - 110 E4MetLys

Die Verbindung EMetLys 110 konnte durch Umsetzung von 0,20g (0,3 mmol)
2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-amino-4-methythaxobutyl)aminoethyl]amid83 mit
0,14 g (0,3 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid unanhschlieRender Abspaltung der
BOC-Schutzgruppen nach Variante A dargestellt werde
MF210409  GsHgNsOsS i

o o
M = 754,25 g/mol S ﬁ(nwu J\m
Ry 0,59 (LM 5) W o
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Ausbeute: 54 % (0,13 g)

ESI-MS: positiv: 755,1 g/mol [M+H]

'H-NMR: 400 MHz,CDCl/CD;0D, & [ppm] = 0,79 (6H, t>Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHx]); 1,10-1,48 (58H, m, 2 [C-(CH2)13] und [H2N-CH-]) sowie H2N-
CH,-CH2]; 1,60-1,75 (2H, m, [pN-(CH,)>-CH»]; 1,60-1,70 (2H, m [-S-
CH,-CH2-]); 1,79-1,86 (2H, m, [BN-(CHy)3-CH»-]); 1,94-2,00 (1H, m [-CO-
CH(CHy)2]); 2,08 (3H, s, H3C-S-]); 2,46-2,53 (2H, m, [-S4>-]); 2,90 (2H,
t, 3crzcre = 6,6 Hz [HN-CH2-]); 3,16-3,22 (4H, m [-HN-(El2).-NH-]); 3,89
(1H, t,*Jcrcre = 6,6 Hz [NH-CH-CO-]); 3,96-4,06 (1H, m, [-S-(Chb-CH-])

2-Dodecyltetradecansaure-(2-{6-[(2,6-diamino-1-oxaxyl)amino]-2-amino-1-oxohexyl}
aminoethyl)amid - 115 BdiLys

EiodiLys 115wurde als Nebenprodukt bei der Umsetzung von @,(F;3 mmol) 2-Dodecyl-
tetradecanséure-[2-(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminggmid 91 mit 0,27 g (0,6 mmol) Di-
BOC-Lysinhydroxysuccinimid und anschliel3ender Allispe der BOC-Schutzgruppen nach
Variante A erhalten. Das Nebenprodukt wurde DC-mminalten. GréRere Mengen Wasser
und Lésungsmittel, welche nicht durch Trocknunggpsse im Vakuum Uber,®s oder am
Rotationsvakuumverdampfer Uber mehrere StundenThige entfernt werden konnten,
verhinderten jedoch die Auswertung analytischer eBatZudem deutet da¥H-NMR-
Spektrum darauf hin, dass das Lysinmolekul nicht am die endstandige Aminogruppe
gebunden wurde. Méglicherweise liegt ebenso didoidung mit einem Lysinrest an der in
a-Stellung befindlichen Aminfunktion vor.

MF141009  GoHgoNgO3 NH; 0

Re: 0,27 (LM 5) 2 W}f"

Ausbeute: Nebenprodukt (0,05 g)

ESI-MS: positiv: 696,1 g/mol [M+H]

2-Dodecyltetradecansaure-(2-{2,6-[bis(2,6-diamino-&xohexyl)]diamino-1-oxohexyl}-
aminoethyl)amid - 111 BatrisLys

Die Darstellung von 2-Dodecyltetradecanséaure-(B{Bjs(2,6-diamino-1-oxohexyl)]di-
amino-1-oxohexyl}aminoethyl)amid 11 erfolgte durch Umsetzung von 0,17 g (0,3 mmol)
2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohexginoethyllamid 91 mit 0,27 g
(0,6 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anséfdender Abspaltung der BOC-
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Schutzgruppen entsprechend Variante A. Das Proklolkhte nachgewiesen, jedoch nicht

isoliert werden. N

MF131009 M)YN/HC’ )
M = 823,29 g/mol N °

Re: 0,08 (LM 5)

ESI-MS: positiv: 823,6 g/mol [M+H]

NH;

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{2,6-[bis-(2,6-diaminl-oxohexyl)]diamino-1-oxohexyl}
aminoethyl)amid - 112 BatrisLys

Das Transfektionslipid ftrisLys 112 wurde durch Umsetzung von 0,47 g (0,8 mmol)
2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxgh@minoethyllamid 86 mit 0,08 g
(1,5 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimid und anséfdender Abspaltung der BOC-
Schutzgruppen entsprechend Variante A dargestellt.
MF030708  GoH102NsO4 NH,

o
M = 879,40 g/mol M)\Ni o
Rs: 0,52 (LM 6) HZNMinwu)m\
NH; °

Ausbeute: 50 % (0,33 g)

ESI-MS: positiv: 880,0 g/mol [M+H]

'H-NMR: 400 MHz,CDClL/CD;0OD, & [ppm] = 0,83 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHy-]); 1,15-1,76 (78H, m, 2 [5C-(CH2)13] und 2 H2N-CH,-(CH>)s-] sowie
2 [H2N-CH-] und [-NH-CH-(CH»)s-]); 2,00-2,10 (1H, m [-CO-8(CH,)»]);
2,88 (4H, t,%Jcruch: = 7,5Hz, 2 [HN-CH2-]); 3,15-3,27 (6H, m, [CO-NH-
(CH2)2-NH-] und [-NH-CH-(CHy)s-]); 3,48 (2H, t3Jchicre = 7,1 Hz, 2 [HN-
CH-]); 4,18-4,24 (1H, m, [-NH-E/-CO-])

2-Hexadecyloctadecanséaure-(2-{2,6-[bis-(2,6-diaminb-oxohexyl)Jdiamino-1-oxohexyl}
aminoethyl)amid - 114 BetrisLys

EietrisLys 114 konnte durch Umsetzung von 0,33 g (0,5 mmol) 2ddexyloctadecanséaure-
[2-(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminoethyllami®4 mit 0,43 g (1,0 mmol) Di-BOC-Lysin-
hydroxysuccinimid und anschliel3ender AbspaltungR@€C-Schutzgruppen nach Variante A

dargestellt werden.
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MF170809 G4H110NgO4 NH;

(0]
M = 935,50 g/mol N\)\Nﬁ Lo
Rr: 056 (LM6) | . Mwwkm
(o]
NH,

Ausbeute: 75 % (0,34 g)

ESI-MS: positiv: 935,8 g/mol [M+H]

EA: ber.. C=66,76 % H=11,83 % N =11,53 % H3Q)
gef.: C=66,40 % H=11,40% N =11,53 %

H-NMR: 400 MHz,CDCly/CDs0D, & [ppm] = 0,85 (6H, t3Jchycr: = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHz-]); 1,15-1,80 (86H, m, 2 [BC-(CHy)15] und 2 H2N-CH,-(CH2)3-CH,-
CH-] sowie 2 HoN-CH-] und [-NH-CH-(CHJ)s]); 2,02-2,11 (1H, m [-CO-
CH(CHy)2-]); 2,68 (4H, tJchycr. = 6,6 Hz, 2 [HN-CH,-]); 3,13-3,27 (6H, m,
[CO-NH-(CH2)2-NH-] und [-NH-CH »-(CHy)z-]); 3,35 (2H, t3Jchicre = 7,1 Hz,
2 [HoN-CH-]); 4,17-4,23 (1H, m, [-NH-@-CO-])

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{6-[(2,6-diamino-1-akexyl)amino]-2-amino-1-oxo-
hexyl}aminobutyl)amid - 116 RdiLys

Die Verbindung RdiLys 116 entstand als Nebenprodukt bei der Umsetzung vé0 @,
(0,8 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2,6-chanrii-oxohexyl)aminobutyljamid 92
mit 0,68 g (1,5 mmol) DiBOC-Lysinhydroxysuccinimithd anschlielender Abspaltung der
BOC-Schutzgruppen entsprechend Variante A. Das tNebdukt wurde DC-rein erhalten.
Das 'H-NMR-Spektrum belegt jedoch die Ankniipfung des imve Lysinmolekiils an den
Amino-gruppen ini- bzw. ine-Position.

MF081009  GgHosNeO3 NH, o

N
M=779,28 g/mol HZN\/\/\;NK/\/\%O( \/\/\N)m\
o
Ry 0,42 (LM 5) N

Ausbeute: Nebenprodukt (0,06 g)

ESI-MS: positiv: 780,8 g/mol [M+H]

EA: ber.: C=63,49 % H=11,35% N =9,66 % (€2HLH0)
gef.. C=63,31 % H=11,02% N =9,45 %

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{2,6-[bis-(2,6-diaminl-oxohexyl)]diamino-1-oxohexyl}
aminobutyl)amid - 113 RtrisLys

Die Darstellung des TransfektionslipidgtfisLys 113 erfolgte durch Umsetzung von 0,50 g
(0,8 mmol) 2-Tetradecylhexadecansaure-[4-(2,6-chanrii-oxohexyl)aminobutyljamid 92
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mit 0,68 g (1,5 mmol) DIBOC-Lysinhydroxysuccinimithd anschlieBender Abspaltung der
BOC-Schutzgruppen nach Variante A. Die Verbinduongrite DC-rein erhalten werden. Die

Auswertung analytischer Daten war jedoch durch hatieht entfernbare Losungsmittel-

mengen nicht moglich.

MF071009 W\)Y
HZNMO °©

M = 907,45 g/mol
Rs: 0,55 (LM 6)
ESI-MS: positiv: 907,6 g/mol [M+H]

6.3.3 Darstellung der Geminitransfektionslipide

6.3.3.1 Zweitalkylierung

Die Darstellung der Geminigrundstruktur durch ein@neitalkylierungsschritt ausgehend
vom Tetradecyl- bzw. Hexadecylmalonsaurediethyte6taind 7 erfolgte zunachst durch
Suspendieren von 60 %igem Natriumhydrid in absudloin einem trockenen, mit Argon
gespulten Dreihalskolben mit Ruckflusskihler, Termlohr, Tropftrichter und Ruhrwerk. Der
langsamen Zugabe des Monoalkylmalonesters zur Ssigpefolgte nach etwa einer Stunde
das Hinzufligen von in Toluol geléstem Diiodbutarelehes durch Einsatz im Verhaltnis
0,4:1 zum Alkylmalonester zur Ausbildung des Gegrmndgertstes fuhren sollte. TBAI
wurde als Katalysator zugesetzt und der Reakti@aanfinf Stunden bei 120 °C unter
Ruckfluss geruhrtErschien der Uberstand klar, konnte die Suspermiorufarbeitung mit

gesattigter Ammoniumchloridlésung ausgeschutteltrdee. Es schlossen sich zwel
Waschschritte mit Wasser und die nachfolgende Tnaieg der Toluolphase tber D, an.

Nach erfolgter Filtration wurde Toluol am Rotativakuumverdampfer entfernt und die
Rohprodukte saulenchromatographisch mit dem Elstiottelgemisch Heptan/Ether mit

steigender Polaritat gereinigt.

2,7-Bis(ethoxycarbonyl)-2,7-ditetradecyloctandisawdiethylester - 118* G4E

Die Verbindung 118 wurde durch Umsetzung von 10,00 g (28,1 mmol) ackcyl-
malonsaurediethyleste mit 1,12 g (28,1 mmol) 60 %igem NaH und Zugabe 348 g
(11,2 mmol) 1,4-Diiodbutan hergestellt.
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MF231104  GeHsgeOs

M = 767,17 g/mol o>
Ry 0,19 (LM 7) ~ I=o
mp: 42 °C

Ausbeute: 44 % (3,80 g) o -
ESI-MS: positiv: 789,7 g/mol [M+Na] ° g
EA: ber.. C=72,02% H =11,30 % >

gef.. C=72,39 % H =11,30 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC4, & [ppm] = 0,84 (6H, tJchycr. = 6,6 Hz, 2 H3C-CH-
CHy-]); 1,07-1,61 (68H, m, 2 [KC-(CH)15-] und 4 H3C-CH,-O-] sowie [-C-
CHy-(CH2),-CH2-C-]); 1,79-1,82 (4H, m, [-C-B2-(CH,),-CH,-C-]); 4,14 (8H,
q, *Jerzcrs = 5,4 Hz, 4 [CH- CH2-O-])

2,7-Bis(ethyoxycarbonyl)-2,7-dihexadecyloctandisaediethylester - 119*  GgE

Durch Umsetzung von 10,00 g (26,0 mmol) Hexadeclns@urediethylestef (MF241104)
mit 1,04 g (26,0 mmol) 60 %igem Natriumhydrid undigdbe von 3,23 g (10,4 mmol)
1,4-Diiodbutan wurde der 2,2’-Diethoxycarbonyl-2dithexadecyloctandisdurediethylester
119 erhalten. Die analytischen Daten entsprachen deratuf®®® Ausbeute: 43 % (3,70 g)
ESI-MS: positiv: 845,5 g/mol [M+Na]

6.3.3.2 Verseifung

Die Verseifung der Gemini-Estet18 und 119 erfolgte durch die Umsetzung mit dem
zwanzigfachen Uberschuss an Kaliumhydroxid in @&ikanol. Nach einem Reaktionszeit-
raum von zwolf Stunden wurden die Kaliumsalze degrbihdungen mittels Zugabe
konzentrierter Salzsaure in die freien Sauren iiberf das Losungsmittel am Rotations-

verdampfer entfernt und die Reaktionsprodukte &8¢ im Vakuum getrocknet.

2,7-Dicarboxy-2,7-ditetradecyloctandisaure - 120* G14TS

Durch Verseifung von 2,40g (3,1 mmol) 2,7-Bis(etyarbonyl)-2,7-ditetradecyloctan-
disaurediethylestet18 mit 3,51 g (62,6 mmol) Kaliumhydroxid wurde die ¥dendung120
erhalten.

MF221204  GgH700Os

M = 654,96 g/mol

Rs: 0,05 (LM 10)
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mp: 172 °C o

Ausbeute: 49 % (1,58 g) "

ESI-MS: positiv: 677,7 g/mol [M+Na]

EA: ber.: C = 69,68 % H = 10,77 % "o
gef.: C=69,67 % H =10,42 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, & [ppm] = 0,85 (6H, t*Jchycr, = 6,6 Hz, 2 H3C-CH,-
CHz]); 1,18-1,47 (52H, m, 2 [BC-(CH2)12-CHy-] und [-C-CH-(CH),-CH,-
C-]); 1,80-1,85 (8H,m,[-E -C-CH2-(CHy),-CH-C-CH2-])

2,7-Dicarboxy-2,7-dihexadecyloctandisaure - 121* IS

Durch Verseifung von 3,10g (3,8 mmol) 2,7-Bis(etyxarbonyl)-2,7-dihexadecyl-
octandisaurediethylestd&19 mit 4,32 g (75,3 mmol) Kaliumhydroxid wurde die fgasdung
121erhalten.

MF211204  GH7¢0s

M = 711,06 g/mol o
Ry 0,05 (LM 10) "

mp: 178 °C

Ausbeute: 52 % (1,67 Q) " T e
ESI-MS: positiv: 733,9 g/mol [M+Na]

EA: ber.. C=70,94 % H =11,06 %

gef.: C=70,53% H = 10,74 %

'H-NMR:  400MHz, CDC}, 6 [ppm] = 0,85 (6H, t3Jcruck: = 6,6 Hz, 2 HsC-CHy-
CHz]); 1,19-1,47 (60H, m, 2 [bC-(CH2)14-CH2] und [-C-CH-(CH2)2-CHy-
C-]); 1,80-1,85 (8H, m, [-8 -C-CH »-(CH,),-CH »-C-CH-])

6.3.3.3 Decarboxylierung

Die Gemini-Tetrasaure20 und 121 wurden den Literaturangab&h entsprechend etwa
15-20 min auf 200 °C bis 230 °C im Metallbad erhitanschlieRend wurde der jeweils

erhaltene Ruckstand aus Heptan umkristallisiert.

2,7-Ditetradecyloctandisaure - 122* @DS
Die 2,7-Ditetradecyloctandisaui®?2 entstand duch Decarboxylierung von 1,58 g (2,4 mmol
2,2’-Dicarboxy-2,2’-ditetradecyloctandisaut20.
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MF130105 GgH7¢O4

M = 566,94 g/mol

Rs: 0,15 (LM 5) 0

mp: 90 °C "

Ausbeute: 46 % (0,63 Q)

ESI-MS: negativ: 565,9 g/mol [M-H]

EA: ber.:. C=76,27 % H=12,45%
gef..C=76,14% H =12,32 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, & [ppm] = 0,84 (6H, t JcHacH = 6,6 Hz, 2 H3C-CHy-]);
1,17-1,43 (52H, m, 2 [$€-(CH2)1,-CHy-] und [-CH-CH-(CH5),-CH,-CH-]);
1,53-1,54 (8H, m, [-B,-CH-CH »-(CH,)>-CH,-CH-CH »-]); 2,21-2,28 (2H, m,
[-CH2-CH-(CH,)4-CH-CH,-])

HO.

2,7-Dihexadecyloctandisaure - 123* @DS

Die 2,7-Ditetradecyloctandisaule3 (MF120105)wurde duch Decarboxylierung von 1,67 g
(2,3 mmol) 2,2’-Dicarboxy-2,2’-dihexadecyloctandis& 121 hergestellt. Die analytischen
Daten entsprachen den Angaben der Litef&ttitAusbeute: 65 % (0,95 g) ESI-MS: positiv:
645,8 g/mol [M+Na]

6.3.3.4 Einfuhrung der Spacermolekile

Variante A:  Aktivierung der Geminidisduren durch ddtiihrung in die Carbonsaure-

chloride mit anschlieRender Umsetzung mit Ethylandin

Zur Aktivierung der Ausgangsstoffe wurde die 2,Tdliadecyloctandisaurg22 bzw. die
2,7-Dihexadecyloctandisaui3in einem 50 ml Rundkolben mit Thionylchlorid Gbesgen
und Uber Nacht bei Raumtemperatur stehengelassemrnixtandene klare Losung wurde am
Rotationsverdampfer mittels Wasserstrahlpumpe eimgfeund die gewonnenen Rickstande
Uber BOs im Vakuum getrocknet. Fur die Kupplungsreaktiort meém Amin wurden die
erhaltenen S&urechloride in einem 50 ml Zweihalskolunter Rihren in 10 ml abs. Chloro-
form gel6st und im Eisbad gekuhlt. Den Loésungendsarunter fortwdhrender Kihlung des
Kolbens tropfenweise der vierzigfache UberschusEtaglendiamin sowie TEA hinzugefuigt
und der Reaktionsansatz weitere 24 Stunden gerDiet.Aufarbeitung der Suspensionen

erfolgte durch Filtration und dreifachem Waschen aiganischen Phase mit Wasser. Nach
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der Trocknung Uber N8O, wurde erneut abfiltriert, das Chloroform am Raas-
verdampfer entfernt und die Produkte sdulenchrognaphisch mit einem L&sungsmittel-

gemisch aus Chloroform/Methanol/Ammoniak mit staeier Polaritat gereinigt.

Variante B: Kupplung der Geminidisdauren mit EthylErmin unter Verwendung des

Kupplungsreagenzes BOP

Die Darstellung der Geminidiamide erfolgte analeg dmsetzung von Tetradecylhexadecan-
saure22 mit Aminen unter Verwendung von BOP (siehe Kat&l.2.2 Variante B). Um eine
hohe Ausbeute zu erzielen wurde der 40fache Ubesschn Ethylendiamin in abs. Dichlor-
methan vorgelegt und diese Lésung mit der jewailiGemini-Disaurel22 bzw. 123 sowie
BOP und TEA versetzt. AnschlieRend wurde der Reaktinsatz Uber Nacht gerihrt. Die
Abtrennung des ausgefallenen weifl3en Niederschldgigte mittels Filtration mit darauf-
folgender Aufarbeitung der organischen Phase daAwtdschitteln mit gesattigter Natrium-
chloridlésung und zwei weiteren Waschschritten Wigsser. Nach Trocknung Uber JS&,
Filtration und anschlieBender Entfernung des LOsmmiels am Rotationsverdampfer
wurden die Produkte unter Verwendung des MPLC-Tverfahrens mit Chloroform/-
Methanol/Ammoniak als Elutionsgemisch mit steigerfdelaritat gereinigt.

2,7-Ditetradecyloctandiséure-bis-(2-aminoethyl)amid 126* G4

Die Darstellung von 2,7-Ditetradecyloctandisdure-{@-aminoethyl)amid 126 erfolgte
einerseits durch UbergieRen von 0,50 g (0,9 mmed)2j7-Ditetradecyloctandisaut@?2 mit
2,50ml Thionylchlorid und anschlie3ender Umsetzamg 2,36 ml (35,3 mmol) Ethylendi-
amin28 nach Variante A. Andererseits konnte das Prodotdgpeechend Variante B durch die
Reaktion von 2,00 g (3,5 mmol) der Verbindu&® mit 3,12g (7,6 mmol) BOP und 9,42 ml
(141,1 mmol) Ethylendiami@8 hergestellt werden.

MF020908  GoHsaN4O;

M = 651,10 g/mol )
Rr: 0,25 (LM 3) Ty
mp: 109 °C

Ausbeute: Variante A: 33 % (0,19 g) HZN/VH I

Variante B: 27 % (0,63 g)
ESI-MS: positiv: 651,6 g/mol [M+H]
'H-NMR: 400 MHz, CDCYCDs0D, § [ppm] = 0,77-0,82 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2
[HaC-CH,]); 1,12-1,51 (64H, m, 2 [fC-(CH2)13] und [-HC-(CH2)s-CH-]
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sowie 2 HoN-]): 1,98-2,06 (2H, m, 2 [-B-CO-]); 2,67-2,72 (4H, Blcrycrn =
6,2Hz, 2 [BN-CH]); 3,17-3,22 (4H, m, 2 [bN-CH,-CH-])

2,7-Dihexadecyloctandisaure-bis-(2-aminoethyl)amid 127* Gyg
2,7-Dihexadecyloctandisaure-bis-(2-aminoethyl)ah¥ (MF080108) wurde sowohl durch
UbergieRen von 1,00 g (1,6 mmol) 2,7-Dihexadecgiodisaure123 mit 5,00 ml Thionyl-
chlorid und anschlieBender Umsetzung mit 4,29 nd,ZA6nmol) Ethylendiami28 nach
Variante A hergestellt als auch entsprechend Vtwidh durch die Reaktion von 0,40 g
(0,6 mmol) der Verbindundl23 mit 0,57 g (1,3 mmol) BOP und 1,71 ml (25,7 mmol)
Ethylendiamin28. Die analytischen Daten stimmen mit der Literaitberein®®®® Ausbeute:
Variante A: 32 % (0,34 g), Variante B: 42 % (0,)9ESI-MS: positiv: 707,6 g/mol [M+H]

6.3.3.5 Umsetzung mit der geschitzten Aminosaure

Kupplungsreaktion mit aktiviertem, BOC-geschiitztieysin

Die Umsetzungen der Verbindung&86 und 127 erfolgte analog der bereits beschriebenen
Kupplungsreaktion mit diBOC-Lysinhydroxysuccinimid einem 50 ml Rundkolben unter
Losen der Ausgangssubstanzen in 15 ml abs. Dicklitvan und Zugabe der geschutzten,
aktivierten Aminosaure im Verhaltnis 1:2 und zehropfen TEA. Nach zwdélfstiindigem
Ruhren wurden die Reaktionsansdtze am Rotationsvgfér eingeengt. Abschliel3end
erfolgte die Abspaltung der Schutzgruppen unterzi¢bt der Aufreinigung der Zwischen-
produkte durch Hinzufigen weniger Tropfen konz.zS&ire zu einer Suspension der
Substanzen in Ethylacetat. Nach zwei Stunden wual@e Losungsmittel schlie3lich am
Rotationsverdampfer entfernt und die Rohprodukter (IBOs im Vakuum getrocknet. Die
Reinigung gelang durch chromatographische Trenmuoitigls MPLC-Verfahrens mit einem

Elutionsgemisch aus Chloroform/Methanol/Ammoniadgender Polaritat.

2,7-Ditetradecyloctandisaure-bisf2,2’-bis-(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminoethyamid -
128 GqdiLys

Die Darstellung des Lipids fgliLys 128 erfolgte durch Umsetzung von 0,23 g (0,4 mmol)
2,7-Ditetradecyloctandisaure-bis-(2-aminoethyl)andigé mit 0,31 g (0,8 mmol) DIiBOC-
Lysin-hydroxysuccinimid und anschlieBender Abspaijtuder Schutzgruppen gemaf
Variante A.
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MF200409  GoH106NgO4 H N~y
M = 907,45 g/mol W\)T H
Ry 0,52 (LM 6) o LA
Ausbeute: 69 % (0,21 Q) VWNiLH
ESI-MS: positiv: 907,8 g/mol [M+H]
'H-NMR: 400 MHz,CDCIy/CDsOD, & [ppm] = 0,83(6H, t3Jcruch = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHy]); 1,14-1,54 (80H, m, 2 [kC-(CH2)13] und [-CH-(CH.)4-CH-] sowie 2
[H2N-CHz-(CH2)5-CH-] und 4 H,N-]); 2,00-2,10 (2H, m, 2 [-CO-B(CH,)--
D: 2,71 (4H, t3Jcnucr: = 7,1 Hz, 2 [HN-CH»-]); 3,20-3,27 (10H, m, 2 [-HN-

CH.-CH»-NH-CO] und 2 [BN-CH-CO-])

o
N
o

2,7-Dihexadecyloctandisaure-bi$2,2’-bis-(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminoethyamid -
129 GgdiLys

Die Verbindung GediLys 129 wurde durch Umsetzung von 0,19g (0,3 mmol)
2,7-Dihexadecyloctandisaure-bis-(2-aminoethyl)ami7 mit 0,24 g (0,5 mmol) DIBOC-
Lysinhydroxysuccinimid und anschlieBender Abspajtunder BOC-Schutzgruppen
entsprechend Variante A hergestellt.

MF141008  GgH114NsOs Ay
H

M = 963,02 g/mol
R 0,55 (LM 6) HZNW\AHNH
Ausbeute: 22 % (0,06 g) NH; °
ESI-MS: positiv: 985,0 g/mol [M+Na]

'H-NMR: 400 MHz,CDCIy/CDsOD, & [ppm] = 0,80 (6H, t3Jchycr. = 6,6 Hz, 2 HsC-
CHy-]); 1,12-1,53 (88H, m, 2 [BC-(CH2)15-] und [-CH-(CH2)s,-CH-] sowie 2
[H2N-CH,-(CH2)s-CH-] und 4H,N-]); 1,97-2,06 (2H, m [-CO-8(CH,)x]);
2,68 (4H, t3Jchycrz = 7,1 Hz 2 [HN-CH.-]); 3,17-3,25 (10H, m, 2 [-HN-B,-
CH2-NH-CO] und 2 [HN-CH-CO-])
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6.3.4 Darstellung des Transfektionslipids mit Azomethinstuktur

6.3.4.1 Esterbildung

Der Esterl36 wurde durch Umsetzung von 5,00 g 2-Tetradecylhesagsaur@2 mit 20 ml
Methanol und 1 ml konz. Schwefelsaure dargestBir Ansatz wurde drei Stunden unter
Ruhren zum Ruckfluss erhitzt und anschlie3end adbdf mit der noch warmen Flussigkeit
zur Vakuumbildung durch einen Stopfen verschlosblEthdem das Reaktionsgemisch tber
Nacht stehen gelassen wurde, erfolgte die Zugahel®0 ml Wasser. Im Anschluss wurde
der Syntheseansatz mit Ether ausgeschuttelt, nirtuNecetat neutralgewaschen, die Ether-
phase Uber N&O, getrocknet und am Rotationsverdampfer eingeengt.

2-Tetradecylhexadecansauremethylester - 136* @ME
MF280105 GiHs0:

M = 466,82 g/mol I
065 (o) 26000006

mp: 40 °C

Ausbeute: 83 % (4,30 g)

EI-MS: m/z: 466 [1,4 %, M]; 452 [99 %, M-CHH 269 [11 %, M-G4H2q]
EA: ber.: C=79,76 % H=13,39 %

gef.: C =79,44 % H = 13,40 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, 5 = 0,87 (6H, t3Jcrycre = 6,6 Hz, 2 HsC-CHy-]); 1,23-1,56
(52H, m, 2 [HC-(CH2)1z]; 2,25-2,35 (1H, m, [[CO-B-]); 3,65 (3H, s, H1C-
0-CO-])

6.4.4.2 Reduktion des 2-Tetradecylhexadecansaurerhgtesters

Fur die Reduktion des 2-Tetradecylhexadecansauremethydek3érwurden zunéchst unter
Ausschluss von Feuchtigkeit 0,35 g (9,2 mmol) LiAllH etwa 50 ml abs. Diethylether
gel6st. AnschlieRend wurde unter permanentem Riéiren Losung von 4,30 g (9,2 mmol)
Methylesterl36in 20 ml abs. Etheso langsam zugetropft, dass der Ether nur malgtsae

Nach erfolgter Zugabe der gesamten Estermenge wded®&eaktionsansatz zwolf Stunden
unter RuUckfluss erhitzt, darauf folgend im Eisbadkighlt und im weiteren Verlauf

tropfenweise mit Eiswasser bis zur Beendigung deass#rstoffentwicklung versetzt.

Entstandenes Aluminiumhydroxid wurde durch Zugabédger HSO, geldst, die wassrige
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Phase wurde von der organischen Phase abgetresinviaderholt mit Ether extrahiert. Die
vereinigten organischen Phasen wurden mit gesgttigatriumchloridiésung gewaschen,

abfiltriert, iber Natriumsulfat getrocknet und amt&ionsverdampfer eingeerdt.

2-Tetradecylhexadecanol - 138* ¢ol
MF100205  GoHeO
M = 438,81 g/mol

mp: 38 °C

Ausbeute: 94 %(3,80 Q)

EI-MS: m/z: 420 [21 %, M-HO]; 223 [7 %, M-G4H29, H,O]
EA: ber.: C=78,87 % H = 14,12 % (+1®)

gef.: C=79,03% H = 13,96 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, § = 0,87 (6H, t*Jchycre = 6,6 Hz, 2 HsC-CHyx-]); 1,19-1,59
(53H, m, 2 [HC-(CH2)15] und [HO-CH-CH-]); 3,51 (2H, dJcrcH= 5,6 Hz
[ HO-CH2-CH-])

6.4.4.3 Oxidation des 2-Tetradecylhexadecanols

Zur Darstellung des 2-Tetradecylhexadecaiddi@ wurden 2,80 g (13,0 mmol) Pyridinium-
chlorochromat in 50 ml abs. Dichlormethan suspehdied anschlie3end der entstandenen
orangefarbenen Suspension 8,7 mmol in 20 ml Diandtihan geloster 2-Tetradecylhexa-
decanol138 zugefuigt. Nachdem 75 min geruhrt wurde, erfolgeeligabe von 200 ml abs.
Ether und die Dekantierung des Uberstandes obedwslentstandenen Harzes. Nach mehr-
fachem Waschen des unldslichen Ruckstands mitkaber verblieb ein schwarzes Granulat,
welches verworfen wurdelm darauf folgenden Arbeitsschritt wurden die veigien
organischen Phasen iber Kieselgel filtriert und Ratationsverdampfer eingeerlgt. Die
Reinigung des Produktes erfolgte mittels Saulemohtographie mit einem Elutionsmittel-
gemisch aus Heptan und Chloroform steigender Rélabie Oxidation des Aldehyds zur

Carbonsaure konnte durch zlgiges Arbeiten weitgekerhindert werden.
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2-Tetradecylhexadecanal - 140* gal
MF130305  GoHgcO

R:: 0,64 (LM 9)

Ausbeute: 24 % (0,9 g)

EI-MS: m/z: 436 [2,4 %, M]; 418 [0,6 %, MJD]; 222 [39 %, M-G4H,s, H0O]

EA: ber.: C=82,49 % H = 13,85 %
gef.: C=82,16 % H = 14,00 %

'H-NMR: 400 MHz, CDC}, § = 0,87 (6H, tJcwch = 6,6 Hz 2 H3C-CH,-]);1,19-1,62
(52H, m, 2 [HC-(CH2)iz]; 2,01-2,22 (1H, m, [OHC-B-]); 9,53 (1H, d,
3Jcrich= 3,1 Hz [(HC-CH-])
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IH-NMR

T ety
200 400

INDEX  FREQUENCY
Manuela Folz 1 2898.180
WF 2 2895.690
SR-Hr-485 3 2621.785
expé  stdih 4 1342.110

5 1336.092
T BT e B 1329.867
date Sep 23 2008 dfrg 3
solvent cDC13  dn T gl
file exp dpwr 30 8 1111.573
ACQUISITION dof [ 1104.726
sfrg 385,960 dn nnn - 1g 1097.878
tn HL dmm c
at 2.502 dnf 200 12 1078360
np 34022 temp 27.0 2 1073.393
sw 6799.3 PROCESSING 13 1067.375
b 3800 0.20 4 1064.470
bs 4 wtfile
e 59 freo oS 1047.870
pw 6.5 fn not used 16 1041.437
a1 2.000 17 1037.910
tof 636.0 werr 18 b
nt 32 wexp
ot 32 wbs 19 778.322
alock n wnt 20 773.965
gain not used 21 769,182
- . 22 765. 042
in v 23 759.647
dp v 2t 716.694
DISPLAY 25 673.948
sp -28.5
] o 2 667.516
vs 150 27 660.668
sc 0 28 653.613
5 w 29 646.765
znm :
Py 500,00 30 639.710
ril 3666.4 31 614.502
rfp 2895.7 32 611.905
i Tii.Giy 33 552.559
in 2
e 34 547.786
3s 539.486
36 518.528
37 511.473
38 488.855
33 350.242
|
7 6 {5
1.50
0.98

600

t t ) ‘ t
1000 1200 1400 1600
miz

800 1800 2000

HEIGHT INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT
2.4 a0 343.602  0.859 37.6
38.3 a1 335.547 0.841 1.5
1.9
2.1
4.8
4.8
2.3
3.0
5.9
3.2
5.0
8.0 |
4.7 |
3.9 |
5.1 |
4.7
5.1 ~
1.1
1.6 /
2.1
1.8 ‘
1.6
1.1
4.0
1.8 |
4.4 ‘
7.2
6.8 I
3.9
1.6
8.8
11.0
2.3
2.7
2.5
3.0
B8
150.0 ‘
12.5 Il
|
|
- 7
|
il I
I 4 A i
T T ——
a 3 2 1 ppm
2.46 4.13 1.81 5.09 3.03 6.27
2.06 4.18 6.11 6.81 5§5.52 0.02



Anhang

2-Tetradecyleicosa-11-ensaure-(2-aminoethyl)amid4-7

Eisui4

riceimi231109-1 11124109 01:51:5¢ MF231109 - 548.97
ESI_MS #1 RT 001 AV: 1 NL: 1.03E8 B
00-1500.00]
00, 5495
|
95|
| 90‘!
85—
80
75
70
65—
60
g
g 55
2
2 50
2
o <5
40 5505
357
30
25
20~
1 5614
10
.| 5237 1097.3
5 || ||562.5 1098.2
563.4 1071.3 | | 1164.5
17271833 258.4 399.3 506-5; 1], 6951 7684 8339  970.9 | m“mﬂﬂ 12807 1381.2
e rrreey i et 1 ek
200 400 600 800 1000 1200 1400
miz
ppI HETCHT TNDE
Manuela 7.240 58.1 t
MF 231103 7.191 1.5 *
Sp.Nr.B112 6201 54
expl  stdlh 2143.489  5.359 17
2133.944 5.335 2.9
SAMPLE oG B VT 2128.549 5.322 6.9 |
date Dec 14 2009 dfrg 399.959
solvent cDc13  dn HL l3gs 008 3408 S |
file exp dpwr 30 1357.465 3.394 4.1 ‘
ACQUISITION dof 0 1331.735  3.330 1.6
strg 399&52 :m nng 10 1179.012 2.948 3.8 >
mmn 2
o iEes §aT 2iig 11 1173.409 2.934 4.9 8
np 34022 temp 27.0 12 1167.807 2.920 3.0 i
sw 6799.3 PROCESSING 13 1028.987 2.573 110 [
v 2208 b e L 14 798.243 1.996 8.4 [
v § prot 1 15 792.433 1.981 7.9
pw 6.1 fn not used 16 786.208 1.966 4.2
d1 2.000 17 621.242 1.553 3.1 .
LoF LU 18 550.276 1.376 3.2 I/
nt % fean 19 512.303 1.281 16.1 If
alock wnt 20 491.345 1.228 150.0
gain not used 21 351.488 0.879 13.6 |
EE 5 22 345.055 0.863 34.9
T g 23 338.000 0.845 15.7
s v 24 325.342 0.813 1.3
& DISPLAY I
N sp -22 |
| wp 2969.4 It
vs 150 It
sc |
we 25
hzmn 11.88 |
is 500.00 |
rfl1 3666.4 ®
rtp 2895.7 | @
th [ :
ins 100.000 [ =
nm ph I
1
|
8 oz 3
5 R
& |
o 2o
s i
|
| |
T v T i ! . -
7 6 5 4 2 1 ppm
3.71 0.70 168 1.11 2.55 2.55  66.91 0.56
0.14 0.58 1.83 76 .86 2.57 7.39
)



Anhang

2-Hexadecyloctadecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)amirthyl]amid - 50

Tie

1111081 11713408 £9:21:32 MF111108 - 637.
mf111108-1#1 RT: 0.04 AV: 1 NL: 6.97E8
- T: + ¢ ms [ 50.00-2000.00]
100 637.6
95
90~
85
80—
75
70
65—
60—
@
S 55
§
€
g 1
2 il
£ 504
o
5 638.6
& 4
40
35
30
|
25-
]
20
| 5347
15 ‘
10| 6305
5
3L 1419.6
ol 1689 2922 3899 [, 7156 8987 o565 11407 12734 T/ 15856 17415  1907.7
| e S e iy LB A e ey e e e 7 ]
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz
L
INDEX FREQUENCY PPM HEIGHT ol FRODUFH %
Manuela Folz 1 2889.217 7.249 4.5 P4
MF 111108 2 2897.972 7.246 2.8
Sp.Nr.838 3 2895.690 7.240 54.3
exnd stiih 4 2741.307 6.854 2.2
5 1334.847 3.337 2.3
. SRIMEE, s e S MU L B 1329.245 3,323 5.3
ate  Dec 200, rq 4 5
date ol o 8. g 1323.227 3.308 2 ‘
file exp  dpur 30 8 1317.832 3.295 2.3 |
ACQUISITION dof 0 9 1115.516 2.789 8.7 ‘
irr\l 3“‘322 3"‘ ”"! 10 1109.706 2.775 17.0
n nm 5 3
at 2.502 dmf 200 11 1103.688 2.760 11.2 1
np 34022 temp 27.0 12 1036.249 2.591 4.8 |
sw 6799.3 PROCESSING 13 1030.232 2.576 7.0 {
g: 3800 A U0 1024.214 2.561 14.9 i
tpwr 59 proc 1p 15 1017.989 2.545 16.4 ‘
pw 6.5 fn not used 16 1012.387 2.531 8.4
di 2.000 17 800.733 2.002 2.2 |
ﬁ\:f 5300 ;z;; 18 710.469 1.776 32.8
ct 32 whs 18 617.092 1.543 2.8
alock wnt 20 553.804 1.385 2.1 i
gain not used 21 549.031 1.373 2.5 |
¥ FLAGBS W 22 545.088 1.363 2.4
in v 23 540.8938 1.352 2.3
dp y 24 519.380 1.300 2.7
DISPLAY 25 512.8925 1.282 5.7 |
i = 26 494.250 1.236 182.7
s 150 27 489.892 1.225 150.0
sc 0 28 351.488 0.879 11.4 }
we “?gs 29 348.375 0.871 7.0 |
hzmm 5
is 1500.00 30 344.847 0.862 33.4
1 3666.6 31 337.792 0.845 13.4
rfp 2895, 32 20.519 0.051 5.6
th 7
ins 100.000 |
nm
| -
| | \
i ‘ |
| (l
| | |
F | |
|
f
e e : — — .
7 6 g a




Anhang

4172010 4:41:57 PM  nuelal100401\T16

T18#3-30 RT: 0.02-0.24 AV: 28 NL: 2.07E8
T: FTMS + p MNSI Full ms [200.00-2000.00]

837 6706
Cuap Hzs O Ny = 6376718
-1.7844 ppm

8

HR-ESI-MS

Relafive Abundance
2 o B B B 8B 8 & 8 3 8 & d 38 B & B R

5]

=]
_—
=
¥

1274.3368

2-Tetradecyloctadecansaure-[2-bis(2-aminoethyl)amoethyl]amid - 49

4172010 4:45:55 PM  nuela\100401\T14_18

Ti4_18#3-30 RT: 0.02-0.24 AW: 28 NL: 227EB
T: FTMS + p NS! Full ms [200.00-2000.00]

6008357
C 3z Hay O M4 = 5006405

100 -1.3280 ppm

HR-ESI-MS

5 & 8 8

&

Relafive Abundance

B kB 8 85 &8 &5 8 85 8 & 3

S o

)

1218.2741

1220 2802

Taas16

=]



Anhang

2-Tetradecylhexadecansaure-[2-(2-aminoethyl-2-tetdecylhexadecanoylaminoethyl)-

aminoethyl]lamid - 53 TisDimer

07121108 02:37.:27 WMF020708 151 - 561.02
T: +c Full ms { 50.00-2000.00]
100 1016.0
95 |
90
85
80
757
70
65 1016.9
60~
. -
O 55
8
5
2 50
s 2
H
=
g 45
0]
|
1
£3
|
30 |
25
Al 1017.9
20-
15 {
|
102
E 1027.8
= 1028.8
2 1029.8
] 1055.9
5 191.5 3142 4794 5500 6908 8573 9730 | 1190.0 13913 1576.3 17015 19496
= T T ey L T S
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz
INDEX - FREQUENCY PP HEIGHT PEQUE -
Manugla Folz 1 3043596 “71610 8.2 o 2 :
MF 250808 2 18587128""4.646 21.6 d
Sp.Nr.8602 3 1838.208 " 4.536 0.6
expl  stdih 4 1322.976 3.308 6.7
5 1321.524  3.304 13.1
SAMPLE PR A 1319.864  3.300 18.3
date Jan 18 2010 dfrg .96
solvent €D300 dn T 1518: 208 3298 £5:4
e SRR dpwr 30 8 1316.751 3.292 Pl
ACQUISITION dof 0 9 1300.358 3.251 0.9
sfrg 399.961 dn nnn g 1291.228 3.228 1.4 o
% 7 Oma - 1284.796  3.212 2.5 &
P 34022 temp 27.0 12 1278.363 3.196 1.3 ﬂ
sw 6799.3 PROCESSING 13 1138.713 2.847 0.9
fb 3800 et ) 14 1132.488 2.832 0.7
S o R w18 1068.992 2.673 0.5 |
pw 6.1 fn not used 16 1063.597 2.659 0.8 |
d1 2.000 17 1025.001 2.563 1.8
xof Ezegd et 18 1018.568 2.547 2.3 |
ox 55 GneT 19 1012.136  2.531 1.0 /
alock nownt 20 854.226 2.136 0.6 |
gain not used 21 849.245 2.123 0.9 i
e FLAGS: . 22 844.265 2.111 0.7
in % 23 840.530 2.102 0.6
P v 24 604.391 1.511 1.3
orselav 25 556.043 1.390 1.6
"l 26 494.829 1.237 150.0
ve Stasal 27 475.324 1.188 5.3 |
sc 0 28 436,521 1.091 0.6
we 250 29 348.332 0.871 6.2
hzn dpEel 30 341.692 0.854 16.0
rf1 2085.6 31 334.844 0.837 741 |
rfp 1319.9 32 322.186 0.806 0.5
th 2 33 23.381 0.058 1.6
ins 100.000 |
o ph
: o
4 .3
L
I 26 (S
] > g
? 28T om3E
* F:gﬁ“‘;:g‘:gm?ﬂ S -
z 2 | Joamfezetaggsny 2
@ 2 | s IR g 2
3 9 i ST Ta s
i < ] S J 2
T : - | S
IIf ‘ [ i s
1 ,;“ [i | X M
‘ | ‘
— ; I . . | ! —— —
7 6 5 4 3 2 X ppm
1.03 0.23 0.52 0.66 1.55 2.48 62.921.95 0.26
5.28 6.1189 0.49 1.21 2.782.94  7.71 "



Anhang j

2-Dodecyltetradecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohexX@minoethyllamid - 91 EoLys

| DiDataiService\mf200809-76-1 09/02/09 08:07:25 AM MF200809 F76-84 - 565,95
iz

F
ESI_MS S# 1 RT:0.00 AV: 1 NL: 2.48E7
F: + ¢ Full ms [ 50.00 - 1500.00]

100 568.0

50

Relative Abundance

45

40 569.1

30
25

20

1o 2855 7100 918.3
300.8 8612 9192
4278
7111 928.1 1133.9
143.2 3017 4932
P, 267.6 687.8 | 1852 1364 14700

i

RPN TTE) VR

200 400 600 800 1000 1200 1400
miz

4172010 4:44:41 PM  nuelal100401\E120ys

E12lys #3-30 RT. D02-0.28 AW: 28 ML 4.63EG
T: FTMS + p NSI Full ms [200.00-2000.00]

587 5587
; 14 Hyy Oz Ny = 5675572

100 2.7504 ppm

=] HR-ESI-MS

o0

85

80

75

70

85

80

&

2 &m B B B 8 & &

Relafive Abundance
n 3
TR N R IR RN RN AR IR RN AN TR AN R RN NN RN IR RN NI RN ANET NN RR IR RNATER AR R RN ARRRINNRE IR ENETRRNRT]

l[inihl.u...xl.h (TR R li i

400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

[=]

-

-

o

=
-

—

=
S




Anhang k

2-Tetradecyloctadecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohgRaminoethyllamid - 93 Ej41d-yS

rviceimi

005-1 11/03109 03:19:06 MF231009 - 651

|
ESI_MS mf231009-1#1 RT: 0.01 AV: 1 NL: 6.20E7

T: + ¢ ms [ 50.00-2000.00]

o0 6516
95—
90
85—
so‘i
|
75
70
65— !
60
9
2 55
3
< 50 |
o |
2
s
@ 48 | 6525
40—
35
30-|
25-|
20~
15+ 1301.3
] 653.6 |
10+ | 13023
| 1323.3
s 1324.3
| 651.0
524.0 8165 13004 | | 13253
T 1015 2427 3373 4927|6348 Y 8525 yq754 4670 16847 1927.3
| g r T rellpacs sl L | L e S il iy + T i
| 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz
;;’2‘%1005 INDEX | IEREQUENCY - PPM HEIGHT i 1
i 273042, 971 - 7.608 1.7 it
2 1864.142 4.661 22.4
Pulse Sequence: szpul 3 1380.659 3.452 1.4
Solvent: CD30D 4 1374.019 3.435 2.1
Temp. 27.0 C / 300.1 K 5 1367.586 3.419 1.1
Sample 49 ampen s 1313013 3.283 17.1
ampe 7 1160.498 2.902 2.5
8 1153.235 2.883 4.0
bt i 9 1145.972  2.865 213
Acq. time 2.502 sec 10 840.734 2.102 1.2
widih 67993 Hz 11 667.261 1.668 1.9 |
32 repetitions B
OBSERVE  H1, 399.9586951 MHz = e e |
DATA PROCESSING 13 652.321 1.631 2.6
Line broadening 0.3 Hz 14 644.851 1.612 1.6 |
FT size 655 15 595.673 1.489 1.5
Total time 2 min, 43 sec 16 587.995 1.470 1.8 /
17 580.110 1.450 1.4 I¥
18 571.187 1.428 1.7 |
13 562.472 1.406 2.3
20 553.757 1.385 2.4
21 547.947 1.370 e
22 488.186 1.221 151.2
23 468.888 1.172 5.1
24 341.688 0.854 6.6
25 335.256 0.838 13.1
26 328.408 0.821 6.0
|
|
|
1
|
i [ f |
|
I
b |
‘\ \
I
— . — - : — T = ——
8 7 6 5 4 3 2 1 ppm
0.47 5.90 0.05 1.10 6.71
10,58 2.19 0.00 68.99



Anhang

42010 4:45:55 PM 1004010 E14_16Lys

E14_18Lys#3-20 RT: 0.02-0.20 AV: 28 ML 1.71E7
T: FTME + p MSI Full ms [200.00-2000.00]

651.6504
Cyp Hez Oz Ny = 8516511

100 -1.0212 ppm

b

HR-ESI-MS

g & 8

=
o

Retafive Abundance

B B B & & & 8 B 8 7 3

S o

o

1302.2081

2-Hexadecyloctadecansaure-[2-(2,6-diamino-1-oxohdygminoethyllamid - 94

D:\Data\Service\mf240209-1_090417085317
Folz

S# 1 RT: 0.01 AV: 1 NL:1.28E8
F: + ¢ Full ms [ 50.00 - 1500.00]

ESI-MS [ R

Relative Abundance
o
3

5527
432.0 7?:734 ?H |

171.2 250.7
200 400

T
1000

T T
1200 1400 1600

T
1800 2000

RelLys

miz

04/17/09 08:53:17 AM MF240209 - 679,16

680.0
680.7
681.7
13585
%27 351 o738 10622 12104 77 14555
800 1000 1200 1400

miz



Anhang

'H-NMR

Fulz_8-5_ WFZao209 TNDEX O RREQUENEY  iBEH ¢ HEIGHT x FREQUENT ‘ 3
1 3027.210 . 7.588 1.5 027.2
Archive directory: /export/home/vnmrl/vnmrsysfdata , 3024.5k3::-7.562 1:9 i Y
Sample directory: auto_02Mar2010 3 1835.512  4.589 10.9
. 4 1831.985 4.580 14.4
Pulse Sequence: s2pul 5 fors, 078 R0 gt |
Eolvents LHd0D 6 1321.316 3.304 13.3
Temp. 27.0 C / 300.1 K g .
sample 4 7 1319.864  3.300 7.6
File: Folz_a=5 01 8 1318.204  3.296 13.0
GEMINI-4008BB "lampe" 9 1311.148 3.278 8.8
10 1303.263 3.258 1.2
Relax. delay 2.000 sec 11 1298.698 3.247 1.8
Pulse 45.0 degrees 5
e 12 1291.435 3,229 1.8
Vidih 67993 Hz 13 1285.625 3.214 1.2
32 repetitions 14 1087.044 2.718 2.1 -
P
OBSERVE  Hl, 399.9586892 MHz 15 1079.989 2.700 a0
DATA PROCESSING
Line broadening 0.3 Hz 18 d072.72¢ 2.889 2.2 /
FT size 65536 17 833.888 2.085 0.6 |
Total time 2 min, 43 sec 18 829.323 2.074 0.9 |
19 824,551 2.062 0.7
20 §75.562 1.689 0.5 |
21 670.997 1.678 0.6
22 662.282 1.656 0.6
23 609.161 1.523 2.0
24 601.276 1.503 5.2
25 594.843 1.487 2.8
26 587.373 1.469 1.7
27 556.247 1.391 1.9
28 551.475 1.379 2.2
29 508.936 1.272 2.9
30 491.713 1.229 151.2
31 472.416 1.181 4.5
32 345.630 0.864 5.0
33 339.198 0.848 12.3
34 332,143 0.830 5.5

6.85 1.77 71.33

42010 4:48:39 PM  nuela\ 100401 E18Lys.

E1flys #3-30 RT: 0.02-0.24 Av: 28 NL- 9.08E7
T: FTMS + p M5! Full ms [200.00-2000.00]

1358.3565
100
£70.6824 1361 3678
5 Caz Her O N, = 6708324
o0 10.1300 ppm
s HR-ESI-MS
80
75
70
5
Eﬂﬂ
'ESS
25
£
4 a5
(14
a0
5
a0
25
20
15
5
, o
DLkt rereeprepee e b b e e e
400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800



Anhang

2-Tetradecyleicosa-11-ensaure-[2-(2,6-diamino-1-okexyl)aminoethyllamid - 96

Eisui1dys

ESI-MS

expt szpul
SAMPLE

date Mar 2 2010
solven 30D
file /export/home/~
vamrl/auto/rt3/2/F~

01z_8-9_01

ACQUISITION

W 6799.3
at 2.502
np 34022
fb 3800
bs 4
d1 z.000
nt 32

ct
TRANSMITTER
n

sfrg 399.961
tof 608.1
tpwr
6.100
DECOUPLER
n HL
dof 0
dm nnn
dmm g
dpwr 34
dnf 10096
8

3
D:\Data\Serviesimf080110-1
S# 1 RT:0.02 AV: 1 NL: 21568
F: + ¢ Full ms [ 50.00 - 1500.00
100
95
90
85
80
75
70
65
60
8
2 85
3
S
2 50
@
&
T 45
o
40
35
30
25
20
15
10
5
0. 1293 1708 3561 525.1
200 400
SPECIAL
ten 27.0
gain not used
spin 20
hst 0.008
pwso 12.200
alfa 51.700
1 n
in y
dp v
nn
PROCESSING
0.30
not used
DISPLAY
sp -146.9
wp 3754.0
il 799.9
rfp 0
rp 8.1
P 6.4
PLOT
we 250
sc 0
vs 78
th 0
ai cdc ph
7 6
0.17 06

| 680.8
550.2 652.9 7915 8919

600 800

01/18/10 09:34:05 AM

678.1

6796

miz

~0.00.00
8,63 0.01

1000

MF080110 - 677,14

10759
1200

1353.5
1327.3

14525
1400

72.87

ppm



Anhang o]

AM2010 4:47:05 PM  100401VE1Bu14Llys

E1Buidlys #3-20 RT: 0.02-020 AN: 28 NL: 1.54E7
T: FTMS + p W51 Full ms [200.00-2000.00]

B77.6863
Caz Has Oz My = 6776867
-0.6048 ppm

8

&

HR-ESI-MS

8

g2 & 3 & B B

&

Relafive Abundance
3

40

]

]

1]

[

]

=

| \ TR et

T T T
400 500 BOO 1000 1200 1400 1600

LRSS LA LA LR RAARS AR RRAAY
1800 2000
mfz

2-Hexadecyloctadecanséaure-[4-(2,6-diamino-1-oxohdygminobutyllamid - 95  Pelys

| DiostaiSenicemto41208-1 12/47/08 09:44:53 AM MF041208 - 707,21
Folz

0.01 AV: 1 NL: 1.45E7

S# 1 RT.
ESI MS T: + ¢ Full ms [ 50.00 - 2000.00]
- 100 708.1

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50

45

Relative Abundance

709.0
40

| 710.0

710.8
2013 2833 3859 5812\5646“” 7921 8287 10301 11539 14124 15787 17885 19527

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz




Anhang p

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-[2-(2,6-diamino-1-okexyl)aminoethyl-2-tetradecyl-
hexadecanoylaminoethyllJaminoethylamid - 98 T;4,DimerLys

r
E S I M S 0808-2 09129108 04:35:58 MF290808 - 1143.97

RT: 0.03 AV: 1 NL: 4.09E6
Full ms [ 50.00-2000.00]

1144.0
|
|
|
|
|
| 11449
|
q
70|
|
65—
60-|
8 55
£
250
s 1
T s
40-
35
1146.0
25
20
15
10 47856 1146.9
5728 709.7
5] 3240 7108 o 10770 lro0as Josas
| 2432 | | | 1340.8 1417.5 16797 &
2119 b i i s ]l 17442
IS I TR ' ot el b sl L
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

miz

2-Dodecyltetradecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-oxaxyl)aminoethyllJaminoethyl}-amid
(99) lediLys r

11/03/09 02:36:57 MF261008 - 76125

RT: 0.01 AV: 1 NL: 1.42E8
0.00-1600.00]

ESI-MS

3916

| 78258

Relative Abundance

7836

3927 6537
38321 4206
3748]| 611.7 | 6546 | | 8046 g70.2
L‘ ‘ 4235 i 1 [
L s .

1554 261.5 988.3 11215 11667 13338 15113 15846
T

1 (it T fethpieny (Ao siats T i
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
miz



Anhang

'H-NMR

Folz
MF281009
Nr.3893

Pulse Sequence: szpul

solvent: C0300
Temp. 27.0 C / 300.1 K
User: vnmrl

INOVA-500 "max2"

Relax. delay 2.000 sec
Pulse 44.3 degrees
cg. time 3.277 sec
Vidth 10000.0 Hz
16 repetitions
OBSERVE  Hl, 499.7629220 MHz
NG

FT size 131072

10.76 0.05

4172010 4:34:34 PM 100401\T12diLys.

T1Zdilys £3-30 RT: 0.02-024 AV- 28 NL: 1.30E2
T: FTMS + p NS1 Full ms [200.00-2000.00]

781.7361
CysHea O3 Mg =781.73065

100 -0.5044 ppm

HR-ESI-MS

5 & 8 8

&

Relafive Abundance

B kB 8 85 &8 &5 8 85 8 & 3

S o

)

10

.61

67.86

-0.00

1583 4658

Ppm




Anhang

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-@kexyl)aminoethyllaminoethyl}-

amid - 100

ESI-MS

T14d i Lys

Relative Abundance
@
g

mi040208-1 11/03109 03:50:45

1#1 RT: 0.00 AV: 1 NL: 4.37E7
s [ 50.00-2000.00]

MF040209 - 837.36

837.6
|
419.7
|
|
|
|
|
8386
8305
406 6516
|
4114 7095
8186
41056 | 4786 580.8 8657 935.0
1500 288 369.5 \“ b !‘ IH ! “‘U( J \10342 12536 14937 1608.0 1723.9 1960.5
ALy puly gy L
00 4t 600 800 "1000 1200 1400 1600 1800 2000

miz

2-Tetradecyloctadecanséaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-@hexyl)aminoethyllaminoethyl}-

amid - 101
ESI-MS

TiandgiLys

Relative Abundance

nf211608-1

-1#1 RT: 0.02 AV: 1 NL: 8.52E7
ms [ 50.00-2000.00]

11/03/08 03:20:51 MF211009 - 865.41

865.6
433.7
|
|
8666
867.6
4345
|
|
4253 | 781.6
1 4036 | 50?’7 7376 | | goas s
T 1546 2755 3866J JL J 5946\; ‘. ‘ \ \\i - 1146.0 1294.5 1517.5 1728.9 1978.4
[ T et qubly NI S e e L "
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

miz



Anhang

INDEX © QUENTY - PPM T £ P
1 29701762 7. 428 1.8 ]
2 1742 4.35 a.g -
Pulse Sequence: szpul 3 1320.278. 3.301 1.3
solvent: C030D a 1308.451 3.271 3.9 |
emp. 27.0 C / 300.1 K 5 1301.188 3.253 2.9 |
Sample #4 6 1287.493 3.219 7.8 |
GEMINI-100BB "Tampe" 3 Soencii Bons e !
8 1064.219  2.661 4.0
Relax. delay 2.000 sec |
Pulse 450 degrees 9 1058.201 2.646 6.3 |
time 2.502 sec 10 1051.146 2.628 3.5
Width 6799.3 H: 11 1029.358 2.574 742 |
32 repetitions
OBSERVE.  HiL, $99.9586888 MHz 12 WL EoBi =
DATA PROCESSIN 13 833.060 2.083 4.
Line broadening 0.3 Hz 14 673.074 1.683 1.8 |
FT size 65536 15 592.148 1.481 6.2 "
Total time 2 min, 43 sec 18 i Sl g
17 578.868 1.447 5.1 |
18 544.630 1.362 5.4 i
19 484.869 1.212 151.2 i
20 340.031 0.850 7.9 |
21 334.221 0.836 13.0
22 327.581 0.819 6.3
il
/
/ / / /|
[ [ / ‘
|
|
[ it |
[ | |
o i N il
T T : ! !
8 7 ] 5 a 3 2  § ppm
0.65 0.02 9.68 62.48
10.16 0 081 5.29. 10
L
412010 4:33:15 PM 100401\T14_16diLys
Ti14_16dily= #3-30 RT: 0.02-023 AV:- 28 ML: 3.45E8
T: FTMS + p NS! Full ms [200.00-2000.00]
8853305
Czp Hips O3 Np = 885.8304
0.1242 ppm
"1 HR-ESI-MS ”
85
a0
as
an
75
70
85
E B0
E 55
3 50
4 45
(14
40
35
o
25
20 4334197
Czp Hz1 O Ny =433.4211
-3.2781 ppm
15
10
5
o L L | uh.ll Lo l 1 L +
T LAARRE AL LAY LAAARE RARES LAAARS RARAY SRR AARA T LR RARA AR AR LA LAAARE RARES T T T
400 600 800 1000 1200 1400 600 1800




Anhang

2-Hexadecyloctadecansaure-{2-bis[(2,6-diamino-1-oRexyl)aminoethyl]Jaminoethyl}-
amid - 102  TediLys
"1 -NMR

. b FREQUENCY  PPM HEIGHT INDEX  FREQUEKCY CPRK ' HEIGHT - «
Manuela Folz * 1 3073.477 7.684 3.5 40 §69.531 1:423 134 ¢ i
MF300309 2 953 4.703 56.0 a1 559.155 1.398 2.4
Sp.Nr.3052 3 .241 4.654 15 42 552.723 1.382 2.9
Y7 oxnil sedin 4 976 3.308 4.7 43 545.875 1.365 2.4
5 1321.316  3.304 10.1 4a 538.820 1.347 1.5
SAMPLE it DEC. & VT 6 1319.864 3.300 12.8 45 528.445 1.321 I 0.8
date Apr 8 2009 dfrg 399.961 I
Qnre e 2000t i 7 1318.20¢  3.295 C 6 522.427 1.306 1.4
file exp dpwr 30 8 1316.544 3.292 5.7 47 515.372 1.289 248
ACQUISITION dof 0 9 1308.036 3.270 3.9 18 498.357 1.246 150.0
frg 399.961 dm nnn 10 1300.773 3.252 6.1 49 478.851 1.197 4.8
o Ty [nn Sig 11 1294.548 3.237 3.8 50 352.067 0.880 4.7
np 34022 temp 12 1291.643 3.229 3.2 51 345.427 0.864 13.2
sw 6799.3 PROCESSING 13 1284.588 3.212 1.5 52 338.371 0.845 5.5
fb 3800 “Jf 030 14 1071.482 2.679 3.8
2 L™ 1 15 1064.427 2.661 5.8
pw 6.1 fn not used 16 2.648 4.3
a1 2.000 17 2.628 2.9 |
tof §35.0 werr 18 2,612 5.6
o 5o e 19 2.595 3.8
alock nownt 20 2.580 2.6
gain not used 21 2.563 1.4
i st i 22 2.155 0.5
in 4 23 2.143 0.3
v 24 851.943 2.130 0.6
oIseLay 25 669.053 1.723 0.6 |
o o 26 661.998 1.705 0.7
vs 150 27 678.885 1.697 0.9 |
sc 0 28 675.357 1.689 1.0 |
we 250 29 671.622 1.679 0.8 |
hzan s 30 669.547 1.674 0.7
1 2085.8 31 665.812 1.665 1.0 |
rfp 1313.9 32 623.274 1.558 0.6
th ey Ung 33 617.879 1.545 1.2 |
g i 34 610.616 1.527 2.3
35 605,014 1.513
35 596.506 1.491 4.1 |
| 37 589.451 1.474 3.2
| 38 582.188 1.456 1.7
39 577.208 1.443 0.7 ‘
‘ |
|
- A -
/ (
i J i [ J
|
| |
| |
‘ ' N
7 6 5 4 3 2 1 ppm
0.40 0.33 5.74 5.11 0.86 6.67 49.03 4.92
10.41 5.03 3.21 0.04 1.40 4.981.81 0.05
4172010 4:36:01 PM 1004011 8diLys
T1Bdilys #2-30 RT: 002-0.33 AV: 20 NL: 1.86E7
T: FTMS + p NS Full ms [200.00-2000.00]
893 8632
z=1
Cz2 Hios O3 Ne = 803.8817
'IIJOE 1.6713 ppm
a5
804
754
g 405. 1448
=
§ CgHz Oy N7 = 4051450
§ -0.1805 ppm
=
254
20
15
10
5
o ddp (TN " I . l Al | L“AJ N
t T SRR RARES trrTreer T T LSRRI RAEAS | RAARS LR AR | LSAARI RARES | ARALAARAR LAARRI LAARR LARARRARAS |
400 600 800 1000 1200 1400 1800 2000




Anhang u

2-Dodecyltetradecansaure-{2-(2-aminoethyl)-[2-(2,8tamino-1-oxohexyl)aminoethyl]-

aminoethyllamid - 103 TiomonolLys

ESI-MS

AV 1 NL 25167
00]
6536

Relative Abundance

8516

8517

753.4

8375
b | 15285
2755 525.4 1 9497 10?73 13274 14613 1667.6 1922.2
thong ALK i s Ltk h

(i s fadig il i
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz

2-Tetradecylhexadecansaure-{2-(2-aminoethyl)-[2-(8;diamino-1-oxohexyl)aminoethyl]-
aminoethyl}amid - 104 TismonoLys

MF221008 - 705,19

ESI-MS

457 7106

Relative Abundance

40
3
25
2y 355.7
5=
0 6516 | 7116
| 3862 7718
| || 8oss 10501

1502 2753
. A

\
385.9
4787 810.3 | 12245
| i | i 1333.0 1608.1 1873.5
L o \MM{L ssboial sl o 15051, 18721
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz




Anhang v

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{[2-(2,6-diamino-1-akhexyl)amino]-1-oxoethyl}amino-
butyl)amid - 107 PL4GlyLys

5033
ESI-MS
95
90
85
50
201
65|
60|
|
55|
2 50«‘
o e
40
7094
|
|
35
30|
1
209
is
0 7104
3 7345
£ 5803 7355
3548 5224 | se13 | |74° saaa
165.1 2742 ol i1, | 8896 9505 10835 12379 14148 45278
. T T * drebertere
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
miz

2-Hexadecyloctadecanséaure-(4-{[2-(2,6-diamino-1-okexyl)amino]-1-oxoethyl}amino-
butyl)amid - 108 PieGlyLys

AV 1 NL: 1.49E7
50.00 - 2000.00]

ESI-MS

765.3

2 5
g
]
g
£

6 766.0

10 | 767.0

o | 8039
696.1 | | 805.0
w16 374 637?_7 Ll 8941 11612 13227 14683 17108 17895 19545
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz



Anhang w

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-akexyl)amino]-4-methyl-1-oxopen-

tyl}aminoethyl)amid - 109  B4LeuLys

r
00123109 02:49:11 PM MF220909 - 735,21

iDaizicor -
RT: AV: 1 NL: 698E8

Foiz
st
F: + c Full ms [ 50.00 - 2000.00]
ESI-MS o
100

Relative Abundance

15 736.9

| 73041
| s07.9

1472.7
901 2051 467 4960 7343 | 8707 9797 1125 14709 737 16059 18430 19179
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{[2-(2,6-diamino-1-akexyl)amino]-4-methylthio-1-
oxobutyl}aminoethyl)amid - 110 E4MetLys

r

D:\DatatService\m210409-6-1 05/07/09 10:39:41 AM MF210409 9-15+31-37 - 754.25

Folz
S# 1 RT:0.00 AV: 1 NL: 1.59E8
F. + ¢ Full ms [ 50.00 - 2000.00]

ESI-MS

e
®
T 45
&
40
* 756.8
30
25
20
756.8
15 |
|
10 |
770.8
812.7
559.5
81,3 2627 795 0428 ||, | 8703 osas 12414 15086 1689.1 1849.4

200 00 | eho 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz



Anhang X

2-Tetradecylhexadecansaure-(2-{2,6-[bis-(2,6-diamim1-oxohexyl)]diamino-1-oxohexyl}

aminoethyl)amid - 112 BtrisLys

D/DataiServicelmf030708-1 0212508 1057:31 AM MF030708 - 879.4
olz
S# 1 RT: 001 AV 1 NL: 249E7

T+ ¢ Full ms [ 50.00 - 2000.00]

ESI-MS

Relative Abundance
g

880.8
45
40
35
30
25
20
881.8
15
10
4409 7519 2018
B 4417 7530 9029
3856 44 8632 || 9177
2147 3904 SO 4026 gaq  TOL| | 10157 12194 13549 16513 1796.7 18882
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
mz

2-Tetradecylhexadecansaure-(4-{6-[(2,6-diamino-1-akhexyl)amino]-2-amino-1-oxo-

hexyl}aminobutyl)amid - 116 RdiLys

1019108 02:08:15 P MFG71009 91-105 - 807,45

S# 1 RT. AV: 1 NL: 475E7
ESI'MS F: + ¢ Full ms [ 50.00 - 2000.00]
780.8

100

Relative Abundance

7816

782.4

802.1
3911
8229
5 3935 3618
395.3 i
6530 7231 | 1471.0
1755 34?9 |208.1 Lo Lkl 1} 9998 11635 12828 1622.3 17350 18988

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
miz



Anhang y

2,7-Ditetradecyloctandisaure-bis-(2-aminoethyl)amid 126* G4

09104108 10:03:34 WF020908 - 651.1
ESI_MS 8-1#1 RT. 0.01 AV: 1 NL: 4.18E6 B
Al ms [ 50.00-1500.00]
e 6516
95
%
85
80
75~
70|
65|
60
3
8 55
g 2
2
s
£ 50-
®
g
5
S 6526
2 4
40|
3265
35
30~
25
20~ 5252
663.5
5
. 3095 il
10 6348 7615
&l | 1068.5
os |[5892 ss7s 5729 ||| 6647 | 555 91‘8.79803 11226 14635
2312 S M L ;‘I‘ T ; | Mhate 12372 1417.9 |
1334 Uil ot £k “‘\ AN T T A it |
- 89.0 LAYt L AR O b ATl
ot ML AL S o b MLk
200 400 600 800 1000 1200 1400
miz
Folz_2187-88_ MF020905
expl szpul
SAMPLE SPECIAL
date Mar 5 2008 temp 27.0 |
solvent cdcl13 gain not used
file /export/home/~ spin 20
vamr1/auto/rt3/5/F~ hst 0.008
01z_2187-88_01 pw90 12.200
ACQUESITION alfa 51700
W 6799.3 FLAGS
at 2.502 11 n
np 34022 in y
b 3800 dp v
bs 4 hs nn
d1 2.000 PROCESSING
nt 32 1b 0.2
ct 32 fn not used
TRANSMITTER DISPLAY
n H1 =243.2
sfrg 399.960 wp 3441.7
tof 608.0 rfl 800.0
tpwr 59 rfp 0
v 6.100 rp -9.7 |
DECOUPLER 1 -1501
H1 PLOT
dof 0 wce 250
dm nnn  sc 0
dmm c Vs 76
dpwr 34 th 0
dmf 10096 ai cdc ph
J i
| | f ¥
;‘ J / J
1l |
I |
|
| \‘
| Il
— ; . . ; —
7 6 5 4 3 2 1 5 ==X ppm
0 25‘ 0.21 0.10 0.00 2.18 68.02 0.07
1.27 8.20 9.27 4.12 0.20 6.10




Anhang

2,7-Ditetradecyloctandisaure-bisf2,2’-bis-(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminoethybmid
128 GudiLys

\mf200400-2 04/22/09 08:19:04 AM MF200409 - 907,45,
D:\DatsServico\mf200409-2
Folz "
S# 1 RT: 0.00 AV: 1 NL 149E7
F: + ¢ Full ms [ 50.00 - 2000.00]
454.8
100

ESI-MS

Relative Abundance

9078

20 | 486, 8 (9086

1 4408 7797 | 9099

b | 20 26 5 ‘9508
8T 4arg 4135 | T |/ 9769 10471 12988 44000
AR bbb

bbb g i g .
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000

17018 1957.8

2,7-Dihexadecyloctandisaure-bi$2,2’-bis-(2,6-diamino-1-oxohexyl)aminoethyamid
129 GgdiLys

f141008-26-1 10723108 10:18:03 141008 226 - 9662

RT. 0.02 AV: 1 NL: 1247
00-2000.00]

ESI-MS

9638

4826

964.8

15 8358 | 0658

184.1
1648

1274.2 15868 1807

200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800
miz

2000
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