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Abb.39: a) Schematische Darstellung der lonenverteilung in Abhangigkeit von der Entfernung zur Oberflache
eines Partikels in einem elektrolythaltigen Dispersionsmittel mit einwertigen Kationen und Anionen. b) Beispiel
fur drei mdgliche Potentialverlaufe (unterschiedliches (-Potential) ausgehend vom gleichen Oberflachenpotential
¥, des Partikels in verschiedenen DiSPersioNSMEAIEN. .......cvevveieieiiiieieeieese e se e se e e sre e sre e se e e e seeseenes 59

Abb. 40: DSC-Kurven der wassrigen Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-TT, -HT, -TO und -HO bei
pH 10 (c=1mgml® in Carbonatpuffer). Linkes Diagramm: Lipide vom Ethylendiamin-Typ. Rechtes Dia-
gramm: Lipide vom Tris(2-aminoethyD)amin-TYP. ....ccieoeieiereie s sesiee ettt ste e aesnennas 61

Abb.41: DSC-Kurven der wassrigen Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-OO bei pH 10 (¢ = 1mgml™
[T o Lo 0t 11 o1V =1 ) TSRS 66

Abb.42: DSC-Kurven der wassrigen Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-TO bei pH 5 (c = 1mgml™ in
Aot L1 01U 1 (=1 ) TS 68

Abb. 43: DSC-Heizkurven der wassrigen Dispersion von DiTT-VI bei pH 10 (c = 1mgml™ in Carbonatpuffer).

Abb. 44: Intensitatsgewichtete GroRenverteilung einer Dispersion von DiTT-VI in Carbonatpuffer pH 10
(C = IMG MUYt 69

Abb.45: Links: TEM-Aufnahme einer Dispersion von DiTT-IV (c=0,05mgml™ in HEPES-Puffer pH 7,3).
Rechts: DSC-Heizkurven der wassrigen Dispersionen von DiTT-IV (c = 1mgml™) in Carbonatpuffer (pH 10),
H,O (pH ~8), HEPES-Puffer (pH 7,3) und Acetatpuffer (pH 5) im Vergleich zu einer TT-1V-Dispersion in
CarbonatPUFTEr (PH L0). ..ottt bbbt b bbb bbbt 70

Abb. 46: Ergebnis einer nicht-linearen Kurvenanpassung (nach GAuUR) fiir die DSC-Heizkurve einer Dispersion
von DITT-1V in HEPES-PUFfer (€= 1MGMI™). oo 71

Abb.47: Beispiele fur natlrlich vorkommende Methyl-verzweigte Fettsduren oder Fettalkohole. Die darge-
stellten Fettsdureserien sind Vertreter aus Membranlipiden von Bakterien des Genus Bacillus. Phytanol kommt
in Etherlipiden von Archaebakterien VOr. 22> .. ... eee e 72
Abb. 48: Abhéngigkeit der Phasenilibergangstemperatur von der Position der Methylverzweigung in den Alkyl-
ketten von verschiedenen 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholingn. ... 73

Abb.49: DSC-Heizkurven von verschiedenen homologen Malonamiden der 1. und 2. Generation mit speziellen
Alkylkettenvariationen in Carbonatpuffer pH 10 (c = 1mgml™): a) Lipid XVp im Vergleich mit Lipid XV. b)
THM-X und RTO-X im Vergleich zu TO-X. ¢) THM-IV und RTO-IV im Vergleich zu TO-IV. d) THM-XIV
und RTO-XIV im Vergleich ZU TO-XIV . ..o bbb 74

Abb.50: a) Massen- und intensitatsgewichtete PartikelgréfRenverteilungen als Ergebnis der DLS-Messungen von
TO-VI-Dispersionen (c=1mgml™) in Carbonatpuffer pH 10 und HEPES-Puffer pH7,3. b) Cryo-TEM-
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Abb.51: Bestimmung der CMC mit Hilfe der ITC (Methode A) am Beispiel des Lipids TO-VI. a)
Wérmestrom/Zeit-Profil flr die Titration einer Lipiddispersion (¢ = 0,84 mm, HEPES-Puffer pH 7,3) in reinen
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Demizellisation als Funktion der Lipidkonzentration in der Messzelle. Die rote sigmoidale Kurve wurde durch
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Abb.52: Ermittlung der CMC mit Hilfe von Farbstoffeinschlussmethoden am Beispiel des Lipids TO-VI. Die
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Abb.53: a) Warmestrom/Zeit-Profil und b) Prozesswarmen normalisiert auf die Stoffmenge des injizierten
TO-VI als Funktion von nro.vi/Nnu in der Reaktionszelle fiir die TO-VI-zu-DNA-Titration (Csspona = 0,45 MMy,
Cro.vi = 0,84mM) in HEPES-Puffer pH 7,3. ¢) Warmestrom/Zeit-Profil und d) Prozesswarmen normalisiert auf
die Stoffmenge der injizierten DNA als Funktion von nyu/nto.v in der Reaktionszelle fiir die DNA-zu-TO-VI-
Titration (Cro-vi = 0,26 MM, Csppona = 4,85 MMyyi) in HEPES-Puffer pH 7,3. ..o, 84

Abb.54: Prozesswarmen (korrigiert mittels Kontrolltitration) fir den Komplexbildungsprozess zwischen
sSpDNA und TO-VI in drei Puffersystemen (HEPES, TRIS und MES) bei pH 7,3. a) Prozesswarmen
normalisiert auf die Stoffmenge des injizierten Lipids fiir die TO-VI-zu-DNA-Titration (Csspona = 0,45 MMyyk,
Cro.v1 =0,84mM). b) Prozesswdrmen normalisiert auf die Stoffmenge der injizierten DNA fir die
DNA-zu-TO-VI-Titration (Cro-vi = 0,26 MM, Csspona = 4,85 MMNu). ovvieiciiiiii i 85

Abb.55: Gegenuberstellung des (-Potentials (dreifache Bestimmung) und der Prozessenthalpie der ITC-
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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Gentherapie

Die Aufklarung der DNA-Struktur 1953 durch WATsoN und Crick® legte die Voraussetzung
flr das molekulare Verstandnis des genetischen Codes und von Vererbungsprozessen. Durch
die Entschlisselung des humanen Genoms 2001 wurde ein weiterer Grundstein fir das
Verstandnis genetischer Prozesse gelegt.2 Viele Erbkrankheiten konnten auf molekularer
Ebene aufgeklart werden. Die monogenen Erbkrankheiten, fur die es bis zum heutigen
Zeitpunkt keine kausale Behandlung gibt, riickten starker in den Focus der Gentherapie. In
diesem Rahmen sind folgende Krankheiten zu nennen: X-SCID, ADA-SCID, Mukoviszidose,
Hamophilie A und Hamophilie B.*

Die Gentherapie bezeichnet das Einbringen von genetischem Material in Zellen oder Gewebe
mit dem Ziel durch die Expression und Funktion dieser Gene therapeutischen oder
praventiven Nutzen zu erlangen.® Dabei gilt diese Therapieform nicht mehr als eine rein
experimentelle Behandlungsstrategie. So wurde im Jahr 1990 erstmals eine erfolgreiche
gentherapeutische Behandlung am Menschen beschrieben.” Dabei handelte es sich um ein
vierjéhriges, an ADA-SCID erkranktes Madchen, dem man Lymphozyten entnahm und diese
in-vitro mit einem intakten ADA-Gen transduzierte. Nach Reinfundierung der Lymphozyten
trat eine Verbesserung des Krankheitszustandes auf. Im Jahre 2012, 22 Jahre nach der ersten
erfolgreichen  Gentherapie am Menschen, wurde von der EMA mit Glybera®
(EMA/506772/2012) erstmals ein Virus-basiertes Gentherapeutikum zugelassen.® Das Arznei-
mittel, mit der Wirksubstanz ,,alipogene tiparvovec*, dient der Behandlung von Lipoprotein-
lipase-Defiziens. Dabei handelt es sich um eine monogene Erbkrankheit, welche auf einen
Gendefekt der Lipoproteinlipase basiert.

Des Weiteren ist die Gentherapie langst in der deutschen und europdischen Gesetzgebung
verankert. So ist nach 85 Embryonenschutzgesetz die genetische Verdnderung von
Keimbahnzellen aus ethischen Griinden verboten und somit auf Kdrperzellen begrenzt. Ferner
wird der Begriff Gentherapeutikum in der Richtlinie 2009/120/EG und im 84 Abs. 9
Arzneimittelgesetz eindeutig definiert.

Durch die Entdeckung und Entwicklung des ,,Gene Silencing®, mit Hilfe von Antisense
Oligonukleotiden’ oder siRNA®?, hat sich das Spektrum der Zielerkrankungen fiir die Gen-
therapie erweitert. So traten auch erworbene Krankheiten, wie Tumor- oder Viruserkran-
kungen, in den Focus der Gentherapie. In Tab.1 ist eine Ubersicht iiber die Anwendungs-

gebiete von Gentherapeutika in klinischen Studien im Zeitraum von 1989 bis 2013 dargestellt.
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Tab.1: Anwendungsgebiete der von 1989-2013 gemeldeten klinischen Studien, welchen ein gentherapeutischer Ansatz zu
Grunde liegt.® Angegeben sind der prozentuale Anteil der klinischen Studien mit gemeinsamer Indikation sowie die absolute
Anzahl der Studien.

Anwendungsgebiete/Krankheiten A(nAtrilzIaEI/;] Anwendungsgebiete/Krankheiten A(nAtEIZIaEJI/;]
Krebserkrankungen 64,2 (1264) neurologische Erkrankungen 1,9 (37)
monogene Erbkrankheiten 8,9 (176) Augenerkrankungen 1,4 (28)
Infektionskrankheiten 8,2 (162) inflammatorische Erkrankungen 0,7 (13)
kardiovaskulare Erkrankungen 8,1 (160) Sonstige 6,6 (129)

,Nackte“ Polynukleotide eignen sich nur bedingt fiir die Gentherapie, da sie als Polyanion
und Makromolekil nur ineffizient von Zellen aufgenommen werden. Des Weiteren werden
sie von Nukleasen abgebaut.* Um diese biopharmazeutischen Probleme zu iiberwinden,
bedient man sich spezieller Vehikelsysteme, den so genannten Vektoren. Diese werden in
zwei Hauptkategorien eingeteilt: die viralen und die nicht-viralen Vektoren. Der Anteil
verschiedener Vektorsysteme in klinischen Studien mit gentherapeutischem Hintergrund nach
dem Stand vom Juli 2013 ist in Abb. 1 zusammengefasst.

Vektoren fiir den Gentransfer

virale Vektoren [ nicht-virale Vektoren ]
e Adenoviren (23,5 %) Lipofektion (5,5 %) ]
— Retroviren (19,1 %) Andere Vektoren (6,8 %) ]

— Vaccinia-Viren (7,8 %)

e AAV (5,2 %)

.Nackte” DNA (17,7 %)
— Pockenviren (4,8 %)
— Lentiviren (3,3 %) In Quelle nicht beriicksichtigte

Vektoren in klinischen Studien (3,2 %)

= Herpes-Simplex Viren (3,1 %)

Abb.1: Vektorsysteme, welche in klinischen Studien mit gentherapeutischem Hintergrund im Zeitraum von 1989-2013 zur
Anwendung kamen.*° Die prozentuale Haufigkeit der Anwendung ist in Klammern angegeben.

Die derzeit am h&ufigsten eingesetzten Systeme stellen die viralen Vektoren dar, deren
Gentransferprozess im Rahmen der Gentherapie als Transduktion bezeichnet wird, um den
Prozess von der natiirlichen Infektion abzugrenzen.'**? Virale Vektoren sind replikations-
defiziente Viren und sie zeichnen sich durch ihre hohe Effizienz beim Transfer des

genetischen Materials aus. Weiterhin ermoglicht die Verwendung spezieller Virustypen, wie
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Retroviren oder Adeno-assoziierte Viren (AAV), eine dauerhafte Expression eingeschleuster
Gene.>*3'* Dem gegeniiber stehen einige Nachteile viraler VVektoren: die geringe Beladungs-
kapazitat mit Polynukleotiden, die aufwendigen und kostenintensiven Herstellungsverfahren,
das immunogene und kanzerogene Potential, sowie die Gefahr der Ruckbildung pathogener
Viren. >

Aufgrund der Nachteile der viralen Vektoren riicken nicht-virale Vehikelsysteme in den
Fokus der Gentherapie. Der Gentransfer mit nicht-viralen Vektoren wird als Transfektion
bezeichnet, wobei es sich um ein Kunstwort aus Transformation und Infektion handelt.*® Zu
den nicht-viralen Vektoren zdhlen sowohl chemische als auch physikalische Systeme.
Physikalische Systeme beinhalten Methoden wie Mikroinjektion von Polynukleotiden in
Zellen, Bioballistik mittels ,,Gene Gun®, Elektroporation, Sonoporation und Magneto-
fektion.'* Bei den chemischen Vektoren zihlen der Polynukleotidtransfer mit kationischen
Polymeren (Polyfektion) und kationischen Lipiden (Lipofektion) zu den bedeutendsten
Methoden. Wichtige Polymere fiir den Gentransfer sind Poly-L-Lysin (PLL) und Polyethylen-
imin (PEI). Da Polymersysteme jedoch nicht Thema dieser Arbeit sind, soll hier auf
zusammenfassende Literatur hingewiesen werden.’>*® Die Lipofektion wird in Kap.1.2

ausfuhrlicher betrachtet.

In der Gentherapie gibt es zwei grundlegende Behandlungsstrategien: die in-vivo und die
ex-vivo Strategie. Beim in-vivo Gentransfer wird der Patient direkt mit dem genetischen
Material behandelt.** Dabei kann der Vektor systemisch oder lokal appliziert werden. Beim
ex-vivo Gentransfer werden dem Patienten Zellen entnommen und in Kultur mit dem Vektor
behandelt. Anschlielend werden die genetisch modifizierten Zellen dem Patienten reimplan-
tiert/reinfundiert.?* Diese Strategie wird unter anderem fiir die gentherapeutische Behandlung

von Blutzellen genutzt.

1.2 Lipofektion und Lipidassoziate

1987 pragten FELGNER et al. den Begriff Lipofektion mit der Erstbeschreibung des
kationischen Lipids DOTMA (siehe Abb.2), welches erfolgreich fiir in-vitro Gentransfer-
experimente eingesetzt wurde.”® Seit dieser Zeit sind die kationischen Lipide, auch
Cytofektine genannt, in den Fokus der Gentherapie gerlickt und stellen derzeit den gréRten
Anteil an nicht-viralen Vektoren in klinischen Studien dar (Abb. 1). Die Grunde hierfir sind
die Vorteile der Lipofektion gegeniber der viralen Transduktion: eine vergleichsweise
preiswerte und einfache Herstellung der Vektorsysteme, welche auch in grofReren MaRstében

realisierbar ist, das Fehlen von immunogen wirkenden Proteinkomponenten und das fehlende
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Abb.2: Schematische Darstellung der Grundstruktur von Cytofektinen (oben links): lipophiles Grundgerist (Blau), Linker
(Rot) und kationische Kopfgruppe (Griin). Diese Regionen sind durch Ubernahme der zugehérigen Farben auf drei klassische
Vertreter der Cytofektine (DOTMA, DOSPA und DC-Chol) tibertragen worden.

onkogene Potential, sowie die Mdglichkeit auch groBere Polynukleotide zu iibertragen.?’
Dennoch stehen bis zum heutigen Zeitpunkt die kationischen Lipide den viralen Systemen in
der Effektivitat des Gentransfers nach.?*® Zudem stellt die Toxizitat vieler kationischer
Lipide ein Problem dar.?®

In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurde eine Vielzahl von kationischen Lipiden
synthetisiert. Da diese sehr vielfaltige chemische Strukturen besitzen, soll hier auf einige
Ubersichtsartikel verwiesen werden.”®?** Dennoch besitzen alle Cytofektine eine gemein-
same Grundstruktur (Abb.2): ein lipophiles Grundgerist, welches Uber eine Linkerstruktur
mit einer kationischen Kopfgruppe verbunden ist. Dabei kann die lipophile Struktur sowohl
von einer unterschiedlichen Anzahl von Alkylketten mit variabler Lange und Sattigungsgrad,
als auch von Steroidstrukturen, wie Cholesterol, gebildet werden (siehe DC-Chol Abb. 2). Die
Linkerstruktur kann sehr ausgedehnt sein oder lediglich aus dem Lipidriickgrat bestehen. Der
kationische Kopfbereich bietet weitere zahlreiche Variationsmdglichkeiten. So kénnen perma-
nente Kationen, wie quartare Ammoniumionen, oder protonierbare Gruppen, wie primére
Amine oder Guanidinfunktionen, fiir die positive Ladung verantwortlich sein. Des Weiteren
variiert die Anzahl der kationischen/basischen Funktionen. So spricht man bei einer
kationischen/basischen Gruppe von monovalenten Lipiden, bei mehreren Ladungen von
polyvalenten Lipiden.

Der Aufbau der Cytofektine zeigt, dass sie zu den klassischen Amphiphilen gehdren. Sie
bestehen aus einem hydrophilen Kopfbereich und aus einem hydrophoben Alkylketten-
bereich. Somit bilden sie im wassrigen Milieu verschiedene Molekilassoziate/Molekiil-
aggregate. Die treibende Kraft fir die Assoziatbildung ist der hydrophobe Effekt, welcher von
den Alkylketten ausgeht.*! Die Aggregationseigenschaften bestimmen auch die Struktur der
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Komplexe zwischen Cytofektinen und DNA, was in den folgenden Abschnitten néher

erlautert werden soll.

Kationische Lipide werden in der Regel als liposomale Formulierungen eingesetzt.
Liposomen sind Lipidaggregate, welche 1964 erstmals von BANGHAM beschrieben wurden.*
Der Begriff Liposom wurde 1968 von SEssa und WEISSMANN gepragt.®® Liposomen bestehen
aus einer oder mehreren Lipiddoppelschichten, welche das wassrige Vesikelinnere von der
aulleren wassrigen Phase (Dispersionsmittel) abgrenzen (siehe Abb.3). Je nach der GroRe der
Vesikel und der Anzahl der Lipiddoppelschichten unterscheidet man zwischen:*®

o kleinen unilamellaren Vesikeln (SUV) — eine Lipiddoppelschicht, g < 100 nm,

e groBen unilamellaren Vesikeln (LUV) — eine Lipiddoppelschicht, g > 100 nm,

o multilamellaren Vesikeln (MLV) — mehrere Lipiddoppelschicht welche von einer

wassrigen Schicht separiert sind.

Die Grenzen zwischen LUV und SUV sind flieRend. So bezeichnen einige Autoren schon

Vesikel mit einem Durchmesser tiber 50 nm als LUV.®

Mizelle Liposom

Abb. 3: Schematischer Aufbau von Mizellen und Liposomen. Abbildungen nach BALAzs et al.>*

Kationische Liposomen bestehen in der Regel aus einem Cytofektin und einem neutralen
Helferlipid.®® Als Helferlipid kommen haufig Cholesterol und DOPE zum Einsatz (siehe
Abb.4). Diesen wird neben der Erleichterung der Liposomenpréparation zusétzlich eine
transfektionssteigernde Wirkung zugeschrieben.?”*"® Bei der Formulierung kationischer
Liposomen ergeben sich jedoch Schwierigkeiten hinsichtlich der reproduzierbaren
Herstellung im Grolimalstab sowie der Lagerung. So ist Art und GroRRe der Liposomen stark

von der Herstellungsmethode und den Eigenschaften des Dispersionsmittels abhangig.>® Des
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Abb.4: DOPE und Cholesterol als klassische Helferlipide fiir Cytofektinformulierungen.
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Weiteren gibt es Stabilitatsprobleme durch Fusi-
onsprozesse. Das diese Probleme jedoch uberwind-
bar sind, zeigen kommerziell erhéltliche, etablierte
Lipofectin®
(DOTMA/DOPE, 1/1, m/m) und Lipofectamine®
(DOSPA/DOPE, 3/1, m/m).?>%

Liposomenformulierungen wie

Im vergangenen Jahrzehnt haben auch ,,Solid Lipid
Nanoparticles® (SLN’s) Anwendung in der Lipid-
vermittelten Gentransfektion gefunden.?®

Auch Mizellen eignen sich als Formulierungs-
system fiir die Lipofektion. Der Begriff Mizelle fiir
Assoziationskolloide wurde Anfang des 20. Jahr-
hunderts von McBAIN gepragt.** Nur wenige
mizellare Lipidformulierungen fiir den Gentransfer
werden derzeit beschrieben.***" Dies kann auf die
Tatsache zurtickzufuhren sein, dass Mizellbildner
als stark oberflachenaktive Stoffe in der Regel mit
Membranschédigungen und somit mit zytoto-
xischen Eigenschaften einhergehen. Dennoch
haben sie Vorteile gegentiber den liposomalen For-
mulierungen. Mizellen sind kolloidale Aggregate,
welche sich spontan aus Amphiphilen in Losung
bilden,

einfacher im Vergleich zur Liposomenherstellung

wodurch die Herstellung wesentlich

ist.*> Zudem sind sie thermodynamisch stabil.*

Die Selbstaggregation erfolgt jedoch nur oberhalb
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P
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Abb.5: Zusammenhang zwischen Molekilform und
Packungseigenschaften von Amphiphilen und daraus
resultierende bevorzugte Aggregate. Thermodyna-
misch bevorzugte Aggregatstrukturen werden durch
das Zusammenwirken von Entropie und Packungs-
moglichkeiten aufgrund der Molekulform bestimmt.
Abbildung modifiziert nach ISRAELACHVILI®

der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) und der kritischen Mizellbildungs-
temperatur (CMT).**2%49 Unterhalb der CMC liegen mizellbildende Amphiphile geldst vor

und unterhalb der CMT kristallisieren die Amphiphile aus und bilden triibe Suspensionen.

Die Art der Molekiilaggregate, welche von Amphiphilen gebildet werden, ist abhangig von

ihrer Molekilgeometrie. Der Zusammenhang zwischen Molekilform und Aggregations-

verhalten wurde 1976 erstmals ausfihrlich von ISRAELACHVILI beschrieben und ist in Abb.5

dargestellt.>® Als MaR fiir die Molekiilgeometrie des Amphiphils dient hierbei der kritische

Packungsparameter (P), welcher nach Gl. 1 berechnet wird:**
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p=—" (Gl. 1).

- AK(;X jC

Dabei stellen Axg die von der Kopfgruppe des Amphiphils eingenommene Flache, V¢ das
Volumen der Kohlenwasserstoffketten und Ic deren kritische L&nge dar. Der Zusammenhang
zwischen P und den bevorzugten Molekulaggregaten ist in Abb.5 veranschaulicht. So bilden
Amphiphile mit P < 1/3 (kegelformige Molekilgeometrie) sphérische Mizellen und Amphi-
phile mit 1/2 <P <1 (Kegelstumpf) vesikulére Strukturen. Diese Lipide sind beféhigt ge-
krimmte Lipiddoppelschichten auszubilden — eine Voraussetzung fur die Ausbildung von
Vesikeln. Lipide mit P = 1 (Zylinder) formieren auch Lipiddoppelschichten, wobei sich durch
die fehlende Membrankriimmung eher planare lamellare Strukturen ausbilden.

Es soll aber darauf hingewiesen werden, dass nicht nur die Molekilform allein die Art der
Molekiilassoziate bestimmt. Auch die Konzentration des Amphiphils und die Zusammenset-
zung des Losungsmittels (lonenstarke, pH-Wert, Art des Losungsmittels) sowie die Tempe-
ratur haben Einfluss auf die Aggregatstruktur. Dabei wirken sich die Umgebungsbedingungen
auch auf die bevorzugte Packungsgeometrie aus. Den komplexen Zusammenhang zwischen

Struktur-bedingten und Losungsmittel-bedingten Einflissen auf P veranschaulicht Abb. 6.

grofRe starker hydratisierte Kopfgruppen, kleine schwécher hydratisierte Kopfgruppen,
geringere lonenstérke, grofer Quotient D/, hohere lonenstarke, kleiner Quotient D/,
niedriger pH-Wert (basische Lipide), hoher pH-Wert (basische Lipide),
hoher pH-Wert (saure Lipide), niedriger pH-Wert (saure Lipide),
niedrige Temperaturen (nicht-ionische Lipide) hohe Temperaturen (nicht-ionische Lipide)
< groRere A | | kleinere Ay >
¥ Axc
D A
ow :;'c : ; Vo [ /\ W/0
P 1/3 1/2 1 2 3
HLB 40 20 10 2 1
< kleineres V, langere I | | groReres Vg, kirzere I >
gesattigte und kurze Alkylketten Verzweigte und ungesattigte Alkylketten,

eine Alkylkette, groRer Quotient D/l zwei Alkylketten, hohe Temperaturen

Abb.6: Schematischer Zusammenhang zwischen P, HLB, Lésungsmittel- und Lipideigenschaften und deren Auswirkung auf
die Packungseigenschaften von Amphiphilen. Abbildung modifiziert nach IsRAELACHVILL*

Der folgende Abschnitt geht genauer auf die Strukturen der Lipid/DNA-Komplexe
(Lipoplexe) ein. Zuvor soll jedoch die Nomenklatur von lyotropen flussigkristallinen Phasen
(Mesophasen) erldutert werden, wodurch die Struktur und Bezeichnung der Lipoplexe

verstandlicher wird.
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Abb.7: Schematische Darstellung ausgewahlter lyotroper Mesophasen (entnommen aus Arbeiten von WINTER und BALAZS
et al.)*%2% Die Abkiirzungen der Mesophasen sind im Text erl4utert. Es sind drei lamellare Mesophasen dargestellt: die
flussig-kristalline L,-Phase, die Ls-Gelphase mit geneigten Amphiphilen und die kristalline Lc-Phase. Des Weiteren ist die
Hrippled“-Phase mit geneigten Molekiilen dargestellt (Pg.). Die hexagonalen Phasen sind in ihrer normalen (H,) und in ihrer
inversen (H;) Form abgebildet. Zusatzlich sind drei kubische Mesophasen dargestellt. Die hochgestellten Buchstaben P
(primitiv), G (gyroid) und D (diamand-Typ) kodieren fiir das Symmetrieverhalten der drei inversen kubischen Phasen Qy,.
Eine Auswahl bekannter lyotroper Mesophasen ist in Abb.7 dargestellt. Die Nomenklatur
wurde von LUzATTI gepréagt und im Zuge neuer Erkenntnisse von anderen Wissenschaftlern
erganzt.*** Folgende Nomenklatur wird in dieser Arbeit verwendet:
Fernordnung (engl. long range order):
L — lamellar (eindimensional),
P — ,.rippled” (zweidimensional geneigt oder zentriert),
H — hexagonal (zweidimensional),
Q — kubisch (dreidimensional),
Lc — kristallin lamellar (dreidimensional),
tiefgestellte Indizes in griechischen Buchstaben fiir die Nahordung (engl. short range
conformation) der Alkylketten:
a — ungeordnet fllissigartig,
B — teilweise geordnet gelartig, ungeneigt,
" — teilweise geordnet gelartig, geneigt.
Die folgenden tiefgestellten Indizes kennzeichnen das Phasenverhalten:
| — normale Phase und
Il —inverse Phase.
In den vergangenen zwei Jahrzehnten wurden wichtige Erkenntnisse (ber die Struktur von
Lipoplexen gewonnen. So wurde anfanglich postuliert, dass die DNA elektrostatisch an der
Oberflache von kationischen Liposomen gebunden ist.??**® In der Regel ist der Lipoplex-
aufbau jedoch wesentlich kompakter, was in der Beschreibung der ,,Spaghetti-Meatball“-

56,57

Strukturen zum Ausdruck kommt. Im Laufe der Zeit konnten durch RONTGEN-
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Abb.8: Modelle fiir drei beschriebene Lipoplexstrukturtypen: lamellarer Lipoplex (A), invershexagonaler Lipoplex (B) und
hexagonaler Lipoplex (C). Abbildung nach Zipovska et al.*®

Beugungsexperimente verschiedene Lipoplexmikrostrukturen aufgeklart werden, wobei
RADLER et al. 1997 Pionierarbeit auf diesem Gebiet lieferten.”® SAXS-Experimente mit
DOTAP/DOPC- bzw. DOTAP/DOPE-Mischungen im Komplex mit DNA zeigten einen
lamellaren Lipoplexaufbau, wobei die DNA sandwichartig zwischen Lipiddoppelschichten
eingelagert ist. Da die Lipiddoppelschichten der L,-Phase von Lipidassoziaten entsprachen,
aber zusétzlich DNA komplexierten, wurde in der Nomenklatur ein hochgestelltes C, fir
englisch ,,complex®, eingefiihrt. In diesen von RADLER et al. erstmals beschriebenen
L,°-Strukturen liegt die komplexierte DNA in einem eindimensionalen Gitter vor (siehe
Abb.8). Diese gitterformige DNA-Anordnung wurde auch in nachfolgenden Arbeiten
verschiedener Arbeitsgruppen fir L, -Komplexe mit verschiedenen kationische Lipiden
beschrieben.®®®® Neben der L,°-Lipoplexstruktur existieren auch andere Assoziatformen
(sieche Abb.8). 1998 berichteten KoOLTOVER et al. erstmals Uber die invershexagonale
Lipoplexstruktur (H,©) fiir DOTAP/DOPE-Mischungen im Komplex mit DNA. Dabei liegt
die DNA innerhalb der im hexagonalen Gitter angeordneten Lipidréhren komplexiert vor.®
Die hexagonale Lipoplexstruktur (H,°) wurde 2006 erstmals von EWERT et al. fur ein
kationisches Lipid mit einer voluminésen Dendrimar-artigen Kopfgruppenstruktur
beschrieben.®* Die DNA liegt in diesem Fall zwischen den Lipidrohren komplexiert in einer
wabenformigen Symmetrie vor. In jiingerer Zeit wurden auch kubische Lipoplexe gefunden.®
Der Lipoplexaufbau steht auch im Zusammenhang mit der Effektivitat des Gentransfers. So
besitzen Lipoplexe von L,°-Typ einen stabilisierenden Effekt auf die DNA, da diese im
Lipoplexinneren teilweise vor dem Abbau durch DNasen geschiitzt ist.?” Somit ist die
L,°-Struktur giinstig fir die in-vivo Lipofektion. Auch der H,°-Phase wird ein positiver
Einfluss auf die Transfektionseffektivitat zugeschrieben, da sie die intrazellulare Freisetzung
des genetischen Materials fordert.?” Auf diesen Freisetzungsmechanismus soll im Folgenden

kurz eingegangen werden.

Die Wege der zelluldaren Aufnahme von Lipoplexen und die intrazellulére Freisetzung des

genetischen Materials sind bis zum jetzigen Zeitpunkt nur teilweise verstanden. Fir eine

9
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Auseinandersetzung mit diesem Thema soll auf
zusammenfassende Literatur verwiesen werden.®®
% Nach aktuellem Stand der Forschung ist die
Endozytose der Hauptaufnahmeweg fir Lipoplexe
in die Zelle. Fir einen erfolgreichen Gentransfer
muss nach der Endozytose das genetische
Material aus dem Endosomeninneren freigesetzt
werden, bevor es dem lysosomalen Abbau unter-
zogen wird. Die Ausbildung der H,°-Struktur
vermag diesen Schritt zu ermdglichen. Eine
besondere Bedeutung kommt hier dem Helferlipid
DOPE zu, da die Endosomenreifung und die
damit verbundene pH-Wert Senkung (von pH 7,4
[in der Regel Zellumgebung] auf pH 6,5 [frihes

Endosom] bis hin zu pH 5 [spates Endosom])™

¢ Zwitterionisches Lipid
4 anionisches Lipid
! Kkationisches Lipid

%7 Schritt 4

Abb.9: Von ZELPHATI und SzokA postulierter Me-
chanismus fur die Freisetzung von Polynukleotiden
aus Lipoplexen nach Xu et al.”

Schritt 1: Lipoplexaufnahme durch Endozytose.

Schritt 2: Im frihen Endosom resultiert die Lipoplex-
induzierte Membrandestabilisierung in einen ,,Flip-
Flop* anionischer Lipide von der zytosolischen auf
die luminale Seite der Endosomenmembran.

Schritt 3: Anionische Lipide diffundieren in den
Lipoplex und bilden ladungsneutrale lonenpaare mit
den kationischen Lipiden.

Schritt 4: Die DNA wird aus dem Lipoplex freigesetzt
und diffundiert in das Zytoplasma.

eine VergroRerung von P durch Protonierungs-
effekte induziert, wodurch die invershexagonale
gegeniiber der lamellaren Anordnung bevorzugt
d.2%%  Die

fusogene  Struktur,

wir invershexagonale Phase, als

triggert die Fusion und

Mischung von Lipoplexstrukturen mit der Endosomenmembran, was letztendlich zur
Freisetzung des genetischen Materials fihrt.

ZELPHATI und SZOKA postulierten fiir diesen Schritt einen als ,,Flip-Flop“-Mechanismus
bezeichneten Weg der endosomalen Freisetzung (sieche Abb.9).”” Hierbei induziert der
Lipoplex, aufgrund der positiven Ladung, im Endosom neben der Membranfusion den ,,Flip-
Flop* von anionischen Lipiden von der zytosolischen Seite der Endosomenmembran auf die
luminale Seite. Die Mischung der Cytofektine mit den anionischen Lipiden der Endosomen-
membran flhrt weiterhin zum Ladungsausgleich durch lonenpaarbildung, wodurch die DNA
aus dem Komplex in das Zytosol freigesetzt wird. Neuere Arbeiten auf dem Gebiet zeigen,
dass auch andere Mesophasen fir die endosomale Freisetzung von Lipoplexen verantwortlich
sein konnen. So bilden kationische Lipide nach Mischen mit Lipiden der Zellmembran
kubische Phasen, was mit einer erhohten Transfektionseffizienz einhergeht.” Die Korrelation

73-75

von Transfektionseffizienz und Lipoplexstruktur ist ein Ziel aktueller Forschungen, wobei

derzeit noch kein allgemeingultiger Zusammenhang gefunden werden konnte. Der Grund

10
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dafiir scheint einleuchtend: Die Lipofektion ist ein multifaktorieller Prozess und deren
Gelingen/Erfolg héngt nicht nur von der Lipoplexstruktur, sondern auch von vielen anderen
Lipoplexeigenschaften, wie Ladungsdichte, GroRe, Art der DNA, Art der zu transfizierenden

Zelle oder Anwesenheit von Serum ab, um nur einige Einflussfaktoren zu nennen.®

Die Komplexbildung zwischen DNA und kationischen Lipiden ist ein hoch dynamisches
Geschehen bei dem viele Prozesse zeitgleich ablaufen und letztendlich zu der finalen
Lipoplexstruktur fuhren. So zeigen Untersuchungen, dass neben der elektrostatischen
Komponente (CouLomB-Wechselwirkung zwischen den positiven Ladungen der Lipide und
den negativen Ladungen der DNA-Phosphatgruppen) die Freisetzung von Gegenionen, und
der damit einhergehende Entropiegewinn, eine treibende Kraft fir die Komplexbildung
ist. " Aufgrund der hohen negativen Ladungsdichte der DNA bindet diese kleine
Gegenionen, wie z.B. Natriumionen (MANNING ‘s-lonen-Kondensationsmodell).”*”® Auch die
kationischen Lipide sind von Gegenionen entgegengesetzter Ladung umgeben. Der

Lipoplexbildungsprozess setzt einen Teil dieser Gegenionen frei.

Abschliellend gilt: Obwohl seit FELGNERS Erstbeschreibung der Lipofektion mehr als 25 Jahre
vergangen sind, ist der Prozess der Lipofektion nur in Ansétzen verstanden. Somit gilt es
weitere wissenschaftliche Forschungsarbeit auf diesem Gebiet zu investieren. Ein besseres
Verstandnis der Lipofektion ermdglicht einen sichereren und effektiveren Einsatz dieser

vielversprechenden Behandlungsmethode in der Gentherapie.

11
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1.3 Zielstellung der Arbeit

8081 mit der

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich, aufbauend auf friiheren Arbeiten,
Synthese und physiko-chemischen Charakterisierung einer neuen Klasse an Cytofektinen,
welche als Charakteristikum eine Malonamidstruktur aufweisen. Dabei wurden folgende

Schwerpunkte gesetzt:

» Es sollte eine neue Grundgeruststruktur entwickelt werden, welche eine stérkere Kopf-
gruppenverzweigung ermdoglicht (Malonamide der 2. Generation). Dabei galt es eine
Synthesestrategie fur einen modularen Aufbau verschiedener Lipide mit variierenden

Kopfgruppenstrukturen und Alkylkettenkombinationen zu entwickeln.

= Des Weiteren galt es die Synthese von Lipiden mit Oleylketten von hoher Reinheit
(>95%) zu etablieren, da in den vorangegangenen Arbeiten lediglich Oleylketten mit einer
Reinheit zwischen 70% und 80% zum Einsatz kamen.

= Weiterhin waren Methyl-verzweigte Alkylketten zu synthetisieren und in ausgewéhlte

Lipidstrukturen einzuftigen.

= Ferner sollten Synthesestrategien fir Lipide mit Erkennungsstrukturen etabliert werden,
da bis zum jetzigen Zeitpunkt dieser Aspekt der Cytofektinentwicklung innerhalb der

Arbeitsgruppe noch nicht behandelt wurde.

= Ergénzend galt es, die neuen Substanzen neben der Ublichen analytischen Charakteri-
sierung auch einer kalorimetrischen Charakterisierung mittels DSC zu unterziehen, um
diese Daten fiir spatere Korrelationen zwischen physiko-chemischen Eigenschaften und

Transfektionseffizienz bereitzustellen.

= Zusétzlich sollten physiko-chemische Untersuchungen der DNA-Komplexierung an
ausgewahlten Lipiden der neu synthetisierten Cytofektine durchgefiihrt werden.

Diese Arbeit dient vorrangig der Bereitstellung von Lipiden fur weiterfihrende Untersu-
chungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. ANDREAS LANGNER (MLU, Halle-Wittenberg)
und der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. GERALD BREZESINSKI (MPI fiir Kolloid und Grenz-
flachenforschung, Potsdam). Ergebnisse aus diesen Untersuchungen werden lediglich in stark
reduzierter Form in dieser Arbeit behandelt, da sie bei der groRen Anzahl an Substanzen den
Rahmen weit Uberschreiten wirden. Detaillierte Ergebnissprasentationen dieser Arbeiten sind

den durchfiihrenden Personen vorbehalten.
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2 Synthetisch-praparative Arbeiten

2.1 Synthesekonzept

Die Synthesestrategie dieser Arbeit (sieche Abb.10) beruht auf der Chemie der Malonséure,
welche eine Vielzahl an Synthesevariationen bietet. So ermdglichen die beiden Carboxyl-
funktionen nicht nur eine MolekulvergroRerung durch Acylierungsreaktionen, sondern der
CH-azide Charakter der a-Methyleneinheit zudem eine MolekilvergrofRerung durch
Alkylierungs- und Acylierungsreaktionen mit dem «-C-Carbanion als Nukleophil. Durch
diese Vielfalt an Umsetzungsmaoglichkeiten stellt die Malonséure seit dem letzten Jahrhundert
einen wichtigen Baustein fir die Synthese von Fettsduren dar. CHARGAFF nutzte das
Malonesterverfahren fiir die Synthese a-verzweigter Fettsauren.®” WEITZEL und WOJAHN
wendeten die Malonestersynthese fir die Darstellung von Fettsduren mit Methylverzweigung
in der Alkylkette an.®3® Auch andere Naturstoffe, wie Aminosauren, wurden durch die
Vielfalt der Malonsdurechemie zugénglich: So nutzte EMIL FISCHER das Verfahren fiir die
Synthese verschiedener Aminosauren.®> Auch SNYDER et al. gebrauchte die Malonester-
synthese filr die Darstellung von Tryptophan.®® AuRerdem sind Malonsaure bzw. deren
Derivate hervorragende Cs-Bausteine in der Heterozyklenchemie.

Diese Strategien aufgreifend wurde in vorangegangenen Arbeiten in der Arbeitsgruppe die
a-Alkylierung des Malonsdurediethylesters als zentraler Schritt fir die Synthese des
lipophilen Molekulteils von Lipiden genutzt. Daraus resultierten zwei neue Klassen von
aminofunktionalisierten Transfektionslipiden, deren erstmalige Synthese von |. SCHULZE
beschrieben wurde: die verzweigten Fettsdureamide und die Malonsdurediamide der
1. Generation.*® Das Lipidriickgrat der Malonamide der 1.Generation wird aus dem
Malonsaurediamidbaustein gebildet (siehe Abb.10, roter Molekilausschnitt). Darauf
aufbauend wurde im Rahmen dieser Arbeit eine neue Malonsaurediamid-basierte Lipidgrund-
struktur entwickelt, welche die 2. Generation der Malonamide darstellt. Diese zeichnet sich
durch ein neues Peptid-mimetisches Rickgrat bestehend aus einem Malonsdaurediamid-
baustein aus, welcher mit der a-Aminogruppe eines Lysinbausteins verbunden ist (siehe
Abb.10, roter und blauer Molekilausschnitt). Resultierend aus dieser Rulckgratstruktur
besitzen die Malonamide der 2. Generation zwei Ansatzpunkte fir aminofunktionalisierte
Kopfgruppen: die e-Aminogruppe des Lysins und die Carbonylfunktion der Malonséure. Dies
ermoglicht es grofiere Dendrimar-artige Kopfgruppenstrukturen aufzubauen.

Der zentrale Baustein der Synthese ist ein alkylierter Malonsauremonoethylester (siehe

Abb. 10, blauer Kasten). Dieser ist in der Lage mit der freien Carboxylfunktion Acylierungs-
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reaktionen einzugehen, wéhrend die zweite Carboxylfunktion als Ethylester vor einer
Umsetzung geschiitzt ist. Dies ermdglicht eine modulare Synthese der Lipide. So fuhrt die
Acylierung eines einfachen Alkylamins zu Malonamiden der 1. Generation, wogegen die
Acylierung der a-Aminogruppe eines N-Alkyllysinamids in den Malonamiden der
2. Generation resultiert (siehe Abb.10). Die Verseifung der Ethylesterfunktion setzt die
Saurefunktion frei, an welcher der Kopfbereich aufgebaut werden kann. Bei den Malon-
amiden der 2. Generation wurde fiir diesen Zweck Ethylendiamin und Tris(2-aminoethyl)-
amin genutzt, was die Grundstrukturen der zwei Haupttypen dieser Lipide lieferte: den
Ethylendiamin-Typ und den Tris(2-aminoethyl)amin-Typ (siehe Abb.10). Diese zwei
Grundstrukturen konnen durch Acylierungsreaktionen im Kopfgruppenbereich mit Lysin

vergroRert werden, welche das Spektrum an Verbindungen erheblich erweitern.

Malonsaure
HO._.0
ff/"
>
Aminkomponente \ 4 Aminkomponente ﬁ ris(2-aminoethyl)amin-Tyﬁ
) . 0 H
HO
Alkyl_NH, Akl I N, AlkthJKi/\/\/N-R
Alkyl 2 i H Wi __0
g Alkylifo -
HN\/\N’\’N‘R
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Abb. 10: Synthesestrategie der Malonamide der 1. und 2. Generation unter Verwendung des alkylierten Malonsduremono-
ethylesters (blauer Kasten) als zentralen Baustein. In griin sind die Aminkomponenten fur Acylierungsreaktionen mit der
Carboxylfunktion der Malonsauremonoethylesterderivate dargestellt. In den Formeln der Malonamide der 2. Generation vom
Tris(2-aminoethyl)amin-Typ und vom Ethylendiamin-Typ steht das R im Kopfgruppenbereich fur ein Wasserstoffatom oder
ein Lysinmolekil. Nahere Einzelheiten sind im Text erlautert.

Die modulare Synthese ermdglicht zusatzlich eine einfache Variation der Alkylketten der
kationischen Lipide. Durch Verwendung verschiedener Alkylmalonsduremonoethylester und
Anknlpfung von Aminkomponenten mit variierenden Alkylketten ist die Synthese homologer
Lipide maglich, welche sich nur in ihrem Alkylkettenmuster unterscheiden. In dem folgenden
Kapitel (Kap.2.2) werden die in dieser Arbeit synthetisierten Malonamide der 2. Generation

und die verschiedenen Alkylketten- und Kopfgruppenvariationen vorgestelit.
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Des Weiteren wurde in dieser Arbeit das Synthesespektrum der Malonamide der
1. Generation erweitert. Das Ersetzen der aminofunktionalisierten Kopfgruppe durch eine
hydrophile Linkerstruktur ermdglicht es Erkennungsstrukturen wie Galactose an die Lipide zu

knupfen.

2.2 Nomenklatur der Malonsaurediamide der 2. Generation

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten Verbindungen wurden durchlaufend mit Ziffern/
Buchstaben nummeriert. Eine Ausnahme bilden die Endprodukte, welche das Malonsauredi-
amid-Rulckgrat der 2. Generation enthalten. Aus Grinden der besseren Strukturzuordnung
anhand des Namens wurde eine Bezeichnung aus zwei bis drei Buchstaben (Art der Alkyl-

ketten) gefolgt von rémischen Ziffern (Kopfgruppentyp) gewahit.

Alkylkettenkombinationen: TO:R'= C14H20; R? = (92)-C1gH35 (tech.)
TT:R'= R*=CyqHpg RTO: R! = Cy4Hy0; R? = (92)-C1gHas (rein)
THM: R = C14H,0; R? = (CH2)gCH(CH3)(CH,)5CH3 HO: R! = CygHa3; R? = (92)-C1gH3s (tech.)
HT: R = CygHag; R® = CigHog 00: R" = R? = (92)-CgHgs (tech.)

3 Kopfgruppenvariationen:
Typ-X: RE=R*=H
Typ-XIV: R® = L-Lysin; R* = H
Typ-XIl: R®=R* = L-Lysin

3 Kopfgruppenvariationen:
Typ-Iv: R®=R*=H

Typ-Viii: R® = L-Lysin; R* = H
Typ-VI: RE=R*= L-Lysin

2 7 H ' 2 T H
R \NJJ\_/\/\/N\R4 ¢ R \NJJ\/\/\/N\R4
H HN_o : H Hl_o
- O : - 0]
1 1
R \Ef R® : R \Ef H
HN\/\N/ E HN\/\N/\/N\R3
H ! H
E HN\RS

Abb.11: Strukturen der Malonamide der 2. Generation unter Angabe der Nomenklatur fiir den Kopfgruppentyp und den
Abkiirzungen fur die Alkylkettenmuster.

Die Strukturen der synthetisierten Malonsaurediamide der 2. Generation sind in Abb.11
dargestellt. Die Legende zeigt sowohl die rémischen Ziffern fiir die 6 Kopfgruppentypen der
synthetisierten Endverbindungen, als auch die Buchstabenkombinationen der verschiedenen
Alkylkettenmuster. So steht die Bezeichnung HT-X flur ein Lipid mit der
Kopfgruppenstruktur vom Typ-X und einer Lysin-gebundenen Tetradecylkette sowie einer
Malonsdure-gebundenen Hexadecylkette als lipophilen Molekulteil (siehe Abb.12a). Die
Bezeichnung der Lipide mit drei Alkylketten ist in Abb.12b dargestellt. Die Malonamide der
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1. Generation, welche im Rahmen dieser Arbeit synthetisiert wurden, werden im folgenden

Teil durch eine romische Ziffer kodiert.

a) o] b) O H
H3C(CH2)13\N)JM/NH2 Rl\NJJM/N\RZ
H HN_o H HN._o
HN T2
A0 R'—A_0
H3C(CH2)15 RY H
HN HN 2
\/\NH2 \/\N\/\N/R
H
HT-X DITT-IV: R} Cy4Hp9 RZ= H
DITT-VI: R* = Cy4Hap9; R? = L-Lysin

Abb. 12: a) Bezeichnungsbeispiel HT-X. Es ist ein Malonamid der 2. Generation mit der Kopfgruppenstruktur vom Typ-X
und einer Lysin-gebundenen Tetradecylkette sowie einer Malonséure-gebundenen Hexadecylkette. b) Strukturen und Be-
zeichnungen der Malonsdurediamide der 2. Generation mit drei Alkylketten.

Bei Betrachtung der Alkylkettenkombinationen fallt auf, dass jedes Malonamid eine
Tetradecyl- bzw. eine Oleylkette besitzt. Dies liegt darin begrindet, dass nach Literatur-
angaben der Einbau dieser Alkylketten in kationische Lipide mit einer Steigerung der
Transfektionseffizienz einhergeht.®” Da innerhalb der Arbeitsgruppe analoge Beobachtungen
beziiglich der Oleylketten gemacht wurden,® kamen auch in dieser Arbeit bevorzugt
Tetradecyl- und Oleylketten zum Einsatz. Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden,
dass die Synthese von Lipiden mit anderen Alkylkettenkombinationen mit geringem Aufwand
maoglich ist, jedoch den Rahmen dieser Arbeit sprengen wirde. Daher wurde der Synthese-

schwerpunkt auf die hier beschriebenen Alkylkettenkombinationen gelegt.
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2.3 Amidsynthesen

Ein Schllsselschritt der im Folgenden vorgestellten Synthesestrategie ist die Ausbildung einer
Amidbindung. Die Amidsynthese ist eine wichtige Reaktion in der organischen und
bioorganischen Chemie. So ist sie beispielsweise der wesentliche Reaktionsschritt der
Peptidsynthese. Fir die Amidknupfung werden Aktivierungsreagenzien benétigt, welche
durch Intermediatbildung die Carbonylaktivitat der Carbonséurefunktion erhohen, da
ansonsten unter milden Reaktionsbedingungen Carbonséuren mit Aminen im Sinne einer
Séure/Base-Reaktion lediglich zum Ammoniumsalz reagieren.®

Klassische Vertreter solcher Aktivierungsreagenzien sind Chlorierungsmittel, welche die
Carbonséurefunktion als Séurechlorid aktivieren. Diese Aktivierungsmethode fand schon bei
EmIL FiscHer fiir die Peptidsynthese Anwendung.” Reprasentative Vertreter fiir
Chlorierungsreagenzien sind Thionylchlorid und Cyanurchlorid (2,4,6-Trichlor-1,3,5-triazin)
(siehe Abb.13). Die Séaurechloridmethode zeichnet sich durch die hohe Reaktivitat der
Acylierungsmittel aus und findet dadurch bei sterisch anspruchsvollen Reaktionen
Anwendung. Jedoch besteht in dieser hohen Reaktivitat, in Verbindung mit der bei der
Chlorierung frei werdenden Salzsaure, die Gefahr von Nebenreaktionen.

Wahrend es sich bei den Saurechloriden um isolierbare Acylierungsmittel handelt, werden die
im Folgenden dargestellten Verbin-

: L . Chlorierungsreagenzi
dungen in der Regel fir in-situ Akti- I —

. . O Cl
vierungen von Carbonsduren genutzt. a o
] clI” >ci NTSN
Klassische Vertreter solcher Agen- o )'\N/\Cl
zien sind Carbodiimide mit dem von Thionylchlorid Cyanurchlorid
SHEEHAN beschriebenen DCC  alS  <-s-ssemmemmmmimei ittt
. 91 . Cabodiimide

Prototyp (siehe Abb.13).”" Durch die ®

i e g A,
Addition der Carbonsduren an die N=C=N, __N=C=N \
C=N-Doppelbindung der Carbodi- Q
imide entstehen O-Acylisoharnstoffe pee EDC
als aktiviertes Carbonsdurederivat. moderne Kupplungsreagenzien
Des Weiteren kommen wasserlGsliche JOL "

. . NN NN N \@
Derivate wie EDC, deren Nebenpro- =/ =/ O\/(N\ o

PF

dukte auch wasserléslich sind, bei der N~ °
Festphasensynthese von  Peptiden cDlI HBTU

zum Einsatz (siehe Abb.13). Der
groRe Nachteil der Amidknupfung

Abb.13: Haufig verwendete Vertreter verschiedener Gruppen von
Aktivierungsreagenzien fur Acylierungsreaktionen mit Carbonséuren.
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mit Carbodiimiden liegt in der partiellen Racemisierung in a-Position von Aminosauren bei
der Anwendung in der Peptidsynthese.®”*® Dieser Nachteil konnte durch die Zugabe von
Racemisierungssuppressoren behoben werden. Klassische Suppressoren sind 1-Hydroxy-
benzotriazol (HOBt) und N-Hydroxysuccinimid (HOSu). Diese Verbindungen unterdriicken
nicht nur die Racemisierung, sondern bilden selber reaktive Ester (Aktivester = Ester mit
héherem Acylierungspotential als Alkylester) mit der zu aktivierenden Carbonsaure.**°

Die Nachteile der Carbodiimide fiihrten zur Entwicklung moderner Kupplungsreagenzien fur
Acylierungsreaktionen (siehe Abb.13). Eine wichtige Gruppe sind die Imidazolium-
Reagenzien mit CDI als klassischen Vertreter, welche Carbonsdurefunktionen in reaktive
Acylimidazole uberfihren.®” Auch die Uronium-Reagenzien, wie HBTU und dessen Analoga,

finden heute breite Anwendung bei Acylierungsreaktionen. %

R-NH,

0)
[
O
J'U
8
2
(@]
iy
O
(@]
Y

. , R-CONH-R'
JU__k; HOBt RJ(O R*-NH,
N

o R™-NH, o
BOCHN N —» BOCHN
OC \/\/\‘)]\O oC \/\/\‘)LNH-R'

o)
BOC-Lys(BOC)-OSu NHBOC NHBOC

Abb. 14: Reaktionsschemata der in dieser Arbeit verwendeten Amidsynthesereagenzien. Oben: PyBOP® und die bei der
Verwendung in-situ entstehenden Acylierungsderivate (Phosphoniumintermediat A und Benzotriazolylester B). Unten:
kommerziell erhéltliches BOC-geschiitztes Acylierungsreagenz von Lysin (BOC-Lys(BOC)-OSu).

Eine zentrale Rolle im Rahmen dieser Arbeit nimmt PyBOP® ein. Dieses Kupplungsreagenz
aus der Familie der phosphorhaltigen Aktivierungsreagenzien findet eine breite Anwendung

in der Peptidsynthese.’®*'% Es

ist ein Analogon von BOP, welches ebenfalls in der
Peptidsynthese Verwendung fand. Allerdings wurde es wegen der Entstehung des
karzinogenen Hexamethylphosphortriamids, ein Nebenprodukt der Carbonsdureaktivierungs-
reaktion, durch PyBOP® ersetzt.'®'%® PyBOP® aktiviert Carbonsauren in-situ als hoch
reaktive Phosphoniumintermediate (siehe Verbindung A, Abb. 14), welche mit Nukleophilen
reagieren.'® Handelt es sich bei dem Nukleophil um ein Amin, entstehen Amide. Des
Weiteren reagiert das Phosphoniumintermediat mit dem aus PyBOP® frei werdenden HOBt
als Nukleophil zum Benzotriazolylester (siehe Verbindung B, Abb.14). Benzotriazolylester

sind ebenfalls Acylierungsreagenzien und reagieren mit Aminen zu Amiden.'® Die
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Verwendung von PyBOP® ist praparativ sehr einfach zu handhaben und lieferte im Rahmen
dieser Arbeit hohe Ausbeuten, washalb auf eine Testung anderer Amidknlpfungsreagenzien
verzichtet wurde.

Eine Ausnahme bildete das BOC-Lys(BOC)-OSu, welches ein kommerziell erhéltliches
BOC-geschitztes Acylierungsreagenz fiir Kupplungsreaktionen mit Lysin ist. Es reagiert als

107,108 nd lieferte im

N-Hydroxysuccinimidester racemisierungsfrei mit Aminen zu Amiden
Rahmen der vorliegenden Dissertation ebenfalls hohe Ausbeuten. Weiterhin berzeugt es
durch seine, im Vergleich zu PyBOP®, noch einfachere praparative Anwendung. Aus diesem
Grund wurde BOC-Lys(BOC)-OSu in dieser Arbeit zur VergroRerung der

Kopfgruppenstrukturen durch Amidkupplungen von primdren Aminen mit Lysin verwendet.

2.4 Schutzgruppen fir Amine

Da im Rahmen dieser Dissertation primére Amine eine zentrale Rolle spielen, soll an dieser
Stelle auf vier klassische Schutzgruppen fur Amine (Fmoc-, BOC-, Chz- und Trifluoracetyl-
Schutzgruppe) naher eingegangen werden. Fur die Einfuhrung und Spaltung weiterer
Schutzgruppen sei auf die Fachliteratur verwiesen.'%°

Die Fmoc-Schutzgruppe ist ein Carbamat, welches eine ausgezeichnete Sdurestabilitét
aufweist. Sie wird nicht-hydrolytisch von Aminen gespalten (siehe Abb.15)."%! Djese
Eigenschaft erlaubt eine selektive Fmoc-Spaltung in Anwesenheit von BOC- und Benzyl-
basierten Schutzgruppen. Klassische Amine fur die Fmoc-Spaltung sind Morpholin oder
Piperidin. Diese Schutzgruppe fand Anwendung in der in dieser Arbeit beschriebenen
Synthesestrategie der Malonamide der 2. Generation (siehe Kap. 2.5.3).

Eine weitere wichtige Aminschutzgruppe ist die BOC-Schutzgruppe. Sie ist unter basischen
Bedingungen stabil und inert gegeniiber einer Vielzahl von Nukleophilen.!®® Sie wird
séurekatalysiert gespalten, wobei vorrangig Salzsaure und Trifluoressigsaure zum Einsatz
kommen.'*#*'® Des Weiteren kann sie thermisch entfernt werden (185°C, 20-30min, 97 %
Ausbeute).”*™* Die bei der Spaltung entstehenden Nebenprodukte, CO, und tert.-Buten
(siehe Abb.15), entweichen als Gase leicht aus dem Reaktionsansatz. Die einfache Spaltung
der BOC-Schutzgruppe in Verbindung mit ihrem robusten Charakter trug dazu bei, dass sie
bei den im Folgenden beschriebenen Synthesen bevorzugt Anwendung fand (siehe Kap.2.5.2
bis Kap.2.7).

Eine weitere klassische Aminschutzgruppe ist die Cbz-Schutzgruppe (siehe Abb. 15). Sie ist
unter basischen und sauren Bedingungen relativ stabil. Lediglich im stark sauren Milieu,**¢*?°

oder durch Einwirken hoher Konzentrationen an Hydroxiden,'?*# findet eine Spaltung statt.
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Emoc-Schutzgruppe und deren Spaltung

BOC-Schutzgruppe und deren Spaltung

O
Saure
. R CcoO H. .R
S\OJLN R :< + 00 4 Hy
R' R'
| A Cbz-Schutzgruppe und deren Spaltung
Z 5 .
LY . CO H. .R
OJLN R +C0 4 Hy
R' R'
Trifluoracetyl-Schutzgruppe und deren Spaltung
o K5,CO3, Na,CO ?
2003, Na,LO3
F\)LN,R > F\)LO@ + HR
“1 “1
F 1 F !
F R' F R'

Abb. 15: Auswahl wichtiger Amin-Schutzgruppen und deren tblichen zur Spaltung verwendeten Agenzien sowie die daraus
resultierenden Produkte.

Ublicherweise wird die Chz-Schutzgruppe durch Hydrierung abgespalten.’?**#" Dies ist,
neben der doch vorhandenen Anfalligkeit gegeniiber Sauren und Basen, der Grund fur den
Ausschluss dieser Schutzgruppe aus den im Folgenden prasentierten synthetischen Arbeiten,
da bei Vorliegen ungesattigter Alkylketten die Gefahr der Hydrierung von Doppelbindung
beim Abspalten der Cbz-Schutzgruppe besteht.

Als Letztes soll die Trifluoracetyl-Schutzgruppe vorgestellt werden (siehe Abb.15). Diese
kam in der Synthesestrategie der vorliegenden Arbeit nicht zur Anwendung, wurde aber als
Nebenprodukt der BOC-Spaltung mit Trifluoressigsdure beobachtet, wenn diese nicht
anteilig, sondern mit einem Mal zum Reaktionsansatz zugegeben wurde. Die Trifluoracetyl-
Schutzgruppe ist unter sehr milden basischen Bedingungen spaltbar. So reichen schon

Natrium- oder Kaliumcarbonat fir die Spaltung des Amids aus."?***
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2.5 Synthese der Vorstufen
2.5.1 Synthese nicht-kommerziell erhéltlicher Alkylamine

2.5.1.1 Synthese von Oleylamin (rein)

Fur die Synthese der Verbindungen mit einer Amid-gebundenen Oleylkette wurde aus
Kostengriinden das kommerziell erhéltliche Oleylamin (tech., Reinheitsangaben des Her-
stellers: 70%, Gehalt an primaren Aminen > 98%) verwendet. GC-MS Untersuchungen des
Oleylamins (tech.) zeigten, dass zu 75,1% ein Amin mit einer einfach ungesattigten Octa-
decylkette enthalten war. Daneben konnten folgende gesattigte Alkylamine nachgewiesen
werden: Tetradecylamin (1,7 %), Hexadecylamin (5,9%) und Octadecylamin (6,2%) (GC-
MS-Spektrum siehe Anhang). *H-NMR- und **C-NMR-Spektren zeigten weiterhin einen
nicht zu vernachlassigenden Anteil an trans-Doppelbindungen im Oleylamin (tech.)
(5,35ppm in Abb. 16c und 130,1-130,4 ppm in Abb. 16d).

a) b)

(¢
~—

o
N

5.35 5.31 5.27 130.35 130.10 129.85 129.60
f1 (ppm) f1 (ppm)

A O R AN AL SN WA SN
(c) und *C-NMR (d) von Oleylamin (tech.).
Im Rahmen dieser Arbeit sollten ungesattigte Lipide mit hoher Alkylkettenreinheit
synthetisiert werden um in weiterfiihrenden Arbeiten den Einfluss der Reinheit des
verwendeten Oleylamins auf das Aggregationsverhalten und die Transfektionseffizienz der
Lipide zu untersuchen (siehe auch Kap.3.3.3). Da Oleylamin von hohem Reinheitsgrad nicht
kommerziell verfligbar war, musste es synthetisch zuganglich gemacht werden. Als Aus-
gangsstoff diente Olsaure von hohem Reinheitsgrad (99%). Es kamen zwei verschiedene
Synthesewege zum Einsatz (siehe Abb.17).

Variante 1: Eine zweistufige Synthese tiber das Olsaureamid, welches im nachfolgenden
Schritt mit LiAIH; zum gewdinschten Produkt reduziert wurde. Dieser Syntheseweg ist in der
131,132 Es

Literatur beschrieben und ohne Reinigung des Zwischenprodukts durchfthrbar.

fanden jedoch Variationen in der Aktivierung der Olsdure statt. Wahrend in der Literatur die
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Methode 1/2: Methode 3:
o)
1. ECF/TEA/ THF / -5°C MOH 1. LiAlH, / Et,0 / 35°C
2. NHs(gas) / THF / -40°C 2.H,0/0°C
(Methode 1) oder \
NH3(32%) / 0°C

(Methode 2) M\/W
o) 3 3 OH
— 1. MsCl/ CHCI3/ TEA
MNHZ 3 l

2. NaN3 / DMF / 60°C

M\/AM -~
3 3 N=N=N
1. LiAIH, / THF / 55°C 1. LiAIH, / EO / RT
2. H,0/0°C (o 2. H,0/0°C

3 - 3 NHy

Abb. 17: Synthesewege flr die Darstellung von Oleylamin (rein).

Aktivierung als Séaurechlorid Gber Thionylchlorid erfolgte, wurde im Rahmen dieser Arbeit
Ethylchloroformiat (ECF) genutzt. Grund hierfiir war das Auftreten von schwarz geféarbten
Nebenprodukten bei der Aktivierung als Saurechlorid, die vermutlich auf sdurekatalysierte
Polymerisationsreaktionen uiber die Doppelbindung der Olséaure zuriickzufiihren waren (HCI
als Nebenprodukt der Thionylchloridaktivierung). Bei der Aktivierung mit ECF, welches die

Carbonsaure als gemischtes Anhydrid aktiviert,*®

traten diese schwarzen Nebenprodukte
nicht auf. Das Ethyloleoylcarbonat wurde im folgenden Schritt mit Ammoniak zum
Olsaureamid umgesetzt, wobei sowohl ein Ammoniak/THF-Gemisch (Methode 1) als auch
wassriger Ammoniak (Methode 2) zum Einsatz kamen.

Variante 2: Der alternative Weg der Oleylamindarstellung fihrt tber den Oleylalkohol und
das entsprechende Azid (siehe Abb.17, Methode 3) und ist in abgewandelter Form in der
Literatur beschrieben.’** Dieser Reaktionsweg weist im Vergleich zu Methode 1 bzw. 2 ein
Zwischenprodukt mehr auf. Des Weiteren war eine chromatographische Reinigung auf der
Stufe des Oleylazids notwendig. Trotz dieser beiden Nachteile war Methode 3 den anderen

Methoden bezuglich der Gesamtausbeute tiberlegen (siehe Tab. 2).

Das 'H-NMR- und **C-NMR-Spektrum des synthetisierten Oleylamins (rein) zeigt, dass die

Doppelbindung ausschlieflich in der cis-Konfiguration
] ] ] ] : Tab.2: Ausbeuten der drei Methoden
vorliegt (siehe Abb.16a,b). Die drei Reaktionswege gehen  fir die Darstellung von Oleylamin
. . . . .. rein).
demzufolge nicht mit einer cis/trans-Isomerisierung der (rein)

Doppelbindung einher. GC-MS-Untersuchungen bestatigten PLEEELE (1005
(Spektren siehe Anhang) den hohen Reinheitsgrad des Methode 1 39
. . - . . Methode 2 22
Oleylamins (rein), da lediglich das Signal der gewiinschten
Methode 3 53

Verbindung detektiert wurde.
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2.5.1.2 Synthese von (10R,S)-10-Methylhexadecylamin

Fur die Synthese des racemischen 10-Methylhexadecylamins wurde die Alkylkette nach einer
von DOBNER™ beschriebenen Synthesestrategie aufgebaut (siche Abb.18). Als Ausgangs-
stoff diente der CH-azide a-Methylmalonsaurediethylester, welcher unter Verwendung von
Natriumhydrid als Base mit Hexylbromid am a-Kohlenstoff alkyliert wurde. Der entstandene
bisalkylierte Malonséurediethylester wurde daraufhin zur freien Alkylmalonsaure verseift.
Durch anschlieBendes trockenes Erhitzen auf 150-200°C konnte die (2R,S)-2-Methyloctan-
séure dargestellt werden. Diese Strategie fur die Synthese von a-Alkylcarbonséduren wurde

1.%% und CHARGAFF® beschrieben. Fiir die Synthese des racemischen

schon von WEITZEL et a
2-Methyloctylbromids musste die (2R,S)-2-Methyloctansédure zunéchst in den Methylester
uberfihrt werden, welcher im Anschluss durch LiAIHs zu dem entsprechenden Alkohol
reduziert wurde. Die Aktivierung der erhaltenen Hydroxylfunktion mit p-Toluolsulfon-
séurechlorid (TsCl), gefolgt von einer nukleophilen Substitution mit LiBr, fuhrt zum
gewinschten (2R,S)-2-Methyloctylbromid. Das Alkylbromid wurde vor der Umsetzung in der
anschlieBenden GRIGNARD-Reaktion saulenchromatographisch gereinigt. Fir die GRIGNARD-
Reaktion wurde das Alkylbromid mit Magnesium zum entsprechenden GRIGNARD-Reagenz
umgesetzt. Dieses reagierte mit THP-geschiltztem 8-Bromoctan-1-ol in einer in der

7

Arbeitsgruppe etablierten Li,CuCls-katalysierten Kupplung.**” Durch saurekatalysierte

Abspaltung der THP-Schutzgruppe in Methanol mit nachfolgender sdaulenchromato-
graphischer Reinigung konnte (10R,S)-10-Methylhexadecanol sauber erhalten werden.**®

0o Ve e} —

o 1. NaH / Toluol o 1. KOH / EtOH 95%

2. Hexylbromid W 2. 150-200°C OH

o) _— 2 >—O — > 2

o) \___ e} _ O
1. MeOH / H2$O4
2. LIAIH, / Et,0
3. TsCl / Pyridin
1. Mg/ THF 4. LiBr / Aceton

2. Li,CuCly / (O/TOV*);Br

3. TsOH / MeOH
OH - Br
2 3 2

Abb. 18: Syntheseschema fiir die Darstellung von (10R,S)-10-Methylhexadecanol.

Um die Hydroxylfunktion des (10R,S)-10-Methylhexadecanols in ein priméres Amin zu
uberfuhren wurde diese durch Substitutionsreaktion in das endsprechende Azid tberfiihrt und
anschlieBend zum Amin reduziert (siehe Abb.19). Fir die Azidsynthese wurde die
Hydroxylfunktion als Mesylat aktiviert um im folgenden Schritt dieses mit Natriumazid zu

substituieren. Im Anschluss wurde das Azid chromatographisch gereinigt.
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H
OH N
- AN
1. MsCl / CHCls / TEA (\/\OH
1. LA, / 2. NaN, / DMF/60°C M\)M\/N\/\/\
Et,0 / 35°C 2 4 OH
2.H,0/0°C
NH, <— N. + H, / Pd/C 10% /
2 4 2 27 Ney” \THF/ 20 bar
M\)M\/NHZ
2 4

Abb. 19: Darstellung von (10R,S)-10-Methylhexadecylamin aus dem Alkohol mit einem Alkylazid als Zwischenprodukt. Die
Reduktion des Azids mit LiAIH, filhrt zum gewiinschten Produkt. Die Reduktion mit Wasserstoff fihrte zu den dargestellten
unerwiinschten Hydroxybutylderivaten.

Die Umsetzung des Azids zum primaren Amin sollte auf zwei Wegen erfolgen. Die
Reduktion mit LiAIH,** lieferte das gewiinschte Amin mit hoher Ausbeute (93%). Die
Reduktion mit Wasserstoff bei Raumtemperatur (20bar, Pd/C 10%) mit THF als
Losungsmittel**%*! fiihrte nicht zum gewiinschten primaren Amin. Stattdessen erfolgte unter
den gewahlten Reaktionsbedingungen die Reduktion des Azids zum Amin in Kombination
mit einer 4-Hydroxybutylierung. So konnten massenspektrometrisch und im *H- und
B3C-NMR sowohl das Mono- als auch das Bis-4-hydroxybutylderivat des 10-Methyl-
hexadecylamins nachgewiesen werden (siehe Abb.19). Die Verwendung von alternativen
Lésungsmitteln (MeOH, EtOH, Et,0), die Variation des Katalysators oder die Verminderung
des Drucks stellen Mdglichkeiten dar um das Auftreten dieser unerwiinschten Reaktions-
produkte zu verhindern oder zu vermindern. Da allerdings die Verwendung von LiAlH, als
Reduktionsmittel das gewiinschte Produkt in sehr hoher Ausbeute bei geringem préparativen

Aufwand lieferte, wurde die Hydrierung nicht weiter optimiert.

2.5.2 Synthese der Alkylmalonsduremonoethylester

Eine essentielle Vorstufe fur die in dieser Arbeit beschriebenen Lipidsynthesen stellen
verschiedene mono- und bisalkylierte Malonsauremonoethylester dar. Sie sind der zentrale

Baustein fiir die Rickgratsynthese der Malonamide der 1. und der 2. Generation.

Die in Abb.20 dargestellte Synthese beruht auf einer von CHARGAFF® etablierten Strategie
des Malonester-Verfahrens fir die Darstellung verzweigter Fettsduren. Es wurden jedoch
folgende Abwandlungen durchgefiihrt: Bei dem Verseifungsschritt wurde nur eine
Ethylesterfunktion gespalten und der Schritt der Decarboxylierung wurde ausgelassen. Dies
fihrte zu Darstellung der Alkylmalonsduremonoethylester 2a-d.

Ausgangsstoff der Synthese war der Malonsaurediethylester, welcher aufgrund der CH-aziden

Methyleneinheit fir Alkylierungsreaktionen in der «-Position zuganglich ist. Durch
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Monoalkylierung konnten die Verbindungen 1a-c erhalten werden. Fur diese Reaktion gibt es

eine Vielzahl von Vorschriften.'***® Erfahrungen in der Arbeitsgruppe haben gezeigt, das

Toluol als Losungsmittel und Natriumhydrid als Base die besten Ergebnisse lieferte.®%®*

1. NaH / Toluol
O\ /2. Alkylhalogenid oder . A/ LKOH/EOH/RT . Q
o Alkylpseudohalogenid R \>\‘—0 2. HCI/H,0/0°C R OH
—_—
o) >/~—o o)
o — (0] — o __
la-c 2a-c
1. NaH / Xylol . A/ LKOH/EtOH/RT . Q
2. Tetradecylbromid R \>_O 2. HCI/H,0/0°C R \>_OH
b —— _— W
%y Yo
o = o —
1d 2d

1,2a: R'= (92)-C;gHas (tech.)
1,2b,d: R'= Cy4Hyg
1,2c: R'= CygHa3

Abb.20: Synthese der Alkylmalonsduremonoethylester. Es kamen folgende Alkyl(pseudo)halogenide zur Anwendung:
Oleylmesylat — 1a, Tetradecylbromid — 1b, Hexadecylbromid — 1c

Fur die Alkylierung wurde der Malonséaurediethylester mit Natriumhydrid in das Carbanion
uberfuhrt, wobei das Ende der Salzbildung durch Aussetzen der Gasbildung (Wasserstoff)
angezeigt wird. Das entstandene Salz wurde mit dem entsprechenden Alkylhalogenid
(Hexadecyl- oder Tetradecylbromid) oder Oleylmesylat (reagiert als Pseudohalogenid) unter
Ruckfluss erhitzt. Bei der dabei stattfindenden Substitutionsreaktion entstehen sowohl Mono-
als auch Bisalkylierungsprodukte. Die Menge an unerwiinschten Bisalkylierungsprodukten
kann durch eine Erhéhung der eingesetzten Menge an Malonséurediethylester verringert
werden. Dabei erwiesen sich 2 Aquivalente Malonester und Natriumhydrid auf 1 Aquivalent
Bromid/Mesylat als giinstig.**® Dennoch musste das Rohprodukt saulenchromatographisch
gereinigt werden um Mono- und Bisalkylmalonester zu trennen. Die Verbindung 1d fallt
dabei als Nebenprodukt bei der Synthese von 1b an. Durch gezielte Zweitalkylierung von 1b
mit Tetradecylbromid wurde 1d in grofleren Mengen synthetisiert. Die Reaktion erfolgte

analog der Monoalkylierung mit zwei essentiellen Anderungen:

= Toluol wurde durch Xylol ersetzt, da der héhere Siedepunkt des Lésungsmittels bei der
Reaktion unter Rickfluss die Ausbeuten der sterisch anspruchsvolleren Zweitalkylierung
erhoht.

= Weiterhin wurde das stochiometrische Verhéltnis von Edukt/NaH/Tetradecylbromid zu

1/1/2 (n/n/n) abgewandelt, um 1d in hohen Ausbeuten zu erhalten.
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Fur die Darstellung der Alkylmalonséduremonoethylester 2a-d wurde auf eine von BRESLOW
beschriebene Vorschrift zur Monoverseifung von Malonsdurediestern zuriickgegriffen.*?
Hierbei wird die geringere Carbonylaktivitit der Ethylesterfunktion bei Anwesenheit einer
Carboxylatfunktion in p-Position ausgenutzt. So kommt es bei der Umsetzung des
a-Alkylmalonsdurediethylesters mit einer aquivalenten Menge Kaliumhydroxid bevorzugt zur
Bildung des entsprechenden Monoethylesters. Bei Anwendung dieser Reaktion ist jedoch
darauf zu achten, dass die Ausbeute mit abnehmender Kettenlange der Alkylketten abnimmt.
Die Synthese der Verbindungen 2a-d aus den entsprechenden Diethylestern la-d lieferte

Ausbeuten tber 80 % nach sédulenchromatographischer Aufreinigung.

Mit der hier beschriebenen Synthesestrategie waren die Alkylmalonsduremonoethylester 2a-d
im Gramm-Malstab zugénglich und standen als Module fur eine breite Variation an

kationischen Lipiden zur Verfiigung.

2.5.3 Synthese der e-BOC-geschuitzten N-Alkyllysinamide

Das 2. Modul fir die Synthese des Grundgerusts ist ein BOC-geschiitztes N-Alkyllysinamid,
dessen Synthese in Abb.21 dargestellt ist. Als Ausgangsstoff diente ein orthogonal
geschutztes L-Lysin-Derivat mit einer Fmoc-geschiitzten o- und einer BOC-geschutzten
e-Aminogruppe. Die Fmoc-Schutzgruppe wird von Aminen katalysiert gespalten und weist
eine verhaltnismaBig hohe Séurestabilitat auf,'®**°%">1 wahrend die basenstabile
BOC-Schutzgruppe vorrangig saurekatalysiert gespalten wird.'®® Dies ermdglicht es, die

Aminogruppen des Lysins selektiv zu entschitzen.

0 R2-NH, / PyBOP® / , 0
HOJ\/\/\/NHBOC DIPEA CH,Cl, /RT R \NJJ\/\/\/NHBOC
=>

KIHFmoc H ﬁHFmoc 3a-d

Piperidin / DMF / RT

3,4a: R?= (92)-CqgHas (tech.)

3,4b: R%= (92)-CygH3s (rein) o
3,4¢: R%= Cy4Hog Rz\NJJ\/\/\/NHBoc
3,4d: R%= (CH,)gCH(CH3)(CH,)sCHs H i

NH; 4a-d

Abb.21: Synthese der ¢-BOC-geschiitzten N-Alkyllysinamidderivate 4a-d.

Als erster Syntheseschritt wurde das a-N-Fmoc-e-N-BOC-L-Lysin mit unterschiedlichen
Alkylaminen zum orthogonal geschutzten N-Alkyllysinamid 3a-d umgesetzt (siehe Abb.21).
Dabei kam PyBOP® als Aktivierungsreagenz zum Einsatz (siche Kap.2.3). Bei dieser
Reaktion ist die richtige Wahl der Hilfsbase essentiell, um eine Spaltung der
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Fmoc-Schutzgruppe wahrend der Amid- Tab.3: Halbwertszeiten (ty,) der Fmoc-Schutzgrup-
penspaltung fiir verschiedene Amin/DMF-Gemische

kupplung zu verhindern. Ein Entschiitzen der ~ nach Green.™

a-Aminogruppe wahrend der Reaktion %amin (M/m) in DMF ti
wirde zur Ausbildung einer unerwiinschten 20% Piperidin 6s
Peptidbindung zwischen zwei Lysinmole- 5% Piperidin 20s
kilen fihren. Die Wahl fiel auf Diiso- | °0% Morpholin Lmin
propylethylamin (DIPEA), eine effektive ig:gﬁzsexwamm 222::
Hilfsbase fur Amidkupplungen.®®*>® Des =09 DIPEA o

Weiteren spaltet DIPEA die Fmoc-Schutz-
gruppe im Vergleich zu anderen Aminen mit einer sehr groRen Halbwertszeit (siehe Tab. 3).
Da unter den gewéhlten Reaktionsbedingungen fir die Amidkupplung die Reaktion in
3 Stunden abgebrochen wurde, blieb die Fmoc-Schutzgruppe intakt. Die ermittelten
Ausbeuten fur diesen Reaktionsschritt (72-98 %) sprechen ebenfalls fiir eine geringe Spaltung
der Fmoc-Schutzgruppe unter den gewahlten Reaktionsbedingungen.

Als nachster Reaktionsschritt wurde die Fmoc-Schutzgruppe abgespalten um die freie
a-Aminogruppe des Lysins fur nachfolgende Amidkupplungsreaktionen freizusetzen. Als
spaltendes Agens diente Piperidin, da es in der Lage ist, die Fmoc-Schutzgruppe in
15 Minuten bei Raumtemperatur quantitativ zu spalten.™ Zunachst wurde eine 20%ige
Piperidinlosung in  Methylenchlorid (m/m) fir die Fmoc-Spaltung genutzt.>>*%
DC-Untersuchungen zeigten eine nahezu vollstdndige Umsetzung, jedoch gab es Probleme
bei der Aufarbeitung. Die Entfernung des Piperidins erwies sich als schwierig. Bei der
Verteilung des Rohprodukts zwischen verschiedenen organischen Phasen und geséttigter
NH,4CI-Losung konnte das Produkt nicht vom Piperidin getrennt werden. Auch die Versuche,
das Piperidin am Rotationsverdampfer oder durch Lyophilisation zu entfernen schlugen fehl.
Des Weiteren war eine chromatographische Trennung nicht mdglich, da das Produkt trotz
Elutionsmittelvariation mit Piperidin zusammen eluiert wurde. Die von Lee et al.**®
beschriebene Methode der Verteilung zwischen Chloroform und 1%iger H,SO,4 war auf das
Reinigungsproblem nicht anwendbar, da unter diesen Bedingungen eine Spaltung der
BOC-Schutzgruppe erfolgen wirde. Durch die Substitution von Methylenchlorid gegen DMF,
in Anlehnung an die MERRIFIELD Peptidsynthese,™* konnten die Aufarbeitungsprobleme
umgangen werden. Durch die Verteilung des Reaktionsansatzes zwischen Wasser und Heptan
konnte sowohl das DMF als auch Piperidin erfolgreich mit der wassrigen Phase abgetrennt
werden, wahrend die gewinschten Produkte 4a-d und die Fmoc-Spaltprodukte in der

Heptanphase verblieben. Des Weiteren wurde die Piperidinkonzentration in DMF von 20 %
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(m/m) auf 5% (m/m) verringert, da bei dieser Piperidinkonzentration ebenfalls ausreichend
kurze Reaktionszeiten beschrieben wurden (siehe Tab. 3).

Es war somit moglich in einer zweistufigen Synthese die ¢-BOC-geschutzten N-Alkyl-
lysinamide 4a-d in guter Ausbeute zu synthetisieren und damit das 2. Modul fur das Riickgrat

der Malonamide der 2. Generation im Gramm-Malfstab zur Verfligung zu stellen.

2.5.4 Synthese des Rickgrats der Malonamide der 2. Generation

Fur die Ruckgratsynthese wurden die Synthesemodule 2a-d und 4a-d unter Ausbildung einer
Amidbindung miteinander verknlpft, wobei die ersten Lipidvorstufen 5a-h der
Malonsdureamide der 2. Generation entstanden (siehe Abb.22). Durch unterschiedliche
Kombination der 8 Module (2a-d und 4a-d) steht ein grof3es Spektrum an homologen Lipiden
mit variierenden Alkylketten zur Verfiigung, wobei im Rahmen dieser Arbeit nur 8 der 16
maoglichen Kombinationen synthetisiert wurden. Die Verknipfung der Carbonsauren 2a-d mit
der primaren Aminofunktion der Verbindungen 4a-d erfolgte in Methylenchlorid bei
Raumtemperatur unter Verwendung von PyBOP® als Kupplungsagenz. Da es sich um eine
sterisch anspruchsvolle Reaktion handelt, wurde besonderes Augenmerk auf die zu
verwendende Hilfsbase gelegt. Es kam erneut DIPEA zum Einsatz, da in der Literatur hohe
Ausbeuten fiur sterisch gehinderte Ester- und Amidkupplungen unter Verwendung des
Systems PyBOP®/DIPEA beschrieben sind.""**® Die fiir die Synthese der Verbindungen 5a-h
ermittelten Ausbeuten zwischen 90 % und 99 % unterstitzen diese Aussage.

Die chromatographische Aufarbeitung der Produkte war jedoch mit Problemen behaftet. So
gelang es nicht mit den in dieser Arbeit routinemaRig genutzten Chromatographiemethoden
(Saulenchromatographie Methode 1 und 2, Kap.6.3.1), trotz Variation des Elutionsmittels,
das gewinschte Produkt vom Tripyrrolidinophosphorsaureamid, ein Nebenprodukt der
PyBOP®-Kupplung, welches massenspektrometrisch und NMR-spektroskopisch nach-
gewiesen wurde, zu trennen. Es musste auf eine als Frontchromatographie bezeichnete
Methode (S&ulenchromatographie Methode 3, siehe Kap.6.3.1) zurlickgegriffen werden.
Dafiir wurde in DC-Vorversuchen ein Laufmittel gesucht, bei dem die Substanz einen
R¢-Wert von 0,5 aufwies, wobei ein Ether/Chloroform-Gemisch (1/1, V/V) die gewinschten
Eigenschaften besaR. Fir die Frontchromatographie wurde die Substanz in Elutionsmittel
gelost, auf trockenes unkonditioniertes Kieselgel (5 Masseteile Kieselgel fir 1 Masseteil
Rohprodukt) gegeben und isokratisch eluiert. Das Produkt wurde unter Anwendung dieser

Methode sauber mit der Elutionsmittelfront eluiert, was namensgebend fiir diese Technik ist.
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N ° ? JOJ\/\/\/ PyBOP@/ o z JOJ\/\/\/
sl o . AN N NHBOC o /RT RSP NHBOC
R? \f Ho NH, g H nuN_o
~ \f
RI—A_0O
/

2a-d 4a-d o3 \f

5a-h O\R4

R%= CH,CH,

1. KOH / H,0 / THF / RT
2. H,SO,4 / H,0 1 0°C

—» Ga-h
R*=H
2a: R'= (92)-CygHgs (tech.); R®= H 4a: R?= (92)-CygHas (tech.)
2b: RY= Cy4Hy0; R:: H 4b: R?= (92)-CgHas (rein)
2¢: R'= CygHag; R3=H 4c: R?= Cy4Hpg
2d: R*= R®= Cy4Hyg 4d: R?= (CH,)gCH(CHs)(CH,)sCHg

5,6a: R'= C;4H.q; R?= (92)-CygHas (tech.); R3= H

5,60: Rl= Cy4Hog; R%= (92)-C1gHas (rein); R3= H

5,6c: R'= R%= (92)-C1gH3s (tech.); R®= H

5,6d: R'= R?= Cy4Hpq; R3= H

5,66: R1= C16H33; R2= C14H29; R3= H

5,6f: R'= C1gHa3; R?= (92)-CygHgs (tech.); R®= H

5,69: R'= Cy4Hog; R?= (CH,)gCH(CH3)(CH,)sCH3; R3= H
5,6h: R'= R%= R%= C14Hag

Abb.22: Syntheseschema fiir die Amidkupplung zur Darstellung des Rickgrats der Malonamide der 2. Generation mit
anschlieRender Esterverseifung.

Im Folgeschritt der Synthese war es nétig die verbleibende Ethylesterfunktion der
Verbindungen 5a-h zu verseifen (siehe Abb.22). Die daraus resultierenden Verbindungen
6a-h besitzen eine freie Carbonséurefunktion, welche essentiell fiir die Ankniipfung der
Kopfgruppe Uber eine Sdureamidbindung ist. Bei dieser Verseifungsreaktion war darauf zu
achten, dass die e-BOC-Schutzgruppe des Lysinbausteins erhalten bleibt. Aus diesem Grund
wurde unter sehr milden Bedingungen gearbeitet: Die Verseifung fand mit 1,5 Aquivalenten
Kaliumhydroxid in einem THF/Wasser-Gemisch (3/1, V/V) bei Raumtemperatur statt. Ein
kritischer Schritt war das Ansduern des entstandenen Kaliumsalzes um die freien S&uren 6a-h
zu erhalten, wobei die Spaltung der séaurelabilen BOC-Schutzgruppe vermieden werden
musste. Dies geschah durch Einsatz einer, dem zugegebenen Kaliumhydroxid aquivalenten
Menge, verdinnten Schwefelsaure, welche dem Ansatz unter Eiskiuhlung zugefuhrt wurde.
Schwefelséure besitzt gegentiber der sonst verwendeten Salzsdure den Vorteil, dass sie
schlecht mit Chloroform mischbar ist. Somit lasst sich das Produkt gut durch Extraktion mit
Chloroform eine Minute nach Zugabe der Schwefelsdure aus dem sauren wassrigen Milieu
entfernen. Die ermittelten Ausbeuten zwischen 89 % und 99 % zeigen, dass die Carbonsauren
6a-h unter den gewéhlten Bedingungen unter Erhalt der BOC-Schutzgruppe zuganglich

gemacht werden konnten.
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2.6 Synthese der Lipide mit Tris(2-aminoethyl)amin-Baustein —
Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ

Eine zentrale Rolle der Synthese spielt ein aminofunktionalisierter Baustein, welcher als
Kopfgruppe oder als Linker dient. In dieser Arbeit kamen mit Tris(2-aminoethyl)amin und
Ethylendiamin zwei solcher Bausteine zum Einsatz. Das folgende Kapitel beschaftigt sich mit

der Synthese der Tris(2-aminoethyl)amin-haltigen Lipide.

Als Vorstufen dienten die Verbindungen 6a-h, welche eine ~ Tab.4: Ausbeuten fiir die Synthese der
Verbindungen 7a-h durch Kupplung

freie Carboxylfunktion fiir weitere Funktionalisierungen  von 6a-h mit Tris(2-aminoethyl)amin.

besitzen (siehe Abb.23). Diese ermdglicht es den Tris- Verbindung Ausbeute [%]
(2-aminoethyl)amin-Baustein als Amid anzuknupfen. Da 7a 95
das Tris(2-aminoethyl)amin drei gleichwertige primare 7b 93
Aminogruppen besitzt, kommt es bei der Amidknipfung [ 94
ohne Schutzgruppenstrategie theoretisch zur Ausbildung d >
unerwinschter Bis- und Trisamide. ;i Zz
Durch die richtige Wahl des stochiometrischen Verhélt- 79 99
nisses der Reaktanden sowie des Reaktionsablaufs war es 7h 61

dennoch moglich, auf eine Schutzgruppenstrategie zu

verzichten. Die Umsetzung der Verbindungen 6a-h mit einem 20fachen Stoffmengeniber-
schuss an Tris(2-aminoethyl)amin erwies sich als giinstig. Zudem wurde die durch PyBOP®
aktivierte S&ure zu der Aminkomponente langsam zugetropft, was den effektiven
Tris(2-aminoethyl)amin-Uberschuss weiter erhohte. Wie aus Tab. 4 ersichtlich wird, resultiert
diese Synthesestrategie in hohen Ausbeuten fur die Darstellung der Verbindungen 7a-h.

Die Verbindungen 7a-h stellen einen Schnittpunkt in der Synthese der verschiedenen
Lipidkopfgruppen vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ dar (siehe Abb.23). Die s&ure-
katalysierte Abspaltung der BOC-Schutzgruppe an der e-Aminofunktion des Lysinbausteins
liefert die Lipide vom Kopfgruppentyp-1V. Des Weiteren wurde der Kopfbereich vergroRert,
indem die freien Aminogruppen der Verbindungen 7a,c-f mit BOC-Lys(BOC)-OSu
umgesetzt wurden. Es resultierten die BOC-geschiitzten Lipide 10a,c-f, welche die Vorstufen
der Cytofektine vom Kopfgruppentyp-VIII sind. Fur die Synthese der Lipide mit der
hochsten Anzahl an primdren Aminogruppen im Kopfgruppenbereich wurden die
Verbindungen 8a,c-f,h mit BOC-Lys(BOC)-OSu zu den BOC-geschiitzten Verbindungen
9a,c-f,h umgesetzt, welche final die Cytofektine vom Kopfgruppentyp-V1 ergeben.
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6-10a: R'= Cy4H,g; R?= (92)-C1gHas (tech.); R3=H
6-8b: R1= Cy4Hag; R%= (92)-CgH3s (rein); R®= H
6-10c: R'= R?= (92)-CygHgs (tech.); R3= H

6-10d: R'= R?= Cy4H,9; R®= H

6a-h OH
6-10e: R1= CigHg3; R?= CqHpg; R3:=H
PyBOP® / TEA / CH,Cl, 6-10f: R'= CygHag; R?= (92)-CygHas (tech.); R3= H
HoN NH 6-89: R1= C14Hp9; R?= (CH)gCH(CH3)(CH,)sCHg; R3= H
MY ol 52 o3
N\ 6-9h: R'= R?= R®= Cy4H,g
NH2
o) o)
rR2 I~ ~_NHBOC R2 I~ A~ NH
\N Y \N Y 2
H oS H oS
HN\]&O 1. TFA/ CH,Cl, HN O
1_ | 2. NH3 / Hzo 1_ |
R'—\ 0 - R'—\ 0
R® hn NH R® hN NH
NN 2 NN Y2
7a-h N 8a-h = N
Kopfgruppentyp-1V
NH, NH,

TEA/ CH,Cl, /
BOC-Lys(BOC)-OSu

HN__O
Rl;/[fo
R3 H

HN N
10a,c-f SN Lys(BOC)-BOC

HN.
Lys(BOC)-BOC

1. HCI/ H,O / EtAc
2. DMAP / CHCI3 / MeOH

Kopfgruppentyp-VIil

TEA / CH,Cl, /
BOC-Lys(BOC)-OSu

R JJ\/\/\/N
> ; *Lys(BOC)-BOC

HN_ _O
Rl;/[fo
RS H

HN N
9a,c-H,h SN Lys(BOC)-BOC

HN.
Lys(BOC)-BOC

1. HCI/ H,O / EtAc
2. DMAP / CHCI3 / MeOH

Kopfgruppentyp-VI

Abb. 23: Synthese der Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ (Kopfgruppentyp-1V, -VI und -VI11).

Die Abspaltung der BOC-Schutzgruppen der Verbindungen 9a,c-f,h und 10a,c-f war dabei
mit Problemen behaftet. So zeigte sich, dass die in dieser Arbeit verwendete Standardmethode
der BOC-Spaltung mit TFA (Methode C, Kap.6.4.2.1) nicht anwendbar war. Auch wenn
DC-Untersuchungen des Reaktionsverlaufs einen nahezu vollstdndigen Umsatz zeigten, war
es nicht moglich das entstandene aminofunktionalisierte Lipid bzw. dessen TFA-Salz
aufzuarbeiten. So gelang nach Einstellung von pH 10 mit Ammoniak keine Extraktion des
Lipids mit verschiedenen organischen Lodsungsmitteln (Chloroform, Diethylether, Ethyl-
acetat). Auch der Einsatz eines Perforators zur kontinuierlichen Extraktion® fiihrte trotz einer

Extraktionsdauer von 5 Tagen lediglich zu Ausbeuten unter 5%.
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Da Extraktions- und Aufarbeitungsprobleme Tab.5: Gegentiberstellung der beiden Aufarbeitungs-
methoden nach der Abspaltung der BOC-Schutz-

durch ein unginstiges Verteilungsverhalten des  gruppe mit HCI (Kap.6.4.2.1 Methode D) im Zwei-
phasensystem Wasser/Ethylacetat. Aufarbeitung 1

Ammoniumtrifluoracetatsalzes der Lipide zwi- entspricht der herkdmmlichen Aufarbeitung durch
Extraktion der alkalischen Wasserphase mit Chloro-

schen Wassriger und Organischer Phase verur- form. Aufarbeitung 2 entspricht der beschriebenen
DMAP-Methode.

sacht werden konnen, kam Salzsdure als

. . . Ausbeute [%]
spaltendes Agens fur die BOC-Schutzgruppe Lipid : :
) _ _ Aufarbeitung 1 | Aufarbeitung 2
zum Einsatz um die Hydrochloridsalze der
TO-VI 21 97
Lipide zu erhalten. Gewdohnlich werden zu 00-VI nb. 90
diesem Zweck mit Chlorwasserstoff gesattigte TT-VI 27 99
organische Losungsmittel, wie z.B. Ethylacetat, HT-VI n.b. 97
verwendet.*? Da jedoch auf die Anwendung von HO-VI n.b. 94
Chlorwasserstoffgas zur Sattigung der organi- DITT-VI nb. [
, . . TO-VIII 70 n.b.
schen Losungsmittel verzichtet werden sollte und
_ o _ 0O0-VIII 58 n.b.
kommerziell erhaltliche organische Chlorwasser- TTVIN 69 b,
stofflosungen zu preisintensiv. waren, kam in [ g1y 58 n.b.
Anlehnung an die Literatur wassrige Salzsdure HO-VIII n.b. 96

zum Einsatz.™ Aufgrund der schlechten Los-

lichkeit der BOC-geschutzten Lipide in wéssrigen Ldsungen wurde zudem in einem Zwei-
phasensystem aus Ethylacetat und Wasser gearbeitet. Eine vergleichbare Reaktion ist in der
Literatur fir ein Toluol/Wasser/HCI-Gemisch beschrieben.*®

Die in dieser Arbeit angewendete Strategie der BOC-Schutzgruppenspaltung mit Salzsdaure im
Zweiphasensystem verlief nach DC-Untersuchungen vollstandig. Zudem war die Aufarbei-
tung der entstandenen Hydrochloridsalze der Lipide durch Alkalisieren der wassrigen Salz-
suspension und anschlieRender Extraktion méglich und verlief fir die Umsetzung der Lipide
10a,c-e in adaquaten Ausbeuten (siehe Tab.5 Aufarbeitung 1). Dadurch wurden die Lipide
vom Kopfgruppentyp-V111 zuganglich.

Die Ausbeuten flr die Synthese der Lipide vom Kopfgruppentyp-VI durch BOC-Spaltung mit
Salzsaure waren, unter Verwendung des Ublichen Extraktionsschrittes in der Aufarbeitung
(siehe Kap.6.4.2.1, Methode D, Aufarbeitung 1), zu gering um diese Methode auf die
Synthese aller homologen Lipide dieses Kopfgruppentyps anzuwenden (siehe Tab.5
Aufarbeitung 1). Folglich wurde die Aufarbeitung modifiziert um die verlustreichen
Extraktionsschritte zu umgehen. Es galt eine starke Base zu finden, welche die
Ammoniumhydrochlorid-Funktionen der Lipide in die freien Amine Uberfuhrt, deren Salz

sich aber vollstandig ohne Anwendung eines Extraktionsschritts abtrennen lies. Die Wahl fiel
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auf 4-Dimethylaminopyridin (DMAP), eine in organischen Losungsmitteln sehr starke Base
(pKs[Wasser]'®*'®% ~ 10, pKs[Acetonitril]****® ~18), welche zudem in der organischen
Synthese als Acylierungskatalysator genutzt wird.*®**%® Aufgrund der starken Basizitat von
DMAP werden die Hydrochloridsalze der aminofunktionalisierten Lipide in wasserfreien
Medien in die freie Base Uberfuhrt. Hierfir wurden das entsprechende Hydrochloridsalz der
Lipide und DMAP in einem Chloroform/Methanol-Gemisch (1/5, V/V) geldst. Diese Lésung
wurde Uber Kieselgel chromatographiert, wobei das DMAP-Hydrochlorid als lipophiles
lonenpaar unter Verwendung einer Chloroform/Methanol-Mischung (1/5, V/V) eluiert wurde.
Anschlielend konnte das gewdiinschte Lipid durch Steigerung der Elutionskraft der mobilen
Phase (Chloroform/Methanol/Ammoniak-Mischungen) eluiert werden. Diese Methode ist im
Kap. 6.3.1 (Saulenchromatographie Methode 4) naher erldautert. Die mit dieser schnellen Art
der Produktaufarbeitung erzielten hohen Ausbeuten (siehe Tab.5 Aufarbeitung 2) fuhrten
dazu, dass im weiteren Verlauf der Synthese der Cytofektine vom Typ-VI ausschlieBlich
diese DMAP-Methode zum Einsatz kam. Die in Tab.5 angegebene Ausbeute fir die
Anwendung dieser Aufarbeitungsmethode auf die Synthese der Cytofektine vom Typ-VIII
(HO-VII) zeigt, dass diese auch fiir die Reinigung dieser Lipide geeigneter erscheint. Bei
einer moglichen Ubertragung auf die Synthese wesentlich lipophilerer aminofunktionalisierter
Lipide muss jedoch beachtet werden, dass bei der chromatographischen Abtrennung des
DMAP-Hydrochlorids Probleme durch dhnliche Retentionszeiten auftreten kénnen. Trotzdem
handelt es sich bei der DMAP-Methode um eine neue Aufarbeitungsmethode basischer
Lipide, welche sich durch eine schnelle Durchfiihrung bei geringem préparativen Aufwand
und hohen Ausbeuten auszeichnet.

Fur die chromatographische Reinigung der Lipide mit dem Kopfgruppentyp-VI wurden
alternative stationare Phasen im Vergleich zu den in dieser Arbeit beschriebenen
Chromatographiemethoden mit Kieselgel (siehe Kap.6.3.1) getestet. Zundchst wurde die
Umkehrphasenchromatographie ((RP)-Chromatographie) zur Aufreinigung von TO-VI
verwendet. Bei der RP-Chromatographie werden alkylmodifizierte Kieselgele als stationére
Phase genutzt, wodurch diese lipophile Eigenschaften erhalt. Sie eignet sich besonders zur
chromatographischen Trennung sehr hydrophiler Substanzen. Des Weiteren ist die
RP-Chromatographie in der Literatur als HPLC-Methode fur die Trennung von kationischen
Lipiden und Phospholipiden beschrieben.®”*™ In Anlehnung daran wurde Kieselgel 60 RP18
(40-63 um) der Firma Merck, ein mit n-Octadecylketten modifiziertes Kieselgel, verwendet.
Als mobile Phase kamen verschiedene Gemische aus Wasser und organischen L&sungs-

mitteln, unter Zusatz von 0,1% (m/m) Trifluoressigsaure, zum Einsatz. Es war jedoch nicht
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maoglich eine chromatographische Trennung der gewinschten Produkte von den Verunrei-
nigungen zu erzielen. Vermutlich ist das Aggregationsverhalten der Lipide, welche im
wassrigen Milieu Mizellen ausbilden und somit die Chromatographie erschweren (siehe
Kap. 3.4.1), dafur verantwortlich.

Eine weitere stationdre Phase, die als mogliches Trennsystem genutzt wurde, war Sephadex®
LH-20. Dabei handelt es sich um ein quervernetztes Dextran, welches durch Hydroxypro-
pylierung sowohl hydrophile als auch lipophile Eigenschaften besitzt und daher in Wasser
und einer Vielzahl von organischen Losungsmitteln quillt.'™ Die Substanztrennung bei der
Chromatographie mit Sephadex® LH-20 erfolgt durch GréBRenausschluss und spezifische
Wechselwirkungen zwischen Substanz und stationdrer Phase. Die Anwendung auf die
Chromatographie von Lipidgemischen ist bereits in der Literatur beschrieben.!®'™ Als
Elutionsmittel fir die Reinigung von TO-VI diente eine Chloroform/Methanol-Mischung mit
steigender Polaritat. Mit dem Trennsystem gelang lediglich eine unvollstandige Aufreinigung
der Verbindung TO-VI, da auch Mischfraktionen mit Produkt und Verunreinigung erhalten
wurden. Das Verfahren wurde zu Gunsten der Chromatographie mit Kieselgel (Kap.6.3.1
Saulenchromatographie Methode 4) verworfen, da es bei einer schlechteren Trennleistung mit
einem hoheren praparativen Aufwand verbunden war. So stellte das Flotieren der stationaren
Phase bei der Verwendung von Chloroform-haltigen Elutionsmitteln, aufgrund der geringen

Dichte des Sephadex® LH-20, ein Problem bei der praktischen Anwendung dar.

Zusammenfassend gelang es durch Optimierung von Synthese und Aufreinigungsschritten
uber die Tris(2-aminoethyl)amin-haltigen Verbindungen 7a-h die Lipide vom Kopfgruppen-
typ-1V, -VI und -VII1I in guten Ausbeuten zu synthetisieren.

2.7 Synthese der Lipide mit Ethylendiamin-Baustein — Lipide vom
Ethylendiamin-Typ

Die Synthese zur Darstellung der Malonamide vom Ethylendiamin-Typ ist in Abb. 24 gezeigt.
Diese Malonamide gehoren ebenfalls zur 2. Generation, wobei die verwendete Strategie mit
der Synthese der Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ vergleichbar ist (siehe Abb. 23).

Als Vorstufe werden ebenfalls die freien Carbonsauren 6a-g verwendet. Unter Nutzung von
PyBOP® als Kupplungsreagenz wird die Carbonsaurefunktion der Verbindungen 6a-g mit
Ethylendiamin zu den Amiden 1la-g umgesetzt. Dabei konnte ebenfalls durch Einsatz von
20 Aquivalenten Ethylendiamin auf 1 Aquivalent Carbonséure auf eine Schutzgruppen-

strategie zur Vermeidung von Bisamidierungen verzichtet werden.
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Abb.24: Synthese der Lipide vom Ethylendiamin-Typ (Kopfgruppentyp-X, -XI1 und -X1V).

Die Verbindungen 1la-g stellen ein zentrales Zwischenprodukt fir die Synthese der
Ethylendiamin-haltigen Lipide dar (siehe Abb.24). So wurde aus 1la-g durch die
Amidkupplung mit BOC-Lys(BOC)-OSu und anschlieBender BOC-Spaltung mit TFA der
Kopfgruppentyp-X1V zugénglich. Des Weiteren konnte durch die direkte Behandlung der
Verbindungen 1la-g mit TFA der Kopfgruppentyp-X dargestellt werden. Eine weitere
Umsetzung der Verbindungen 12a-g (Kopfgruppentyp-X) durch Amidkupplung mit
BOC-Lys(BOC)-OSu und anschlieBender BOC-Spaltung mit TFA macht die Cytofektine
vom Kopfgruppentyp-XI1 zugéanglich.

Bei der Synthese der Lipide vom Ethylendiamin-Typ konnte problemlos TFA als

BOC-spaltendes Agens verwendet werden (Vergleich dazu: Syntheseschwierigkeiten beim
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Tris(2-aminoethyl)amin-Typ, Kap.2.6). Auch die s&dulenchromatographische Reinigung der
Endprodukte verlief unter Anwendung von Kieselgel und Chloroform/Methanol/Ammoniak-

Gemischen steigender Polaritat unproblematisch.

Zusammenfassend gelang es tber die Ethylendiamin-haltigen Verbindungen 11a-g die Lipide

vom Kopfgruppentyp-X, -XI1 und -XIV in guten Ausbeuten zu synthetisieren.

2.8 Stereochemie der Malonamide der 2. Generation

Um die Biokompatibilitat der Lipide zu gewahrleisten, wurde die proteinogene Aminosaure
L-Lysin sowohl in den Kopfgruppenbereich als auch in das Riickgrat der Lipide eingebaut.
Dabei galt es auf die Stereochemie der Aminosaurebausteine zu achten um die naturliche
Konfiguration der proteinogenen Aminosauren (L-Konfiguration nach FISCHER) zu bewahren.
So wies das in der Synthese verwendete BOC-Lys(BOC)-OSu die S-Konfiguration am
a-Kohlenstoff auf (entspricht L-Konfiguration nach FiscHER). Da die Amidknipfung mit
N-Hydroxysuccinimidestern in der Literatur als racemisierungsfrei beschrieben wird, kann
davon ausgegangen werden, dass die ber BOC-Lys(BOC)-OSu eingeflhrten Lysineinheiten
S-konfiguriert sind.’®® Die Amidknupfung mit PyBOP® als Kupplungsreagenz fiir die
Aktivierung von Aminosauren verlauft racemisierungsarm.'®**’ Somit kann auch bei den auf
diesem Weg eingefuhrten Lysinbausteinen (Ausgangstoff fir das Lysin des Rickgrats war
a-N-Fmoc-¢-N-BOC-L-Lysin) von der S-Konfiguration ausgegangen werden.

Weiterhin wurde jeder Reaktionsschritt so geplant, dass keine Racemisierungsreaktionen am
a-Kohlenstoff der Lysinbausteine auftreten sollten. So wurden die Schutzgruppen unter
solchen Bedingungen abgespalten, wie sie auch in der Peptidsynthese Anwendung finden.*®
Auch die Verseifungsreaktionen bei Vorhandensein von Lysineinheiten im Molekil wurden
unter sehr milden Bedingungen durchgefiihrt (siehe Kap.2.5.4), was eine Racemisierung in
a-Position am Lysin ausschliet. Somit wird in der vorliegenden Arbeit davon ausgegangen,

dass die Lysineinheiten in den Lipiden S-konfiguriert sind.

Im folgenden Teil soll eine stereochemische Besonderheit der Malonsaurediamide der
2. Generation, welche zwei Alkylketten aufweisen, beschrieben werden. Uberraschenderweise
zeigten die aminofunktionalisierten Lipide nach der Abspaltung der BOC-Schutzgruppe im
letzten Syntheseschritt zwei identisch grol3e Flecke mit unterschiedlichen R¢«Werten auf den
entwickelten Diinnschichtchromatogrammen - ein Hinweis auf zwei verschiedene Substanzen
(siehe Abb. 25). ESI-MS-Untersuchungen der beiden Substanzen nach Extraktion von der
DC-Platte zeigten jedoch flr beide Extrakte identische Massenspektren des gewiinschten

Produkts. Aufgrund dieser Beobachtung und unter genauerer Betrachtung des Synthesewegs
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Abb.25: Schematische Darstellung und Abbildung der original-DC des Extraktionsexperiments mit HT-X. Das Schema
demonstriert das Extraktionsexperiment: Zunéchst wurde das Diastereomerengemisch einer DC-Trennung unterzogen
(1. DC). AnschlieBend wurden die Substanzflecke ausgeschnitten und die Substanzen getrennt extrahiert. Die 2 Sub-
stanzextrakte wurden einer zweiten DC-Untersuchung unterzogen (2. DC), wobei erneut 2 Flecke auftraten. Die original-DC
zeigt die 2. DC, welche mit den Extrakten der 1. DC entwickelt wurde. o bezeichnet den Extrakt vom Substanzfleck der
1. DC mit dem groReren Re-Wert, u bezeichnet den Extrakt vom Substanzfleck der 1. DC mit dem kleineren R¢Wert.

der Lipide, wurde die These aufgestellt, dass die beiden Substanzen ein Diastereomerenpaar
darstellen: Die Alkylamide des BOC-geschitzten L-Lysins (4a-d) und die racemischen
monoalkylierten Malonsduremonoethylester (2a-c) wurden bei der Ruckgratsynthese tber
eine rigide Amidbindung verknlpft, wodurch die zwei Diastereomere mit (S,R)- und
(S,S)-Konfiguration entstehen (siehe Abb. 26).

Zuné&chst wurde versucht das Diastereomerenpaar sdulenchromatographisch zu trennen, was
trotz der unterschiedlichen Ri-Werte nicht gelang. Eine Antwort auf dieses Trennproblem
lieferte folgendes Experiment, welches in Abb. 25 dargestellt ist: Das Diastereomerenpaar
wurde auf der DC-Platte getrennt, die Substanzflecken (o und u) von der DC-Platte gekratzt,
extrahiert und anschlielend in einer zweiten DC-Untersuchung mit dem gleichen
Trennsystem entwickelt. Dabei zeigten sich sowohl fur den Extrakt der Substanz mit dem
groleren Re-Wert (0) als auch fur die Substanz mit dem kleineren Re«Wert (u) erneut beide
Flecken (o und u). Offensichtlich racemisiert das Stereozentrum am o-Kohlenstoff der
Malonséureeinheit sehr einfach. Abb.26 zeigt den postulierten Mechanismus der

Racemisierung uber ein Enolintermediat (Struktur in der Mitte).

Letztendlich konnte die Diastereomerenhypothese auch synthetisch bewiesen werden. So
besitzen die Lipide DiTT-1V und DIiTT-VI kein Stereozentrum mehr am a-Kohlenstoff der
Malonsdureeinheit. Durch den Verlust des Stereozentrums sind diese Verbindungen nicht
mehr befahigt Diastereomere auszubilden, sondern stellen lediglich einfache Enantiomere dar.
Diese Substanzen zeigen nach der DC-Untersuchung nur einen Fleck.
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Abb.26: Postulierter Mechanismus fur die Racemisierung des Stereozentrums in a-Position der Malonsdurestruktur der
Malonséurediamide der 2. Generation (iber ein Enolintermediat.

2.9 NMR-Untersuchungen der Malonsdurediamide der
2. Generation

Alle in dieser Arbeit synthetisierten Endverbindungen wurden mittels *H- und *C-NMR
untersucht. Die *H-Ubersichtsspektren der Malonamide der 2. Generation haben Ahnlichkeit
mit Ubersichtsspektren, welche fiir Polymere erhalten werden (siche Abb.27).'"* Eine
Ursache dafir liegt in den komplexen Molekilstrukturen, die eine grofle Anzahl an
Wasserstoffatomen mit vergleichbarer chemischer Verschiebung aufweisen. Des Weiteren
sorgen charakteristische NMR-Eigenschaften von Amidgruppen flr eine weitere Komplexitat
der *H-NMR-Spektren. Hier sind besonders Anisotropie-Phanomene in der Umgebung der
Amidfunktion und cis/trans-lsomerisierung des N-gebundenen Protons der Amidbindung bei
N-monosubstituierten Amiden zu nennen.!”™ Aus diesem Grund ist es sehr schwierig die

Spektren mit Hilfe von Signalaufspaltungen und Kopplungskonstanten zu interpretieren. Erst
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Abb.27: 'HH-COSY- und die zugehorigen 'H-NMR-Spektren fiir das Lipid OO-VIII (Formel rechts) geldst in
CDCI3/CD;0D. Die Signale wurden den entsprechenden Gruppen an Protonen mit &hnlicher chemischen Verschiebung zuge-
ordnet: A — CHa, B — Protonen der Alkylketten, C — CH, benachbart zu der terti&ren Aminogruppe und den e-Aminogruppen
der Lysinbausteine, D — CH, benachbart zum Amid-NH und a-H der Malonséureeinheit und der Tris(2-aminoethyl)amin-
gebundenen Lysine, E — a-H des Lysins des Riickgrats, F — olefinische Protonen und G — Amid-NH.
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durch die Aufnahme von 'H,'"H-COSY-Spektren war eine sichere Zuordnung der Signale
moglich (siehe Abb.27 und Supporting Information WoLK et al.*™).

Ublicherweise wurde CDCl; als Losungsmittel fir die Aufnahme der NMR-Spektren
verwendet. Uberraschenderweise zeigten dabei einige der aminofunktionalisierten Lipide
(Kopfgruppentyp-X und -XI1) die Bildung eines Organogels in CDClI3, wobei eine aufféllig
starke Bandenverbreiterung aufgrund der eingeschréankten Beweglichkeit der Lipide
beobachtet wurde. Die Gelbildung konnte durch die Verringerung der Lipidkonzentration
oder der Zugabe kleiner Mengen CD3;0D, welches Wasserstoffbriickenbindungen zwischen
den Lipidmolekilen zu brechen vermag, unterdriickt werden. Leider beeinflussen diese
MaRnahmen die Signalintensitat (Konzentrationsverringerung) sowie die Vergleichbarkeit der
Spektren von homologen Lipiden (Signal-Verschiebungen bei Anwesenheit von CD3;OD
sowie Verlust der NH-'H-NMR-Signale durch den schnellen Protonenaustausch in
Anwesenheit von CD3;0D).

Eine weitere Besonderheit stellen die Lipide vom Kopfgruppentyp-V1 und einige Lipide vom
Kopfgruppentyp-VIIl dar. Diese Lipide waren aufgrund ihrer Hydrophilie oder ihres
Aggregationsverhaltens in den deuterierten Standard-NMR-L6sungsmitteln  (DMSO,
Methanol, Chloroform, Aceton sowie deren Mischungen) unléslich. Lediglich D,O war als
Losungsmittel fur die NMR-Untersuchungen geeignet. Zur Aufnahme der Spektren in DO
wurde bei 60 °C gearbeitet, da bei 27 °C starke Bandenverbreiterungen durch die Ausbildung

von Lipidaggregaten in D,O auftraten.

13C-NMR-Spektren wurden ublicherweise in CDCls/CD;OD-Mischungen aufgenommen, da
in reinem CDCl3 eine ausreichende Loslichkeit nicht gegeben war. Bei den Lipiden, deren
'H-NMR-Spektren bereits in D,O aufgenommen wurden, erfolgte die **C-NMR-
Spektroskopie ebenfalls mit D,O als Lésungsmittel. Da die **C-NMR-Spektren der Lipide
sehr komplex sind, ist es in der Regel nur moglich bestimmte Signalgruppen den
entsprechenden Gruppen von Kohlenstoffatomen mit einer adhnlichen chemischen
Verschiebung zuzuordnen (siehe Abb.28). Durch Aufnahme von ‘H,**C-COSY-Spektren
wurden wertvolle Informationen fur die Signalzuordnung erhalten.

Bei den '*C-NMR-Spektren wurde eine starke Losungsmittelabhangigkeit in Bezug auf
Anzahl und Lage von Signalen beobachtet. Dies wird in Abb.29 verdeutlicht. Es sind zwei
Ausschnitte der *C-NMR-Spektren von TO-X in verschiedenen Konzentrationen bzw. in
verschiedenen Losungsmitteln dargestellt. So zeigen die Spektrenausschnitte der Probe mit
hoher Lipidkonzentration in CDCl; (Abb.29c1,c2), wobei eine Gelbildung beobachtet wurde,

eine starke Signalverbreiterung im Vergleich zu der niedrig konzentrierten, ungelierten Probe
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Abb. 28: H,"*C-COSY- und die zugehdrigen *H-NMR- und **C-NMR-Spektren in CDCl, fiir das Lipid OO-VIII (Formel
rechts). Die Signale wurden im *H,"*C-COSY den entsprechenden Gruppen an Kohlenstoffatomen mit dhnlicher chemischen
Verschiebung zugeordnet: A - CHs;, B — Alkylkohlenstoffatome, C— CH, benachbart zu den e¢-Aminogruppen der
Lysinbausteine und Amid-NH, D — CH, benachbart zur tertidren Aminogruppe und o-C der Malonsdureeinheit sowie a-C der
Lysine, E - olefinische Kohlenstoffe.

in CDCIl3; (Abb.29b1,b2). Die Signallage ist durch den Konzentrationsunterschied nur
schwach beeinflusst. Das Spektrum des gleichen Lipids in einer CDCIl3/CD3;OD-Mischung
zeigt, verglichen mit den in CDCI; aufgenommenen Spektren, eine deutliche Signalver-
schiebung (siehe Abb.29al,a2).

Weiterhin wurde beobachtet, dass neben der Signalverschiebung zusatzlich eine Anderung der
Signalanzahl auftrat. So zeigen die in CDCI; aufgenommenen Spektren (siehe Abb.29b2,c2)
4 Signale im Bereich von 39-43ppm (Kohlenstoffatomzuordnung: 2xCH,NHCO und
2XCH,;NH;) und die in CDCIl3/CD3OD-Mischung (Abb.29a2) aufgenommenen Spektren
lediglich 3 Signale, verursacht von denselben Kohlenstoffatomen. Noch starker wird die Sig-
nalanzahl im Bereich der Carbonylkohlenstoffe (170-172ppm) beeinflusst (siehe Abb.29al-
cl). In CDCl; erscheinen 2 Signale, welche von 3 Carbonylkohlenstoffatomen stammen.
Dagegen verursachen diese 3 Kohlenstoffatome 6 Signale bei der Anwesenheit von CD3;0D.
Der Grund fur diese Signalaufspaltung ist die Koexistenz von freien Carbonylfunktionen und
Carbonylfunktionen in Wasserstoffbriickenbindung mit Methanol """

Die beschriebenen Beobachtungen machen die Interpretation der NMR-Spektren der Lipide
sehr schwierig. Dennoch war eine eindeutige Zuordnung der *H-NMR-Signale mdglich (siehe
Kap.6.4). Die 13C-NMR-Signale wurden als ,,Fingerprint* ohne detaillierte Signalzuordnung
angegeben. Zudem ist die Wahl der NMR-Ldsungsmittel ein Kompromiss aus Substanz-
l6slichkeit und der Vergleichbarkeit der Spektren der Lipide untereinander, d.h. beim

40



Synthetisch-préparative Arbeiten

CD;0D

171.14
17176 17160 170.83 479 69

17118 CDCI,/CD;0D CDCly/CD,0D 41‘:"2‘25 i
al) a2) 53.01 5274
N S’iiM sk

B
4214|4124 3959

171.09

CDCly 5339 CDCly
geringe g b2) geringe Cripig
(kein Gel) (kein Gel)

170.80

171.23 b 41.49

cpel cpcl v
170.85 3 ” 3 4224
Cl) hohe ¢y C2) sas4 5331 hohe ¢y
(Gel) M (Gel)
“

171.8

170.8 56 54 52 50 48 46 44 2 40
f1 (ppm) f1 (ppm)

o
— NH;
\/\/W_\/\/\/\/\N 2

TO-X HoHN o
\/\/\/\/\/\/\Ifo

LN

Abb. 29: Ausschnitte aus den **C-NMR-Spektren von TO-X (siehe Formel) in verschiedenen Konzentrationen und Lésungs-
mitteln: al-c1) Carbonylregion zwischen 170,0 ppm und 172,3 ppm; a2-c2) Methylenkohlenstoffe in Nachbarschaft zu Amid-
Stickstoffatomen und in Nachbarschaft zu primaren Aminogruppen in der Region von 38 ppm bis 56 ppm. al,a2) Lipidlésung
in CDClI,/CD3;0D-Mischung (2/1, V/V); bl,b2) Lipidldsung niedriger Konzentration in CDCls; ¢1,c2) Lipidldsung hoher
Konzentration in CDClI; unter Organogelbildung.

Vergleich der Spektren einer homologen Reihe von Verbindungen (siehe Kap.6.4) ist immer

auf das verwendete Losungsmittel zu achten.

2.10 Synthese von Malonsaurediamiden der 1. Generation ftr
gezielte Fragestellungen

Im Laufe der Untersuchung von neuen kationischen Lipiden innerhalb der Arbeitsgruppe von
Prof. Dr. A. LANGNER haben sich einige Vertreter der Malonséurediamide der 1. Generation
als effektive Vektoren fur den Gentransfer erwiesen.®® Dennoch blieben spezielle Frage-
stellungen offen, welche die Synthese von neuen Derivaten erforderten. So kamen fur die
ungeséttigten Vertreter dieser Transfektionslipide bisher Oleylketten von technischer Reinheit
zum Einsatz. Mit der gezielten Synthese kettenreiner Lipide sollte der Einfluss der Ketten-
reinheit auf das Transfektionsverhalten untersucht werden.

Weiterhin wurde bis zum jetzigen Zeitpunkt in der Arbeitsgruppe kein Malonsaurediamid mit
Erkennungsstruktur synthetisiert. Im Rahmen dieser Arbeit werden erste Schritte zur
Einflhrung von Liganden in Malonsdurediamide der 1. Generation fur eine Targetierung
beschrieben.

Es soll an dieser Stelle darauf hingewiesen werden, dass diese Fragestellungen auch auf die
Malonsdurediamide der 2. Generation ibertragen werden kdnnen. So wurde bei der Synthese-
planung der Malonsdaurediamide der 2. Generation die Problematik der Kettenreinheit bereits
mit bedacht. Mit den Strukturpaaren TO-IV/RTO-1V, TO-X/RTO-X und TO-XIV/
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RTO-XIV wurden ebenfalls Lipide synthetisiert, welche sich lediglich im Reinheitsgrad des
verwendeten Oleylamins unterscheiden. Jedoch bedarf es flr diese Lipide noch einer ausgie-

bigeren Charakterisierung.

2.10.1 Synthese der Malonsdurediamide der 1. Generation mit
unterschiedlicher Alkyltettenreinheit

®
H PyBOP® / H
N/EM\/N o TEAT CH2CI2 > N/EM\/N o
’ \;\j o N - : \;\j o
15a,b 7 NH, 16a,b s
OH HN
A ~TONH,
1. Oleylamin / PyBOP®/ 1. TEA/ CH,Cl, /
DIPEA / CH,Cl, BOC-Lys(BOC)-OSu
2. KOH / EtOH 2. TFA/ CH,Cl,
3. HCI/ H,0 H 3. NH3 / H,0
/NE/M\/N O Y
3 3
(0]
2¢ Lipid XV, XVp . 0
HN JJ\/\/\/NH
~"N < 2
Ho NH,

Abb.30: Synthese des homologen Lipidpaars XV/XVp. Die Verbindungen 15a, 16a und Lipid XV wurden mit Oleylamin
(tech.) synthetisiert. Die Verbindungen 15b, 16b und Lipid XVp wurden mit Oleylamin (rein) synthetisiert.

Aus der Gruppe der Malonsaurediamide der 1. Generation wurde das Lipid XV (siehe
Abb. 30), neben Untersuchungen hinsichtlich der Transfektionseffizienz am Zellkulturmodell,
auch einer intensiven physiko-chemischen Charakterisierung, sowohl auf der Monoschicht
(IRRAS, GIXD, XR)!™ als auch im Volumensystem (SAXS, WAXS, DSC)*®, unterzogen,
um das Aggregationsverhalten des Lipids sowie die Komplexbildung mit DNA ausfihrlich zu
erforschen. Daher fiel die Wahl fir erste Untersuchungen des Einflusses der Kettenreinheit
auf das Aggregationsverhalten und die Transfektionseffizienz auf Lipid XV. Infolge dessen
wurde das strukturanaloge Lipid XVp unter Verwendung von Oleylamin (rein) synthetisiert.
Des Weiteren wurde das Lipid XV auf einen im Vergleich zur Erstbeschreibung modifizierten
Weg nachsynthetisiert um vergleichende Untersuchungen zwischen den Lipiden XV und

XVp vervollstandigen zu kdnnen.

Die Synthese der Lipide XV und XVp erfolgte in Anlehnung an einen bereits beschriebenen
Syntheseweg.®® Durch die Optimierung der Synthese an 3 Stellen soll im Folgenden noch
einmal kurz auf die Darstellung der beiden Lipide eingegangen werden soll (siehe Abb. 30).

Im 1. Schritt der Riuckgratsynthese wurde der Hexadecylmalonsauremonoethylester 2c mit
Oleylamin (rein oder tech.) zu dem entsprechenden Malonséurederivat 15a,b unter
Verwendung von PyBOP® als Amidkupplungsreagenz umgesetzt. HEINZE et al. beschrieb die
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Verwendung von EEDQ oder Thionylchlorid fiir diesen Syntheseschritt. Durch die
Substitution dieser beiden Kupplungsreagenzien gegen PyBOP® konnte die Reaktions-
ausbeute etwas erhoht (siehe Tab.6) und im Vergleich zu EEDQ die Reaktionszeit verringert
werden (PyBOP®: 16h; EEDQ: 24h). Des Weiteren ist der praparative Aufwand bei der
Verwendung von PyBOP® geringer als bei der Amidkupplung mit EEDQ (24 h bei 50°C) und
Thionylchlorid (Schritt1: Sdurechloridsynthese; Schritt2: Aminacylierung unter Eiskiihlung).
Nach der Amidkupplung folgte ein Verseifungsschritt in Ethanol mit Kaliumhydroxid zu den
freien Carbonséuren 15a,b.

Tab.6: Vergleich der Ausbeuten fiir die Synthesen der Verbindungen 15a,b; 16a,b und der Lipide XV sowie XVp, welche

im Rahmen dieser Arbeit erzielt wurden (Methode A), mit den Ausbeuten der bereits in der Literatur verdffentlichten
Synthesewege (Methode B/C).

Verbindung/ Methode A Methode B™ Methode C!

Lipid Ausbeute Amidkupp- Ausbeute Amidkupp- Ausbeute [%] Amidkupp-
[%] lungsreagenz [%] lungsreagenz lungsreagenz

15a 75 PyBOP® 68 Thionylchlorid 68 EEDQ

15b 81 PyBOP® n.b. - n.b.

16a 79 PyBOP® 80 BOP 68 HOSu/DCC

16b 65 PyBOP® n.b. - n.b.

XV 70 HOSu-Ester 56 HOSu-Ester n.b.

XVp 81 HOSu-Ester n.b. - n.b.

[a] indieser Arbeit beschriebener Syntheseweg
[b] Syntheseweg von Heinze et al 2

[c] alternativer Syntheseweg von Heinze et al 2

Fur die Umsetzung der Carbonséuren 15a,b mit Ethylendiamin zu den Verbindungen 16a,b
wurde, in Abweichung zu den von HEINzE et al. beschriebenen Methoden (BOP- und
HOSu/DCC-Kupplung),® auf die in dieser Arbeit beschriebene schutzgruppenfreie PyBOP®-
Kupplung zuriickgegriffen. Zwar erzielte die in-situ Carbonsaureaktivierung mit PyBOP®
keine Verbesserung der Reaktionsausbeute (siehe Tab.6), jedoch ist diese Abwandlung durch
den Verzicht auf BOP (kanzerogenes Potential) als Aktivierungsreagenz und der einfacheren
Handhabung gegeniiber der HOSu/DCC-Aktivierung den von HEINZE et al. beschriebenen
Methoden vorzuziehen.

Die Synthese der Lipide XV und XVp wurde in Analogie zu HEINZE et al. durch die
Amidkupplung mit BOC-Lys(BOC)-OSu (HOSu-Ester) als Acylierungsagenz und der
anschlieBenden BOC-Spaltung mit verdiinnter TFA in Methylenchlorid durchgefiihrt.
Allerdings weicht die Art der Reaktionsdurchfiihrung im Rahmen der vorliegenden Arbeit

|.88

etwas ab (Vergleich Kap.6.4.2.1 Methode B mit Synthesevorschrift von HEINZE et al.”™), was

zu einer Steigerung der Ausbeute fuhrte (siehe Tab. 6).
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Zusammenfassend gelang es, das strukturanaloge Lipidpaar XV/XVp zu synthetisieren. Dabei
wurde sich an einer bereits in der Literatur beschriebenen Synthesestrategie orientiert, welche

in einigen Reaktionsschritten optimiert werden konnte.

2.10.2 Synthese von Galactose-Derivaten der Malonsaurediamide der
1. Generation

2.10.2.1 Einflhrung — Targetierung mittels Erkennungsstrukturen

Das Einfuhren von Kohlenhydratstrukturen in Lipidkopfgruppen kann zur aktiven
Targetierung von Erkennungsstrukturen mit Nanopartikeln, d.h. der spezifischen Bindung an
Zielstrukturen bei systemischer Applikation von Lipidformulierungen, genutzt werden. So
stellt der Einbau von Lipiden mit biologischen Erkennungsstrukturen (z.B. Glycolipide) in
Lipoplexen eine gezielte Genexpression in Zielzellen und Zielgeweben in Aussicht und dient
damit der Reduzierung von unerwinschten systemischen Wirkungen. Tab.7 stellt eine
Ubersicht tiber mégliche Erkennungsstrukturen dar.*#:1% Neben den aufgelisteten Liganden
finden weitere Erkennungsstrukturen, wie Antikorper, Anwendung.

Tab.7: Ubersicht iber eine Auswahl von moglichen Erkennungsstrukturen fiir die Zelltargetierung bei systemischer

Anwendung. Neben den Erkennungsstrukturen (Ligand) sind die zugehorigen Rezeptoren (Target) und Beispiele fiir
Zelltypen, welche diese exprimieren, angegeben.

Ligand Target exprimierende Zelltypen
Galactose ASGP-R Hepatozyten
N-Acetylgalactosamin ASGP-R Hepatozyten
Mannose-6-phosphat M6P/IGF-II hepatische Stammzellen
Mannose/Oligomannose MM-R Makrophagen

sLex E-p-Selekin Tumorzellen, Thrombozyten
Serotonin Serotonin-Rezeptoren Nervenzellen, Darmzellen
RGD-Peptid ABs-Integrine Endothelzellen

NGR-Peptid Aminopeptidase N Endothelzellen

Ziel der im Folgenden vorgestellten Synthese war es, erste Erkennungsstrukturen fur die
Malonamide der 1. Generation zu etablieren. Dafiir sollte das fir diese Lipide typische Grund-
gerlst Uber eine hydrophile Linkerstruktur mit Galactose als Kohlenhydratkomponente
verknlpft werden, wobei auch die Anzahl der Galactosereste in den Glycolipiden variiert
werden sollte. Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Glycolipide synthetisiert, welche sich
untereinander in der Anzahl der Galactosemolekiile unterscheiden. Dabei handelt es sich um

ein Monoglycolipid mit 1 Galactosebaustein sowie ein Cluster-Glycolipide mit 3 Galactose-
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resten. Die damit verbundene Erhohung der Zuckerdichte in den Glycolipiden kann die
Bindungsaffinitdt an den Rezeptoren erhdhen (Cluster-Effekt).’®*!® Die Synthese der

einzelnen Bausteine soll nun im Folgenden beschrieben werden.

2.10.2.2 Synthese der S-D-Galactoside

Fur den Zuckerbaustein der Glycolipide wurde p-D-Galactose ausgewahlt. Diese sollte Uber
eine ,,click““-Reaktion an das Aglycon geknlpft werden. Folglich galt es verschiedene Azid-
und Alkin-haltige Galactoside herzustellen. Als Ausgangsstoff wurde kommerziell erhaltliche
peracetylierte p-D-Galactose ausgewéhlt. Diese wurde einerseits mit Propargylalkohol und
andererseits mit 2-Azidoethanol zu den p-D-Galactosiden 18 und 19 umgesetzt (siehe

Abb.31). Fur diesen Zweck wurde 2-Azidoethanol aus 2-Bromethanol und Natriumazid nach

einer VVorschrift von PFAENDLER und WEIMAR dargestellt.!**
BF5-Et,0 / CH,Cl, BF5-Et,0 / CH,Cly
OAC + - OAC OAcC
ACO§ 5 HO\/\N:N:N ACC|)§ 5 HO — ACO§ 5
ACON_—Q_-O - ACON"Q_0Ac T  ACON Q0 _—
%Ac N /%Ac /%Ac N—=
19 N3 17 18

Abb.31: Synthese der Galactoside 18 und 19 durch Umsetzung peracetylierter Galactose mit verschiedenen Alkohol-
komponenten. Die Kupplung mit Propargylalkohol liefert das alkinfunktionalisierte Galactosid 18, die Umsetzung mit
2-Azidoethanol liefert das azidfunktionalisierte Galactosid 19.

Die Darstellung der O-Glycoside erfolgte in Anlehnung an die von TAKANO beschriebene
Vorschrift fur die Darstellung von O-Allylglycosiden*®* nach Abwandlung von ScHmipT,'*?
wobei ein anderer Alkohol (Aglycon) eingesetzt wurde (siehe Abb.31). Die Reaktion wird
mit Hilfe des Bortrifluoridetherat-Komplexes als LEwis-Saure katalysiert.

f-Anomer a-Anomer
16
14
AcO OAc Aco CAc =
H H
ko) ko]
AcO OR AcO |/H 10
A
cOH AcO OR 8
L6
= -4
H r:\ 60° L2
0

o OR \¢= o) 1 Ranasetl
R 0y
c3 OAc 180 c3 OAC 10 30 50 70 90 110 130 150 170
H OR

6 —

Abb. 32: Sesselkonformation (obere Struktur) und NEwmAN-Projektion (untere Struktur) entlang der C2-C1-Achse fir das
B-Anomer und das a-Anomer der D-Galactose. Der Diederwinkel ¢ zwischen H1 und H2 ist blau gekennzeichnet. Das
Diagramm zeigt die Abhangigkeit der vicinalen Kopplungskonstante *J von ¢ (KarpLUS-Kurve)'®,

Fir die angewendete Vorschrift wurde eine hohe Stereoselektivitdt beschrieben. So betrug
nach ScHMIDT die Anomerenreinheit der 1,2-trans-Verbindung des Zuckerderivats 95%.'%

Da jedoch von ERDMANN eine geringere Stereoselektivitit fir die Glycosylierung von
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siliziumhaltigen Alkoholen durch peracetylierte Zucker mit Bortrifluoridetherat-Komplex als
Katalysator beschrieben wurde,'** galt es die Galactoside 18 und 19 NMR-spektroskopisch

nach der saulenchromatographischen Aufreinigung zu untersuchen.

a) OAc
HH5 LHS' 2000
H2g,
AcO —
0 HB
H4 — HA
H3 OA (
OAc “h =3 A 1500
HA  HA
HI
— 11000
H4 H2 H3 H6/H6¢ HS5
e A e W | — A
JML 500

b) Hs OAc 16000

5000

Hl
— 4000
3000
H4 H2 H3
2000
1000
L} o
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 38 3.6 3.4
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Abb. 33: Ausschnitt aus dem *H-NMR Spektrum in CDCl; (500 MHz, 27 °C) und Strukturformel der Galactoside 18 (a) und
31\]9( I—E?Hgli ;Tngpzl,ug%?thgsstizn;%né\]\(,\lfllc,lr-]lez )firs,l?)}q Qestimmt wurden, entsprechen denen der p-Anomere: Galactosid 18
Bei den Galactosederivaten eignet sich die Analyse der Kopplungskonstante *J zwischen dem
H1-Atom am anomeren Zentrum mit dem H2-Atom des Zuckers. a- und p-Anomere besitzen
unterschiedlichen Diederwinkel ¢ zwischen den beiden Protonen (siehe Abb.32). Dieser
Winkel steht im Zusammenhang mit der GroRRe der vicinalen Kopplungskonstante, ein Zu-
sammenhang, der 1959 als erstes von KARPLUS beschrieben wurde und in der KARPLUS-
Kurve dargestellt ist (siche Abb.32).*%*'%" Demnach besitzen trans-diaxiale Wasserstoffatome
eine groRe Kopplungskonstante (8-14Hz) und axial-aquatorial sowie &quatorial-dquatorial
orientierte Wasserstoffatome eine kleine Kopplungskonstante (1-7Hz). Das p-Anomer der
synthetisierten Galactosederivate 18 und 19 besitzt trans-diaxial orientierte Wasserstoffatome

H1 und H2, wéhrend diese beim a-Anomer axial-aquatorial angeordnet sind.
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Zusétzlich bieten NOE-Differenzspektren eine gute Moglichkeit der Anomerenunterschei-
dung. Diese Methode findet vor allem bei Mannosiden Anwendung, da hier nur die axial-
aquatoriale sowie aquatorial-aquatoriale Orientierung von H1 und H2 auftritt und somit der
Unterschied der Kopplungskonstanten zu gering fiir eine eindeutige Unterscheidung im
'H-NMR-Spektrum ist.

Die 'H-NMR-Untersuchungen der in dieser Arbeit synthetisierten Galactoside 18 und 19
zeigen Kopplungskonstanten in der fiir f-Anomere typischen GréBRenordnung: *J(H1,H2) =
7,9Hz fur 18 und *J(H1,H2) = 8,0Hz firr 19. Die Spektren zeigen keine Signale, welche den
a-Glycosiden zuzuordnen sind (siehe Abb. 33). Somit kann eine Anomerenreinheit von >95%

angenommen werden.

2.10.2.3 Synthese der TRIS-Derivate

Um die Cluster-Struktur in das Glycolipid zu integrieren, galt es eine Verzweigung einzu-
fihren. Die Wahl fiel auf die TRIS-Base, welche drei identische Hydroxymethyl-Strukturen
an einem C-Atom aufweist. Zu Beginn der Syntheseversuche galt es das BOC-geschiitzte
Triazid 21b zu synthetisieren (siehe Abb.34). Als Ausgangsstoff diente TRIS, eine Base,
welche in der Biochemie als physiologischer Puffer Anwendung findet und preisglinstig in
hoher Reinheit kommerziell erhaltlich ist.

/__

N3 verschiedene HO o
BOC Methoden BOC ) BOC —)
KOH / DMF, \ =
gN_/ N3 —pf— AN—{_OH —— AN o _Z
?/ y/ B’ y/
21b N 20 HO 21a O
=
L2 R TFA / CH,CI
/(O}LOJLO,|< tert.BUOH / MeOH 2Ll
N —
R 3 HO 0
HN L\ 0 o ) o F
HoN HoN—
o 2 2
Oxacyclobutan A: R=H TRIS HO 22
Oxacyclobutan B: R =BOC =

Oxacyclobutan C: R = Formiat

Abb. 34: Syntheseschema fiir die Darstellung der substituierten TRIS-Derivate als Verzweigung fir Cluster-Strukturen.

Zundachst wurde die Aminofunktion durch die Umsetzung mit Di-tert.-butyldicarbonat nach
einer Vorschrift von SEGURA et al. BOC-geschiitzt.'® Diese Reaktion lauft quantitativ ab.
AnschlieRend galt es die Hydroxylfunktionen durch Mesylierung oder Tosylierung fur Substi-
tutionsreaktionen zu aktivieren und, durch nachfolgende Substitution mit Natriumazid, in das

Triazid 21b zu Uberfiihren. Fir diese Reaktion wurde nach abgewandelten Vorschriften fur
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beschriebene Polyazidsynthesen gearbeitet,'*?%

jedoch konnte das gewiinschte Produkt 21b
auf diesem Wege nicht in isolierbaren Mengen synthetisiert werden. Auch die Azidsynthese
aus Alkoholen mit Diphenylphosphorylazid und DBU als Hilfsbase in THF?*%? Jieferte nicht
das gewuinschte Triazid. Stattdessen wurden immer die Oxacyclobutanderivate A-C (siehe
Abb.34) massenspektrometrisch nachgewiesen. Es kommt bei der Reaktion folglich zum
intramolekularen Ringschluss durch Substitutionsreaktion zwischen den aktivierten Estern
und einer benachbarten Alkoholatfunktion. Des Weiteren zeigt das Auftreten des Oxacyclo-
butans C, welches zusétzlich durch ‘H- und *C-NMR-spektroskopische Untersuchungen
nachgewiesen werden konnte, dass die BOC-Schutzgruppe unter den gewéahlten Substitutions-
bedingungen in DMF instabil ist und eine Formamidstruktur durch Umacylierung entsteht.
Dieses Problem konnte durch Austausch des Ldsungsmittels behoben werden. Die
Unterdriickung des intramolekularen Ringschlusses stellte ein groReres Problem dar. Da bei
der Aktivierung von Hydroxylfunktionen fir Substitutionsreaktionen (z.B. durch
Mesylierung, Tosylierung) Protonen frei werden, musste die Hilfsbase (z.B. TEA, Pyridin) in
aquimolaren Mengen eingesetzt werden um die Spaltung der BOC-Schutzgruppe durch
Protonenkatalyse zu verhindern. Die Hilfsbase ist, je nach Basizitat, auch in der Lage einen
gewissen Prozentsatz an Hydroxylfunktionen zu deprotonieren, wodurch der Ringschluss mit
benachbarten aktivierten Estern begtinstigt wird.

Demzufolge wurde die Synthesestategie abgewandelt und das Trisalkin 2la durch
O-Alkylierung von 20 mit Propargylbromid nach einer Vorschrift von SEGURA et al.
dargestellt.'®® Die Abspaltung der BOC-Schutzgruppe filhrt zum aminofunktionalisierten
Trisalkin 22, welches als Ersatz fur das urspringlich gewunschte Triazid 21b in der

nachfolgenden ,,click“-Reaktion bereitgestellt werden konnte.

2.10.2.4 Synthese der Polyethylenglycol-haltigen Linkerstrukturen

Als Ausgangsstoff fir die Linkerstruktur diente Tetraethylenglycol, welches in das Azid 24
uberfuhrt wurde (siehe Abb.35). Urspriinglich sollte dafur die Synthesestrategie nach
BoGDAN et al. tiber das Monochlorid 23c Anwendung finden.?%® Jedoch erwies sich schon der
erste Syntheseschritt, die Monochlorierung von Tetraethylenglycol mit Thionylchlorid, als
ungeeignet. Es kam zur Polymerisierung der Tetraethylenglycolketten und die in der Literatur
angegebene Ausbeute von 31 % wurde nicht erreicht.

Als Alternative fand die Monomesylierung bzw. Monotosylierung von Tetraethylenglycol
Anwendung. Dabei wurden verschiedene Ansatzverhaltnisse von Tosylchlorid zu Tetra-

ethylenglycol hinsichtlich der Ausbeute untersucht. Auch verschiedene Hilfsbasen (Pyridin,
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DMAP und TEA) kamen zum Einsatz. Als effektivste Methode erwies sich die Tosylierung

mit 0,7 Aquivalenten Tosylchlorid auf 1 Aquivalent Tetraethylenglycol und DMAP als

Hilfsbase (siehe Tab. 8).

TsCl/ CHCI3 /
Hilfsbase

H OTs
(O/\):t
MsCI/ TEA/ 23a
CHCl;

H(O/\);OH —_— H(O/\);OMS

SOCl, / Py / 23b
CHCls
H
(O/\):‘_CI
23c

\%OWO/%O%H@/\QO%NHZ

Nebenprodukt

24
NaNs / DMF | (O/\}4 3 CH,Cl, / 50 %-ige
60°C Natronlauge /
o TBABr /
K Q
Br -
. O Bf\)LOH
Reaktions-

bedingung 1-6

2

TFA/
\}/O\r]/\(o/\)leS CH,Cl,
—_—
5a O

25b 0O
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HO\[]/\(O/\’):;NS

Abb.35: Synthese der beiden Linkerstrukturen 25b und 26 ausgehend von Tetraethylenglycol. Die Reaktionsbedingungen

1-6 sind in Tab. 9 erlautert.

Fur die anschlieBende Substitutionsreaktion wurde das Mesylat 23b bzw. Tosylat 23a mit

3 Aquivalenten Natriumazid in DMF bei 60°C umgesetzt. Die Substitutionsreaktion lieferte

das Azid 24 in guten Ausbeuten.

Im weiteren Syntheseverlauf sollte die Carbonséure 25b ber eine Ethersynthese zwischen

dem Azidoalkohol 24 und a-Bromessigsaure dargestellt werden. Dafiir wurde zunéchst in

einem Zweiphasensystem aus Methylenchlorid und 50%iger Natronlauge nach einer Vor-

schrift von BOGDAN et al. gearbeitet.’® Da diese Reaktion entgegen den Literaturangaben

lediglich mit 10% Ausbeute einher-
ging, wurden andere Verfahren zur
Ethersynthese angewendet. Fir diesen
Zweck musste die Carbonséurefunk-
tion geschitzt werden, wobei der séu-
relabile tert.-Butylester zum Einsatz
kam.

Die Ethersynthese zur Darstellung der
Verbindung 25a, unter Verwendung
von Natriumhydrid als Base fir die
Alkoholatbildung (Reaktionsbedin-

Tab.8: Ubersicht iiber die Ausbeuten verschiedener Wege zur
Darstellung von Monotosylaten und Monomesylaten aus Tetra-
ethylenglycol. Die angegebenen Aquivalente beziehen sich auf
1 Aquivalent Tetraethylenglycol.

OH-Aktivierungsagenz Hilfsbase
(Aquivalente) (Aquivalente) Ausbeute [%]
Tosylchlorid (0,7) DMAP (0,7) 46
Tosylchlorid (0,7) Pyridin (0,7) 35
Tosylchlorid (0,8) TEA (0,8) 21
Tosylchlorid (0,7) TEA (0,7) 39
Tosylchlorid (0,6) TEA (0,6) 30
Mesylchlorid (0,7) DMAP (0,7) 32
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Tab.9: Synthese der Verbindung 25a durch O-Alkylierung des Tetraethylenglycolderivats 24 mit a-Bromessigsaure-tert.-
butylester unter Verwendung verschiedener Alkylierungsverfahren. Die angegebenen Aquivalente sind auf 1 Aquivalent der

Verbindung 24 bezogen.

E:c?ikr%mz a-irr(t).rrbejts;lgessé::rre- Base Losungsmittel | Additiv | Ausbeute [%]
1 1aq 14q NaH Toluol TBAI 30
2 14q 14q NaH THF TBAI 20
3 14q 1aq NaH 163(;/2ihmaer:- TBAI 28
4@ 1aq 14q K-tert.-butylat THF TBAI 35
5 1ag 1,549 Ag,0 CHCl, KI 62
6 1,649 1,549 Ag,0 CHCl, KI 80

[a] Synthesevorschrift nach ScHmipT.'®

gungen 1-3, Tab.9), erzielte, trotz Variation des Lésungsmittels, Ausbeuten unter 30 % (siehe
Tab.9). Auch die von ScHMIDT beschriebene Synthesevorschrift (Reaktionsbedingung 4,
Tab.9) zur Darstellung von Ethern mit THP-geschiitzten Ethylenglycolderivaten'®® erzielte
bei der Anwendung auf die Synthese der Verbindung 25a lediglich Ausbeuten von 35%. Beli
dieser Vorschrift zur Ethersynthese kam Kalium-tert.-butylat als Base flr die Alkoholat-
bildung zum Einsatz. Die von SCHMIDT angegebenen Ausbeuten zwischen 49% und 95%
wurden nicht erreicht.

Die effektivsten Synthesewege der Testreihe fur die Darstellung von 25a beruhen auf der
Ethersynthese mit Silberoxid (Reaktionsbedingungen 5/6, Tab.9). Dabei wurde nach einer

333 \wobei das Eisenoxid durch Silberoxid

modifizierten Vorschrift von DIF et al. gearbeitet,
ersetzt und die eingesetzten Aquivalente abgewandelt wurden. Als Additiv kam Kaliumiodid
zum Einsatz, wobei dieses den o-Bromessigsdureester in das reaktivere a-lod-Derivat im
Sinne einer in-situ FINKELSTEIN-Reaktion tberflhrt.

Die Substanz 25a bietet mehrere Mdglichkeiten fur weitere synthetische Variationen (siehe
Abb.35). So resultiert die saure Esterspaltung in der Bildung der freien Carbonsdure 25b.
Diese Verbindung stellt die erste Linkerstruktur dar und weist einerseits durch die
Carboxylfunktion eine Verknipfungsmoglichkeit mit aminofunktionalisierten Lipidankern
und andererseits durch die Azidfunktion eine Verknupfungsmdglichkeit mit alkinfunkti-
onalisierten Zuckerderivaten auf. Die Uberfiihrung der Azidfunktion von Verbindung 25a in
die Aminfunktion von Verbindung 26 resultiert in einer zweiten Linkerstruktur, welche bei
der Synthese des Cluster-Glycolipids Anwendung fand (Kap.2.10.2.5).

Fur die Synthese der Verbindung 26 wurden zwei verschiedene Darstellungswege von
Aminen aus Aziden getestet. Zum einen kam die Reduktion nach STAUDINGER?® basierend

auf einer Vorschrift von ScHULZE zum Einsatz.®’ Dabei wurde das Azid 26 mit Triphenyl-
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phosphin in THF bei Raumtemperatur umgesetzt, und der Reaktionsansatz nach 24h mit
Wasser versetzt. Dieser Syntheseweg lieferte lediglich eine Ausbeute von 36 %. Grund hierflr
war einerseits die unvollstandige chromatographische Abtrennung des Nebenprodukts
Triphenylphosphinoxid und andererseits die Entstehung von Dimerisierungsprodukten durch
Umacylierungsreaktionen (Ester/Amid-Umwandlung). Letzteres stellte sich als groReres
Problem heraus. So scheint die Esterfunktion der Verbindung 26 aktiv genug zu sein, um mit
der Aminofunktion eines zweiten Molekils ein Amid zu bilden. Das dimerisierte Neben-
produkt (siehe Abb.35) konnte massenspektrometrisch sowie durch ‘H- und ‘*C-NMR-
Untersuchungen nachgewiesen werden.

Es galt somit eine Reaktion zu finden, welche das gewunschte Amin 26 in kurzer
Reaktionsdauer liefert. Eine Hydrierung bei 20bar Wasserstoffatmosphére am Palladium/
Kohle-Katalysator erwies sich dabei als glinstig. Hier konnte das gewtinschte Produkt 26 bei
einer Reaktionsdauer von einer Stunde in einer Ausbeute von 65% erhalten werden. Die
gewdhlten Reaktionsbedingungen fur die Hydrierung sind das Resultat eines intensiven
Optimierungsprozesses, welcher im Rahmen der Synthese Anwendung fand, jedoch nicht

naher erlautert werden soll.

2.10.2.5 Synthese der Glycolipide

H 25b / PyBOP® / H
A I~=d~ N0 TEA/ CH,Cl, S~ IN O
3 4 _— 3 4
_ 0 _ 0 _
27 * N 28 3 *hN i o) Nt’N
\/\NH2 \/\NM \/)ZN"
H
18/ CuAc / DMF /
Ultraschall
H
WNN O
3 4
— 0 RO
KMeO / MeOH 3 4 0 " %
Lipid XVR=H <«—— 29-R=Ac HNV\NMO\/)ZN’ N o//\ \OR
U _ OR
Abb. 36: Darstellung des Glycolipids XVI. o/g

Im Rahmen dieser Arbeit wurden zwei Glycolipide (XVI und XVII, siehe Abb.36 und
Abb. 37) synthetisiert. Das Aglycon besitzt als lipophile Grundstruktur das Malonamidgerist
der 1. Generation, welches mit einer hydrophilen, aus 4 Ethylenglycoleinheiten bestehenden
Linkerstruktur verbunden ist. Die Galactosestruktur ist iber einen Triazolring an den Linker
gekoppelt. Die beiden Glycolipide unterscheiden sich sowohl im Linkeraufbau, als auch in

der Anzahl der Zuckermolekile. So weist das Lipid XVI nur 1 Galactosemolekil im
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Kopfgruppenbereich auf (siehe Abb.36). Im Lipid XVII sind dagegen 3 Galactosereste
eingebaut, welche in einer symmetrischen Cluster-Struktur angeordnet sind (siehe Abb. 37).

H
A =N —
3 4 Py/CHCIsl/I:l 3

_ o]
27 : ‘N ® N
~"NH, \/\N OH
26 / PyBOP® | TEA / CH,Cl,
H
N’ENN o
3 4
o)
S A o) o) o) |
HN AN
31 ~ "N N%\/O)Z)J\O/<
H H

1. TFA/ CH,Cl,
2.22 1 PyBOP® | TEA / CH,Cl,

H Vi
g A
3 4
— O O :
; f . (
32 HN\/\N N'{\/ )\)J\N ﬁ
H
1 RO
~,
CuAc / DMF / Ultraschall | | O/%OROR
o/ OR
\ N
N” NI
H —
Ak N0
3 4 0 N:N
1
= o o) X g NN
HN\/\NJJ\/\/U\N'{\/O)Z)J\N % 10
33:R=Ac H H H o ROI/\\
lKMeO / MeOH Nj\ O
i N RN
Lipid XVI: R=H |
O_
rROLO—\_OR
Abb. 37: Darstellung des Glycolipids XVII. R%{?

Die Synthese basiert auf einem modularen Aufbau der Lipide. Ausgangsstoff ist das
aminofunktionalisierte Lipid 27, welches analog der Verbindung 16a (siehe Kap. 2.10.1
Abb.30) unter Verwendung des Oleylmalonsédurediethylesters anstatt des Hexadecylmalon-
séurediethylesters synthetisiert wurde. Durch Amidkupplung mit der Linkerstruktur 25b
konnte die Verbindung 28 als Vorstufe fir die Kupplung mit dem Propargylalkohol-
modifizierten Galactosederivat 18 synthetisiert werden. Die Kupplung des Zuckerbausteins

205,206 7\vischen Azid und Alkin

fand Uber die Kupfer-(I)-acetat-vermittelte ,,click“-Reaktion
statt. Der Mechanismus dieser schnellen und unter moderaten Reaktionsbedingungen

ablaufenden 1,3-dipolaren Cycloaddition von Aziden und Alkinen zu 1,2,3-Triazolen wurde
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207

von HuISGEN aufgeklért. Die Verwendung von Kupfer-(l)-Salzen als Katalysator

ermdglicht die regioselektive Darstellung der 1,4-substituierten Triazole.?*?*° Die

Kupfer-(1)-Salze koénnen dabei entweder direkt dem Reaktionsansatz beigefiigt werden***#%

oder in-situ aus Kupfer-(11)-Salzen und Ascorbinsaure durch Reduktion erzeugt werden.?%®2!
Im Rahmen dieser Arbeit wurde Kupfer-(I)-acetat als Katalysator einer Ultraschall-
unterstiitzten ,,click“-Reaktion verwendet."®® Unter diesen Bedingungen war die Reaktion
nach einer Stunde abgeschlossen. Das Produkt 29 konnte mit einer Ausbeute von 54 % nach
sédulenchromatographischer Aufreinigung erhalten werden. Die anschlieRende Abspaltung der
Acetatschutzgruppen der Galactoseeinheit verlief unter sehr milden Bedingungen und unter
Verwendung von katalytischen Mengen Kaliummethanolat in trockenem Methanol quantita-
tiv.*2?® Dabei wird die Acetatschutzgruppe durch Umesterung mit dem im groRen
Uberschuss vorhandenen Methanol als Methylester abgespalten. Somit konnte das Glycolipid
XV1 ohne weitere Aufreinigung erhalten werden.

Fur die Synthese des Cluster-Glycolipids XVII wurde die Verbindung 27 durch die
Umsetzung mit Glutarsdureanhydrid in die Carbonsaure 30 tberfuhrt. Dabei handelt es sich
um eine klassische Reaktion fir die Funktionalisierung von Phosphatidylethanolaminen um
eine Kupplung von Erkennungsstrukturen mit Amino- oder Hydroxylfunktionen zu
ermdglichen.®* Durch die anschlieRende Amidknipfung zwischen Lipid 30 und der
aminofunktionalisierten Verbindung 26 (Linkerstruktur) wurde Lipid 31 synthetisiert.

Die Spaltung der tert.-Butylesterfunktion in Verbindung 31 im sauren Milieu lieferte die freie
Carboxylfunktion fir die Amidkupplung mit dem TRIS-Derivat 22. Die dadurch erhaltene
Lipidstruktur 32 besitzt drei homologe, endstindige Alkinfunktionen, welche fiir die ,,click*-
Reaktion mit dem Acetat-geschiitzten Azidoethylgalactopyranosid 19 zur Reaktion gebracht
werden kénnen.

Unter Anpassung der stochiometrischen Verhéltnisse erfolgte die ,,click“-Reaktion unter den
gleichen Bedingungen, wie sie fiir die Synthese der Verbindung 29 beschrieben sind. Die
Verbindung 33 wurde dabei lediglich in einer Ausbeute von 18% erhalten. Nach der
chromatographischen Aufreinigung der Verbindung 33 wurden die Acetatschutzgruppen der
Galactoseeinheiten unter sehr milden Bedingungen mit katalytischen Mengen Kalium-

methanolat in trockenem Methanol gespalten und das Glycolipid XVI11 als Produkt erhalten.

Zusammenfassend ist es gelungen zwei Glycolipide als funktionalisierte Lipide fur die
Zelltargetierung zu synthetisieren. Fir zukinftige Arbeiten auf dem Gebiet gilt es jedoch die
,click“-Reaktion durch eine effektivere Methode zu ersetzen und somit die Ausbeute zu

steigern, welche vor allem bei der Cluster-Struktur niedrig ausfiel.
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Dennoch ist die hier entwickelte Linkerstruktur eine geeignete Verbindung fir eine Vielzahl
von Derivatisierungen. An dieser Stelle soll auf die Verbindung 31 hingewiesen werden.
Durch Spaltung des Esters wird die Carbonséurefunktion freigesetzt. Somit stehen vielfaltige
Variationsmoglichkeiten fur die Funktionalisierung der Lipide zur Verfiigung. Eine einfache
Kupplung Uber eine Amidbindung ermdglicht die Anknlpfung einer Vielzahl von

aminofunktionalisierten Erkennungsstrukturen, wie z.B. Peptide, flr Targetierungszwecke.
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3 Physiko-chemische Charakterisierungen

3.1 Vorbemerkung

Wie in der Einleitung bereits ausgefiihrt wurde, ist es fur die Lipofektion von Bedeutung,
Korrelationen zwischen Transfektionseffizienz und physiko-chemischen Eigenschaften
sowohl der Lipide als auch der Lipoplexe zu ermitteln. Gelingt dies, konnte das in der
Neuentwicklung von Cytofektinen aufwendige und kostenintensive in-vitro Screening von
kationischen Lipidformulierungen an Zellkulturen reduziert werden. Das Verstandnis der
Komplexbildung zwischen DNA und Cytofektin ist hierfiir ein wichtiger Schritt.

Im Rahmen der Arbeit wurde diese Thematik mit berlcksichtigt. Um auch Daten fir
zukiinftige Korrelationsversuche zur Verfligung zu stellen wurden die synthetisierten
Cytofektine hinsichtlich der Phasenibergdnge in wassrigen Dispersionen untersucht.
Ausfuhrlichere Analysen Uber die DNA-Komplexierung durch das Lipid TO-VI unter
Anwendung einer Vielzahl von physiko-chemischen Methoden folgten.

3.2 Methoden

Im folgenden Abschnitt werden die Grundlagen der Messmethoden kurz dargestellt, welche
im Rahmen der vorliegenden Arbeit fiir die Charakterisierung des Aggregationsverhaltens der
Lipide in wassrigen Dispersionen sowie der Lipoplexbildung Anwendung fanden.

3.2.1 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Die DSC ist eine Methode zur quantitativen kalorimetrischen Untersuchung von temperatur-
induzierten Zustandsanderungen und hat einen hohen Stellenwert in der Lipidanalytik
eingenommen, da sie die Untersuchung von Phasenumwandlungen erméglicht.>#442> Als
Messprinzip werden die Unterschiede im Warmestrom (& = dQ/dt) der Probe zur Referenz in
Abhangigkeit von der Temperatur gemessen, wobei sowohl die Probe als auch die Referenz
einer kontinuierlichen Heiz- oder Kihlrate unterzogen werden. Demzufolge wird der Warme-
stromunterschied als Funktion der Temperatur aufgezeichnet. Als Ergebnis erfolgt in der
Regel die Angabe der molaren Warmekapazitat bei konstantem Druck (C,) als Funktion der
Temperatur. Flr einen Einblick in die genauere Funktionsweise soll hier auf die Fachliteratur
verwiesen werden.

Die Verwendung hochempfindlicher Mikrokalorimeter, wie das von VALERIAN PLOTNIKOV
entwickelte Gerat,**’” dessen Messprinzip mit der VP-DSC von Microcal auch im Rahmen

dieser Arbeit Anwendung fand, ermdglicht die Vermessung mit geringen Probenmengen.
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Im Folgenden sollen wichtige Parameter, welche aus dem Thermogramm abgeleitet werden
konnen, kurz erldutert werden (Abb. 38): Unter Annahme eines Phasentbergangs 1. Ordnung
lasst sich die Ubergangsenthalpie AH bei konstantem Druck durch das Integral tber C,

berechnen:

AH=/TT12 C,(T)dT (Gl.2).
Eine weitere wichtige KenngroRe ist die Ubergangstemperatur (T.), welche (ber das
Peakmaximum des Phasenlibergangs ermittelt wird. Zusétzlich werden die Peakhalbwerts-
breite (Tos), welche ein MaR fiir die Kooperativitat des Ubergangs darstellt, sowie die durch

Tangentenkonstruktion ermittelte extrapolierte Anfangstemperatur (Ton) und extrapolierte

Endtemperatur (Tof) fur die Charakterisierung von PhasenUlibergangen verwendet.

60 T T 9
3
T
50 m " i
22 To,5
40 1 2550 5054

20~

10 4

C, [kJ mol YK
T
| :

-104 Integrationsgrenzen i

40 45 50 55 60
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Abb. 38: Beispiel eines Warmekapazitéts/Temperatur-Profils als Ergebnis eines DSC-Experiments (DMPE 1mg ml™ in
HEPES-Puffer) mit wichtigen KenngroRen: Das Peakmaximum (T, wird als Umwandlungstemperatur definiert. Die durch
Integration ermittelte Peakflache entspricht der Ubergangsenthalpie (AH). Des Weiteren sind die Peakhalbwertsbreite (Tqs)

und die durch Tangentenkonstruktion ermittelte extrapolierte Anfangstemperatur (T,,) und extrapolierte Endtemperatur (T )
dargestellt.

3.2.2 Isotherme Titrationskalorimetrie (ITC)

Die ITC ist eine kalorimetrische Methode um Prozesswérmen in einem isothermen
Titrationsprozess zu ermitteln. Das Messprinzip ahnelt dem der DSC, wobei Proben- und
Referenzzelle getrennt temperiert werden. Wahrend des Titrationsprozesses wird die
Heizleistungsdifferenz zwischen beiden Zellen gemessen, wobei die Zellen bei einer
konstanten Temperatur gehalten werden.”’® Die ITC findet breite Anwendung bei der
Untersuchung von Makromolekil/Ligand-Wechselwirkungen, wie z.B. Wechselwirkungen
von Peptiden oder Proteinen mit Liganden.?%??> Auch Interaktionen von Molekilen mit
Lipidmembranen sind potenzielle Anwendungsgebiete dieser Methode. So sind Unter-

suchungen von Wechselwirkungen zwischen Lipidmembranen mit kationischen oder anti-

56



Physiko-chemische Charakterisierungen

mikrobiellen Peptiden beschrieben.?”*?%*® Auch Untersuchungen zu DNA/Cytofektin-Inter-

aktionen sind bekannt®77:227-234

und wurden auch im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrt.

Die Anwendung der ITC ist jedoch auf Kurzzeitprozesse beschrankt (Zeitskala von Sekunden
bis wenige Minuten). Langzeitprozesse (Zeitskala von mehreren Minuten bis Stunden) sind
aufgrund des Instrumentendrifts nicht erfassbar.”” Da der Komplexbildungsprozess in einem

Zeitraum von wenigen Minuten abgeschlossen ist,’”#%>2%

eignet sich diese Methode fir die
Untersuchung der Lipoplexbildung.
Die ITC ermoglicht neben der Bestimmung des Aquivalenzpunkts der Komplexbildung eine
direkte Ermittlung der Prozessenthalpie (AH) durch Integration der bei der Titration
auftretenden Anderung des Warmestroms (®).%*" Des Weiteren ist die Bindungskonstante K
durch Anwendung eines geeigneten Bindungsmodells aus der Titrationskurve bestimmbar.??°
Dies ermdglicht eine ausfihrliche thermodynamische Beschreibung des Titrationsprozesses,
da sowohl die GiBBs-Energie (AG) als auch die Entropie (AS) durch folgende Gleichungen
zugénglich sind:**

AG = —RTInK (GI.3),

AG = AH — TAS (Gl.4).

3.2.3 Dynamische Lichtstreuung (DLYS)

Die dynamische Lichtstreuung, auch als quasielastische Lichtstreuung bezeichnet,®* ist ein
Verfahren zur Ermittlung von PartikelgroRen. Daneben erlaubt sie aufgrund der kurzen
Registrierzeit die Bestimmung von Translations-, Rotations- und intramolekularen Molekul-
bewegungen.® In Bezug auf die Zeitskala der Messmethode unterscheidet man folgende zwei
Techniken: Photonen-Korrelationsspektroskopie (PCS) — Prozesse > 10°s — und elektro-
optische Filtermethoden — Prozesse < 10°s.%

Im Rahmen dieser Arbeit kam die PCS Methode zum Einsatz, eine Methode, bei der die
Anzahl der von Partikeln gestreuten Photonen pro Zeiteinheit in einem bestimmten
Streuwinkel (¢) gemessen wird. Die dabei detektierte zeitliche Intensitatsfluktuation wird in
die Intensitatskorrelationsfunktion (C(z), GI.5) umgerechnet. Dabei wird die Photonen-
intensitat des Streulichts zu einer bestimmten Zeit (t;) fir y aufeinander folgende Streulicht-

signale mit der Photonenintensitat zu einer spateren Zeit (t; + 7) multipliziert;®>*%®

C) = ;8 L) LG+ ) = [T+ @] (G1.5)

Dabei ist y die Geratekonstante (Koharenzfaktor) und g(z) die normalisierte Zeit-Autokor-

relationsfunktion 1. Ordnung. Deren zeitliches Abklingen wird vom Diffusionskoeffizient (D)

der Partikel und der Lange des Streuvektors q (q = (4z/4)sin(6/2)) bestimmt;*®
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2D (1) = exp(-¢°Dr) (GL.6).
Somit ist der Molekdilradius (r) Gber die STOKE-EINSTEIN-Gleichung (GI.7) zugénglich:
kT
D=-2 (GL.7).
6myr

Die DLS ist eine Technik zur Ermittlung des hydrodynamischen Durchmessers/Radius.>*?*®

% Des Weiteren muss beachtet werden, dass die Theorie von sphérischen Partikeln in
verdunnten Systemen ausgeht — ein Idealzustand, welcher (Ublicherweise nicht vor-

herrscht.?38:2%°

3.2.4 Zetapotential ({-Potential)

Die {-Potentialbestimmung ermoglicht es Aussagen tber die Partikelladung zu treffen. Das
{-Potential ist dabei das unter Einwirken eines elektrischen Feldes messbare Potential in der
hydrodynamischen Gleitebene (Scherebene - S).24%%*2 Als Messprinzip dient die elektro-
phoretische Mobilitat (4. = v/E) der Partikel, wobei die Partikelgeschwindigkeit (v) mit einem
Laserlichtstreuverfahren bestimmt wird. Ist der Teilchenradius sehr viel grofer als die
elektrische Doppelschicht, gilt die SmoLucHowskI-Gleichung (GI.8) als Naherung zur

Bestimmung des (-Potentials in einem definierten elektrischen Feld der Feldstarke E:*2

nv nu
C=£=J (GL.8).

&

Das {-Potential spiegelt jedoch nicht die direkte Ladung an der Partikeloberflache (NERNST-
Potential %) wieder, was in Abb.39a, eine Abbildung nach MULLER,** verdeutlicht wird.
Darin ist die Abhangigkeit des Potentials (%) an der Oberflache eines Partikels in einer
Elektrolytlosung als Funktion des Abstands von der Partikeloberflache dargestellt. So wird
bei der Bewegung des Partikels im elektrischen Feld ein Teil der nicht-fixierten diffusen
lonenhille (Gouy-CHAPMAN-Schicht) abgeschert. Hier liegt die Scherebene (S), deren
Potentialdifferenz zum Lodsungsmittel (elektrisch neutral) dem (-Potential entspricht. Es ist
jedoch nicht moglich die an der Partikeloberflache fest fixierte lonenhille (STERN-Schicht)
abzuscheren. Demzufolge ist mit diesem Versuchsaufbau die tatsdchliche Oberflachenladung
(o) nicht zugénglich.

Des Weiteren gilt es zu beachten, dass die lonenhille eines Partikels und somit auch ¥ und {
von der Art und Konzentration des Elektrolyts im Dispersionsmittel abhéngt. Dies wird in
Abb.39b verdeutlicht. Hier sind exemplarisch drei verschiedene Potentialverldufe an einer
Partikeloberflache ausgehend von dem gleichen ¥, dargestellt. In allen drei Fallen werden
verschiedene {-Potentiale ermittelt. So ist die Potentialdifferenz in der Scherebene (S) einmal

positiv (rote Kurve), einmal negativ (blaue Kurve) und einmal nahezu Null (griine Kurve).
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Dies gilt es beim Vergleich von verschiedenen (-Potentialen zu beachten. So wurde im
Rahmen dieser Arbeit fir alle {-Potentialmessungen in HEPES-Puffer (pH 7,3) mit einer
geringen lonenstarke (20 mm) gemessen. Dies ermdglicht die Vergleichbarkeit der Messungen
untereinander. Die geringe lonenstérke verhindert ebenfalls einen zu starken Abfall von ¥ als
Funktion vom Partikeloberflachenabstand, wobei die ermittelten Werte Riickschliisse auf die
tatsachliche Partikelladung zulassen (jedoch nicht auf den genauen Betrag).*" Weiterhin
weist HEPES lediglich eine schwache Wirkung als Peptisator auf, wogegen z.B.
Phosphationen durch Absorptionseffekte an der Oberflache positiv geladener Partikel ein

negatives ¥ induzieren kénnen.**

a) STERN- b) STERN-

Schicht GOUY-CHAPMAN-Schicht Schicht GOUY-CHAPMAN-Schicht
i \. Y | \ ,—l Y . \
100 : r

80

401

11 [mV]
¥ mV]

401

-804 ]

Abstand von Partikeloberflidche Abstand von Partikeloberfliche

Abb. 39: a) Schematische Darstellung der lonenverteilung in Abhéngigkeit von der Entfernung zur Oberflache eines Partikels
in einem elektrolythaltigen Dispersionsmittel mit einwertigen Kationen und Anionen. Die STERN-Schicht wird in die innere
HeLmHoLTz-Schicht (dehydratisierte fixierte Anionen) und die duRere HELMHOLTZ-Schicht (hydratisierte fixierte Kationen)
unterteilt. Die rote Kurve stellt den Potentialverlauf als Funktion des Abstands von der Partikeloberflache dar. Es sind
verschiedene charakteristische Potentiale gekennzeichnet: ¥, — NERNST-Potential = Potential an der Partikeloberfléche, ¥; -
Potential an der inneren HELMHOLTZ-Schicht, ¥, — Potential an der dueren HELMHOLTZz-Schicht, welches gleichzusetzen ist
mit ¥ — Potential am Ende der STERN-Schicht, {—Potential an der Scherebene (S). b) Beispiel flir drei mdgliche
Potentialverlaufe (unterschiedliches (-Potential) ausgehend vom gleichen Oberflachenpotential ¥, des Partikels in
verschiedenen Dispersionsmedien. Fur nahere Erlauterungen siehe Text.

3.2.5 RONTGEN-Untersuchungen — Streuung an teilgeordneten Strukturen

RONTGEN-Beugungsexperimente sind ein wichtiges Werkzeug zur Strukturaufklarung. So
liefern Reflexe aus RONTGEN-Diffraktionsexperimenten wertvolle Strukturinfomationen von
Lipidaggregaten. Die Positionen der RONTGEN-Reflexe im Diffraktogramm werden durch die
BRAGG-Gleichung (GI.9) beschrieben:®

nA = 2d sind, (GL.9),
wobei 1 die Wellenldnge, d den Netzebenenabstand, 6, den BRAGG-Winkel und n ganze

Zahlen darstellen.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden SAXS-Experimente durchgefiihrt. Bei der SAXS-Technik

werden die Beugungsreflexe im Kleinwinkelbereich (26, =~ 0,5-5°, abhangig von 1)**®
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detektiert, wobei Aussagen Uber die Periodizitat der Lipidaggregate getroffen werden kdnnen
(Wiederholabstande). So lasst sich beispielsweise lber das Reflexmuster die Art der lyotropen
flissigkristallinen Phase bestimmen (siehe Tab.10). Eine weitere wichtige Methode fir die
Strukturaufklarung von Lipidaggregaten ist die WAXS-Technik. Bei dieser Methode werden
die Beugungsreflexe im Weitwinkelbereich (26, > 5°, abhangig von 1)**® betrachtet. Die
Reflexe im Weitwinkelbereich geben Auskunft ber die zweidimensionale laterale

Anordnung der Alkylketten in den Lipidaggregaten.‘c’z'243

Tab.10: Beispiele fiir lyotrope flissigkristalline Phasen, deren Abkiirzungen sowie die dazugehorigen Reflexpositionen
und Verhaltnisse im RONTGEN-Diffraktogramm nach WINTER:®* 3 s gibt den reziproken Netzebenenabstand und d den
Netzebenenabstand an; a ist die kubische Gitterkonstante; h, k und | sind die MiLLER-Indizes.?*®*

Struktur Abkiirzung Reflexposition Verhéltnisse der Reflexpositionen
h
lamellar L Sh =E 1,2,3,4,5,...
2
hexagonal H, Shk = —+/ h? + k% + hk 1, 3Y2 4Y2 712 gl2 1912 1312
V3a
s . 1
primitiv-kubisch QF Spit = —Vh2 + k2 + 12 1,2"% 3% 412 512 6Y7 82 912
a

3.3 Untersuchungen des Aggregationsverhaltens von wassrigen
Dispersionen der Malonsaurediamide der 2. Generation

3.3.1 DSC-Untersuchungen der Lipide mit den Alkylkettenkombinationen
OO, TO,HO, TT und HT

Mit Hilfe der DSC sollte der Alkylketten- und Kopfgruppeneinfluss auf die Phaseniibergangs-
temperatur der Lipidaggregate in wassrigen Systemen untersucht werden. Dafur wurden
Thermogramme in einem Temperaturbereich von 2-95°C bei verschiedenen pH-Werten

aufgenommen.

Um eine weitgehende Deprotonierung der Aminogruppen der Lipide zu gewahrleisten, wurde
ein pH-Wert von 10 (Carbonatpuffer) gewahlt. Hohere pH-Werte wurden aus Stabilitéts-
griinden vermieden. Bei pH 10 bildeten die Lipide triibe Dispersionen (c = 1mgml™), wobei
TEM-Untersuchungen auf die Ausbildung multilamellarer Lipidschichten oder ahnlicher
Aggregate hinweisen (siehe Anhang Abb.S-19 bis Abb.S-22). Zwei Kopfgruppentypen
bildeten eine Ausnahme: Lipide vom Kopfgruppentyp-V1 bildeten klare Dispersionen, Lipide
vom Kopfgruppentyp-VII1 bildeten klare Dispersionen wobei sich Zeit- und Temperatur-
abhangig ein Prazipitat bildete.

Die DSC-Kurven von Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-TT, -HT, -TO und -HO
in Carbonatpuffer pH 10 im Temperaturbereich von 2-95°C sind in Abb.40, nach
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Kopfgruppen und Alkylketten geordnet, dargestellt. Zunédchst féallt auf, dass die Umwand-
lungen der Lipide mit Oleylketten deutlich breiter sind als die der homologen gesattigten
Lipide. Diese geringere Kooperativitat der Umwandlungen kommt durch das flr die Synthese
verwendete Oleylamin (tech.) zustande. Dadurch enthalten diese Lipide neben der
deklarierten Alkylkettenkombination-TO oder -HO andere Alkylkettenmuster als Verun-
reinigung (siehe Kap.2.5.1.1). Streng genommen handelt es sich bei diesen Lipiden nicht um
definierte Substanzen, sondern um Substanzgemische, womit die geringere Kooperativitét der

Umwandlung erklart werden kann.*®
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Abb.40: DSC-Kurven der wassrigen Dispersionen der Lipide vom Alkylkettentyp-TT, -HT, -TO und -HO bei pH 10 (c =
imgml?® in Carbonatpuffer). Linkes Diagramm: Lipide vom Ethylendiamin-Typ. Rechtes Diagramm: Lipide vom
Tris(2-aminoethyl)amin-Typ. Die Kurven wurden aus Ubersichtsgriinden vertikal verschoben. Die Heizrate betrug 60 Kh™,
mit Ausnahme der Lipide vom Kopfgruppentyp-V111, bei denen die Heizrate 20 Kh™ betrug.

Die Peakmaxima (Tn,) und Umwandlungsenthalpien (AH) der in Abb.40 dargestellten DSC-
Kurven sind in Tab.11 zusammengefasst. Weitere Umwandlungen niedrigerer Intensitat,
welche unterhalb der T,,-Werte liegen, wurden mit T, bezeichnet.

Als erstes sollen die T,-Werte fur die Lipide vom Ethylendiamin-Typ verglichen werden. Fir
die kleinste Kopfgruppe (Typ-X) steigt die Umwandlungstemperatur von TT-X (T, =
92,9°C) nach HT-X (T, >95°C) aufgrund der Verlangerung der Alkylkette um zweli
Methyleneinheiten an. Im Gegensatz dazu senkt der Austausch der Amid-gebundenen
Tetradecylkette in TT-X und HT-X gegen eine Oleylkette die Umwandlungstemperatur auf
annédhrend vergleichbare Werte (T(TO-X) = 82,5°C; Th(HO-X) = 82,6°C). Der gleiche
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Tab.11: Die Hauptumwandlungs- (Tn,) und Vorumwandlungstemperaturen (T,) sowie die dazugehdrigen Enthalpien (AH)
fur die DSC-Messungen der Lipide der TT-, HT-, TO- und HO-Reihe in Carbonatpuffer (pH 10, ¢ =1mgml?) im
Temperaturbereich von 2-95°C unter Verwendung einer Heizrate von 60 Kh™.

Physiko-chemische Charakterisierungen

Lipid Typ Anzahl der Lysine A:é?g:)g:&?g;ﬁr (AH-l—[pkgorig)l'l]) ( AHT&EOr:c])I'l])
TT-X 1 2 35,1 (1,7) 92,9 (20,0)
TT-XIV 2 3 - 84,2 (47,9)
TT-XII 3 4 69,4 (2,8) 83,4 (42,4)
HT-X S 1 2 69,9 (0,6) []
HT-XIV Z 2 3 - 91,4 (41,3)
HT-XII lg 3 4 - 86,9 (43,7)
TO-X S 1 2 - 82,5 (24,2)
TO-XIV = 2 3 ] 70,0 (51,7)
TO-XII ﬁ 3 4 - 72,7 (29,8)
HO-X 1 2 - 82,6 (16,3)
HO-XIV 2 3 - 66,2 (34,6)
HO-XII 3 4 - 73,2 (40,8)
TT-IV 1 3 - 77,6 (52,9)
TT-VII a 3 5 - 57,4 (59,1)™
TT-VI |3‘ 4 6 - -
HT-1V k= 1 3 - 74,1 (44,1)
HT-VIII ;%; 3 5 - 27,6 (9,2)™
HT-VI E’ 4 6 - -
=
TO-IV § 1 3 ] 50,0 (11,8)
TO-VIII = 3 5 [c] [c]
TO-VI c\\,c-i 4 6 - -
HO-1V 2 1 3 - 67,9 (33,2)
HO-VIII = 3 5 [c] [c]
HO-VI 4 6 - -

[a] Der Phaseniibergang beginnt am Ende des beobachteten Temperaturbereichs und konnte somit nicht bestimmt werden.

[b] Die Heizrate betrug 20K h™.

[c] Die DSC-Daten waren aufgrund nicht-reproduzierbarer DSC-Kurven nicht ermittelbar.

Effekt der Alkylkettenvariation auf das thermotrope Verhalten ist flir den um zwei Lysine

vergrollerten Kopfgruppentyp-XIl zu beobachten. Es gilt die Reihenfolge: Tn(HT-XII) >

To(TT-XI1) > Tn(TO-XI1) = Tm(HO-XI1).

Fir den um nur ein

Lysin erweiterten

Kopfgruppentyp- X1V gilt die Sequenz mit einer Abweichung: Tp(HT-XIV) > T(TT-XIV) >
Tm(TO-XI1V) > Tp(HO-XI1V). Hier liegen die Tp-Werte fiir TO-X1V und HO-XI1V nicht auf

dem gleichen Niveau.
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Vergleicht man die Phasenubergénge der Lipide mit unterschiedlichen Kopfgruppen bei
gleichbleibender Alkylkettenkombination (HT, TT, HO, TO), so ist ersichtlich, dass durch
die KopfgruppenvergroRerung um einen Lysinbaustein (X—XIV) der T-Wert um ungeféhr
10K gesenkt wird. Bei Einfiihrung eines weiteren Lysinbausteins (XIV—XII) bleibt der
Tm-Wert annéhrend konstant (Ausnahme: Alkylkettenkombination-HO).

Die Auswertung der Alkylketten- und Kopfgruppen-bedingten Anderungen des thermotropen
Verhaltens der Lipide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ in wassriger Dispersion bei pH 10
zeigt eindeutige Abweichungen zu den Lipiden des Ethylendiamin-Typs. Betrachtet man die
Abhéngigkeit der T,-Werte der Lipide vom Kopfgruppentyp-1V und -VIII von der
Alkylkettenvariation, so zeigt sich, dass ausgehend von den TT-Lipiden ein Alkylkettenaus-
tausch durch Hexadecyl- und/oder Oleylketten die Temperatur der Hauptumwandlung senkt.
Es qilt:  Tn(TT-1IV)>Tp(HT-1V) > T(HO-1V) > T(TO-1V)  und  Ty(TT-VII) >
Tm(HT-VIII). Die Kopfgruppenabhangigkeit der Lage des Phasenubergangs ist mit den
Lipiden vom Ethylendiamin-Typ vergleichbar. So senkt die Einflihrung von zwei Lysinen die
Phasenubergangstemperatur: To(TT-1V) > T(TT-VIHI) und TR(HT-1V) > T(HT-VIII).

Die Lipide TT-VIII und HT-VIII zeigten nur reproduzierbare DSC-Kurven bei einer
Heizrate von 20Kh™. Bei einer Heizrate von 60Kh™ wurde ein nicht-reproduzierbarer
langsamer Abfall der Warmekapazitdt C, Gber einen weiten Temperaturbereich, gefolgt von
einem sprunghaften Anstieg von C,, beobachtet (siehe Anhang Abb.S-1 und Abb.S-2). Die
Lipide TO-VIII und HO-VIII zeigten keine reproduzierbaren DSC-Kurven (siehe Anhang
Abb. S-3 und Abb. S-4). Eine experimentell untermauerte Erklarung fur diese Beobachtung ist
noch nicht vorhanden, jedoch scheint das Dispersionssystem nicht im Gleichgewicht zu
stehen. Vermutlich werden unter den experimentellen Bedingungen metastabile Zustdnde
gebildet, deren Umwandlung die beobachteten nicht-reproduzierbaren C,-Anderungen
verursacht. Ein Indiz fur diese These sind Temperatur- und Zeit-abhéngige DLS-Messungen,
welche starke Prézipitationsvorgénge ausgehend von klaren Lipiddispersionen zeigten (Daten
nicht gezeigt).

Die Lipide mit dem Kopfgruppentyp-V1 zeigten in DSC-Untersuchungen bei pH 10 keinen
Phasenlibergang im Temperaturbereich von 2-95°C. Es ist lediglich eine sehr breite
Umwandlung im Bereich von 15-80°C zu erkennen, deren Ursache nicht geklart ist. DLS-
Untersuchungen zeigten, dass diese Lipide unter den gegebenen Bedingungen sehr kleine
Aggregate (Mizellen) bilden. Auf die Besonderheit dieser Lipide wird im Folgenden noch
detailliert eingegangen (siehe Kap. 3.4.1).
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Zusammenfassend sind bei den Malonamiden der 2. Generation folgende Strukturab-
héngigkeiten auf die Phaseniibergangstemperatur bei pH 10 ermittelt worden:

1) Ausgehend von den Lipiden mit zwei Tetradecylketten (TT) wurde durch das Einflhren
von zwei zusatzlichen Methyleneinheiten in die Malonsdure-gebundene Alkylkette
(TT—HT) die Phaseniibergangstemperatur im Falle der Malonamide vom Ethylendiamin-
Typ erhoht und im Falle der Malonamide vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ gesenkt.
Wahrend die 1. Beobachtung (Tn1) im Vergleich zu dquivalenten Alkylkettenvariationen bei
Phospholipiden erwartet wurde,?** lasst sich die 2. Beobachtung (Tm|) fiir den Austausch
einer Tetradecylkette gegen eine Hexadecylkette schwerer erkldren. Vermutlich sind
Kopfgruppen-abhéngige Verdnderungen in der Molekilkonformation und eine damit
einhergehende Veranderungen in den Packungseigenschaften der Lipide dafur verantwortlich.
Es sind jedoch weitere physiko-chemische Untersuchungen, wie z.B. RONTGEN-Beugungs-
untersuchungen, nétig um diese Vermutung zu unterstltzen.

2) Der Austausch der Lysin-gebundenen Tetradecylkette gegen eine Oleylkette (TT—TO und
HT—HO) senkt die Phasenibergangstemperatur sowohl bei den Lipiden vom
Ethylendiamin-Typ als auch vom Tris(2-aminoethyl)amin-Typ. Diese Beobachtung stimmt
mit analogen Alkylketteneffekten bei Phospholipiden Uberein: cis-Doppelbindungen
reduzieren die effektive Kettenldnge und storen die Kettenanordnung in den Lipidaggregaten,
was letztlich in einer Erniedrigung der Phaseniibergangstemperatur resultiert.**

3) Des Weiteren wurden klare Einflisse der KopfgruppengréRe auf das thermotrope
Verhalten der Lipide in wassriger Dispersion ermittelt. So resultiert die Einflihrung von ein
oder zwei Lysinmolekiilen bei gleichbleibendem Alkylierungsmuster in einer Verschiebung
der Tp-Werte zu niedrigeren Temperaturen. Der Kopfgruppentyp-X stellt die kleinste
Kopfgruppe dar, wodurch eine zylinderartige Lipidform entsteht — eine Struktur, welche eine
dichte Lipidpackung erlaubt. Die Kopfgruppenerweiterung durch Lysin fihrt aufgrund der
VolumenvergréRerung des polaren Lipidteils zu einer konischen Lipidform. Daraus resultiert
eine Senkung der Phasenubergangstemperatur aufgrund der Distorsion der Lipidpackung. Des
Weiteren kann eine Erhéhung der Kopfgruppenhydratation durch die zusatzlichen
hydrophilen Lysineinheiten angenommen werden. Der Anstieg des Solvatationsgrads im
Kopfgruppenbereich ist mit Anderungen der Eigenschaften der Lipiddoppelschicht/Solvent-

Grenzschicht verbunden und beeinflusst somit auch das Phaseniibergangsverhalten.?*

Aus den Umwandlungstemperaturen der Lipide vom Kopfgruppentyp-X, -XI1, -XIV und -1V
lassen sich noch weitere Riickschlisse ziehen: alle T,-Werte liegen oberhalb von 59 °C. Unter

Berlcksichtigung der Anwesenheit von Oleyl- und Tetradecylketten liegen diese Werte in
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sehr hohen Temperaturbereichen. Vergleicht man die T,-Werte der Malonamide mit
Glycerol-basierten Phospholipiden mit vergleichbaren Alkylkettenkombinationen, so weisen
die betrachteten Malonamide deutlich héhere Werte auf (vergleiche Tab.11 und Tab.12).
Zusétzlich zeigt eine in der Literatur beschriebene Klasse Aminoséure-basierter kationischer
Lipide (Lysin als Kopfgruppe, zwei Tetradecylketten als lipophilen Molekiilteil und Glutamat
als Rickgrat) deutlich niedrigere Phasentlbergange (Tm 25,5-41°C) als die Lipide TT-X,
TT-XI1, TT-XIV und TT-1V.?*® Die hohen T,-Werte der hier betrachteten Malonamide sind
ein Indiz dafur, dass zusatzlich zu den VAN-DER-WAALs-Kraften zwischen den Alkylketten
Wasserstoffbriickenbindungen zwischen den Lipiden im Bereich der Lipidkopfgruppen und

des Riickgrates vorliegen,**>#>+%

Tab.12: Phaseniibergangstemperaturen (T,) und, wenn angegeben, Enthalpiewerte (AH) ausgewahlter Phospholipide mit
Glycerol-Riickgrat in verschiedenen Dispersionsmitteln (wassergesattigtes Milieu). 240252

Lipid Medium Tm [°C] (AH [kJ mol™])
DMPC H,O, pH 7 24,0
DMPC H,0, pH 12 23,63
DMPE H,O, pH 7 51,3
DMPE H,0, pH 12 21,5

DM-TAP Na,HPO,/NaH,PO, (50 mm), pH 7,4 38,4
MPPC H,O 34,0 (33,8)
PMPC H,O 26,0 (32,6)
MOPC H,0, Ethylenglycol -19,0 (20,1)
OMPC H,0, Ethylenglycol -27,0

POPC H,0, Ethylenglycol -4,6 (21,3)
OPPC H,0, Ethylenglycol -7,9
POPE nicht angegeben 25,0
OPPE nicht angegeben -8,0

Des Weiteren wird diese These durch die hohe Umwandlungsenthalpie der Hauptum-
wandlung der Lipide TT-XIV, TT-XII, TT-1V und TT-VIII unterstiitzt (42,4-59,1kJmol™,
siehe Tab.11). Diese Werte Ubertreffen den Bereich flr die L,/Lg-Phasentibergangsenthalpien
der 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phospholipide und Glycolipide mit vergleichbaren Alkylketten-
langen (publizierte AH-Werte liegen im Bereich von =~ 21-25kImol™).*® Des Weiteren
wurden hohe Ubergangsenthalpien auch fiir die Lipide HT-XIV, TO-XIV, HO-XIV,
HT-XII, HO-XII, HT-1V und HO-IV ermittelt (siehe Tab.11). Der Enthalpieédnderung,
welche bei Umwandlungen zwischen lamellaren Phasen auftritt, liegen folgende Prozesse

zugrunde: >4
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1) Konformationelle Anderungen im Bereich der Alkylketten und somit Anderungen der

VAN-DER-WAALS-Interaktionen, sowie

2) Wérmebeitrage durch Kopfgruppenhydratation und dem Aufbrechen von Wasserstoff-
briickenbindungen und anderer intra- sowie intermolekularer Wechselwirkungen im

Bereich der Kopfgruppen- und/oder Lipidriickgratregion.

Zum bisherigen Zeitpunkt liegt kein weiterer Beweis fur die Annahme der dichteren Ketten-
packung mit abnehmender KopfgroRe sowie der Ausbildung von Wasserstoffbriickenbin-
dungen zwischen den Lipiden vor. Hier sind erganzende Experimente basierend auf RONT-
GEN-Beugung oder Infrarotspektroskopie notig. SAXS-Experimente geben jedoch Hinweise,
dass es sich bei den Phasenlibergangen der Lipide vom Kopfgruppentyp-X, -XII, -XIV

und -1V um Umwandlungen zwischen verschiedenen lamellaren Phasen handelt (L./Lg).**°

Die DSC-Heizkurven von Lipiddispersionen der Malonamide mit zwei Oleylketten
(OO-Reihe) in Carbonatpuffer pH 10 sind in Abb. 41 dargestellt. Betrachtet man zunachst die
Lipide vom Ethylendiamin-Typ (OO-X, OO-XIV und OO-XI1), so zeigen die DSC-Kurven
mindestens zwei breite Umwandlungen von geringer Intensitat im betrachteten Temperatur-
bereich von 2-95°C. Demgegeniiber zeigen die Dispersionen der Lipide vom Tris(2-amino-
ethyl)amin-Typ entweder keine Umwandlung (OO-1V) oder sehr breite Umwandlungen von
geringer Kooperativitat (OO-VIII und OO-VI). Das thermotrope Verhalten aller Lipide der
OO-Reihe in wassriger Dispersion bei pH 10 lasst sich wie folgt erklaren: Die Abwesenheit
von detektierbaren Phasenumwandlungen in den DSC-Kurven kann auf das VVorhandensein
von zwei ungesattigten Alkylketten zurtickgefuhrt werden, welche die Phasenubergangs-
temperatur stark senken, so dass diese unterhalb des betrachteten Temperaturbereichs liegt.**
Das Auftreten von sehr breiten bzw.

mehreren Umwandlungen geringer Inten-

| 00-x

sitat beruht auf der Tatsache, dass ein 1 %/\f’\j% |
OO0-XI1
gewisser Anteil an Lipiden mit geséttigten T 121 1
Alkylketten in den Lipiden der OO-Reihe S 6 |
IS OO-IvV
vorhanden ist, wodurch Mischungs- und 2 ] W |
o -
Phasenseparationseffekte  auftreten.#32% \/\M/h%
0+ |

Grund fiir diese ,,Alkylkettenverunrei- 0 20 40 60 80 100
T[C]
Abb.41: DSC-Kurven der wéssrigen Dispersionen der Lipide

: vom Alkylkettentyp-OO bei pH 10 (c = 1mgml™ in Carbonat-
(teCh') und Oleylalk0h0| (teCh') in der puffer). Die Kurven wurden aus Ubersichtsgriinden vertikal

. ; ; -1
Synthese (S|ehe Kap. 3.3_3). verschoben. Die Heizrate betrug 60 Kh™.

nigung® ist die Verwendung von Oleylamin
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Um Aussagen (ber das thermotrope Tab.13: Massengewichtete und intensitdtsgewichtete PartikelgroRen-
populationen (Modus der Verteilung angegeben als Radius r sowie

Verhalten der Lipide im vollstandig deren Haufigkeit angegelben als Peakflache A in %) fur Lipid-
dispersionen (c = 1mgml™) von Lipiden der TO-Reihe in Acetatpuffer

protonierten Zustand treffen zu pHS5 bei 25°C. Es sind die 2 Populationen mit den Kleinsten
PartikelgrofRen berlcksichtigt. GroRere Partikelpopulationen, deren

konnen, wurden DSC-Untersuchun- Haufigkeit sich aus der Differenz der summierten Héufigkeiten aus
Population 1 und 2 der Tabelle zu 100% ergibt, wurden nicht mit in

gen bei pH5 (Acetatpuffer) durch-  die Tabelle tbernommen.

gefiihrt. Vergleichbare pH-Werte i Population1: | Population 2: Wicdhetrung
werden in spaten Endosomen von r[nm] (A[%]) | r[m] (AL%D) | verteilung
Zellen erreicht.”®%% oy 3,7 (53,1) 771(323) | Intensitat
Die Dispersionen der untersuchten 3,4 (99,9) 90,8 (0,03) Masse
i 1y i ; 2,7 (22,8 42,1 (70,7 Intensitat

Malonamide (1mgml™) in Acetat TOVI (22,8) (70,7)
puffer pH 5 waren klar, was auf die 2 (ERE) e el

) ) 3,4 (50,6) 66,2 (21,4) Intensitat
Bildung von Mizellen oder sehr TO-VII

) o ) ) 3,0 (99,97) 59,9 (0,01) Masse
kleinen Lipidaggregaten hinweist. 3.6 (35.5) 121 (42.9) ———
Diese Annahme konnte durch DLS- TO-X 2,7 (99,7) 999 (0,2) MEe
Messungen  unterstlitzt ~ werden TOXII 3,8(31,9) 81,1 (34,0 Intensitat
(siehe Tab.13). Die Radien der 3,2(99,8) 92,3(0,1) Masse

i ; ; A 3,9 (76,1 55,5 (14,1 Intensitét
Kleinsten ermittelten Partikelgro- TO-XIV o (99 gg 513(0 01) .
Renpopulation liegen fiir alle aufge- o (99.98) 3 0.01) asse

fihrten Lipiddispersionen (TO-Reihe) in Acetatpuffer pH 5 unter 4nm. Diese geringe Grole
der Lipidaggregate deutet auf Mizellen hin. Die kleinste PartikelgroRenpopulation in der
massengewichteten GroRenverteilung, welche flr polydisperse GrofRenverteilungen repréasen-

tativer ist,2%

macht Uber 99% der Gesamtmenge der Partikel aus. Dies zeigt, dass diese
kleinen Strukturen die vorherrschende Aggregatstruktur in den Lipiddispersionen darstellen.
Auch das thermotrope Verhalten der Dispersionen bei pH 5 im DSC-Experiment gibt einen
Hinweis auf Verdnderungen im Aggregationsverhalten. Analog zu den Lipiden vom
Kopfgruppentyp-VI, welche bei pH 10 Mizellen bilden (siehe Kap.3.4.1), zeigen die Lipide
der TO-Reihe bei pH 5 keine Phasenumwandlung im Temperaturbereich von 2-95°C (siehe
Abb.42). Erste Annahmen, dass dies nur bei den Lipidsystemen mit ungesattigten
Kohlenwasserstoffketten zutrifft, konnten durch weiterfiihrende DSC-Messungen der Lipide
TT/HT-IV, TT/HT-VII, TT/HT-XIV, TT/HT-XII und TT/HT-X widerlegt werden. Auch
diese Lipide zeigten, mit Ausnahme von TT-X und HT-X, keinen Phaseniibergang in
Acetatpuffer pH 5 (siehe Anhang Abb. S-5 und Abb. S-6).

Zusammenfassend scheint bei den Malonamiden der 2. Generation eine vollstandige

Protonierung der Kopfgruppe, durch Verringerung des pH-Werts (pH 10—pH 5), mit einer
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Verschiebung des Phaseniibergangs zu

niedrigeren Temperaturen einherzugehen. 8 ' ' ' ' ]
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inheraehen VerardRerun r Ivat- Abb. 42: DSC-Kurven der wassrigen Dispersionen der Lipide
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auch mit einer Verdnderung des Aggre-
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Rerung der Lipidkopfgruppe durch Proto-

gationsverhaltens einher, wobei die Bildung mizellarer Aggregate vermutet werden kann.

Bei den DSC-Experimenten bei pH 7,3 traten héaufig Probleme hinsichtlich der Repro-
duzierbarkeit auf (aufeinanderfolgende Heizkurven waren nicht aquivalent, siehe Beispiel
Abb. S-7). Offensichtlich bilden sich aufgrund des Protonierungsgrads bei pH 7,3 metastabile
Zustéande aus, was eine Auswertung der DSC-Kurven nicht zulédsst. Auf das thermotrope
Verhalten der Lipiddispersionen bei physiologischem pH-Wert (pH 7,3) wird nicht weiter

eingegangen.

3.3.2 DSC-Untersuchungen der Lipide mit drei Tetradecylketten —

die DiTT-Reihe
Die beiden Vertreter der DiTT-Reihe wurden aus zwei rationellen Griinden synthetisiert. Zum
einen um die Diastereomerenhypothese synthetisch zu beweisen (siehe Kap.2.8). Zum
anderen sollte der Einfluss der Einfihrung einer dritten Alkylkette auf das thermotrope

Verhalten wassriger Dispersionen der Lipide im DSC-Experiment untersucht werden.

Betrachten wir zunédchst die Einfuhrung einer weiteren Tetradecylkette in TT-VI
(TT-VI-DIiTT-VI) und deren Auswirkung auf das thermotrope Verhalten der Verbindung
im Wasser-gesattigten System. Die 2. und 3. Heizkurve eines DSC-Experiments mit einer
DiTT-VI-Dispersion bei pH 10 sind in Abb.43 dargestellt. Zwei Unterschiede im Vergleich
zu der DSC-Kurve von TT-VI (zum Vergleich siehe Abb.40) sind erkennbar: Die Kurven
sind im Falle von DiTT-VI nicht deckungsgleich und damit nicht reproduzierbar. Das nicht
reproduzierbare Verhalten weist auf ein thermodynamisch instabiles System hin, wie es schon
fur die Lipide der Kopfgruppenstruktur-VII1 postuliert wurde. Weiterhin sind zwei

Umwandlungen sehr geringer Intensitat zu erkennen (siehe Pfeile Abb.43).
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Abb.43: DSC-Heizkurven der wéssrigen Dispersion Abb. 44: Intensitdtsgewichtete GroRRenverteilung einer
von DiTT-VI bei pH 10 (c=1mgml? in Carbonat- Dispersion von DiTT-VI in Carbonatpuffer pH 10
puffer). Die Heizrate betrug 60Kh™. Die Pfeile (c=1mgml?). Es sind drei verschiedene GroRen-
markieren Phasenumwandlungen geringer Intensitat. populationen zu erkennen.

TT-VI ist ein Mizellbildner (Vergleich Kap. 3.4.1). Die Volumenvergrélierung des lipophilen
Molekiilteils durch die dritte Tetradecylkette (TT-VI—-DiTT-VI) verhindert die Bildung von
Mizellen. So zeigt die in Abb.44 dargestellte GroRRenverteilung drei PartikelgréRenpopu-
lationen, welche zu groB fiir Lipidmizellen sind. Bereits die kleinste PartikelgréRenpopulation
weist einen Radius zwischen 40 nm und 50 nm auf.

Das thermotrope Verhalten von DiTT-VI-Dispersionen bei pH 10 &hnelt dem der Lipide vom
Kopfgruppentyp-VI11, welche unter den DSC-Bedingungen ein thermodynamisch instabiles
Aggregationsverhalten aufweisen. Folglich hat die VolumenvergroRerung des lipophilen
Molekiilteils die Lipidstruktur von DiTT-VI so verandert, dass das Aggregationsverhalten
eher mit Lipiden vom Kopfgruppentyp-VII1, als mit den zweikettigen Lipiden vom Kopf-
gruppentyp-VI, Ubereinstimmt. Diese Aussage lasst sich mit dem Molekilformkonzept von
ISRAELACHVILI erkldren: so scheint die Einflhrung der dritten Tetradecylkette den Packungs-
parameter zu vergrofRern, wodurch die Mizellbildung verhindert wird. Diese These muss

jedoch noch experimentell Gber die Ermittlung der Molekiilabmessungen bestatigt werden.

Betrachten wir nun das thermotrope Verhalten waéssriger DiTT-I1V-Dispersionen. Die
DSC-Kurven fur das Lipid DiTT-IV in Abhéangigkeit vom pH-Wert sind in Abb.45
dargestellt. Des Weiteren ist als Vergleich die DSC-Kurve von TT-1V in Carbonatpuffer
(pH 10) dargestellt. Es ist offensichtlich, dass die zusatzliche Tetradecylkette die
Phaseniibergangstemperatur senkt: T(TT-1V) > T(DIiTT-1V) bei pH 10 (Vergleich Tab.11
und Tab.14). Auch diese Beobachtung lasst sich mit Hilfe der Molekilform erklaren. So
erhoht die zuséatzliche Alkylkette das Volumen des lipophilen Lipidbereichs. Eine gestorte
Alkylkettenpackung, verursacht durch den Raumbedarf der dritten Alkylkette, kann die starke
Tm-Absenkung erklaren.
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Abb.45; Links: TEM-Aufnahme einer Dispersion von DiTT-IV (c=0,05mgml? in HEPES-Puffer pH 7,3). Schwarzer
Pfeil: kollabiertes Vesikel, weiRer Pfeil: schichtartige Strukturen, welche auch in der VergroRerung links oben dargestellt
sind. (schwarzer Balken = 200nm, weiRer Balken = 100nm) Rechts: DSC-Heizkurven der wassrigen Dispersionen von
DITT-1V (c = 1mgml™) in Carbonatpuffer (pH 10), H,O (pH ~8), HEPES-Puffer (pH 7,3) und Acetatpuffer (pH 5) im Ver-
gleich zu einer TT-1V-Dispersion in Carbonatpuffer (pH 10). Die Heizrate betrug 60 Kh™. Fiir nahere Erlauterungen siehe
Text.

Wassrige DiTT-1V-Dispersionen wurden auf die pH-Abhédngigkeit des thermotropen
Verhaltens untersucht. Diese Versuche fanden im Rahmen fiir Untersuchungen zum

Mischungsverhalten verschiedener Phospholipide mit DiTT-1V statt, auf welche hier aber

nicht weiter eingegangen werden soll.?**

Tab. 14: Phaseniibergangstemperatur (Tp), -enthalpie (AH) und Halbwertsbreite (T,s) sowie extrapolierte Anfangs- (Ton)
und extrapolierten Endtemperatur (To) von DiTT-1V-Dispersionen (c = 1mgml™) in verschiedenen wassrigen Disper-
sionsmedien.

Dispersionsmedium | pH-Wert Tm [°C] [kJAml-(IJI'l] Tos[°C] Ton [°C] Tort [°C]
Carbonatpuffer 10,0 46,5 42,9 3,2 42,5 48,8
Wasser ~gll 43,9 61,7 3,8 38,8 45,7
HEPES-Puffer 7,3 39,8 50,0 6,8 30,0 43,5
Acetatpuffer 5,0 7,6 [l ] ] 12,5
[a] Mit pH-Elektrode ermittelt.
[b] Werte nicht ermittelbar, da Phaseniibergang bei 2 °C noch nicht beendet ist.

Bei Betrachtung von Abb.45 sowie Tab.14 fallt auf, dass sich T, von pH 10 nach pH5
kontinuierlich zu niedrigeren Temperaturen verschiebt. Tos nimmt mit sinkendem pH-Wert
zu, die Peaks der Umwandlung werden breiter und flacher. Die Umwandlungsenthalpie hat
ein Maximum von 61,7kJmol™ in Wasser (siche Tab.14). Die Verschiebung von T, zu
niedrigeren Temperaturen und die Zunahme von Tos mit sinkendem pH-Wert sind auf die
zunehmende Protonierung der Aminogruppen im Lipid zurtickzufihren. So nimmt mit
steigendem Protonierungsgrad die elektrostatische Abstoung im Kopfgruppenbereich zu,

was zu einer Destabilisierung der Gelphase fihrt. %>’
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durch unterschiedlich protonierte FOrmen  apb.46: Ergebnis einer nicht-linearen Kurvenanpassung
. (nach Gaug) fiir die DSC-Heizkurve einer Dispersion von
von DiTT-IV verursacht werden Kann. piTT-1Iv in HEPES-Puffer (c = Lmgml™). Die rote Kurve ist

) ) die Summe der beiden Uber die Kurvenanpassung ermittelten
Dadurch kann es zur Entmischung im  gaus-Kurven.

bei pH 7,3 weist eine Schulter auf, welche

Lipidsystem kommen. Abb.46 zeigt das

Ergebnis der nicht-linearen Kurvenanpassung (Fit nach GAUR)***?® fiir die DSC-Kurve der
DITT-1V-Dispersion in HEPES-Puffer (pH 7,3), wobei die Summe der 2 GAuUR-Funktionen
deckungsgleich mit der gemessenen DSC-Kurve ist. Dies unterstutzt die Hypothese der zweli
unterschiedlich protonierten Lipidspezies. Bei pH 7,3 sind in den TEM-Aufnahmen zwei
verschiedene Strukturen zu erkennen, wobei es sich um vesikuldre und schichtartige
Aggregate handelt (siehe Abb.45). Moglicherweise sind die unterschiedlichen protonierten

DiTT-1V-Spezies fir die Ausbildung unterschiedlicher Aggregatstrukturen verantwortlich.

3.3.3 Erste Betrachtungen des Aggregationsverhaltens von Lipiden mit
reinen Oleylketten, sowie der Ersatz von Doppelbindungen durch
Methylverzweigungen — Alkylkettentyp-RTO und -THM, sowie Lipid
XV und XVp

Ein wichtiges Ziel dieser Arbeit war die Bereitstellung von ungeséttigten Lipiden mit hoher
Alkylkettenreinheit. So wurde seit der Etablierung der Malonamide durch I. ScHuLze®
Oleylamin (tech.) und Oleylalkohol (tech.) als Edukt fur die Synthese genutzt. Nachfolgende
Arbeiten resultierten in einer Reihe von effektiven Transfektionslipiden, welche Oleylketten
von einem Reinheitsgrad zwischen 70% und 80% aufwiesen.0888176.179.180270 ey
Reinheitsgrad der Alkylketten ist dabei auf die Reinheit der erworbenen Ausgangsstoffe
zurlickzufuhren (Sigma Aldrich: Oleylamin (70%), Oleylalkohol (85%); GC-MS-Spektren
beider Edukte siehe Anhang). Reines Oleylamin ist bei Sigma Aldrich nicht erhéltlich.
Oleylalkohol (99%) ware kommerziell verfiigbar, jedoch um den Faktor 200 preisintensiver

als Oleylalkohol (85%).2"
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Im Rahmen dieser Arbeit wurden erstmals Malonamide mit kettenreinem Oleylamin (pur)
dargestellt (Lipide XVp, RTO-IV, RTO-X und RTO-XIV) um den Einfluss der
Kettenreinheit auf das Gentransfer- und das Aggregationsverhalten der Cytofektine
untersuchen zu kdnnen.

Als weiteres Ziel dieser Arbeit galt es, einen o

©
4
=
[N

Ersatz fiir die oxidationsempfindliche Doppelbin- oH  Teven’nummerierte Iso-Serie

dung zu etablieren. So wurden erstmalig Malon-

!
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OH "odd"-nummerierte Iso-Serie

amide mit Methyl-verzweigten Alkylketten syn-
thetisiert. Methylverzweigungen in Alkylketten

OH Anteiso-Serie

=
[N

erhdhen die Kettenfluiditét, da sie eine Stérung in

der Alkylkettenpackung der Lipiddoppelschicht OH

Phytanol

13

verursachen.???”*  Natiirlich  vorkommende
Methvl-verzwei Alkvlketten in Lipiden fin Abb.47: Beispiele fiir natirlich  vorkommende
ethyl-ve eigte ylkette P de det Methyl-verzweigte Fettsduren oder Fettalkohole. Die

man in Membranen von Mikroorganismen (siehe dargestellten Fettsaureserien sind Vertreter aus Mem-
branlipiden von Bakterien des Genus Bacillus.

Abb.47). Dabei sind Iso- und Anteiso-Fettsauren, 523{‘232?7'5 kommt in Etherlipiden von Archaebakterien
d.h. Fettsduren mit Verzweigungen am Methyl-

ende der Alkylketten, am haufigsten anzutreffen.?”*?’® In Archaebakterien treten Lipide mit
isoprenoid verzweigten Alkylketten auf.?’"?’® In Lipiden tierischer Herkunft sind Methyl-
verzweigte Fettsauren eher selten anzutreffen,®”® da hier die Kettenfluiditat von Lipiden
bevorzugt Uber den Sattigungsgrad gesteuert wird. Dennoch sind Methyl-verzweigte Lipide
fiur die technologische Anwendung von Interesse, da sie, im Gegensatz zu ungeséttigten
Lipiden, nicht oxidationsempfindlich sind.

In Untersuchungen zum Aggregationsverhalten Methyl-verzweigter Lipide konnte gezeigt
werden, dass der Betrag der Absenkung der Phaseniibergangstemperatur im Vergleich zu den
unverzweigten Gegenstilicken entscheidend von der Position der Methylverzweigung in der
Alkylkette abhangt. So zeigte sich ein Minimum der Phasentibergangstemperatur, wenn die
Methylverzweigung in der Kettenmitte positioniert war. Die Ergebnisse dieser Arbeiten sind

280-283 nd dienten im Rahmen

in Abb.48 dargestellt (Werte sind der Literatur enthnommen)
dieser Arbeit als Basis fiir die Auswahl der 10-Methylhexadecylkette als Ersatz fur die
Oleylkette. MENGER et al. zeigten in Untersuchungen von Lipiden mit Methyl-verzweigten
Octadecansauren ein T,-Minimum fir die Methylverzweigung in C10-Position.”® Die
Untersuchungen von Lipiden mit Methyl-verzweigten Hexadecansauren durch NUHN et al.
lassen das Tm-Minimum ebenfalls in der C10-Position vermuten.?®> Da der Phaseniibergang

von 1,2-Di(10-methylpalmitoyl)-sn-glycero-3-phosphocholin unter -20°C liegt, konnte er
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nicht mittels DSC bestimmt werden,

sondern wurde durch Extrapolation als 40 N .
Minimum ermittelt. Der Phaseniibergang 1 e 4 ° .
T . 201 ° L]
des Olsdure-haltigen Analogons DOPC T 10l
LI ° a 1 0

liegt ebenfalls unter -20°C (Ty,= -21°C).%* L& o] .
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10-Methylhexadecylkette als Ersatz fur die Position x der Methylverzweigung

Oleylkette. Cevs diskutierte flr die  apb.48: Abhangigkeit der Phaseniibergangstemperatur von
. . . der Position der Methylverzweigung in den Alkylketten von

Oleylkette eine effektive Kettenldnge von  verschiedenen 1,2-Diacyl-sn-glycero-3-phosphocholinen.

neun C-Atomen.*** Die Ursache dafir ist

ein ,,Abknicken® der Alkylkette, verursacht durch die Doppelbindung, wodurch die Anzahl

der VAN-DER-WAALs-Kontakte abnimmt. MENGER et al. postulierten ebenfalls ein

3 woraus fur die

,Abknicken“ der Alkylkette in Position der Methylverzweigung,”®
10-Methylhexadecylkette ebenfalls eine effektive Kettenldnge von neun C-Atomen resultiert.

Fur die folgende Betrachtung des Einflusses der Oleylkettensubstitution (Reinheitsgrad und
Austausch gegen 10-Methylhexadecyl) auf das thermotrope Verhalten der Substanzen mittels
DSC wurde der Carbonatpuffer pH 10 gewahlt, da unter diesen Bedingungen im betrachteten

Temperaturbereich Phaseniuibergénge detektiert wurden (siehe Kap. 3.3.1).

Zunéchst soll Lipid XV mit XVp verglichen werden. Die Testung im Zellkulturmodell zeigte,
dass die alkylkettenreine Verbindung Lipid XVp keinen effektiven Gentransfer ermdglicht,
wahrend die alkylkettenunreine Substanz Lipid XV zur Transfektion von pDNA befahigt
ist.'® Diese (iberraschende Beobachtung fiihrt zu einer wichtigen Frage: Wo liegt der Grund
fir den Effektivitatsunterschied? Ein Unterschied kommt im thermotropen Verhalten der
beiden betrachteten Lipide zum Ausdruck (siehe Abb.49a). So ist die Umwandlung fir
Lipid XV breiter und flacher als die Umwandlung fir Lipid XVp. Die zugehorigen AH-Werte
sind fur Lipid XV geringer, die Ty- und Tos-Werte dagegen hoher (siehe Tab.15). Der
Einfluss der als Verunreinigung enthaltenen gesattigten Alkylketten des Lipid XV wird
deutlich sichtbar. Tys ist, verglichen mit der reinen Substanz (Lipid XVp), groBer — ein
typisches Phanomen fiir Lipidmischungen.?**?®! Des Weiteren ist der hohere T,-Wert von
Lipid XV den gesattigten Lipidkomponenten in der Mischung, welche hohere T.,-Werte
aufweisen, zuzuschreiben. Bei genauerer Betrachtung des Kurvenverlaufs der Umwandlung
von Lipid XV sind zusétzliche Peaks zu erkennen, was auf eine Entmischung des

Lipidsystems hindeutet (siehe Pfeile Abb.49a). Ob diese Entmischungserscheinungen mit der
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Abb.49: DSC-Heizkurven von verschiedenen homologen Malonamiden der 1. und 2. Generation mit speziellen Alkyl-
kettenvariationen (unreine Oleylketten — schwarz —, reine Oleylketten — rot —, und racemische 10-Methylhexadecylketten als
Oleylersatz — griin ) in Carbonatpuffer pH 10 (c = 1mgml™): a) Lipid XVp im Vergleich mit Lipid XV. b) THM-X und
RTO-X im Vergleich zu TO-X. ¢) THM-IV und RTO-1V im Vergleich zu TO-1V. d) THM-XIV und RTO-XIV im
Vergleich zu TO-XIV. Kuhlkurven sind gesondert beschriftet. Die Kurven sind aus Grinden der Veranschaulichung vertikal
verschoben. Markierungen mit Pfeilen werden im Text naher erldutert.

hoheren Transfektionseffizienz des Lipids XV, verglichen mit Lipid-XVp, zusammenhéngen,

gilt es in nachfolgenden Arbeiten zu kléren.

Im folgenden Abschnitt wird die Substitution der Oleylkette (tech.) gegen die Oleylkette
(rein) sowie die Methyl-verzweigte Alkylkette an ausgewdahlten Beispielen der Malonamide
der 2. Generation betrachtet. Dabei soll jede einzelne Alkylkettenvariation gesondert
behandelt werden um Ubersichtlichkeit zu bewahren.

Zu Beginn wird der Austausch der unreinen Oleylkette mit dem reinen Analogon
(TO—-RTO) betrachtet. Der Vergleich der Heizkurven in Abb.49b-d zeigt, dass die
Phasenubergénge der alkylkettenreinen Lipide scharfer sind als die der alkylkettenunreinen
Analoga. Dies spiegelt sich auch in den Tos-Werten wieder (siehe Tab. 15). Eine Ausnahme
bildet der Kopfgruppentyp-X, bei dem Tos mit steigender Alkylkettenreinheit zunimmt. Der
Einfluss der Oleylkettenreinheit auf AH ist kopfgruppenabhangig: So steigt AH fir den
Kopfgruppentyp-1V mit steigender Oleylkettenreinheit, sinkt jedoch fiir die Kopfgruppen-
typen-X und -XIV. T, nimmt mit steigender Kettenreinheit ab. Ausnahme bildet der Kopf-
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gruppentyp-XI1V, bei dem die T-Werte der Phaseniibergange vergleichbar sind: T,(TO-XIV)
=70,0°C; Tn(RTO-XIV) =71,3°C.

Tab. 15: Ubersicht Gber die DSC-KenngréBen Ty, Tos, Ton, Torr Und AH fir die in Abb. 49 dargestellten DSC-Heizkurven
in Carbonatpuffer pH 10. Die roten Werte markieren die gute Ubereinstimmung zwischen den Parametern der
Umwandlungen von RTO-X und THM-X.

Upid | TalC] | g | TeslCl | TalCl | Tl
Lipid XV 62,1 30,7 8,6 34,4 65,5
Lipid XVp 57,1 41,6 1,8 54,3 58,5

TO-X 82,5 24,2 2,7 77 83,5

RTO-X 78,5 14,9 3,7 72,7 79,8
THM-X 75,5 12,3 3,3 70,2 77,0
TO-1IV 50 11,8 14,8 38,0 60,5
RTO-1V 37,5 15,3 8,5 23,3 41,1
THM-IV 46,9 31,7 2,3 42,2 48,3
TO-XIV 70,0 51,7 8,4 58,8 73,2
RTO-XIV 71,3 49,0 2,8 66,6 72,3
THM-XIV 58,8 31,0 4,4 52,9 61,7

Somit konnte gezeigt werden, dass die Oleylkettenreinheit bei den Malonamiden der
2. Generation Uberwiegend vergleichbare Auswirkungen auf das thermotrope Verhalten hat:
Tos der Lipide mit unreinen Oleylketten ist groRer verglichen mit den kettenreinen Analoga,
ein typisches Phanomen fiir Lipidmischungen.?**?®* Des Weiteren filhren die gesattigten
Lipidkomponenten (Verunreinigung), welche hohere T-Werte aufweisen als die Komponente
mit Oleylkette, zu hoéheren Tp-Werten: T(TO-X) > TR(RTO-X) und Tn(TO-1V) >
Tm(RTO-1V). Es ist auch ersichtlich, dass der Einfluss der Kettenreinheit auf den
Phasentibergang fir die Malonamide der 1. Generation ausgepragter ist als fir die Malon-
amide der 2. Generation (siehe Abb.49). Eine mogliche Erklarung fur diese Beobachtung
bietet folgender Sachverhalt: Bei der 2. Generation der Malonamide mit 2 Alkylketten handelt
es sich um ein Diastereomerenpaar. Da Diastereomere unterschiedliche physikalische Eigen-
schaften haben, kdnnen sie sich in der DSC wie ein Stoffgemisch verhalten. So zeigten
MANNOCK et al.,, dass Diastereomerenpaare je nach Art des Phasenubergangs ein
unterschiedliches oder identisches Phasenilibergangsverhalten im Vergleich mit den Reinkom-
ponenten aufwiesen.”® Die Malonamide der 1. Generation sind, aufgrund der racemischen
Alkylierung am Malonbaustein, ein Enantiomerenpaar. Diese verhalten sich in DSC-
Experimenten wie eine Substanz. Verunreinigungen konnen sich hier stirker auf die

Peakbreite auswirken.
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Der Austausch der Oleylkette (unrein) gegen die racemisch methylierte 10-Methylhexadecyl-
kette (TO—THM) &duRerte sich wie folgt: T, wurde zu kleineren Werten verschoben. Die
abgewandelte Alkylkettenstruktur resultiert somit in einem abweichenden Aggregations-
verhalten. Der Einfluss auf die Umwandlungsenthalpie variiert je nach Kopfgruppe (siehe
Tab.15). Tys sinkt durch die Substitution mit der 10-Methylhexadecylkette — einzige
Ausnahme: To5(TO-X) < Tos5(THM-X). Die steigende Kooperativitdt der Umwandlung der
THM-Lipide gegentber den Lipiden der TO-Reihe lasst sich durch die Verunreinigungen im
TO-System erklaren, welche die Alkylkettenpackung stéren und zu Entmischungser-

scheinungen fiihren konnen,4.261:286-288

Einige Alkylkettenvariationen weisen Besonderheiten im thermotropen Verhalten der Lipid-
dispersionen auf. So zeigt sich bei dem Kopfgruppentyp-X, dass die Verbindungen RTO-X
und THM-X eine breite Vorumwandlung besitzen (siehe Pfeile Abb.49b). Die Umwandlung
des Lipids THM-XIV zeigt hingegen eine Schulter an der Hauptumwandlung (siehe
schwarzer Pfeil Abb.49d). Bei der Betrachtung der Kuhlkurve fallt auf, dass sich zwei
Umwandlungen (berschneiden (siehe graue Pfeile in Abb.49d). Die Ursachen fur die
Vorumwandlungen von RTO-X und THM-X sowie flr die zwei Umwandlungen des Lipids
THM-XIV missen durch weitere Untersuchungen, wie beispielsweise RONTGEN-Beugungs-

experimente, aufgeklart werden.

Zusammenfassend soll an dieser Stelle noch einmal hervorgehoben werden, dass durch die
Einfiihrung der Methylverzweigung in 10-Position einer Hexadecylkette Lipide synthetisiert
wurden, deren Phaseniibergange im Bereich homologer Lipide mit einer Oleylkette anstelle
der 10-Methylhexadecylkette liegen. Eine sehr gute Ubereinstimmung konnte zwischen den
Lipiden RTO-X und THM-X festgestellt werden (siehe Abb.49b und rote Markierung
Tab.15). Ob die Einfiihrung von Methylgruppen in Alkylketten als Ersatz fiir die ungesét-
tigten Alkylketten dienen kann, muss jedoch noch durch Testung der Gentransferaktivitét der

Lipide vom THM-Typ im Vergleich zum RTO- und TO-Typ bestimmt werden.

3.4 Untersuchungen zum Aggregationsverhalten der Lipide vom
Kopfgruppentyp-VI

3.4.1 Lipide vom Kopfgruppentyp-VI — Mizellbildner

Wie in den vorangegangenen DSC-Untersuchungen bei pH 10 gezeigt wurde, weisen die
Lipide vom Kopfgruppentyp-VI1 keine detektierbare Phasenumwandlung im untersuchten

Temperaturbereich sondern lediglich einen langsamen Drift in der molaren Warmekapazitat
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auf (siche Abb.40). Zudem waren die Lipiddispersionen klar (c = 1mgml™). Durch diesen
Sachverhalt lassen sich zwei Thesen aufgestellen:

i) Die Lipide, welche sechs primare Aminogruppen aufweisen, sind aufgrund ihrer Hydro-
philie in Carbonatpuffer pH 10 unter den experimentellen Bedingungen der DSC 16slich
oder,

i) die Lipide bilden unter den DSC-Bedingungen mizellare Aggregate, welche keine
Umwandlung im betrachteten Temperaturbereich zeigen.

Tab.16: PartikelgréRe der Aggregate, welche in wassrigen Dispersionen der Lipide vom Kopfgruppentyp-VI1 gebildet
werden (Carbonatpuffer pH 10, c=1mgml?). Es sind die Maxima und die Peakflichen der zwei kleinsten
GrolRenpopulationen in der intensitats- und massengewichteten PartikelgroRenverteilung angegeben. Die Werte sind als
Mittelwert + Standardabweichung fir eine Versuchsanzahl von 3 angegeben.

intensitatsgewichtet massengewichtet
Lipid Peak 1: r [nm] Peak 2: r [nm] Peak 1: r [nm] Peak 2: r [nm]
(Flache [%]) (Flache [%]) (Flache [%]) (Flache [%])
TT-VI 44+01 196,2 + 160,3 38+£03 155,6 + 76,2
(22,2+1,7) (68,8 + 14,4) (99,1+£0,3) (0,9+0,3)
T 44+0,1 469+2,1 41+0.2 346+28
(17,9 £ 0,6) (76,1 £ 4,5) (99,2 +£0,1) (0,7+0,1)
TOVI 6,1+0,2 859+1,3 54+0,2 95,6 +3,6
(10,7 £ 0,5) (85,7+1,4) (97,7+0,1) (2,2+0,1)
HO-VI 50+0,1 22,3+2.2 44+0,1 18,7+13
(60,5+0,7) (18 £0,1) (99,5+0,1) (0,4+0,1)
00-VI 36%0,1 31,6+0,9 34+01 144+11
(1+£0,1) (96,0+1,2) (63,7 +4,9) (35,4 +4,8)

Um diese Thesen zu stiitzen oder zu widerlegen wurden DLS-Untersuchungen in wéssrigen
Dispersionen (c = 1mgml™ Lipid in Carbonatpuffer pH 10) durchgefiihrt. Die Ergebnisse sind
als Radien der GroRenpopulationen der intensitats- und massengewichteten PartikelgréRRen-
verteilungen in Tab.16 zusammengefasst. Bei der Betrachtung der Daten ist zu berlck-
sichtigen, dass die massengewichtete PartikelgroRenverteilung fir polydisperse Proben, in
Bezug auf die tatsdchlichen Mengenverhéltnisse der verschiedenen Grolienspezies, aussage-
kraftiger ist als die intensitatsgewichtete Verteilung.?®® Alle 5 Lipide zeigen reproduzierbar 2
GroRenspezies, wodurch die These (i), dass die Lipide gelost vorliegen, widerlegt ist. Die
dominierende PartikelgroRenspezies liegt fiir alle 5 Lipide bei einem Radius von 4-6nm.
Diese PartikelgroRe ist ein Indiz fur die Existenz von Mizellen. Des Weiteren ist eine zweite
PartikelgroRenspezies in den Lipiddispersionen vorhanden (siehe Tab. 16), welche zu grof3 fir

Mizellen ist und etwa 0,4-2,0% der Gesamtmenge in der massengewichteten Verteilung
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ausmacht (Ausnahme OO-VI). Die Vermutung liegt nahe, dass es sich hierbei um
agglomerierte Mizellen handelt.
Die Bildung von Mizellen bei einer Lipidkonzentration von 1mgml™ konnte auch in Wasser,
HEPES-Puffer pH 7,3 und Acetatpuffer pH5 fur die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI
nachgewiesen werden. Abb.50a zeigt hierzu die massen- und intensitatsgewichtete Grofien-
verteilung von TO-VI-Dispersionen in Carbonatpuffer pH 10 und HEPES-Puffer pH 7,3.

a) b)

44
/\ massengewichtet

pH 7,3

—

intensitatsgewichtet

\ massengewichtet
pH 10
04 /™\ intensitétsgewichtet

1 10 100 1000
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Abb.50: a) Massen- und intensitatsgewichtete PartikelgroRenverteilungen als Ergebnis der DLS-Messungen von TO-VI-
Dispersionen (c = 1mgml™) in Carbonatpuffer pH 10 und HEPES-Puffer pH 7,3. r entspricht dem hydrodynamischen Radius
einer Kugel. Die Kurven wurden zur Veranschaulichung vertikal verschoben. b) Cryo-TEM-Aufnahme einer TO-VI-
Dispersion (c =2mgml™) in Carbonatpuffer pH 10. Die weiBen Pfeile markieren kleine Aggregate, welche als Mizellen
interpretiert werden kénnen. Der Balken entspricht 100 nm.

Betrachtet man zundchst die intensitatsgewichteten GroRenverteilungen, so ist eine GréRen-
population mit Radien Kleiner als 10nm zu erkennen, welche den Mizellen zugeschrieben
wird. Zusétzlich treten Populationen mit gréReren Radien (10-200nm) auf, welche von
aggregierten Mizellen verursacht werden koénnten. Bei pH 10 nehmen diese Populationen
einen groleren Anteil ein (groBere AUC) als bei pH 7,3. Diese Beobachtung ist mit einer
verringerten Aggregationstendenz der Mizellen bei pH 7,3, aufgrund der hoheren elektro-
statischen Stabilisierung durch protonierte Aminogruppen, erklarbar. Die massengewichtete
GroRenverteilung bei pH 7,3 zeigt lediglich den Peak bei ~4nm, welcher den Mizellen
zuschreibbar ist.

Zur Absicherung der Mizell-Hypothese wurden Cryo-TEM-Aufnahmen angefertigt. Die
Aufnahmen einer TO-VI-Dispersion bei pH 10 zeigen lediglich sehr kleine Aggregate mit
Radien unter 10nm, welche als Mizellen interpretiert werden kénnen (siehe Abb.50b). Diese
Beobachtung stimmt mit der massengewichteten Grélzenverteilung von TO-VI-Dispersionen
bei pH 10 tberein (Abb.50a und Tab. 16), in der Partikel mit Radien unter 10nm dominieren.
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3.4.2 Bestimmung der kritischen Mizellbildungskonzentration (CMC) bei
pH 7,3

Da Mizellbildner nur oberhalb der CMC zu Mizellen aggregieren, galt es diese charakter-
istische KenngroRe fir die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI1 zu ermitteln. Fir die CMC-
Bestimmung kamen drei verschiedene Methoden zum Einsatz. Bei Methode A handelt es sich
um die Bestimmung mit Hilfe der ITC. Diese Methode basiert auf der Erfassung der Demizel-
lisationswarmen:?**2*2 Wird eine Mizelldispersion in reines Losungsmittel titriert, so wird bis
zum Erreichen der CMC die Warmeéanderung des Mizellzerfalls (Demizellisation) gemessen.
Nach dem Erreichen der CMC im Reaktionsgefal3 werden lediglich Warmeénderungen durch
Verdinnungseffekte detektiert (Abb.51a). Die CMC wird mit Hilfe einer nicht-linearen
Kurvenanpassung aus den detektierten Warmemengen ermittelt (Abb.51b). Der Vorteil dieser
Methode liegt darin, dass eine Bestimmung der CMC ohne den Einbau von Fremdmolekdlen
mdoglich ist. Sie kann jedoch nur angewendet werden, wenn die Demizellisationswarme und
die Verdunnungswéarme der Mizellen sich ausreichend unterscheiden, was nur flr die Lipide
TT-VI und TO-VI zutrifft. Fur die Lipide HT-VI, HO-VI und OO-VI konnte die
ITC-Titration zur CMC-Bestimmung nicht angewendet werden — hier wurden zwei weitere
Methoden herangezogen.

Die Methoden B und C basieren auf dem Einschluss von lipophilen Farbstoffen in Mizellen,
da die Farbstoffe eine hohere Affinitat fur die lipophile Umgebung im Mizellinneren besitzen.
Fur Methode B kam Fluorescein zum Einsatz. Fluorescein wird in der Literatur als geeignetes
Agens fir die CMC-Bestimmung kationischer Tenside beschrieben.”®® Das Absorptions-

maximum des Farbstoffs andert sich bei dem Transfer aus der wassrigen Umgebung des
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Abb.51: Bestimmung der CMC mit Hilfe der ITC (Methode A) am Beispiel des Lipids TO-VI. a) Warmestrom/Zeit-Profil
fur die Titration einer Lipiddispersion (c =0,84mm, HEPES-Puffer pH 7,3) in reinen HEPES-Puffer mit Titrations-
inkrementen von 10l in Intervallen von 600s. Positive Signale resultieren aus exothermen Prozessen. b) Molare Prozess-
warmen der Demizellisation als Funktion der Lipidkonzentration in der Messzelle. Die rote sigmoidale Kurve wurde durch
Kurvenanpassung nach BoLTzMANN aus den experimentellen Daten generiert (R? = 0,9542). Das Maximum der ersten
Ableitung der BoLTzmMANN-Funktion entspricht der CMC.
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Dispersionsmediums in die lipophile Umgebung der Mizelle, so dass uber die Ermittlung der
Absorption als Funktion der Lipidkonzentration die CMC ermittelt werden kann. Diese ist
durch eine Anstiegséanderung in der resultierenden Kurve gekennzeichnet (Abb.52a).

Die Methode C basiert hingegen auf der Abhangigkeit des Fluoreszenzverhaltens des
Fluorophors 1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (DPH) von der Polaritdt des umgebenden
Mediums.”®* So verschiebt sich das Emissionsmaximum beim Transfer des Fluorophors von
der wassrigen Umgebung des Dispersionsmediums in die lipophile Umgebung des
Mizellinneren nach Erreichen der CMC. Die CMC ergibt sich dabei aus dem Knickpunkt des
Fluoreszenz/Lipidkonzentrations-Profils (Abb. 52b).
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Abb.52: Ermittlung der CMC mit Hilfe von Farbstoffeinschlussmethoden am Beispiel des Lipids TO-VI. Die dargestellten
Ergebnisse sind die Mittelwerte aus drei Einzelmessungen. a) Ermittlung der CMC nach Methode B (Fluorescein).
Dargestellt ist die Absorption einer 10°m Fluoresceinlésung in HEPES-Puffer pH 7,3 als Funktion der Lipidkonzentration. b)
Ermittlung der CMC nach Methode C (DPH). Dargestellt ist die Fluoreszenzintensitat einer 5x10°m DPH-Lésung in
HEPES-Puffer pH 7,3 als Funktion der Lipidkonzentration. Die CMC wird fiir beide Methoden durch die Interpolation des
initialen und terminalen Abschnitts der Funktion ermittelt, wobei der Schnittpunkt als CMC angegeben wird.

Die Ergebnisse der CMC-Bestimmungen in HEPES-Puffer sind in Tab. 17 zusammengefasst.
HEPES-Puffer wurde aufgrund des physiologischen pH-Werts (7,3) als Dispersionsmedium
ausgewahlt, da dieser fur die Lipid/DNA-Komplexbildung sowie der Inkubation von Zellen
mit Lipoplexen relevant ist. Es muss jedoch beachtet werden, dass das Aggregationsverhalten
und somit auch die CMC stark pH-Wert abhangig sein kann, vor allem, wenn das Amphiphil
protonierbare funktionelle Gruppen, wie in diesem Fall Aminofunktionen, aufweist.

Die ermittelten CMC-Werte liegen fir alle Lipide im Bereich zwischen 10 um und 100 um
und sind somit relativ niedrig. Sie befinden sich im unteren Bereich der typischen
CMC-Werte fir Mizell-bildende Lipide (10pum-10mm).** Bilayer-bildende Lipide besitzen
niedrigere CMC-Werte (1 um-0,1nm).**

Die Werte, welche mit den Farbstoffeinschlussmethoden (Methode B und C) ermittelt
wurden, sind fir jedes einzelne Lipid vergleichbar (Tab.17). Die etwas starkeren
Abweichungen zwischen Methode B und C, welche im Falle der Lipide TT-VI und TO-VI

auftraten, sind in der Auswertungsmethode begriindet. So variiert, je nachdem welche
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Tab.17: CMC-Werte der Lipide vom Kopfgruppentyp-VI. Die angegebenen Werte sind mit drei verschiedenen Methoden
ermittelt worden: Methode A (ITC), Methode B (Fluorescein-Einschluss) und Methode C (DPH-Einschluss).

CMC [uM] (CMC [ug mI™])
Lipid
Methode A Methode B Methode C
TT-VI 54 (61) 32 (36) 15 (17)
HT-VI . 51 (59) 58 (67)
TO-VI 85 (101) 20 (24) 49 (58)
HO-VI . 47 (57) 44 (53)
00-VI - 45 (56) 35 (44)

[a] CMC-Bestimmung mit ITC nicht méglich.

Messwerte bei der Ermittlung der Geraden fur die Extrapolation mit berticksichtigt werden,
die ermittelte CMC (Abb.52). Die CMC-Werte, welche mit der ITC-Methode (Methode A)
ermittelt wurden, sind tendenziell héher als die mit Methode B/C ermittelten Werte (Tab. 17).
Fur diesen Unterschied gibt es mehrere mogliche Erklarungen: 1) Die Auswertungsmethode
bietet eine Erklarung: Mit dem BoLTZMANN-Fit, welcher fiir die Auswertung der Methode A
Anwendung fand, wird der Mittelpunkt der Umwandlung zum mizellaren System ermittelt
(Wendepunkt der sigmoidalen Kurve). Die lineare Extrapolation (Methode B und C)
bestimmt eher den Beginn des Mizellbildungsprozesses. 2) Die verwendeten Farbstoffe
unterstitzen die Mizellbildung. Normalerweise wirde man fur Methode B und C eine
Verschiebung der CMC zu héheren Lipidkonzentrationen erwarten, da Fremdsubstanzen (z.B.
Farbstoffe) die Lipidaggregation zu Mizellen stéren. Die ansteigende DPH-Fluoreszenz
(Methode C) vor erreichen der CMC (Abb.52b) weist jedoch auf die Bildung pramizellarer
Aggregate zwischen Tensid und Farbstoff hin. Diese pramizellaren Aggregate konnen mit
einer Aggregation zu Mizellen bei geringerer Tensidkonzentration (verglichen mit reinem

Tensid) verbunden sein.

3.4.3 Untersuchungen des DNA-Komplexierungsverhaltens des Lipids
TO-VI

In-vitro Versuche am Zellkulturmodell zeigten, dass die Lipide vom Kopfgruppentyp-VI
befahigt sind, bei hoher Viabilitdt, DNA in Zellen zu schleusen (siehe Kap. 4.2). Somit stehen
mit diesen Substanzen mizellare Lipidformulierungen fir die Gentransfektion zur Verfugung.
Diese Formulierungen sind von Interesse, da sie im Vergleich zu Liposomen einfacher
herzustellen sind und in der Regel eine hohere Lagerstabilitdt aufweisen. Im folgenden
Abschnitt soll ausfuhrlich auf das Lipid TO-VI als Vertreter dieser Gruppe eingegangen
werden. Es wurde die Komplexbildung zwischen TO-VI und einem Modellpolynukleotid
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(sspDNA) ausfihrlich, unter Anwendung eines breiten Spektrums an biophysikalischen
Methoden, untersucht. Weiterhin konnte die Struktur des TO-VI1/sspDNA-Komplexes mittels

RONTGEN-Beugungsexperimenten aufgeklart werden.

3.4.3.1 ITC-Experimente

Im Verlauf der Arbeiten fir die vorliegende Dissertation wurde versucht die Komplexierung
von DNA durch kationische Liposomen, bestehend aus verschiedenen Malonamiden der
1. Generation in Mischung mit DOPE, unter Verwendung der ITC zu untersuchen.
Ausgewahlte Ergebnisse dieser Titrationsexperimente wurden bereits verdffentlicht.” Die
dafiir verwendeten Lipide (,,lipid 1-6) wurden im Rahmen einer Diplomarbeit®" synthetisiert
und in Arbeiten zu dieser Dissertation hinsichtlich des Aggregationsverhaltens charakterisiert.
Fur weiterfihrende Informationen sei auf die entsprechende Verdffentlichung von WOLK et
al. verwiesen.?’®

In ITC-Experimenten unter Verwendung der Malonamide der 1. Generation stellte sich
heraus, dass fur zahlreiche vesikulare Lipofektionssysteme Probleme hinsichtlich der Repro-
duzierbarkeit der Ergebnisse auftraten. So zeigten verschiedene Liposomenchargen bei
gleicher Lipidzusammensetzung unterschiedliche Reaktionswérmen und Titrationsendpunkte
bei der Untersuchung der Komplexierung von DNA (siehe Anhang Abb.S-8). Diese
Beobachtung kann mit Hilfe des Vesikeltyps begrindet werden: So entstehen bei der
verwendeten Liposomenbildungsmethode (Filmbildungsmethode mit anschlieRender Ultra-
schallbehandlung) Mischungen aus MLV, LUV und SUV.*®3*%#*% Folglich werden durch
Entmischungserscheinungen sowie durch Unterschiede in der Membrananzahl (Lamellaritat)
der Liposomen in verschiedenen Liposomenchargen gleicher Lipidkonzentration unterschied-
liche Mengen an positiver Ladung an den Vesikeloberflachen présentiert. Dies kann
wiederum Einfluss auf das Komplexierungsverhalten haben. Zuséatzlich finden bei der DNA-
Komplexierung durch unterschiedliche Vesikeltypen auch Umlagerungs- und Reorganisa-
tionsprozesse in den Lipidaggregaten in verschieden starkem Ausmal} statt, welche auch mit
detektierbaren Warmeanderungen einhergehen.??” Folglich kénnen unterschiedliche Prozess-
warmen durch Verwendung verschiedener Vesikeltypen fir die DNA-Komplexierung
detektiert werden.

Die Herstellung von einheitlichen unilamellaren Vesikeln, wie z.B. durch Extrusion, kdnnte
zu einer besseren Reproduzierbarkeit der ITC-Experimente fuhren. Extrusionsversuche
zeigten jedoch, dass die verwendeten Cytofektine stark an Polycarbonatmembranen binden,

wodurch diese Methode der Vesikelpraparation nicht genutzt werden konnte.
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Im Gegensatz zu vesikuléren Systemen sind mizellare Transfektionssysteme reproduzierbar
herstellbar. So aggregieren Mizellbildner (wie TO-VI) bei gleicher Konzentration im selben
Dispersionsmedium oberhalb der CMC reproduzierbar zu Mizellen, wobei bei gleicher Lipid-
konzentration die Oberflache der dispergierten Phase geringeren Schwankungen als bei
Dispersionen von multilamellaren Liposomen unterworfen ist. Folglich bietet sich die ITC als
Werkzeug fir die Untersuchung des Komplexierungsverhaltens zwischen kationischen
Mizellen und DNA an. Fir die folgenden Untersuchungen wurde beispielhaft TO-VI
verwendet. Analoge Untersuchungen wurden mit TT-VI durchgefuhrt und in WOLK et al.
verdffentlicht.?*’

Zundchst wird die TO-VI-zu-DNA-Titration in HEPES-Puffer (pH 7,3) betrachtet
(Abb.53a,b). Zu Beginn der Titration werden ausschlie3lich exotherme Prozesse detektiert.
Die Reaktionsenthalpie ist hier deutlich negativer als die Enthalpie des Titrationsprozesses
einer TO-VI-Dispersion gleicher Konzentration in reinen Puffer (vergleiche Abb.51,
Kap.3.4.2). Bei nto.vi/nnuk-Werten kurz vor dem Titrationsendpunkt (TEP, Ermittlung siehe
Anhang Abb.S-9 und Abb.S-10) treten endotherme Prozesse auf. Betrachtet man nun die
DNA-zu-TO-VI-Titration, so ergibt sich fir diesen Titrationsprozess eine stark verénderte
Titrationskurve (Abb.53c,d). Bis zum erreichen des TEP treten endotherme Signale auf,
welche von exothermen Prozessen (berlagert sind. Wie sind diese Unterschiede bei der
Umkehr des Titrationsprozesses zu interpretieren?

Bei beiden Titrationsprozessen treten zu Beginn des Experiments unterschiedliche
Konzentrationsverhaltnisse zwischen Lipid und DNA in der Reaktionszelle auf. Dies fiihrt zu
einem unterschiedlichen Ausmal® der DNA-Komplexierung in den einzelnen Titrations-
schritten. Im ersten Fall, wenn das Lipid zu einer in der Messzelle vorgelegten DNA-LAsung
titriert wird, interagiert zu Beginn eine kleine Anzahl an Lipidmolekilen mit einem grofRen
Uberschuss an DNA, so dass das Cytofektin nur eine geringe Anzahl der freien
Bindungsstellen an der DNA besetzt. Mit fortschreitender Titration werden weitere freie
Cytofektinbindungsstellen an der DNA besetzt, was in einem kontinuierlichen
Lipoplexaufbau bis zum Erreichen des TEP resultiert. Dem gegenuber interagiert bei der
DNA-zu-TO-VI-Titration eine geringe Menge an DNA-Molekilen mit einem grofien
Uberschuss an Cytofektinen (Monomere und Mizellen). Als Konsequenz wird die gesamte
DNA in einem Titrationsschritt komplexiert. Bei dieser Titrationsvariante wird im Vergleich
zur TO-VI-zu-DNA-Titration weniger kationisches Lipid benétigt (siehe TEP Tab. 19).
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Abb.53: a) Wérmestrom/Zeit-Profil und b) Prozesswérmen normalisiert auf die Stoffmenge des injizierten TO-VI als
Funktion von nyo.i/Nny in der Reaktionszelle fir die TO-VI-zu-DNA-Titration (Cspona = 0,45 MMk, Cro-vi = 0,84mm) in
HEPES-Puffer pH 7,3. Die rote Linie markiert den Punkt, an dem die fiir TO-VI zuvor ermittelte CMC in der Reaktionszelle
theoretisch erreicht ist. ¢) Warmestrom/Zeit-Profil und d) Prozesswarmen normalisiert auf die Stoffmenge der injizierten
DNA als Funktion von nyu/nro. in der Reaktionszelle fur die DNA-zu-TO-VI-Titration (Cro.vi = 0,26 MM, Csspona =
4,85mMyy) in HEPES-Puffer pH 7,3. Im Warmestrom/Zeit-Profil treten exotherme Prozesse durch positive Peaks in
Erscheinung.

Wie sind nun die biphasischen Peaks bei der DNA-zu-TO-VI-Titration zu interpretieren? Ein
ahnliches Phanomen wurde bereits von PEcTOR et al. beschrieben.”” Hier wird das
biphasische Verhalten wie folgt erklart: Der exotherme Prozess reflektiert die elektrostatische
Komponente der Komplexbildung (Interaktion der Phosphatgruppen der DNA mit den
protonierten Aminogruppen der Lipide), wahrend der endotherme Prozess aus der
Lipid/DNA-Reorganisation resultiert. In den Experimenten dieser Arbeit dufRert sich dieser
Reorganisationsprozess als Prazipitation der Lipoplexe — eine Beobachtung, welche auch in
der Literatur beschrieben ist.>?"?* Aufgrund der fehlenden elektrostatischen Stabilisierung
tendieren vor allem neutrale Lipoplexe zur Koagulation und Prazipitation (siehe Kap. 3.4.3.2).
Die Komplexbildung ist vermutlich flr die exotherme Prozesswérme verantwortlich, welche
von der endothermen Prozesswérme des Koagulationsprozesses (uberlagert wird. Beide
Prozesse finden bei der DNA-zu-TO-VI-Titration in einem Titrationsschritt statt. Die Theorie
kann auch auf die TO-VI-zu-DNA-Titration tbertragen werden. Neutrale Komplexe und
somit Koagulationsprozesse treten lediglich am TEP auf, an welchem in der ITC-Titrations-

kurve endotherme Prozesswarmen beobachtet werden (Abb.53a).
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Vergleicht man die in der Literatur beschriebenen ITC-Untersuchungen von Lipoplexbil-
dungsprozessen, so werden {berwiegend endotherme Prozesswarmen erwahnt,’’#2:228:231232
Eine Ausnahme bildet die Komplexierung von DNA durch DOTAP/DOPE-Vesikel.”” In
diesem Fall wird die exotherme Prozessenthalpie fur die Lipoplexbildung der Protonierung
der PE-Aminogruppe in DOPE zugeschrieben. Die in der Arbeit beobachteten Prozess-
enthalpien fiir die Lipoplexbildung mit TO-V1 sind ebenfalls exotherm. Um Anderungen im
Protonierungsstatus wéhrend der Lipoplexbildung zu ermitteln, wurden ergénzende ITC-Ex-
perimente in MES- und TRIS-Puffer durchgefihrt.

MES, HEPES und TRIS besitzen unterschiedliche Dissoziationsenthalpien (MES: AHpiss =
12,7kJmol™, HEPES: AHpjss = 16,4kJmol™, TRIS: AHpjss = 47,3kImol™).?*® Die Gegentiber-
stellung der ITC-Titrationskurven in den verschiedenen Puffersystemen ist in Abb.54
dargestellt. Der TEP wird durch die Puffersubstitution fur beide Titrationsrichtungen nicht
beeinflusst. Dem gegeniber variieren die Prozesswéarmen (Tab.18) in Abhadngigkeit vom
Puffersystem, was auf einen Protoneniibergang wéhrend des Lipoplexbildungsprozesses
hinweist. Die Protonenaktivitat des Lésungsmittels wird durch den Puffer konstant gehalten,
wodurch zusatzlich zu der Warme, welche der Komplexbildung zuzuschreiben ist, die Wéarme

der Pufferaktivitat erfasst wird.
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Abb.54: Prozesswdrmen (korrigiert mittels Kontrolltitration) fir den Komplexbildungsprozess zwischen sspDNA und
TO-VI in drei Puffersystemen (HEPES, TRIS und MES) bei pH 7,3. a) Prozesswarmen normalisiert auf die Stoffmenge des
injizierten Lipids fur die TO-VI-zu-DNA-Titration (Cspona = 0,45 MMk, Cro-vi = 0,84 mm). b) Prozesswédrmen normalisiert
auf die Stoffmenge der injizierten DNA fiir die DNA-zu-TO-VI-Titration (Cro.v = 0,26 MM, Csspona = 4,85 MMy).

An dieser Stelle soll der Ursprung von Protonierungsreaktionen wéhrend der Lipoplexbildung
diskutiert werden. Ein Transfer der Aminogruppen in TO-VI bzw. der Phosphatgruppen des
DNA-Ruckgrats aus einer wassrigen Umgebung in ein Milieu mit niedrigerer Dielektrizitats-
konstante, wie beispielsweise das des Lipoplexinneren, destabilisiert die geladene und stabili-
siert die ungeladene Form solcher (de)protonierbaren funktionellen Gruppen. Dies geht mit

einer Anderung des apparenten pKa-Werts (pK,?") einher.”° Eine weitere Erklarung liefert
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der Sachverhalt, dass negativ geladene Oberflachen (DNA-Molekiile) Protonen akkumulieren,
wodurch der lokale pH-Wert an der Oberflache sinkt. Bei Bindung von aminofunktionali-

sierten Lipiden an DNA kann sich somit der Protonierungsgrad der Cytofektine andern.?*

Tab.18: Vergleich der mit Hilfe der ITC ermittelten TEP- und AHy.-Werte in Abh&ngigkeit vom Puffersystem. Es sind
sowohl die Ergebnisse fur die TO-VI-zu-DNA- als auch die DNA-zu-TO-VI-Titration dargestellt. Der jeweilige Puffer
(20mm) wies einen pH-Wert von 7,3 auf. Fir eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurde der TEP in N/P-
Verhéltnisse umgerechnet (N/P = 6nyo.i/Niuk)

TO-VI-zu-DNA DNA-zu-TO-VI
Puffer ; ;
TEP AH+qt £ 5 [kIMol o] TEP AHrqt £ 5 [kImol =y
HEPES N/P 1,9 -26,5+ 3,6 N/P 2,2 -22+04
MES N/P 1,9 -29,0 £ 3,3 N/P 2,2 -1,9+0,9
TRIS N/P 1,7 196+1,8 N/P 2,4 3,9+0,1

Die Enthalpie des Gesamtprozesses (AHto) und die Dissoziationsenthalpie des Puffers
(AHpiss) stehen in folgendem linearen Zusammenhang:®*°
AHp,, = p X AH, + AH; + p X AH (GI.10).

Diese Gleichung erlaubt es die Anzahl der migrierten Protonen (p) wahrend des
Komplexbildungsprozesses zu bestimmen. Dabei ist AH, die Dissoziationsenthalpie des
Reaktanden, welcher das Proton aufnimmt/abgibt, und AH; die Assoziationsenthalpie der
Komplexbildung. Bei Anwendung auf das Pufferexperiment wurde eine Protonenaufnahme
(positives p) fur die Lipoplexbildung ermittelt, wobei wahrend der TO-VI-zu-DNA-Titration
1,5 Protonen pro zutitriertem Lipidmolekul und wéhrend der DNA-zu-TO-VI-Titration 0,2
Protonen pro zutitriertem Nukleotid aufgenommen werden (vergleiche Tab. 19).

Welche funktionellen Gruppen konnen fur die Protonenaufnahme verantwortlich sein? Die
basischen Funktionen der DNA-Purine/Pyrimidine sind in Wasserstoffbriickenbindungen im
DNA-Inneren involviert und stehen theoretisch nicht fiir den Protonierungsprozess zur
Verfiigung. Die Phosphatgruppen der DNA (pKa-Wert der OH-Funktion des Phosphorsaure-
diesters ist ~2) sind unter den gewdhlten experimentellen Bedingungen bei pH 7,3
deprotoniert. Die e-Aminogruppe des Lipid-gebundenen Lysins (pKs-Wert ~10) ist bei pH 7,3
protoniert. Demgegenuber ist der Protonierungsgrad der a-Aminogruppe dieses Lysinbau-
steins in TO-VI (pKa ~9) am wahrscheinlichsten fiir geringe pH-Wert-Anderungen der
Mikroumgebung anféllig, so dass diese Aminogruppe fiir die Protonenaufnahme verant-
wortlich ist. Zusatzlich ist nicht auszuschlieBen, dass ein unbekannter Anteil der 6 priméaren
Aminogruppen von TO-VI in intra- bzw. intermolekularen Wasserstoffbriickenbindungen

involviert ist. Konformationsédnderungen im Lipid wéhrend des Komplexbildungsprozesses
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konnen zum Aufbrechen der Wasserstoffbriickenbindungen fiihren, wodurch Aminofunk-

tionen flr Protonierungsreaktionen zugénglich werden.

ANTIPINA et al. beschrieben ebenfalls Protonierungseffekte wéhrend der Lipoplexbil-
dung.>®3% So konnte am LANGMUIR-Film gezeigt werden, dass das unprotonierte mono-
valente Cytofektin AHHP in der Lage war DNA zu binden. Dieses Verhalten indiziert lokale
pH-Veranderungen oder pK,**-Verschiebungen wahrend der DNA-Bindung, wodurch das
Cytofektin protoniert und in Folge dessen die DNA-Bindung forciert wird.

AbschlieBend soll das komplexe Zusammenspiel verschiedener Prozesse wéhrend der

Lipoplexbildung im Hinblick auf die Auswertung der ITC-Experimente diskutiert werden.

(1) Wird Lipid schrittweise zur DNA gegeben, tritt zu Beginn der Titration zusétzlich zum
Komplexbildungsprozess der Demizellisationsprozess auf. Es stellt sich nun die Frage, ob
nur Mizellen oder auch Lipidmonomere die DNA komplexieren. Das Titrationsprofil der
TO-VI-zu-DNA-Titration zeigt deutlich, dass TO-VI-Monomere befdhigt sind DNA zu
komplexieren (Abb.53b). Waren nur Mizellen dazu befahigt, so wirden bis zum Erreichen
der CMC in der Messzelle lediglich die Demizellisationswédrmen ermittelt und Komplex-
bildungswarmen erst mit Erreichen der CMC detektiert werden. Die Interaktion von
Mizellen mit der DNA konnte nicht bewiesen werden, ist aber aus elektrostatischer Sicht
anzunehmen. Bei pH 7,3 besitzen TO-VI-Mizellen eine hohe Ladungsdichte: Unter
Verwendung von Ak = 120A? (siehe Kap.3.4.3.5) und der Annahme, dass lediglich die
e-Aminogruppen protoniert sind, ergibt sich eine Ladungsdichte von p = e(40A%™. DNA
hat eine deutlich geringere Ladungsdichte von p = e(110A2)™.%°

(2) Ein wichtiger Schritt in der Lipoplexbildung ist die elektrostatische Anziehung
zwischen der negativ geladenen DNA und den kationischen Lipiden. Des Weiteren wird der
Entropiegewinn durch Freisetzung von Gegenionen als wichtige treibende Kraft fir die
Lipoplexbildung diskutiert.®®#"?*? |m Rahmen der ITC-Experimente dieser Arbeit gelang
es nicht die Prozessentropie zu ermitteln. Grund hierflr ist der multifaktorielle Charakter
der Lipoplexbildung, wodurch kein einfaches thermodynamisches Modell fir die
Auswertung der Titrationskurven angewendet werden konnte (die Gleichgewichts-
konstante, welche mit Hilfe solcher Modelle ermittelt wird, ist fur die Berechnung der

Entropie notwendig). DNA besitzt verschiedene Bindungsstellen fir Cytofektine:

1) Phosphatgruppen in Nachbarschaft zu unbesetzten Bindungsstellen (isolierte Phosphat-

gruppen) und

ii) Phosphatgruppen in Nachbarschaft zu bereits besetzten Bindungsstellen.?®
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Fur den zweiten Fall (ii) muss, zusatzlich zu der Wechselwirkung zwischen Phosphat und
Cytofektin, die Interaktion benachbarter Cytofektine fur die Entwicklung eines Bindungs-
modells beriucksichtigt werden. Zu diesen Lipid/Lipid-Interaktionen zéhlen z.B. Wasser-
stoffbriickenbindungen im Bereich des Ruckgrats, elektrostatische AbstoRung und hydro-
phobe Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten. Des Weiteren wird der Komplex-
lerungsprozess durch die helikale DNA-Struktur mit ,,kleiner und grofer Furche* und der
konformationellen Flexibilitat der TO-VI-Kopfgruppe wesentlich vielschichtiger, was eine

Aufstellung eines realistischen thermodynamischen Bindungsmodells erschwert.

(3) Die Wechselwirkungen zwischen den Lipidalkylketten fuhren zu der finalen
kompakten Lipoplexstruktur. Je mehr Cytofektine an einem DNA-Strang binden, desto
haufiger kommt es zu Wechselwirkungen zwischen den Alkylketten verschiedener
Lipidmolekile, welche am selben oder an anderen DNA-Strdngen gebunden sind. Dies
fihrt zu einer Kompaktierung der DNA-Strdnge, wobei durch die Abschirmung der
Phosphatgruppen durch die Cytofektine auch verschiedene DNA-Strange zusammengefihrt
werden. Es kommt zur Ausbildung der finalen Lipoplexstruktur, auf welche in Kap.3.4.3.4
eingegangen wird.

Tab.19: Gegeniberstellung der fiir den Komplexbildungsprozess zwischen sspDNA und TO-VI mit Hilfe der ITC

ermittelten Enthalpie- und TEP-Werte mit den ermittelten isoelektrischen Punkten (IEP, Kap.3.4.3.2) und den

effektivsten N/P-Verhéltnissen im ONPG-Assay (Kap.4.2). Es werden sowohl die TO-VI-zu-DNA- als auch die

DNA-zu-TO-VI-Titration betrachtet. Zusétzlich sind die wéhrend der Lipoplexbildung aufgenommenen Protonen (p) mit

angegeben. Fur eine bessere Vergleichbarkeit der Ergebnisse wurden sowohl TEP als auch IEP in N/P-Verhéltnisse
umgerechnet (N/P = 6nto.i/Nnuk)-

ITC {-Potential | effektivstes
N/P-
cin Spritze i cin Zelle AHte £ S AHkomp p[C] TEPM |EPE Verhaltnis
[mm] [mm] [kI mol™]® | [kJ mol™]tIl] in-vitro!™
TO-VI: Nukleotid:
0.84 0.45 -26,5+ 3,6 -48,6 15 N/P 1,9 N/P 2,0 N/P 4
Nukleotid: TO-VI :
4.85 0.96 -22+0,4 -4,6 0,2 N/P 2,2 N/P 1,9 N/P 4

[a] kImol™;o.y, wenn die Spritze mit Lipid gefiillt ist und kJ mol ™y, wenn die Spritze mit DNA gefiillt ist.

[b] Prozessenthalpien ohne Pufferdissoziationsenthalpien (Komp = Komplexbildungsprozess) liber Gl. 12 berechnet.

[c] Uber GI. 10 berechnet: p = gebundene Stoffmenge an Protonen in mol pro mol Titrationsagenz.

[d] Bestimmung des Titrationsendpunkts siehe Abb. S-9 und Abb. S-10 Anhang.

[e] Mittels sigmoigaler Kurvenanpassung des ¢-Potential/Konzentrations-Profils nach BoLTzmMANN ermittelter isoelektrischer
Punkt (siehe Abb. S-11 und Abb. S-12 Anhang).

[f] Siehe Kap.4.2.

Der multifaktorielle Charakter des Komplexierungsprozesses, welcher in den vorange-
gangenen drei Punkten beschrieben wurde, erlaubt lediglich eine Modell-freie Methode fiir
die Auswertung der in dieser Arbeit beschriebenen ITC-Experimente (Ermittlung von AH+qt

und TEP). Die durch Integration des Warmestrom/Zeit-Profils ermittelten Prozesswarmen
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AHqqt beinhalten auch die Wérmebeitrage der Pufferdissoziation. GI.12 ermdglicht es, unter
Annahme von Gl. 11, die Enthalpie der Komplexbildung AHkomp VON AHpiss U separieren:
AHy,,, = p X AH, + AH, (GI.11),
AHpor = AHiopy + p X AHpygq (Gl.12).
Die im Rahmen der ITC-Experimente zur Lipoplexbildung ermittelten AHkomp-Werte sind in

Tab. 19 zusammengefasst.

3.4.3.2 Zetapotential- und DLS-Messungen

Um aufzuklaren, ob der Titrationsendpunkt der ITC-Experimente mit dem isoelektrischen
Punkt (IEP) der DNA-Komplexierung Ubereinstimmt, wurden (-Potentialmessungen
durchgefuhrt. Am IEP sind die negativen Ladungen der DNA durch die positiven Ladungen

von TO-VI neutralisiert.
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Abb.55: Gegeniiberstellung des {-Potentials (dreifache Bestimmung) und der Prozessenthalpie der ITC-Experimente flr die
Lipoplexbildung als Funktion des molaren Verhéltnisses zwischen Titrand und Titrator in HEPES-Puffer pH 7,3 fur die
TO-VI-zu-DNA- (a) als auch die DNA-zu-TO-VI-Titration (b). Die horizontale Linie markiert den Neutralpunkt des
{-Potentials. Die fiir die {-Potentialbestimmung verwendeten Konzentrationen wurden an die ITC-Experimente angepasst.

Das {-Potential, als Funktion des molaren Verhaltnisses der Komplexbildungsteilnehmer im
Vergleich mit den Prozesswarmen der ITC-Experimente, ist in Abb.55 dargestellt. Fir beide
Versuche (TO-VI-zu-DNA-Titration und DNA-zu-TO-VI-Titration) wurden sigmoidale
{-Potentialkurven, welche die Abszisse (= 0mV) schneiden, ermittelt (siehe BOLTZMANN-
Funktionen im Anhang Abb.S-11 und Abb.S-12). Bei Molenbriichen mit Lipidiiberschuss
zeigen die Lipoplexe eine positive Gesamtladung, bei Molenbriichen mit DNA-Uberschuss
dagegen eine negative Gesamtladung. Diese ,,Uberladungsphiinomene* sind fiir die Lipoplex-
bildung in der Literatur bereits beschrieben.>*®? Des Weiteren zeigt die ¢-Potentialkurve ab
einem gewissen Lipid- oder DNA-Uberschuss einen Plateaubereich, in dem sich das
{-Potential kaum verandert. Dieses Plateau liegt unter den gewéhlten Bedingungen bei 30 mV

(Lipidiiberschuss) bzw. -40mV (DNA-Uberschuss).
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Die (-Potentialkurve gibt zudem Hinweise ber die kolloidale Stabilitdt der Lipoplex-
dispersionen. Neutrale Partikel (Partikel am IEP) neigen zur Aggregation. Dieses Phdnomen
kann mit Hilfe der DLVO-Theorie beschrieben werden.** Ein Minimum der Partikelladung
am IEP fuhrt dazu, dass anziehende Krafte (wie VAN-DER-WAALS-Kréfte), welche nur auf
kurzen Distanzen wirksam werden, Uberwiegen. Mit steigender Partikelladung Uberwiegen
abstoBende elektrostatische Kréfte zwischen den Partikeln. Das Dispersionssystem ist
kolloidal stabilisiert. In den Plateaubereichen der (-Potentialkurve ist die elektrostatische
Stabilisierung der Dispersion am grofiten, was auch in den DLS-Messungen zum Ausdruck
kommt (Abb.56). So wurden in den Plateaubereichen der (-Potentialkurve Partikel mit
Radien unter 200 nm ermittelt. Dagegen konnten im Bereich des IEP Partikel mit Radien tber

2 um detektiert werden.
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Abb.56: PartikelgréRRe von Lipoplexdispersionen (angegeben als z-Average-Radius) als Funktion des molaren Verhéltnisses
zwischen Titrand und Titrator (dreifache Bestimmung) in HEPES-Puffer pH 7,3 fir die TO-VI-zu-DNA- (a) als auch die
DNA-zu-TO-VI-Titration (b). Die eingefugten Diagramme stellen die intensitatsgewichtete GroRenverteilung der mit Rot
markierten z-Average-Werte dar (y-Achse: Intensitét [a.u.]). Die griine Linie markiert den IEP aus den {-Potentialmessungen.

Der Vergleich der -Potentialkurve mit der Enthalpiekurve der ITC-Messungen zeigt, dass der
IEP der {-Potentialmessung mit dem TEP der ITC-Experimente fir beide Titrationsrichtungen
identisch ist (vergleiche Abb.55 und Tab.19 Kap.3.4.3.1). Das beobachtete Phdnomen der
,,Uberladung® zeigt, dass sowohl Lipid- als auch DNA-Uberschuss zum zusitzlichen Einbau
von Molekilen (TO-VI oder DNA) in die Lipoplexe fuhrt, was mit einer Aufladung dieser
einhergeht. Die treibende Kraft fir dieses Phédnomen ist der Entropiegewinn durch die
Freisetzung von Gegenionen.303 Diese ,,Uberladungsphinomene* sind durch elektrostatische
AbstoRBungseffekte im Lipoplexinneren begrenzt, was in den Plateauregionen der {-Potential-
kurven zum Ausdruck kommt. Diese elektrostatische Abstol3ung tritt sowohl zwischen den
inkorporierten negativ geladenen DNA-Strdngen als auch zwischen den kationischen Lipid-
doppelschichten auf.
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Theoretisch wiirden die beschriebenen , Uberladungseffekte zu folgender Beobachtung
fUhren: IEP # TEP. Der zusétzliche Molekuleinbau Uber den Ladungsausgleich (IEP) hinaus
musste durch Wéarmeeffekte im ITC-Experiment zu erkennen sein, wurde aber durch die
Ubereinstimmung von TEP und IEP nicht bestatigt. Eine Erklarung fir diese Unstimmigkeit
bieten Untersuchungen von CARAccloLo et al.*® So wurde demonstriert, dass lediglich die
Lipoplexpraparationen, welche in einem Mischungsschritt prépariert wurden, wie es bei der
Lipoplexpraparation fir die (-Potentialmessung im Rahmen dieser Arbeit praktiziert wurde
(siehe Kap. 6.2.6), zu ,,Uberladungseffekten* fiihrten. Voraussetzung ist der Uberschuss eines
Komplexbildungspartners bei der Komplexierung. Bei Lipoplexbildung durch langsame
Erhohung der Cytofektinkonzentration wird der Komplexierungsprozess mit dem Entstehen
neutraler Lipoplexe beendet. Ein Einbau tberschiissiger Lipide in neutrale Komplexe ist nach
CARAccloLO et al. nicht moglich. Die TO-VI-zu-DNA-Titration (ITC) ist eine Komplex-

1,5 mit der

bildung in mehreren Schritten und, in Ubereinstimmung mit CARACCIOLO et a
Bildung des neutralen Komplexes abgeschlossen (IEP = TEP). Das Auftreten eines Prézipitats
mit PartikelgroRen >1 um nach Beendigung der ITC-Experimente unterstltzt diese These, da
neutrale Lipoplexe zur Koagulation und Prézipitation neigen.

Demgegenuber ist die DNA-zu-TO-VI-Titration (ITC) zu Beginn des Experiments ein
Komplexbildungsprozess in einem Mischungsschritt bei einem Uberschuss an Cytofektin,
wodurch positiv geladene Lipoplexe in kolloidal stabiler Dispersion erwartet werden sollten.
Im Experiment entstand jedoch ein Prazipitat und der ermittelte TEP stimmte auch im Fall der
DNA-zu-TO-VI-Titration mit dem IEP (Uberein. Diese Beobachtung kann durch einen
Lipidtransfer von positiv geladenen Lipoplexen mit TO-VI-Uberschuss auf unkomplexierte
oder unvollstandig komplexierte DNA im Verlauf des Titrationsexperiments erklart werden.

Somit entstehen neutrale Lipoplexe, welche mit dem Erreichen des TEP prazipitieren.

3.4.3.3 Untersuchung der DNA-Komplexierung mittels DSC

Die Komplexierung von DNA mit TO-VI wurde zusétzlich mittels DSC untersucht um den
Einfluss des Komplexierungsgrads auf die DNA-Denaturierung zu ermitteln. Die Ergebnisse
sind in Abb.57 dargestellt. Die 1.Heizkurve der sspDNA-LOsung zeigt eine breite
endotherme Umwandlung mit einem Maximum bei 60 °C. Diese Umwandlung stimmt mit
Literaturwerten der Denaturierungstemperatur fiir dSDNAz (ASDNA—ssDNA) iiberein.**
UV-VIS-Absorptionsuntersuchungen bei 260nm unterstiitzen diese Annahme. In der 2.-
5. Heizkurve der sspDNA-L6sung wurden keine Umwandlungen beobachtet. Dies zeigt, dass

im Zeitraum der gewahlten experimentellen Bedingungen der DSC-Experimente keine

91



Physiko-chemische Charakterisierungen

Renaturierung zum DNA-Doppelstrang T Heizkurve 5 Heizkurve |
- m - - - 14 T T T T T T T T T T

stattfand. Die Fahigkeit der Annelierung N/P

von ssDNA zur dsDNA in DSC-Ex- 6

12 _
perimenten hangt von der gewahlten Kihl-

rate und dem Equilibrierungszeitraum vor 104 4

dem folgenden Heizzyklus ab. Die im

beschriebenen Experiment gewahlten Ein- kY
ar - I - é 2
stellungen ermoglichen es sowohl Veran- 5 . |

S
=

derungen der DNA-Denaturierung, durch 2 1

den Vergleich der 1. Heizkurven verschie- O 4 .

dener Experimente, zu erfassen, als auch 05 ﬁw
Riickschliisse auf die DNA-Renaturierung 2] |
durch den Vergleich der 1. und 5. Heiz- | sspDNA

kurve eines DSC-Experiments zu ziehen.

Die Zugabe von TO-VI zur DNA verédndert

das thermotrope Verhalten der DNA. Bei _ _ _ _
Abb.57: DSC Heizkurven im Bereich von 2-95°C von reiner

einem N/P-Verhaltnis von 0,5 und 1 treten sSpDNA und sspDNA im Komplex mit TO-VI fir ver-
schiedene N/P-Verhdltnisse (blaue Zahlen) in HEPES-Puffer

zwei endotherme Umwandlungen bei 60°C PHT73. Die DNA-Konzentration betrug 1 mg ml ™. Die Kurven
wurden aus Ubersichtsgriinden vertikal verschoben. Die Kur-

und 80°C in der 1. Heizkurve auf (Abb.57). Vven eines N/P-Verhéltnisses wurden untereinander nicht ver-
schoben. Die 5. Heizkurve représentiert Heizkurven 2-5 eines

Sie unterscheiden sich jedoch in den zu- Experiments. Heizrate fiir Heiz- und Kihlzyklus: 60Kh™;
Equilibrierungszeit vor Heiz- und Kihlzyklen: 10 min.

0 20 40 60 80 100
T[°C]

gehorigen Prozessenthalpien. Die 5. Heiz-

kurve zeigt in beiden Féllen eine sehr breite Umwandlung zwischen 40°C und 90°C mit
geringer Enthalpie. Bei einem N/P-Verhéltnis von 2 verschwindet die Umwandlung bei 60°C
in der 1. Heizkurve und es ist lediglich eine Umwandlung bei 80 °C vorhanden. Die folgenden
Heizkurven zeigen weiterhin die breite Umwandlung zwischen 40°C und 90°C. Bei einem
N/P-Verhaltnis von 4 und 6 ist in der 1. Heizkurve eine Umwandlung bei ~85°C zu erkennen,
welche auch in den nachfolgenden Heizkurven erscheint. Die Umwandlungsenthalpie nimmt
im Vergleich zur 1. Heizkurve ab, bleibt jedoch ab dem 3. Heizzyklus konstant. Zusatzlich
tritt die breite Umwandlung zwischen 40°C und 70°C auf, welche auch bei den niedrigeren
N/P-Verhaltnissen beobachtet wurde.

Die beobachteten Umwandlungen werden dem DNA-Denaturierungsprozess zugeschrieben,
da TO-VI in HEPES-Puffer pH 7,3 keine Umwandlung im betrachteten Temperaturbereich
aufweist (siehe Anhang Abb.S-14). Die breite Umwandlung zwischen 40°C und 90°C im

5. Heizzyklus hat vermutlich ihre Ursache im Schmelzen partiell annelierter DNA-Strange.
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Die Komplexierung von DNA mit TO-VI flihrt zum Anstieg der Denaturierungstemperatur
der DNA. So ist die 60°C-Umwandlung bei einem N/P-Verhdltnis von 0,5 und 1 der
unkomplexierten DNA zuzuordnen, wéhrend die 80 °C-Umwandlung der komplexierten DNA
zugewiesen werden kann. Ein Anstieg der Denaturierungstemperatur von DNA im Komplex
mit kationischen Lipiden oder Polymeren ist bereits in der Literatur beschrieben.**?% Die
Enthalpie der Denaturierung unkomplexierter DNA nimmt mit steigendem N/P-Verhaltnis ab
wéhrend die Denaturierungsenthalpie der komplexierten DNA zunimmt. Das Verschwinden
der beiden Umwandlungen in den nachfolgenden Heizzyklen zeigt, dass es unter den
Bedingungen des DSC-Experiments nicht zur vollstandigen Renaturierung der komplexierten
und unkomplexierten DNA kommt. Lediglich partielle Strangannelierungen finden statt, was
durch die breite Umwandlung zwischen 40 °C und 90 °C vermutet werden kann.

Bei einem N/P-Verhéltnis von 2 ist die DNA-Komplexierung abgeschlossen, da lediglich die
Umwandlung bei 80°C beobachtet wird. Dies ist auch mit den Ergebnissen der
ITC-Experimente und {-Potentialmessungen konform (siehe Tab.19 Kap.3.4.3.2). Auch bei
diesem N/P-Verhdltnis findet keine vollstandige DNA-Annelierung nach dem ersten
Denaturierungsprozess statt. Die Situation andert sich bei den N/P-Verhaltnissen 4 und 6. Es
wird ein weiterer Anstieg der Denaturierungstemperatur der komplexierten DNA auf 85°C
ermittelt. Zusatzlich tritt diese Umwandlung mit geringerer Enthalpie in den nachfolgenden
Heizzyklen auf. Folglich kann von einer vollstdndigen Renaturierung eines Teils der
denaturierten DNA im Komplex ausgegangen werden. Die Lipoplexstruktur ermdglicht
demzufolge eine schnellere Annelierung von ssDNA-Strangen nach der DNA-Denaturierung,

was durch einen hoheren Ordnungsgrad im Komplex erklart werden kann.

3.4.3.4 RONTGEN-Untersuchungen von TO-VI-Dispersionen in An- und
Abwesenheit von DNA

SAXS-Untersuchungen zur Strukturaufklarung wurden sowohl mit reinen TO-VI
Dispersionen als auch mit TO-VI/DNA-Komplexen durchgefthrt.

Das RONTGEN-Beugungsmuster einer TO-VI-Dispersion in HEPES-Puffer pH 7,3 im
Kleinwinkelbereich ist in Abb.58a dargestellt. Es ist lediglich ein breiter Reflex zu erkennen,
welcher auf schwach zueinander korrelierte fluide Lipiddoppelschichten hinweist. Die SAXS
Experimente wurden bei einer sehr hohen Konzentration von ¢ = 2gml™® (Faktor 2000
oberhalb der CMCro.vi) durchgefiihrt, wodurch die Ausbildung einer isotropen mizellaren
Phase unwahrscheinlich ist. Die Existenz einer fllssig-kristallinen Phase ist anzunehmen,

wobei es anhand des RONTGEN-Beugungsmusters nicht moglich ist zwischen Stapel
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discoidaler Mizellen, ,,Bicelles* oder anderen schwach geordneten lamellaren Phasen zu

unterscheiden.

a T T T T T b
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Abb.58: a) SAXS-Diffraktogramm (experimentelle Daten und GAP-Fit) von TO-VI (¢ = 0,2gml™) in HEPES-Puffer pH 7,3
bei 25°C. b) Aus dem GAP-Fit resultierendes Elektronendichteprofil. z ist die Distanz in A und p die Elektronendichte. Die
angegebenen Strukturen stellen eine mdgliche Anordnung der Lipidmolekile in der Doppelschicht dar.

Da die Streukurve nur einen Reflex aufweist, wurde ein geeignetes Modell fir die
Auswertung benétigt. Fir die Kurvenanpassung der Streukurve wurde der GAP-Fit (GAP 1.3

Programm von GEORG PABsT)*"*%

genutzt, welcher auf einer Abwandlung der CAILLE-
Theorie beruht und auf L,- und SmA-Phasen anwendbar ist. Als Ergebnis der Kurven-
anpassung wird ein Elektronendichteprofil erhalten, aus dem die Dicke der Doppelschicht
berechnet werden kann. Der daraus erhaltene d-Wert betrégt 46,3 A (Abb.58b). Die neben der
SAXS-Messung ermittelten WAXS-Daten waren von schlechter Qualitat und lieBen somit
keine Auswertung bezlglich der Alkylkettenanordnung zu. Um dennoch genauere Aussagen
uber die Fluiditat der Alkylketten in den TO-VI-Aggregaten machen zu kdnnen, wurden
infrarotspektroskopische Untersuchungen durchgefiihrt. FT-IR-Messungen zeigten, dass die
Alkylketten einen hohen Anteil an gauche-Konformeren aufweisen und sich somit im fluiden
Zustand befinden (siehe Anhang Abb. S-13). Fluide Alkylketten sind kirzer als Ketten in der
all-trans-Konformation, kénnen aber nicht den kleinen d-Wert erklaren. Die theoretische
Lange der Lipidmolekiile betragt ~40A fur ein gestrecktes Lipid und ~34A fir ein
energieminimiertes Lipid. Die einzige Erklarung fir den Kkleinen d-Wert bietet eine

Verzahnung der fluiden Alkylketten innerhalb einer Lipiddoppelschicht.

Das SAXS-Diffraktogramm einer Dispersion von TO-VI/sspDNA-Komplexen (N/P 1) in
HEPES-Puffer pH 7,3 ist in Abb.59a dargestellt. Das Reflexmuster ist typisch fir die
L,S-Phase. Es sind drei BRAGG-Reflexe zu erkennen, wobei die Signale bei qoo; = 0,115A™
und ooz = 0,232A™ von der multilamellaren Anordnung der TO-VI-Doppelschichten mit

interkalierten DNA-Strangen resultieren (L,°).>*% Der BRAGG-Reflex bei qona = 0,180 A ist
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dem zweidimensionalen DNA-Gitter zuzuordnen. Die SAXS-Messungen von TO-VI/
sspDNA-Komplexen (N/P 3) zeigen ein vergleichbares Reflexmuster mit leicht verschobenen
g-Werten fiir die lamellare Phase (qoor =0,110A™ und goo2 = 0,220A™, gona = 0,180A%,
siehe Anhang Abb. S-15).

a)
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Abb.59: a) SAXS-Diffraktogramm von TO-VI/sspDNA-Komplexen (N/P 1) in HEPES-Puffer pH 7,3 bei 25°C. Die

BRrAGG-Reflexe bei oo, = 0,115A™ und gog, = 0,232 A resultieren aus der multilamellaren Struktur der TO-VI/sspDNA-
Komplexe (L.). Der BRaGG-Reflex bei gpna = 0,180 A beruht auf dem Abstand zwischen den parallel geordneten DNA-
Stréngen zwischen den Lipiddoppelschichten. b) Schematische Darstellung des TO-VI1/sspDNA-Komplexes. Die Abstande
d(L,%) = 55A und d(DNA) = 35 A resultieren aus dem in a) abgebildeten SAXS-Diffraktogramm. Der Durchmesser der DNA
(~20A\) ist der Literatur entnommen.>® ¢) TEM-Aufnahme einer TO-VI/sspDNA-Komplexdispersion (N/P 3) in HEPES-
Puffer (c = 0,05mgml™). Die Probe wurde mit Uranylacetat kontrastiert. Der Balken entspricht 50 nm. Nach WoLk et al.?*’
Die BRAGG-Reflexe der Lipoplexe bei N/P 1 ergeben folgende d-Werte (d = 2n/q): 54,6 A fir
den Wiederholabstand der Lipiddoppelschicht zuztglich einer DNA-Schicht (d(L,")) und
34,9A fir den Abstand der DNA-Strange im zweidimensionalen DNA-Gitter (d(DNA))
(Abb.59b). Unter der Annahme, dass die Dicke der Lipiddoppelschicht mit den d-Werten des
GAP-Fits der reinen TO-VI-Dispersion tibereinstimmt (46,3A), bleiben lediglich 8,3 A fiir
die DNA-Schicht tbrig. Dies ist jedoch zu wenig fiir dSSDNA, welche einen Durchmesser von
~20A aufweist.>®® Der Sachverhalt kann nur durch eine sehr dichte Packung der DNA-
Strange zwischen den Lipiddoppelschichten erkléart werden, wobei die Wasserschicht, welche
an den Lipiddoppelschichten gebunden ist, verdrangt wird. Dabei wird ein gro3er Teil der
Hydrathllle der DNA von den Lipidkopfgruppen ersetzt. Weiterhin erlaubt die flexible
Struktur der TO-VI-Kopfgruppe mit 3 endstandigen Lysinbausteinen ein partielles
Eindringen der DNA-Molekile in den hydrophilen Bereich der Lipiddoppelschicht. Auch der
d(DNA)-Wert (34,9 A) weist auf eine sehr dichte DNA-Packung hin.*

Die Besonderheit der hier beschriebenen L,*-Phase liegt in der Verzahnung der Alkylketten

innerhalb der Lipiddoppelschicht. Lamellare Lipoplexstrukturen mit verzahnten Lipiddoppel-
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310 311
l. l.

schichten sind selten beschrieben. KoYNOVA et a und FIELDEN et a wiesen diese

Struktur fir Lipide in der Gelphase nach.

Der lamellare Lipoplexaufbau konnte auch elektronenmikroskopisch bestétigt werden.
Abb.59c zeigt deutlich streifenférmige Strukturen in TO-VI/DNA-Komplexen (N/P 3).
Messungen der streifenformigen Strukturen zeigen eine Periodizit4t von 50 A bis 60 A. Diese
Wiederholdistanz stimmt somit mit dem in SAXS-Experimenten ermittelten d(L,")-Wert von
55A lberein. TEM-Aufnahmen von TO-VI-Lipoplexen (N/P 1) weisen ebenfalls
schichtférmige Strukturen auf, welche auf den lamellaren Lipoplexaufbau zuriickzufiihren
sind (siehe Anhang Abb.S-16 und Abb.S-17). Es sei darauf hingewiesen, dass neben den
deutlichen Schichtstrukturen auch weniger geordnete Strukturen in den TEM-Aufnahmen zu
erkennen sind (siehe Anhang Abb.S-18). Vermutlich hangt dies mit der Orientierung der
Probe nach der Préparation auf dem Kupfernetz zusammen.

Ein weiterer Hinweis auf eine geringe Periodizitadt der lamellaren Ordnung ist die breite
Struktur der BRAGG-Reflexe im SAXS-Diffraktogramm (siehe Abb.59a), ein Phanomen
welches auch von Zipovska et al. fiir oktavalente Cytofektine beschrieben wurde.>
Weiterhin zeigen die TEM-Aufnahmen zwar schichtférmige Wiederholeinheiten, aber keinen
zwiebelschalenartigen Lipoplexaufbau, wie er in der Literatur fur lamellare Lipoplexe
beschrieben ist.**? Dies zeigt ebenso, dass der lamellare Lipoplexaufbau von geringer
Periodizitat ist.

3.4.3.5 AbschlieRende Diskussion zur Komplexierung von DNA durch TO-VI

TO-VI bildet sowohl mizellare Lipidaggregate (reines Lipid in wassrigem Ldsungsmittel), als
auch lamellare Mesophasen (Lipid im Komplex mit DNA in wassrigem Losungsmittel) (siehe
Abb.60). Wie ist dieses Verhalten mit dem Molekulformkonzept nach ISRAELACHVILI in
Einklang zu bringen? Mizellen werden nach diesem Konzept von Lipiden mit kegelférmiger
Molekilform gebildet (positive Membrankrimmung), wahrend Lipide mit zylinderartiger
Molekiilform lamellare Aggregate ausbilden (vernachlassigbare Membrankrimmung).** Ein
MalR fur die Molekilform bietet der Packungsparameter P (Kap.1.2), fiir dessen Berechnung
Ve, lc und Agg bendtigt werden. Ic und V¢ kdnnen fir Alkylketten mit x Kohlenstoffatomen in
all-trans-Konfiguration folgendermafen berechnet werden:*
Ic = (1,54 + 1,265 x x)[A] (G1.13),

Ve = (2744 26,9 x )[A’] (Gl.14).
Aufgrund der Loslichkeit von TO-VI in wassrigen Losungsmitteln konnte Agg nicht Gber die

Druck/Flachen-Isothermen mittels LANGMUIR-Filmwaage bestimmt werden. Zur Abschatzung
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von Agg fur TO-VI wurde der in Monoschichtexperimenten mittels LANGMUIR-Filmwaage
ermittelte Axc-Wert eines Malonamids der 1. Generation (N-2-[(2,6-Diamino-1-oxohexyl)-
amino]ethyl-2,N -(dihexadecyl)propandiamid) herangezogen. Dieses Lipid enthalt 2 Tetra-
decylketten als lipophilen Molekilteil und 1 Lysinmolekil im Kopfgruppenbereich. Es weist
im kondensierten Zustand, sowohl bei pH 4 als auch pH 8, einen Axs-Wert von 40 A? auf.'
TO-VI besitzt drei terminale Lysinmolekiile, wodurch ein Axg-Wert von rund 120A2?
angenommen werden kann. Dieser Wert wurde durch Berechnung nach FARAGO et al. mittels

Gl. 15 bestatigt, wonach zwischen Axg und d(DNA) folgender Zusammenhang besteht:**3

A
d(DNA) = ﬁ (GL.15).

Unter Verwendung des in den SAXS-Experimenten fur TO-VI-Lipoplexe (N/P 1) ermittelten
d(DNA)-Werts (siehe Kap3.4.3.4) ergibt sich nach Gl.15 fiir Axg ein Wert von 119 A%, Unter
Anwendung von GI.1 ergibt sich somit fur TO-VI ein P von 0,32. Nach den FT-IR-
Messungen befinden sich die Alkylketten im Bereich von 10-70°C im fluiden Zustand (siehe
Anhang Abb.S-13), wodurch, bei gleichbleibenden Alkylkettenvolumen, die tatséchliche
Alkylkettenlange kirzer als der berechnete lc-Wert ist. Folglich ist der reelle Wert fur P
groRer als 0,32. Ein Packungsparameter von P < 0,33 ist typisch fir die Bildung spharischer
Mizellen, wahrend ein Packungsparameter von 0,33 <P < 0,5 typisch fiir nicht-spharische
Mizellen als Aggregate ist (siehe Kap.1.2 Abb.5). Demzufolge kdnnen nicht-spharische
Mizellen als bevorzugte Aggregatstruktur fir TO-V1 in wassriger Dispersion (HEPES-Puffer
pH 7,3) angenommen werden.

Demgegeniiber steht die Ausbildung der L,-Phase von TO-VI im Komplex mit DNA.
Lamellare Phasen werden gewdhnlich von Lipiden mit P~ 1 ausgebildet. Um auch fur
TO-VI die Ausbildung lamellarer Phasen zu ermoglichen spielen zwei Faktoren eine
wesentliche Rolle. Bei der Komplexbildung mit der DNA verliert der Lipidkopfbereich einen
Teil der Gegenionen und der Hydrathiille, wodurch die scheinbare Flache Axc kleiner wird
und folglich P groRer. Zusatzlich fuhrt die Verzahnung der Alkylketten innerhalb einer
Lipiddoppelschicht zu effektiv 4 Alkylketten pro Kopfgruppe (Abb. 60).

Die bei der Untersuchung der Lipoplexbildung zwischen sspDNA und TO-VI ermittelten
Werte fir TEP und IEP zeigen, dass nicht alle 6 primaren Aminogruppen des Cytofektins am
Komplexierungsprozess beteiligt sind (siehe Kap.3.4.3.1 Tab.19). Die komplette
DNA-Komplexierung findet erst bei einem N/P-Verhéltnis von ~2 statt. Somit hat ein TO-VI-
Molekiil in HEPES-Puffer pH 7,3 bei der DNA-Komplexierung eine effektive Ladung von 3.
Erklarungen fir diese Beobachtung kénnen sowohl Protonierungs- und Deprotonierungs-

effekte (wie fir die a-Aminogruppe der Lysineinheiten diskutiert, siehe Kap.3.4.3.1) als auch
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nicht-sphérische lamellarer
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Abb.60: Graphische Zusammenfassung der DNA-Komplexierung durch TO-VI. Das Lipid bildet im wéssrigen Milieu
Mizellen. Durch die Komplexbildung mit DNA entstehen lamellare Lipoplexe (L,°) mit einem zweidimensionalen DNA-

Gitter zwischen den Lipiddoppelschichten. Der rot markierte Ausschnitt zeigt die Verzahnung der Alkylketten innerhalb der
Lipiddoppelschicht.

sterisch-konformationelle Effekte liefern, wobei im zweiten Fall aus rdaumlichen Griinden

nicht alle 6 Aminogruppen fir die Komplexbildung mit DNA zur Verfugung stehen.
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4 Transfektionseffizienz im Zellkultursystem — ausgewahlte

Ergebnisse

4.1 EinfUhrung

Die im Rahmen dieser Arbeit synthetisierten kationischen Lipide sollen am Zellkultursystem
hinsichtlich ihrer in-vitro Transfektionseffizienz getestet werden. Zum Zeitpunkt der
Fertigstellung dieser Arbeit wurden noch nicht alle Lipide am Zellkultursystem getestet. Da
diese Experimente als Grundlage weiterfiihrender Arbeiten dienen, ist die Veroffentlichung
der Ergebnisse den durchfiihrenden Personen vorbehalten. Demzufolge soll hier nur eine
Auswahl an Ergebnissen aus den in-vitro Transfektionsuntersuchungen vorgestellt werden.
Erste Ergebnisse welche die Effektivitat der Malonamide der 2. Generation beschreiben sind
in JANICH et al. publiziert.®**

Die hier dargestellten Versuche wurden von Herrn Dipl. Pharm. P. KREIDEWEIR und Frau
A. MuNK in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. A. LANGNER durchgefiihrt. Die Experimente
wurden an einer humanen Lungenkarzinomzelllinie (A549) nach einem in der Arbeitsgruppe
etablierten Assay*™ durchgefihrt.

Die Transfektionseffizienz wurde mit Hilfe des ONPG-Assays untersucht.***® Der Assay
basiert auf der Aktivitatsbestimmung des Enzyms f-Galactosidase, nachdem die Zellen mit
dem Plasmid pCMV-SPORT-g-Gal unter Verwendung des zu untersuchenden Vektors
transfiziert wurden. Das Plasmid kodiert neben Genen fir die Funktion als Expressionsvektor
fir das Enzym p-Galactosidase. Unter Bericksichtigung der p-Galactosidaseaktivitat von
unbehandelten Zellen liefert die Bestimmung der Enzymaktivitat einen Ruckschluss auf die
Menge an eingeschleuster DNA. Die Aktivitat der p-Galactosidase wird durch Behandlung
des Zelllysats mit o-Nitrophenyl-f-D-galactopyranosid (ONPG), einem kiinstlichen Substrat,
welches zu o-Nitrophenol und Galactose abgebaut wird, bestimmt. o-Nitrophenol kann durch
Absorptionsmessung bei 405nm quantifiziert werden. Die so ermittelte S-Galactosidase-
aktivitat wurde auf den Gesamtproteingehalt des Zelllysats normiert, welcher mittels des
etablierten BCA-Assays quantifiziert wurde.*

Die Zytotoxizitat, welche flr die Beurteilung eines Vehikelsystems fur die Gentransfektion
wichtig ist, wurde unter Verwendung des MTT-Assays bestimmt. Dieser Assay beruht auf der
Umsetzung des gelben Farbstoffs 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium-
bromid zum blauen Formazanderivat, dessen Gehalt UV-Vis-spektroskopisch bei 570nm

bestimmt wird. Diese Umsetzung findet nur in lebenden Zellen statt.*?°
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4.2 Transfektionseffizienz von TO-VI

Mit dem Kkationischen Lipid TO-VI steht ein Mizellbildner fur die Lipofektion zur
Verfugung. Wie in Kap.1.2 erwahnt, besitzen mizellare Formulierungen gegenuber liposo-
malen Formulierungen Vorteile in Bezug auf die Herstellung und der Lagerstabilitat der
Dispersionen. Im vorangegangenen Kap. 3.4.3 wurde die Komplexbildung zwischen TO-VI
und sspDNA ausfuhrlich untersucht. Nachfolgend gilt es die Transfektionseffizienz und

zytotoxischen Eigenschaften zu kl&ren.

Die Ergebnisse des ONPG-Assays und des MTT-Assays sind in Abb.61 flr verschiedene
N/P-Verhdltnisse dargestellt. Die p-Galactosidaseaktivitdt weist in  Abhédngigkeit vom
N/P-Verhaltnis einen glockenférmigen Kurvenverlauf auf. Bei niedrigen N/P-Verhaltnissen
(N/P 0,5-1) ist die Enzymaktivitat sehr gering und steigt bei hoheren N/P-Verhaltnissen an,
wobei das Maximum bei N/P 4 erreicht wird. Mit einer weiteren Erhéhung des
N/P-Verhaltnisses sinkt die p-Galactosidaseaktivitat wieder stark ab.

Die Zellviabilitat zeigt ebenfalls eine deutliche Abhéngigkeit vom N/P-Verhéltnis, wobei
diese mit steigendem N/P-Verhdltnis sinkt. Die Viabilitat ist jedoch immer tGber 50 %, obwohl
TO-VI ein Mizellbildner ist. Da Mizellbildner hdufig Membranschaden und damit verbunden
Zelllyse und Zelltod verursachen, sind die ermittelten Viabilitatswerte ein sehr gutes
Ergebnis. Bei N/P 4, dem untersuchten N/P-Verhéaltnis mit der hochsten Transfektions-
effizienz, betréagt die Viabilitat ~80 %.

Somit steht mit TO-VI ein effektives

Cytofektin flr weitere Tests zur Verfugung.

Das effektivste getestete N/P-Verhaltnis 1200 % ] o
(N/P 4) weist Eigenschaften auf, welche es ; 10007 l ! ; + {. "
fur weitere Transfektionsuntersuchungen if %01 % t - %
interessant machen. Die Lipoplexe bei E% ] »40§
N/P4 sind Kkleiner als 1um (siehe g :ZZ [0 =
Kap.3.4.3.2), was eine in-vivo Applikation < e rL| NP

0,5 1 2 4 6 8 10 12
N/P-Verhaltnis

erlaubt. Die Llpoplexe weisen weiterhin Abb.61: Ergebnisse des ONPG- (5-Galactosidaseaktivitét)
. ... . und MTT-Assays (Viabilitat) fur TO-VI-Lipoplexe in unter-
eine positive Gesamtladung auf (C-Potential  gpiedlichen  N/P-Verhaltnissen mit pCMV-SPORT-4-Gal
. . (Fixkonzentration: 0,15pg DNA pro 200ul A549-Zell-

+30mV, siehe Kap.3.43.2), was die suspension mit 2x10%-2,5x10* Zellen pro ml). Die Auswertung

. . . erfolgte 48h nach 4h serumfreien Inkubationsintervall der
Zelladhasion, und damit die Aufnahme Zellen mit den Lipoplexen. Die Ergebnisse stellen Mittelwert

. .. .66 T und Standardabweichung aus 24 Einzelversuchen (8 Parallel-
durch Endozytose, beQunStlgt' Zusétzlich versuche an 3 verschiedenen Tagen) dar.

aufgrund des geringen Embolierisikos
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ist aufgrund der positiven Partikelladung die Dispersion kolloidal stabilisiert. Des Weiteren ist
eine vollstandige Komplexierung der DNA bei einem N/P-Verhaltnis von 4 anzunehmen
(siehe ITC-, DSC- und ¢-Potentialuntersuchungen Kap. 3.4.3), auch wenn zu beriicksichtigen
ist, dass die Komplexierungsuntersuchungen mit linearer Modell-DNA (sspDNA) und die
Transfektionsuntersuchungen mit Plasmid-DNA durchgefuhrt wurden. Es sollten jedoch

1 obwohl laut

keine gravierenden Unterschiede im Komplexierungsverhalten auftreten,
Literatur weniger kationisches Lipid fir die Komplexierung von Plasmid-DNA im Vergleich
zur linearen DNA benétigt wird.3? Letztendlich bildet TO-VI mit DNA lamellare Lipoplexe,
was als ginstig filr in-vivo Transfektionsversuche beschrieben ist.*’

Somit sind fiir die Zukunft weitere Untersuchungen von TO-VI an anderen in-vitro Modellen
(andere Zellkulturen) und erste in-vivo Versuche als sinnvoll zu erachten, auch wenn die
ersten  Transfektionsuntersuchungen an A549 Zellen die Standardformulierungen

Lipofectamine® und Lipofectamine® 2000 in ihrer Transfektionseffizienz nicht iibertrafen.

4.3 Transfektionseffizienz ausgewahlter Lipidformulierungen mit
weiteren Lipiden der TO-Reihe.

Der folgende Abschnitt beschaftigt sich mit der in-vitro Transfektionseffizienz einer Auswahl
von Lipiden der TO-Reihe. Dabei wird die Transfektionseffizienz und Viabilitdt am
Zellkultursystem (A549-Zellen) sowohl in Abwesenheit als auch Anwesenheit von Serum
(10% FBS) wéhrend der 4h Inkubation der Zellen mit den Lipoplexen betrachtet. Fir die
Versuche wurden die Cytofektine mit dem Helferlipid DOPE unter Anwendung der
Filmbildungsmethode und anschlieender Ultraschallbehandlung nach einem in der

Arbeitsgruppe etablierten Protokoll zu Liposomendispersionen formuliert.®*>*?* Die

Lipoplexbildung erfolgte durch Inkubation der pDNA mit den kationischen Liposomen.3%%23
Die Untersuchungen der Transfektionseffizienz in Serum liegen darin begrindet, dass die
Transfektionseffizienz nicht-viraler Vektoren durch unspezifische Wechselwirkungen von
Serumbestandteilen mit den Vektor/DNA-Komplexen in der Regel verringert wird. Daher
sind in-vitro Untersuchungen des Serumeinflusses auf die Gentransferleistung wichtig um
Aussagen Uber mogliche in-vivo Experimente treffen zu konnen. An dieser Stelle soll dennoch
darauf hingewiesen werden, dass flr bestimmte therapeutische Fragestellungen in-vitro
Anwendungen von Vektoren vorteilhaft sind (siehe Kap.1.1). Des Weiteren finden in-vitro
Transfektionssysteme fiir Laborarbeiten in den Biowissenschaften eine breite Anwendung.

Die Transfektionseffizienz des effektivsten Cytofektin/DOPE-Verhaltnisses sowie N/P-Ver-

haltnisses mit pDNA ist flr die Lipide TO-1V, TO-X, TO-XII und TO-XIV in Abb.62 flr
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Abb.62: Ausgewahlte Ergebnisse des ONPG- (f-Galactosidaseaktivitat) und MTT-Assays (Viabilitat) fir die Lipoplexe der
Lipide TO-IV, TO-X, TO-XII und TO-XIV im effektivsten Cytofektin/DOPE-Verhaltnis (n/n) sowie im effektivsten
N/P-Verhltnis mit pCMV-SPORT-4-Gal (Fixkonzentration: 0,1 g DNA pro 200 ul A549-Zellsuspension mit 2x10* Zellen
pro ml). Die Auswertung erfolgte 24h nach 4h serumfreien Inkubationsintervall der Zellen mit den Lipoplexen. Die
Ergebnisse stellen Mittelwert und Standardabweichung aus 36 Einzelversuchen (12 Parallelversuche an 3 verschiedenen
Tagen) dar. Referenz = Lipofectamine® 2000 im optimierten Ladungsverhéltnis.

serumfreie Transfektionsversuche dargestellt. Als Referenzsubstanz diente Lipofectamine®
2000, ein effektives und haufig verwendetes Transfektionsreagenz der Firma Invitrogen™ mit
unbekannter Zusammensetzung.®** Lipofectamine® 2000 kann als aktueller Standard der
nicht-viralen Transfektionsreagenzien angesehen werden.®? Bei Betrachtung von Abb. 62 fallt
auf, dass die dargestellten Cytofektinformulierungen dem Lipofectamine® 2000 in dessen
Transfektionseffizienz unterlegen sind, wobei die Formulierungen TO-1V/DOPE 1/3(n/n)
N/P1,5 und TO-X/DOPE1/3(n/n)N/P1,5 dennoch sehr effektive Gentransferaktivititen
aufweisen. Die Lipoplexformulierung TO-XIV/DOPE 1/5 (n/n) N/P 1,5 erreicht annéhrend das
Niveau der Transfektionseffizienz von Lipofectamine® 2000, wobei es in der Aktivitat
dennoch signifikant unterlegen ist aber signifikant bessere Viabilitatswerte aufwies (p-Wert
<0.05, einseitiger ANOVA-Test und BONFERRONIS multipler Paarvergleich-Test). Im
Allgemeinen ist die Viabilitdt der 4 dargestellten Cytofektinformulierungen besser als die
Viabilitat der Referenzformulierung Lipofectamine® 2000.

Betrachtet man die Transfektionseffizienz der Serumversuche (Abb.63) im Vergleich mit den
serumfreien Transfektionsversuchen (Abb.62), so ist ersichtlich, dass die Anwesenheit von
Serum die Transfektionseffizienz aller dargestellten Formulierungen verringert. Eine Aus-
nahme bildet die Lipidformulierung TO-XII/DOPE 1/4 (n/n)N/P 2, welche in Anwesenheit
und Abwesenheit von Serum vergleichbare Ergebnisse liefert. Aufgrund der geringen
Transfektionseffizienz ist diese Lipoplexformulierung jedoch fiir weiterfilhrende Untersu-
chungen der Gentransferaktivitat uninteressant. Bei den Lipiden TO-IV und TO-X hat sich
das effektivste Lipid/DOPE-Verhaltnis und/oder N/P-Verhaltnis verschoben. Die Effektivitat
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Abb.63: Ausgewahlte Ergebnisse des ONPG- (f-Galactosidaseaktivitat) und MTT-Assays (Viabilitat) fir die Lipoplexe der
Lipide TO-1V, TO-X, TO-XII und TO-XIV im effektivsten Cytofektin/DOPE-Verhéltnis (n/n) sowie im effektivsten
N/P-Verhéltnis mit p-CMV-SPORT-$-Gal (Fixkonzentration: 0,1 g DNA pro 200 ul A549-Zellsuspension mit 2x10* Zellen
pro ml). Die Auswertung erfolgte 24 h nach 4h Inkubationsintervall der Zellen mit den Lipoplexen unter Anwesenheit von
10% Serum. Die Ergebnisse stellen Mittelwert und Standardabweichung aus 36 Einzelversuchen (12 Parallelversuche an 3
verschiedenen Tagen) dar. Referenz = Lipofectamine® 2000 im optimierten Ladungsverhéltnis.

der Lipoplexformulierung TO-X/DOPE 1/2 (n/n) N/P 1 sinkt in Anwesenheit von Serum sehr
stark ab (p-Galactosidaseaktivitat 151 + 96 U ug proein). Die  Lipoplexformulierungen
TO-1V/DOPE 1/3(n/n)N/P2 und TO-XIV/DOPE1/5(n/n)N/P1,5 erreichen annahrend die
Effektivitat der Referenz in Anwesenheit von Serum. Dabei ist die Lipoplexformulierung
TO-XI1V/DOPE 1/5(n/n) N/P 1,5 interessanter fir weiterfuhrende Untersuchungen in-vivo, da
sie im Vergleich zu Lipofectamine® 2000 eine signifikant bessere Viabilitat von 92 + 10%
aufweist (p-Wert < 0.05, einseitiger ANOVA-Test und BONFERRONIS multipler Paarvergleich-
Test), wahrend die Formulierung TO-1V/DOPE1/3 (n/n) N/P2 mit 72 £ 4% lediglich mit
Lipofectamine® 2000 vergleichbare Werte liefert (Abb. 63).

Zusammenfassend kann fiir die ersten Transfektionsuntersuchungen von 4 Stellvertretern der
Malonamide der 2. Generation ein positives Reslimee gezogen werden. Mit der Lipoplex-
formulierung TO-XIV/DOPE1/5(n/n)NP1,5 wurde ein nicht-virales Transfektionssystem
entwickelt, welches in serumfreien Tests an A549 Zellen sehr effektiv transfizierte und dabei
signifikant bessere Viabilitatswerte als Lipofectamine® 2000 aufwies. Auch bei Anwesenheit
von Serum ist die Transfektionseffizienz ausreichend um in-vivo Untersuchungen in
Erwagung zu ziehen, wobei die gegentiber Lipofectamine® 2000 signifikant bessere Viabilitat

einen groRen Vorteil bei der in-vivo Applikation bietet.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

Ein wesentliches Ziel dieser Arbeit war die Synthese neuer Kkationischer Lipide fur die
Gentransfektion. Dabei galt es die Synthese nachvollziehbar zu beschreiben und sowohl die
Zwischen- als auch die Endprodukte analytisch zu charakterisieren. Weiterhin sollten

ausgewadhlte physiko-chemische Fragestellungen bearbeitet werden.

Dabei gelang es die Synthese eines neuen Lipidrickgrats fir die bereits beschriebene Klasse
der Malonamide (Malonamide der 1. Generation) zu etablieren. Dieses neue Rickgrat,
welches das Charakteristikum der Malonamide der 2. Generation darstellt, besteht aus einem
Lysinbaustein, dessen a-Aminogruppe uber eine Amidbindung mit einem Malonsaurebaustein
verbunden ist. Sowohl der Lysinbaustein als auch der Malonamidbaustein bilden dabei
Anknilpfungspunkte fir die Alkylketten des lipophilen Molekiilteils sowie die amino-
funktionalisierten Kopfgruppen.

Die Synthesestrategie fir die Darstellung der Malonamide der 2. Generation wurde optimiert
und in der vorliegenden Arbeit ausfuhrlich beschrieben. Sie zeichnet sich durch einen
modularen Aufbau aus. So kann z.B. durch unterschiedliche Kombination der Lipidvorstufen
das Alkylierungsmuster variiert werden. Die Vorschriften der optimierten Syntheseschritte
sowie die analytischen Daten der Zwischen- und Endprodukte sind im Kap. 6.4 aufgefiihrt.

Es wurden 2 Strukturtypen der Malonamide der 2. Generation etabliert: Die Lipide vom
Tris(2-aminoethyl)amin-Typ und vom Ethylendiamin-Typ. Von den Malonamiden vom
Tris(2-aminoethyl)amin-Typ wurden 3 unterschiedliche Kopfgruppenstrukturen synthetisiert,
welche sich in der GroRe und der Anzahl an primédren Aminogruppen unterscheiden:
Kopfgruppentyp-1V (3xNHy), -VI (6xNH,) und -VI111 (5xNH,). Auch von den Malonamiden
vom Ethylendiamin-Typ wurden 3 unterschiedliche Kopfgruppenstrukturen dargestellt:
Kopfgruppentyp-X (2xNH,), -X11 (4XNH,) und =XIV (3xNH,).

Von den 6 neuen Kopfgruppenstrukturen wurden homologe Lipide synthetisiert, welche sich
lediglich in der Alkylkettenkombination unterscheiden. Dabei wurden folgende 5 Alkyl-
kettenkombinationen synthetisiert: 2 Tetradecylketten (TT), eine Hexadecyl- und eine
Tetradecylkette (HT), eine Tetradecyl- und eine Oleylkette (TO), eine Hexadecyl- und eine
Oleylkette (HO) sowie 2 Oleylketten (OO).

Insgesamt wurden unter Anwendung des modularen Synthesekonzepts 30 neue Malonamide
der 2. Generation mit systematischen Variationen, sowohl im aminofunktionalisierten Kopf-
bereich (Anzahl der primdren Aminogruppen sowie KopfgruppengroRe und Grad der Ver-
zweigung) als auch im lipophilen Molekilteil (Sattigungsgrad und Lénge der Alkylketten),

synthetisiert, charakterisiert und flr die Testung der Transfektionseffizienz bereitgestellt. Die
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neuen Lipide bieten damit die Mdglichkeit Struktur/Effektivitats-Untersuchungen durchzu-
fuhren. Weiterhin ist die modulare Synthesestrategie auch fiir die Synthese von Malonamiden
mit weiteren Alkylkettenmustern oder mit anderen Kopfgruppen anwendbar.

Die Testung der Transfektionseffizienz der neuen Lipide war zum Zeitpunkt der Anfertigung
dieser Arbeit noch nicht abgeschlossen. Im Rahmen dieser Dissertationsschrift wurden
ausgewdhlte Daten der Transfektionsuntersuchungen am Zellkultursystem fur die Lipide
TO-1V, TO-VI, TO-X, TO-XII und TO-XIV vorgestellt. Die guten Ergebnisse im Vergleich
mit der Standardsubstanz Lipofectamine® 2000 lassen das Potential der Malonamide der

2. Generation erkennen.

Das Aggregationsverhalten der 30 Lipide in wassrigen Dispersionen — alle 6 Kopfgruppen-
typen der TT-, HT-, TO-, HO- und OO-Reihe — wurde in Abhéngigkeit vom pH-Wert
mittels DSC untersucht. Die hohen Umwandlungstemperaturen bei pH 10 lassen dabei auf
starke intermolekulare Wechselwirkungen, wie Wasserstoffbriickenbindungen, schlieen. Die
erganzenden Untersuchungen mittels SAXS und WAXS bleiben noch offen. Diese sind
jedoch Gegenstand aktueller Untersuchungen in der Arbeitsgruppe von Prof. Dr. G.
BREZESINSKI.

Im Laufe der Arbeiten zur Anfertigung der vorliegenden Dissertationsschrift ergaben sich
unterschiedliche Fragestellungen, welche in der Synthese der Lipide mit 3 Tetradecylketten
(DITT-1V und DIiTT-VI) resultierten:

1. Welchen Einfluss hat die Einfuhrung der dritten Alkylkette auf das Aggregations-

verhalten der Lipide?

2. Handelt es sich bei den Malonamiden der 2. Generation um ein Diastereomerenpaar?
Chromatographieexperimente in Kombination mit ESI-MS-Spektrometrie zeigten, dass jedes
Malonamid der 2. Generation, welches eine Lysin-gebundene und eine Malonséure-
gebundene Alkylkette aufweist, ein Diastereomerenpaar darstellt. Weitere Untersuchungen
ergaben, dass die Diastereomere ineinander Uberfihrbar sind, wobei ein Mechanismus tber
die Keto/Enol-Tautomerie an der Malonsdure als Ursache postuliert wird. Die These der
Diastereomerenpaare konnte durch die Darstellung von DiTT-1V und DiTT-VI synthetisch
bewiesen werden. Das Aggregationsverhalten der beiden dreikettigen Lipide wurde mittels
DSC und DLS untersucht. SAXS- und WAXS-Untersuchungen bleiben noch offen.

Des Weiteren wurden mit Lipid XVp, RTO-1V, RTO-X und RTO-XIV Verbindungen
synthetisiert, welche einen hohen Reinheitsgrad der Oleylketten aufweisen. Bis zum jetzigen
Zeitpunkt wiesen Lipide mit Oleylketten, welche im Rahmen dieser und vorangegangener

Arbeiten in der Arbeitsgruppe synthetisiert wurden, bedingt durch die kommerziell
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erhdltlichen Reinheitsgrade von Oleylalkohol und Oleylamin, einen Reinheitsgrad der
olefinischen Alkylkette zwischen 70% und 80% auf. Durch DSC-Untersuchungen der 4
kettenreinen Lipide und vergleichende Untersuchungen mit den kettenunreinen Analoga
(Lipid XV, TO-1V, TO-X und TO-XIV) konnten erste Einflisse der Kettenreinheit der
Lipide auf das Aggregationsverhalten ermittelt werden. Untersuchungen des Aggregations-
verhaltens mittels SAXS und WAXS, sowie des Einflusses auf das Transfektionsverhalten,

sind Teil weiterfihrender Arbeiten.

Mit den Lipiden THM-1V, THM-X und THM-XIV wurde erstmals eine Methyl-verzweigte
Alkylkette ((10R,S)-10-Methylhexadecylkette) als Ersatz fir die Oleylkette in Cytofektinen
mit Malonamidgrundgerdist eingefuhrt. Der Einfluss dieser Substitution auf das Aggregations-
verhalten der Lipide wurde mittels DSC-Experimente, durch Vergleich mit den Lipiden
RTO-1V, RTO-X und RTO-XIV, untersucht. Die Zellkulturergebnisse der Auswirkungen
dieser Alkylkettensubstitution auf die Transfektionseffizienz sind noch offen und sind Thema

weiterfiihrender Arbeiten.

Es konnte gezeigt werden, dass Malonamide vom Kopfgruppentyp-VI in waéssrigen
Dispersionsmitteln Mizellen bilden. Die CMC wurde mit 3 verschiedenen Methoden (ITC,
Fluorescein-Einschluss und DPH-Einschluss) bestimmt.
Des Weiteren wurde, exemplarisch flr diese neue Klasse mizellarer Transfektionssysteme,
die Komplexbildung zwischen TO-VI und DNA mit verschiedenen Methoden untersucht.
Wichtige Resultate aus diesen Untersuchungen sind:

— nicht alle Aminogruppen des Lipids sind an der Komplexierung beteiligt,

— wahrend der Lipoplexbildung werden Protonen aufgenommen,

— TO-VI bildet lamellare Lipoplexe mit DNA (L.°), wobei die Alkylketten innerhalb

einer Lipiddoppelschicht verzahnt sind.

Transfektions- und Viabilitatsuntersuchungen konnten zeigen, dass TO-VI bei geringer
Zytotoxizitat befahigt ist, genetisches Material in Zellen zu schleusen. Somit steht mit den
mizellbildenden Malonamiden eine interessante Alternative zu liposomalen Cytofektin-

formulierungen zur Verfiigung.

Letztendlich ist es gelungen mit den Lipiden XVI und XVII 2 Glycolipide als
funktionalisierte Lipide flr die Zelltargetierung zu synthetisieren. Die Synthese bedarf fir
zukilnftige Arbeiten jedoch einer Optimierung der Anknipfung der Zuckerreste. Dennoch
stellen die etablierten Ethylenglycol-basierten Linkerstrukturen interessante Zwischen-

verbindungen fir weitere Modifikationen dar.
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6 Experimenteller Teil

6.1 Verwendete Chemikalien

Kommerziell erworbene Substanzen

Falls nicht anders angegeben, wurden folgende Chemikalien von Sigma-Aldrich Co LLC.

(Deutschland) bezogen und ohne weitere Reinigung eingesetzt.

Acetonitril (99%) [Grissing]
Ammoniakgas [Air Liquide]
Ammoniaklosung (32 %) [Grissing]
Ammoniumchlorid (>99 %) [Roth]
Bortrifluorid-Diethylether Komplex

(>46,5% BF3)
BOC-Lys(BOC)-OSu (>98 %)
a-Bromessigséaure-tert.-butylester (98 %)
2-Bromethanol (95 %)
Chloroform-d1 (99,8 %) [Euriso-top]
Deuteriumoxid (100 %)

[ARMAR chemicals]
Di-tert.-Butyldicarbonat (99 %)
3,4-Dihydro-2H-pyran (97 %)
N,N-Diisopropylethylamin (>98 %)
4-Dimethylaminopyridin (99 %)
1,6-Diphenyl-1,3,5-hexatrien (98 %)
Na,EDTA (>99,5%)

Essigsaure (99,5 %) [Grissing]
Ethanol, absolut (99,8 %)
Ethylchloroformiat (>99 %) [Fluka]
Ethylendiamin (99 %)
Fluorescein (BioReagent)
S-D-Galactose-pentaacetat (98 %)
Glutarsaureanhydrid (98 %)
HEPES (>99,5%)
Hexadecylbromid (97 %)
Kaliumbromid (>99 %)
Kaliumhydroxid (>85%) [Roth]
Kaliumiodid (>99,5 %)

Kaliummethylat (95 %)
Kupfer-(1)-acetat (97 %)
Kupfer-(I1)-chlorid (99,999 %)
Lithiumaluminiumhydrid (95 %)
Lithiumbromid (>99 %)
Lithiumchlorid (99,99 %)
Magnesium (>99,5 %)
Malonsaurediethylester (99 %)
MES (=99,5%)
Methanol-d4 (99,8 %) [Euriso-top]
Methansulfonsédurechlorid (98 %)
Methylmalonséurediethylether (99 %)
Natriumacetat Trihydrat (>99,5%) [Merck]
Natriumazid (>99,5%) [Merck]
Natriumcarbonat (99,5 %) [Grussing]
Natriumchlorid (99,5 %) [Grissing]
Natriumhydrid 60% (m/m) in Paraffinol
Natriumhydrogencarbonat

(>99,5%) [Merck]
Natriumhydroxid (98 %) [Grissing]
Natriumsulfat, wasserfrei

(99 %) [Grussing]
1,8-Octandiol (98 %)
Oleylalkohol (tech.) (85 %)
Oleylamin (tech.) (70%)
Olséure (99 %)
Piperidin (99 %)
Propargylalkohol (99 %)
Propargylbromid 80 % (m/m) in Toluol
PyBOP® (>97 %) [Sigma-Aldrich] oder
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(99 %) [Carbolution] p-Toluolsulfonséure (>98,5 %)
Salzsdure (37 %) [Grussing] p-Toluolsulfonséurechlorid (=98 %)
Schwefelsdure (95-97 %) [Grussing] Triethylamin (>99 %)

Silbernitrat (=99 %) [Roth] Trifluoressigsaure (99 %)
Tetradecylbromid (97 %) TRIS (99,9 %) [Roth]
Tetraethylenglycol (99 %) Tris(2-aminoethyl)amin (96 %)

Alle weiteren verwendeten Losungsmittel sowie Pyridin wurden nach anerkannter Vorschrift
gereinigt, getrocknet und vor Gebrauch destilliert.®

2-Bromethanol wurde vor der Umsetzung frisch destilliert.

6.2 Physiko-chemische Methoden

6.2.1 Dispersionsmedien

Wasser: Fir die Herstellung der verwendeten wassrigen Medien wurde deionisiertes
Wasser, welches mit einer Milli Q Advantage A10 Anlage mit Q-Pod der Firma
Merck Millipore (Billerica, MA, USA) aufbereitet wurde, verwendet.

Carbonatpuffer pH 10 (10 mM): 5,5mmol Na,CO3
4,5mmol NaHCO; ad 11 mit Wasser

Acetatpuffer pH 5 (10mM): 2,69 mmol Essigsaure
7,31 mmol Natriumacetat ~ ad 11 mit Wasser

HEPES-puffer pH 7,3 (20 mM): 20 mmol HEPES

0,1mmol Na,EDTA ad 11 mit Wasser
MES-puffer pH 7,3 (20 mM): 20 mmol MES

0,1mmol Na,EDTA ad 11 mit Wasser
TRIS-puffer pH 7,3 (20 mM): 20mmol TRIS

0,1mmol Na,EDTA ad 11 mit Wasser

Die Puffer wurden vor ihrer Verwendung mit 1 M Natronlauge bzw. 1 M Salzséure auf den
jeweiligen pH-Wert eingestellt. Alle wéssrigen Losungsmittel wurden vor der Nutzung steril
filtriert (0,2 um Celluloseacetat Filter, VWR International GmbH (Dresden)).
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6.2.2 Probenpraparation

Lipiddispersionen - Reinsubstanzen:

Das entsprechende Lipid wurde in dem entsprechenden Dispersionsmittel suspendiert. Wenn
nicht anders angegeben, betrug die Endkonzentration ¢ = 1mgml™. AnschlieRend wurde die
Probe 2x fur 5min auf 80°C temperiert und gevortext. Die erhaltene Lipiddispersion wurde
im Ultraschallbad bei 60°C fir 10-30min (je nach Lipid) bei 37kHz und 80% Leistung
beschallt. Die Lipiddispersionen wurden vor der weiteren Verwendung 24 h bei 7 °C gelagert.
Dispersionen mit Konzentrationen ¢ <1mgml™ wurden durch Verdiinnung der Stamm-
dispersion (c = 1mgml™) erhalten.

DNA-Dispersion:

Als DNA wurde ,,salmon sperm DNA* (sspDNA) der Firma Invitrogen™ life technologies™
(Darmstadt, Deutschland) verwendet (Produktnummer: 15632-011). Es handelte sich um eine
wassrige Losung mit einer Konzentration von ¢ = 10mgml™. Fiir die Verwendung wurde die
Stammldsung mit dem entsprechenden Ldsungsmittel auf die bendtigte Endkonzentration
verdunnt. Die Konzentration der Stammlésung wurde durch UV-Absorptionsmessungen bei
260nm (Ao = 1 filr ¢ = 50 ugml™ dsDNA und 1cm Schichtdicke) tberpriift.3®

Lipoplexpraparation fir {-Potential- und DLS-Messungen:

Die Proben wurden in einem Mischungsschritt prépariert. Die Endkonzentrationen wurden
den Konzentrationen in der Messzelle der entsprechenden ITC-Titration angepasst. Folgende
Mischungssequenzen wurden angewendet, wobei sich die eingesetzten Volumina aus den
gewilinschten Endkonzentrationen ergaben. TO-VI-zu-DNA-Titration: 1. sspDNA-Stamm-
losung (c = 1mgml™) 2. HEPES-Puffer 3. TO-VI-Stammlésung (c = 1mgml™). DNA-zu-
TO-VI-Titration: 1. TO-VI-Stammlésung (c=1mgml™) 2. HEPES-Puffer 3.sspDNA-
Stammldsung (c = 1mgml™).

6.2.3 Differential Scanning Calorimetry (DSC)

Die DSC-Messungen wurden mit einem VP-DSC-Gerat der Firma MicroCal Inc.
(Northampton, MA, USA) durchgefiihrt. Die verwendeten Heizraten betrugen 60 Kh™ bzw.
20K h™, wobei zur Gewahrleistung der Reproduzierbarkeit mehrere Heiz- und Kihlzyklen
aufgenommen wurden. Mit Ausnahme der Messungen mit DNA wurde der 1. Heizzyklus
eines jeden DSC-Experiments verworfen. Wenn nicht anders angegeben, betrug der
betrachtete Temperaturbereich 2-95°C. Die Referenzzelle wurde mit reinem Dispersions-
medium gefillt. Die erhaltenen Thermogramme wurden durch Subtraktion der Dispersions-
medium/Dispersionsmedium-Basislinie korrigiert und mit der MicroCal Origin 8.0 Software
ausgewertet. Alle Proben wurden vor der Messung 10 min entgast
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Fur die Analyse der reinen Lipide wurden Lipiddispersionen in dem entsprechenden
Dispersionsmittel (c = 1 mgml™) verwendet.

Fur die Untersuchungen der Lipoplexe wurde eine gleichbleibende sspDNA-Konzentration
von ¢ = 1mgml™ verwendet. Die Menge an Lipid ergab sich aus dem zu untersuchenden N/P-
Verhaltnis. Die Lipiddispersion wurde in 810 ul HEPES-Puffer prépariert und 24h bei 7°C
gelagert. AnschlieRend wurden 90 pl sspDNA-L6sung (c = 10mgml™) erganzt und 15min bei
RT inkubiert.

6.2.4 ITC-Experimente

Die Experimente wurden in verschiedenen Puffersystemen (HEPES, MES, TRIS) mit einer
CSC Model 5300 Nano-ITC Il der Firma TA Instruments (New Castle, DE, USA)
durchgefuhrt. Das Volumen der Probenzelle betrug 950 ul, das VVolumen der Spritze 250 ul.
Die Experimente wurden bei 25 °C und einer Riihrgeschwindigkeit von 200 rpm durchgefuhrt.
Die Proben wurden vor der Titration 10min entgast. Folgende Konzentrationen fanden
Anwendung. TO-VI-zu-DNA-Titration: sSpDNA — 0,45 mMyuk; TO-VI — 0,84 mm. DNA-zu-
TO-VI-Titration: sspDNA —4,85mMyu; TO-VI—0,26 mM. Die Referenzzelle wurde mit
reinem Puffer geftllt. 10 ul Lipiddispersion bzw. DNA-L6sung wurde in Intervallen von 600
(in diesem Zeitraum wurde das Niveau der Basislinie wieder erreicht) in die Probenzelle
injiziert. Des Weiteren wurden Verdinnungswarmen (Kontrolltitration) durch die Titration
von Lipiddispersion bzw. die DNA-L6sung in die mit Puffer gefiillte Probenzelle ermittelt.
Diese Kontrolltitrationen wurden fur die Korrektur der ermittelten Titrationswérmen genutzt.
Die Daten wurden mit der NanoAnalyze Software 2.2.0 der Firma TA-Instruments
ausgewertet. Die Titrationen wurden zur Gewéhrleistung der Reproduzierbarkeit zweifach
durchgefuhrt.

6.2.5 DLS-Messungen

PartikelgrofRen und PartikelgroRenverteilungen wurden mit dem Zetasizer Nano ZS ZEN3600
der Firma Malvern Instruments (Worcestershire, UK) ermittelt. Das Gerét besitzt einen
He/Ne-Laser welcher monochromatisches Licht der Wellenlange A = 633nm erzeugt. Der
Streuwinkel 0 betrug 173°, die Messtemperatur betrug 25°C. Es wurden 3 Messungen
bestehend aus jeweils 15 Einzelmessungen mit einer Messdauer 20s je Einzelmessung
durchgefuhrt. Fir die Berechnungen wurde eine Viskositat von » = 0,8872mPas und ein
Brechungsindex von 1,33 angenommen. Die erhaltenen Autokorrelationsfunktionen wurden
sowohl mit der Zetasizer Software 6.34 der Firma Malvern Instruments fir die Bestimmung
des z-Average mittels Kumulantenanalyse, als auch mit der ALV-Correlation Software 3.0 der
Firma ALV-Laser Vertriebsgesellschaft m.b.H. (Langen, Deutschland) fur die Berechnung der

GroRenverteilungsfunktionen mittels ,,exponential regularized fit (ga(t))* ausgewertet.
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6.2.6 {-Potential-Messungen

Die Messungen der elektrophoretischen Beweglichkeit wurden auf Basis der Laser-Doppler
Elektrophorese Technik mittels Zetasizer Nano ZS ZEN3600 der Firma Malvern Instruments
(Worcestershire, UK) durchgefiinrt. Die Messtemperatur betrug 25°C. Es wurden 3
Messungen, bestehend aus jeweils 30 Einzelmessungen unter Anwendung einer Spannung
von 50V, durchgefuhrt. Fir die Berechnungen wurde eine Viskositat von » =0,8872mPa s
und eine Dielektrizitatskonstante von ¢=785Fm™ zu Grunde gelegt. Die Auswertung
erfolgte mittels Zetasizer Software 6.20 der Firma Malvern Instruments. Die elektro-
phoretische Mobilitat pe der Partikel wurde mit Hilfe der SMoLucHowskI-Gleichung (Gl. 8)
in das ¢-Potential umgerechnet: = (pe % 77) x &,

6.2.7 TEM und cryo-TEM
TEM:

Préparation und Vermessung erfolgten durch Frau PD. Dr. A. MeISTER und Herrn Dr. S.
DRESCHER. Lipid- und Lipoplexdispersionen wurden mit einer Konzentration von ¢ =
1mgml™ prapariert (die Lipoplexherstellung erfolgte analog der Préaparation der DSC-Proben
(Kap.6.2.3)) und mit dem entsprechendem Dispersionsmedium auf eine Endkonzentration
von ¢ = 0,05mgml™ verdiinnt. Die negativ-kontrastierten Proben wurden durch Spreiten von
5ul der entsprechenden Dispersion auf ein Kupfernetz der Firma PLANO (Wetzlar,
Deutschland), welches mit einem Formvar-Film beschichtet ist, prapariert. Nach 1 min wurde
die Flissigkeit mit einem Filterpapier entfernt und 5pul einer 1%igen wassrigen Uranyl-
acetatlosung hinzugefigt, welche wiederum nach 1min entfernt wurde. Die getrockneten
Proben wurden an einem EM 900 TEM der Firma Carl Zeiss Microscopy GmbH
(Oberkochen, Deutschland) untersucht. Die Bilder wurden mit einer SSCCD SM-1k-120
Kamera der Firma TRS (Moorenweis, Deutschland) aufgenommen.

cryo-TEM:

Préparation und Mikroskopie erfolgten durch Frau PD. Dr. A. MEISTER. Die Lipiddispersion
wurde mit einer Konzentration von ¢ = 2mgml™ in Carbonatpuffer pH10 hergestellt. Die
Proben wurden mit der ,,blotting procedure fiir Cryo-TEM prépariert. Dabei wurde in einer
Kammer mit konstanter Temperatur und Luftfeuchtigkeit unter Verwendung eines ,, EM GP
grit plunger” der Firma LEICA (Wetzlar, Deutschland) gearbeitet. Ein Tropfen der
Lipiddispersion wurde auf ein C-flat™ (ein mit einem l6chrigen Kohlenstofffilm iiberzogenes
EM-Netz) der Firma Protochips Inc. (Raleigh, NC, USA) aufgetragen und Uberschussige
Flissigkeit mit einem Filterpapier entfernt, wobei ein dinner Film zurlickbleibt, welcher die
Locher des EM-Netzes durchspannt. Durch schnelles Eintauchen in flissiges Ethan wurde die
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waéssrige Probe eingefroren und bei Temperaturen unter 108 K gelagert, transportiert und
mikroskopiert. Die Proben wurden an einem LIBRA 120 PLUS TEM der Firma Carl Zeiss
Microscopy GmbH (Oberkochen, Deutschland) bei 120kV untersucht. Das Mikroskop ist mit
einem Gatan 626 Cryotransfersystem ausgestattet. Die Bilder wurden mit einer BM-2k-120
Dual-Speed on axis SSCCD-Kamera der Firma TRS (Moorenweis, Deutschland)
aufgenommen.

6.2.8 SAXS-Messungen

Die Lipide bzw. Lipoplexe wurden als 20%ige Dispersion (m/m) in HEPES-Puffer
dispergiert. Um eine komplette Hydratisierung zu gewahrleisten, wurden die Lipiddisper-
sionen 3x auf 90°C erhitzt und gevortext. Die Lipoplexe wurden analog der Lipoplexproben
fiir die DSC-Experimente (Kap. 6.2.3), wobei die Konzentrationen angepasst wurden. Fur die
Vermessung wurden die Dispersionen in Glaskapillaren (g 2mm) tberfiihrt und 3 Tage bei
4°C gelagert.

Die SAXS-Messungen wurden am Elektronenspeicherring BESSY Il (Berlin, Deutschland),
welcher Synchrotronstrahlung im THz-Bereich bis hin zur RONTGEN-Strahlung liefert, > von
Frau M. Sc. D. PAwLOwsKA durchgefiihrt. Die Wellenlénge des Strahls betrug 4 = 0,826 A
und wurde mittels ,, MoBC Multilayer* Monochromator generiert. Die Strahlenbreite wurde
durch eine Lochblende mit einem Durchmesser von 100 um gefolgt von einer Lochblende mit
einem Durchmesser von 150 um bestimmt. Die SAXS-Beugungsmuster wurden von einem
MarMosaic 225 Detektor der Firma MarUSA Inc. (Evanston, IL, USA) bestehend aus 9
unabhéngigen 16-bit CCD Chips, welche tber Lichtfaserkabel mit einem Phosphorbildschirm
mit einer Kantenldge von 225mm (Pixel GroRe 73,24 um) verbunden waren, aufgenommen.
Der Abstand zwischen Probe und Detektor betrug 794 mm. Die Daten wurden mit Hilfe der

Fit2D Software ausgewertet.>?’

6.2.9 CMC-Bestimmungsmethoden

Methode A — CMC-Bestimmung durch ITC: Die ITC-Experimente wurden wie unter 6.2.4
beschrieben durchgefiihrt, wobei die Probenzelle mit HEPES-Puffer pH 7,3 und die Spritze
mit einer 0,8 mm Lipiddispersion in HEPES-Puffer pH 7,3 geflllt waren.

Methode B — CMC-Bestimmung mittels Fluorescein: Eine Lipidverdiinnungsreihe in HEPES-
Puffer pH 7,3 wurde in 96-Well Platten (F-bottom) der Firma Greiner Bio-One GmbH
(Frickenhausen, Deutschland) pipettiert und mit Fluorescein versetzt, so dass eine
Endkonzentration ¢ (Fluorescein) = 10°mm und ein Fiillvolumen von 200 pl erhalten wurden.
Nach einer Inkubationszeit von 30 min bei 25°C unter Lichtausschluss wurde die Absorption
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bei 503nm mittels Polastar Omega der Firma BMG LABTECH GmbH (Ortenberg,
Deutschland) vermessen. Die Experimente wurden dreifach durchgefiihrt.

Methode C — CMC-Bestimmung mittels DPH: In 96-Well Platten (clear-plate, black,
F-bottom) der Firma Greiner Bio-One GmbH (Frickenhausen, Deutschland) wurden 199 pul
Lipiddispersion steigender Konzentration in HEPES-Puffer pH 7,3 mit 1ul DPH-L&sung
(Imm in THF) versetzt und fir 30min bei 25°C unter Lichtausschluss inkubiert.
AnschlieBend wurde die Fluoreszenzintensitdt mittels Polastar Omega der Firma BMG
LABTECH GmbH (Ortenberg, Deutschland) gemessen (lex: 355nm, Aen: 460nm). Die
Experimente wurden dreifach durchgefuhrt.

6.3 Analysenmethoden und Reinigungsverfahren

6.3.1 Chromatographische Methoden

Dinnschichtchromatographie (DC)

Die Dunnschichtchromatographie diente zur Kontrolle von Reaktionsverlaufen, zur Prifung
der Reinheit von Zwischen- und Endprodukten sowie zur Charakterisierung der einzelnen
Verbindungen durch Bestimmung der RgWerte. Die angegebenen RgWerte stellen
unkorrigierte Werte dar. Es wurden mit Kieselgel 60 F,s4 beschichtete Aluminiumplatten der
Firma Merck (Darmstadt, Deutschland) verwendet. Die Substanz wurde in einem geeigneten
Losungsmittel geldst, auf die Platten aufgetragen und in Chromatographiekammern unter
Kammersattigung entwickelt. Als mobile Phase dienten Standardlaufmittel folgender
Zusammensetzungen (V/V/V):

LM 1: CHCIl3/MeOH/NH3 90/10/0,5 LM 8: CHCIl3/MeOH 8/2

LM 2: CHCI3/MeOH/NH3 80/20/2 LM 9: CHCI3/Et,0 1/1

LM 3: CHCI3/MeOH/NH; 65/35/5 LM 10: CHCl3/Heptan 6/4

LM 4: CHCI3/MeOH/NH3 50/50/10 LM 11: CHCl3/Heptan 8/2

LM 5: CHCIl3/MeOH/NH; 35/65/15 LM 12: Ethylacetat

LM 6: CHCIl3/MeOH 95/5 LM 13: Ethylacetat/Heptan 1/1
LM 7: CHCI3/MeOH 9/1 LM 14: Acetonitril/NH3 9/1

Folgende Detektionsverfahren kamen zum Einsatz:

— UV-Licht der Wellenldange 254nm. Dieses Verfahren der Detektion mittels
Fluoreszenzléschung kam bei Substanzen mit aromatischen Ringsystemen zum
Einsatz.

— Bromthymolblau-L6sung (0,1g Bromthymolblau und 0,2g KOH in 10ml Ethanol
I6sen und mit destilliertem Wasser auf 0,51 auffullen): Sensitiver Nachweis fir
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Verbindungen mit lipophilem Charakter. Die Empfindlichkeit wird durch das
Bedampfen mit Ammoniak erhoht.

— wassrige KMnO4-Tauchlésung (1% m/m): Durch Tauchen der DC-Platten mit
anschlieBendem Erwédrmen fur 5min bei 80°C im Trockenschrank werden redu-
zierende Substanzen durch Bildung von Braunstein sichtbar. Die Methode fand bei
Substanzen mit aliphatischen Alkoholfunktionen Anwendung, welche als gelbe
Flecken auf rosa Grund sichtbar werden.

— H,S04/MeOH-Mischung (10% V/V): Wurde fir die Detektion von Kohlenhydrat-
derivaten verwendet. Die entwickelte DC-Platte wurde in die Mischung getaucht und
anschlieBend bei 80°C 5min im Trockenschrank erwérmt. Die Substanz erscheint
durch Oxidationsprozesse als schwarzer Fleck.

— lodkammer (lodbedampfung): lod lagert sich unspezifisch an eine Vielzahl lipophiler
Strukturen an, welche als brauner Fleck sichtbar werden. Das Verfahren wurde fur die
Detektion der Verbindungen 25a/b und 26 genutzt.

Saulenchromatographie (SC)

Die Saulenchromatographie diente zur Reinigung der Zwischen- und Endprodukte. Als
Trennmittel diente Kieselgel 60 (KorngroRe: 0,063-0,200 mm) der Firma Merck (Darmstadt,
Deutschland). Als Elutionsmittel dienten Heptan/CHCI3-, Heptan/Et,0-, CHCI3/Et,0O-,
CHCI3/MeOH-, CHCIz/EtOH- und CHCI3/MeOH/NH3-Mischungen unterschiedlicher
Zusammensetzung. In der Regel wurde die Polaritidt der Elutionsmittel wéhrend der Chro-
matographie diskontinuierlich erhoht. Die Detektion erfolgte diinnschichtchromatographisch.
Es kamen vier verschiedene SC-Methoden zum Einsatz:

— Methode 1 — trocken gepackte Sdulen: Die benétigte Kieselgelmenge wurde fir ein
Verhaltnis von 10/1 (Mkieselgel/ Msubstanzgemisch) Perechnet, trocken in die Saule eingefullt
und anschliefend mit dem Elutionsmittel konditioniert.

— Methode 2 — eingeschwemmte Sdulen: Die bendtigte Kieselgelmenge wurde fur ein
Verhdltnis von 100/1 (Mkieselgel/ Msubstanzgemisch) Derechnet, mit dem Elutionsmittel sus-
pendiert und unter kontinuierlichem Elutionsmittelstrom in die Séule eingeschwemmt.

— Methode 3 — Frontchromatographie: Die benétigte Kieselgelmenge wurde fiir ein Ver-
haltnis von 5/1 (Mkieselgel/Msubstanzgemisch) Derechnet und trocken in die Saule eingefullt.
Das zu trennende Substanzgemisch wurde in 5ml Elutionsmittel gelost auf das tro-
ckene unkonditionierte Kieselgel aufgetragen. AnschlieRend wurde isokratisch eluiert.

— Methode 4 — DMAP-Methode: Das zu reinigende Hydrochloridsalz der Lipide wurde
in einer Mischung aus 4ml CHCIl; und 1ml MeOH gelést und mit DMAP
(nomap/Nsubstanz 6/1) versetzt. Die bendtigte Kieselgelmenge wurde fir ein Verhaltnis
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von 15/1 (Mkieselgel/ Msubstanzgemisch) berechnet, trocken in die Sdule eingefullt und
anschlieRend mit dem Elutionsmittel konditioniert.

6.3.2 Schmelzpunktbestimmung

Die Bestimmung der Schmelzpunkte bzw. Schmelzbereiche erfolgte an einem Boetius
Heiztischmikroskop. Die angegebenen Schmelzpunkte stellen unkorrigierte Werte dar.

6.3.3 Elementaranalyse (EA)

Die Bestimmung des Gehalts an Kohlenstoff, Wasserstoff und Stickstoff in den Verbindungen
erfolgte im automatischen Mikroverfahren an einem CHNS-932 der Firma Leco-Corporation
(St. Joseph, MI, USA).

6.3.4 Massenspektrometrie (MS)

ElektronenstoRionisation-Massenspektrometrie (EI-MS)
Die Aufnahme der Massenspektren durch ElektronenstoRionisation erfolgte an einem AMD
402 (70 eV) der Firma AMD Intecta GmbH (Harpstedt, Deutschland).

Gaschromatographie-gekoppelte Massenspektrometrie (GC-MS)

Die Proben wurden mittels HP 5890 11-GC der Firma Hewlett-Packard unter Verwendung
einer DB5 30m x 0,25mm (Innendurchmesser) Séule mit 0,25um Innenbeschichtung gas-
chromatographisch getrennt. Die Injektionstemperatur betrug 250°C, die Temperatur am
Detektor betrug 280°C. Als Detektor diente ein MS 5971 A-Massenspektrometer der Firma
Hewlett-Packard, an welchem das Eluat mittels ElektronenstofRionisation massenspektrometrisch
vermessen wurde.

Elektrospray-Massenspektrometrie (ESI-MS)

Die Proben wurden in einer CHCIl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zusammensetzung)
gelést und (ber eine Spritzenpumpe Havard Apparatus 22 injiziert (20ulmin™). Die
lonisation wurde sowohl positiv als auch negativ im Elektronenspray bei 5,0 kV durchgefihrt.
Die Aufnahme der Spektren erfolgte mit einem lonenfallen-Massenspektrometer Finnigan
LCQ-Classic der Firma Thermo Electron (Egelsbach, Deutschland). Das Gerat verfligt Gber
eine beheizbare Kapillare (220 °C) und weist eine Flussrate von 20 plmin™ auf.

Hochauflosende Massenspektrometrie (HR-MS)

Fur die Identitatsbestimmung der Endprodukte wurden Massenspektren mit hoher Auflésung
aufgenommen. Die Proben wurden in einer CHCIl3/MeOH-Mischung (unterschiedliche Zu-
sammensetzung) gelést und mittels Proxeon-Nano-ESI-Quelle der Firma Thermo Fisher
Scientific (Bremen, Deutschland) bei 1,3kV ionisiert. Die Aufnahme der Spektren erfolgte
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mit einem LTQ-Orbitrap-XL-Massenspektrometer der Firma Thermo Fisher Scientific
(Bremen, Deutschland).

6.3.5 NMR-Spektroskopie

'"H-NMR- und **C-NMR-Spektren wurden an einem Varian Gemini 2000 (400MHz fiir
'H-NMR und 100MHz fiir *C-NMR) und an einem Varian Inova 500 (500MHz fir
'H-NMR und 125MHz fiir *C-NMR) aufgenommen. Als interner Standard diente das
verwendete Lésungsmittel. Fur die Kalibrierung der *H-NMR-Spektren in D,O wurde die
Temperaturabhangigkeit des HDO Peaks beriicksichtigt.*?® *H-NMR-Spektren wurden in
CDCI; aufgenommen, bei Loslichkeitsproblemen in D,O und CDCI3/CD3;OD-Mischungen
(unterschiedliche Zusammensetzung in Abhédngigkeit der Substanzldslichkeit). Bei den
13C-NMR-Spektren wurden je nach Loslichkeit in CDCl3/CD3OD-Mischungen, CDCI; und
D,0 verwendet.

Die chemische Verschiebung ¢ ist in ppm angegeben und fir Signale mit definierten
Multiplizitaten auf die Symmetrieachse bezogen. Fir Multipletts wurde ein Bereich der
chemischen Verschiebung angegeben. Die Signale im *H-NMR-Spektrum werden wie folgt
zugeordnet: [Multiplizitat, Kopplungskonstante J in Hz, Protonenzahl; zugeordnetes Proton
(fett, kursiv)]. Fur die Multiplizitaten wurden folgende Abkirzungen verwendet: s (Singulett),
d (Duplett), t (Triplett), dd (Duplett vom Duplett), ddd (Duplett vom Duplett vom Duplett), dt
(Duplett vom Triplett), m (Multiplett).
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6.4 Synthese und analytische Charakterisierung
der Verbindungen

6.4.1 Synthese der Vorstufen

6.4.1.1 Synthese der Alkylamine

(92)-Octadec-9-enylamin - Oleylamin (rein) N N S G U
Methode 1: 18mmol (5g) Olsaure (>99%) und 18 mmol (1,8g) TEA wurden in 20ml THF
geldst. AnschlieBend wurde unter Rihren 20 ml eine Lésung, bestehend aus 18 mmol (1,959)
Ethylchloroformiat in THF, langsam bei -5°C zugetropft und 1h bei -5°C geriihrt. Die
erhaltene Losung der aktivierten Carbonsdure wurde nach Filtration unter Inertbedingungen
(Entfernung des Triethylammoniumchlorids) mit NH; (gelost in THF) umgesetzt. Dafur
wurden 20ml THF auf -40°C abgekihlt und fir 5min NHs-Gas eingeleitet. Anschlielend
wurde die aktivierte Olsiure zugetropft. Das Reaktionsgemisch wurde innerhalb von 1h auf
0°C und anschlieBend innerhalb von 1h auf 10°C erwéarmt und 5h bei 10°C gerihrt. Im
Anschluss wurde das Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt.

Das so erhaltene Oleylamid wurde in 30ml THF gel6st und unter Rihren und Eiskiihlung
tropfenweise mit einer Suspension aus 25mmol (0,95g) LiAIH4 in 40ml THF versetzt. Das
Reaktionsgemisch wurde fiir 8 h bei 55 °C gerthrt und anschlieend unter Eiskiihlung mit 5ml
Wasser versetzt. Im Anschluss wurden 20 ml einer NH4CI-Ldsung (ges.) zugesetzt und 3x mit
50ml Et,O extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Losung (ges.)
neutral gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum
entfernt. Das erhaltene (92)-Octadec-9-enylamin wurde sédulenchromatographisch (SC Metho-
de 2) mittels CHCIl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt.

Methode 2: Die Reaktionsabldufe wurden analog der Methode 1 durchgefuhrt, wobei als
Abwandlung mit wassrigem konzentrierten NH3 (33% m/m) bei 0°C, statt mit der THF/NH3-
Losung bei -40 °C, gearbeitet wurde.

Methode 3: 18 mmol (59) Olséaure (>99 %) wurde in 20ml Et,O gelést und unter Rihren und
Eiskuhlung tropfenweise mit einer Suspension aus 25mmol (0,95g) LiAIH, in 30ml Et,0
versetzt. Das Reaktionsgemisch wurde fur 24h unter Rickfluss geruhrt und anschlielend
unter Eiskiihlung mit 5ml Wasser versetzt. Im Anschluss wurden 20 ml einer NH4CI-Ldsung
(ges.) zugesetzt und 3x mit 50ml Et,O extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt,
mit NaCl-Losung (ges.) neutral gewaschen, tber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Lo-
sungsmittel im Vakuum entfernt. Der so erhaltene Oleylalkohol wurde, analog des (10R,S)-
10-Methylhexadecylalkohols in der Vorschrift der Synthese des (10R,S)-10-Methylhexa-
decylamins (siehe unten), weiter zum Oleylamin umgesetzt.
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Aussehen: farblose 6lige Flussigkeit Summenformel: CisH37N
Ausbeute: 39% (Methode 1) Molare Masse: 267,49 gmol™*

22 % (Methode 2) R 0,67 (LM 2)

53% (Methode 3) ESI-MS: 268,2 [M+H]"
'H-NMR:  siehe Anhang BC-NMR: siehe Anhang
(10R,S)-10-Methylhexadecylamin e

Die Verbindung wurde in einer Mehrschrittsynthese aus Methylmalonsdurediethylester
synthetisiert. Dabei erfolgte die Synthese von (10R,S)-10-Methyl-1-(tetrahydro-2H-pyran-2-
yl-oxy)hexadecan nach MarRkowski.*#

Fur die Abspaltung der THP-Schutzgruppe wurde der THP-Ether in Methanol mit
katalytischen Mengen p-Toluolsulfonsdure fir 3h unter Ruckfluss erhitzt. AnschlieRend
wurde das Losungsmittel auf die Hélfte eingeengt und der Ansatz mit 20 ml Wasser versetzt.
Die waéssrige Mischung wurde 3x mit 50ml CHCI; extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt, Gber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Der erhaltene (10R,S)-10-Methylhexadecylalkohol wurde saulenchromatographisch
(SC Methode 1) mittels CHCl3/Heptan-Gradient gereinigt (Ausbeute: 98 %).

Fur die Synthese des Azids wurden 20 mmol (5,09) des Alkohols und 25mmol (2,52g) TEA
in 50ml CHCI;3 geltst. AnschlieBend wurde eine Ldésung aus 24mmol (2,759) Methan-
sulfonsaurechlorid in 20ml CHCI; unter Rihren und Eiskiihlung zugetropft und fur 7 h bei RT
geriihrt. Zur Aufarbeitung wurden unter Eiskiihlung 10ml Wasser zum Ansatz gegeben. Die
abgetrennte organische Phase wurde tber Na,SO,4 getrocknet, filtriert und das Losungsmittel
im Vakuum entfernt. Im Anschluss wurde das erhaltene Mesylat ohne Reinigung mit 80 mmol
(5,15g9) Natriumazid in 30ml DMF suspendiert und fir 24h auf 60°C erhitzt. Nach
Beendigung der Reaktion wurde der Ansatz mit 30 ml Wasser versetzt und 3x mit 100 ml
CHCI; extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, tber Na,SO,4 getrocknet, filtriert
und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene (10R,S)-10-Methylhexadecylazid
wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCIlz/Heptan-Gradient gereinigt
(Ausbeute: 96 %).

Fur die Synthese des Amins wurden 7,1mmol (2,0g) des erhaltenen Azids in 50ml Et,0O
gelost. AnschlieRend wurden 11,2mmol (424mg) LiAIH, in 5ml Et,O suspendiert, unter
Rihren und Eiskihlung zum Ansatz zugetropft und 4h unter Ruckfluss gerthrt. Zur Auf-
arbeitung wurden unter Eiskihlung 5ml Wasser zugetropft. Anschliefend wurden 20ml
NaOH-Losung (7,5% m/m) zugesetzt und 2x mit 50ml Et,O extrahiert. Die organischen
Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Lésung (ges.) neutral gewaschen, Uber Na,SO, getrock-
net, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das erhaltene (10R,S)-10-Methyl-
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hexadecylamin wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH/NH3-
Gradient gereinigt (Ausbeute: 93%).

Aussehen: farblose 6lige Flussigkeit ~ Molare Masse: 255,48 gmol™
Summenformel: Ci7Ha7N Ry 0,31 (LM 1)

Ausbeute: 87% ESI-MS: 256,3 [M+H]"
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR: siehe Anhang

6.4.1.2 Synthese der alkylierten Malonsaurediethylester

Die Alkylierung des Malonsdurediethylesters mit den entsprechenden Alkylbromiden
/Alkylmesylaten erfolgte in Anlehnung an Literaturangaben mit der Abwandlung, dass Toluol
als Losungsmittel genutzt wurde.** Das entsprechende Produkt wurde saulenchroma-
tographisch (SC Methode 1) mittels Heptan/Et,O-Gradient gereinigt.

(0]

Oleylmalonséaurediethylester (1a)

) I
;

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung des Malonséurediethylesters SN

mit Oleylmesylat erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. 3%

Tetradecylmalonsaurediethylester (1b) \::f;o

6

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung des Malonsdurediethylesters mit o

Tetradecylbromid erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur. 4314331

Hexadecylmalonsaurediethylester (1c) m"

Die Verbindung wurde durch die Umsetzung des Malonsdurediethylesters mit "ol

Hexadecylbromid erhalten. Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.!43146:331

O~

6 (0]
Die Verbindung wurde durch die Umsetzung von 1b mit Tetradecylbromid unter*\%/\o?v

Ditetradecylmalonsaurediethylester (1d)

Substitution von Toluol durch Xylol (Isomerengemisch) erhalten.

Aussehen: weiler kristalliner Feststoff
Ausbeute: 81% Fp: 25-27°C
Summenformel: Cs5HgsO4 Ry: 0,58 (LM 10)
Molare Masse: 552,91 gmol™ ESI-MS: 575,6 [M+Na]"
EA: ber.. C 76,03 H 12,40

gef.. C 75,95 H 12,38
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.1.3 Synthese der alkylierten Malonsduremonoethylester durch
Monoverseifung

Die Verbindungen 2a-d wurden nach der Vorschrift der Monoverseifung von Alkylmalon-
saurediethylestern nach BREsLow synthetisiert.**® Eine Abwandlung erfolgte durch die
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saulenchromatographische Aufreinigung (SC Methode 1) der Produkte mittels CHCI3/EtOH
Gradient.

Oleylmalonsauremonoethylester (tech.) (2a)

HO___O

Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von la erhalten. Die M"
analytischen Daten entsprechen der Literatur.®

Tetradecylmalonsauremonoethylester (2b)

HO_0
Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1b erhalten. xk\g(fo
Aussehen: weiler kristalliner Feststoff g
Ausbeute: 81% Fp: 44-46°C
Summenformel: C19H3604 Ry: 0,37 (LM 7)
Molare Masse: 328,5gmol™ ESI-MS: 327,0 [M-H]
EA: ber.. C 69,47 H 11,05

gef.. C69,34 H 10,87
'H-NMR: siehe Anhang
Hexadecylmalonsdauremonoethylester (2c) o, o
Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1c erhalten. Die analytischen xk\a;ffo
Daten entsprechen der Literatur.** o~
Ditetradecylmalonsdauremonoethylester (2d) o, o
Die Verbindung wurde durch Monoverseifung von 1d erhalten. J(*\\/E?if:
Aussehen: weiler kristalliner Feststoff
Ausbeute: 54% Fp: 33-35°C
Summenformel: Ca3H6404 Rs: 0,20 (LM 7)
Molare Masse: 524,9gmol™ ESI-MS: 1047,6 [2M-H]
EA: ber.. C 75,52 H 12,29

gef.. C 75,56 H 12,04
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.1.4 Synthese der BOC-Fmoc-geschiitzten Lysinalkylamide

10mmol des entsprechenden Alkylamins und 10mmol (1,29g) DIPEA wurden in 10ml
CHCI;, gel6st und bei RT gerthrt. AnschlieBend wurde eine Losung aus 10mmol (4,699)
Fmoc-Lys(BOC)-OH und 10mmol (5,20g) PyBOP® in 50 ml CH,Cl, zugetropft und 3h unter
Argonatmosphére gertihrt. Im Anschluss wurde der Reaktionsansatz mit 20ml CH,CI, ver-
dinnt und mit NaHCOg3-L6sung (ges.) gewaschen. Die abgetrennte organische Phase wurde
mit NaCl-Losung (ges.) neutral gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet, filtriert und das LO-
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sungsmittel unter Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde sdaulenchromato-
graphisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH-Gradient gereinigt.

(2S)-6-[(tert.-Butoxycarbonyl)]Jamino-2-[(9H-fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]lamino-N-
[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (tech.) (3a) o

— J\/\/\/NHBOC
Die Verbindung 3a wurde aus Oleylamin (tech.) synthetisiert. Wﬂ EEmoc

Die analytischen Daten sind in WOLK et al.}”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

(2S)-6-[(tert.-Butoxycarbonyl)]Jamino-2-[(9H-fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]lamino-N-
[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (rein) (3b)

Die Verbindung 3b wurde aus Oleylamin (rein) synthetisiert. WNJOI\:/\NNHBOC
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff " o
Ausbeute: 98% Fp: 112-114°C
Summenformel: CasHe7N305 Rs: 0,78 (LM 7)
Molare Masse: 718,02gmol™ ESI-MS: 740,4 [M+Na]”
EA: ber.. C 73,60 H9,41 N 5,85
gef.. C 73,52 H 9,68 N 5,91
'H-NMR: siehe Anhang

(2S)-6-[(tert.-Butoxycarbonyl)]Jamino-2-[(9H-fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]lamino-N-

tetradecylhexanamid (3c) j\/\/\/
NHBOC
Die Verbindung 3c wurde aus Tetradecylamin synthetisiert. MH 2 hEmoc

Die analytischen Daten sind in WOLK et al.}® (Publikation siehe Anhang) beschrieben.
(2S)-6-[(tert.-Butoxycarbonyl)]Jamino-2-[(9H-fluoren-9-yl)methoxycarbonyl]lamino-N-
[(10R,S)-10-methylhexadecyl]hexanamid (3d)

o
Die Verbindung 3d wurde aus (10R,S)-10-Methylhexadecyl- WHJ\{\/\/N“BOC
NHFmoc
amin synthetisiert.

Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff
Ausbeute: 79% Fp: 118-120°C
Summenformel: Ca3He7N3Os5 Rs: 0,77 (LM 6)
Molare Masse: 706,01 gmol™ ESI-MS: 728,5 [M+Na]”
EA: ber.. C7315 H 9,57 N 5,95

gef.. C7311 H 9,91 N 5,95
'H-NMR: siehe Anhang
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6.4.1.5 Fmoc-Schutzgruppenspaltung — Synthese der e-BOC-geschuitzten
Lysinalkylamide

10mmol der Fmoc-geschitzten Verbindung 3a-d wurde in 55ml DMF gelést und mit
64,6 mmol (4,29g) Piperidin versetzt. Der Ansatz wurde 3h bei RT gerthrt. AnschlieRend
wurde der Reaktionsansatz mit 50 ml Wasser verdiinnt und 3x mit 200ml Heptan extrahiert.
Die organische Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Losung (ges.) neutral gewaschen, ber
Na,SO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende
Produkt wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCIl3/MeOH/NH3-Gradi-
ent gereinigt.

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]Jamino-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (tech.)
(4a) 0

; ; L. . — J\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 3a synthetisiert und enthélt Wﬂ A,

Oleylamin (tech.) als Baustein. Die analytischen Daten sind in WoLK et al.*”® (Publikation
siehe Anhang) beschrieben.

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]Jamino-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]hexanamid (rein)
(4b) )
Die Verbindung wurde aus 3b synthetisiert und enthalt V\é/:(\/hmj\_/\/\/““m

NH,

Oleylamin (rein) als Baustein.

Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff
Ausbeute: 94% Fp: 51-56°C
Summenformel: Cy9Hs57N303 Rs: 0,87 (LM 7)
Molare Masse: 495,78 gmol™ ESI-MS: 518,4 [M+Na]*
EA: ber.. C 70,25 H 11,59 N 8,48

gef.. C70,19 H 11,41 N 8,54
'H-NMR: siehe Anhang

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]Jamino-N-tetradecylhexanamid (4c)

Die Verbindung wurde aus 3c synthetisiert. Die analytischen Daten sind in o
|.176 MHJ\:/\/\/NHBOC

NH,

WOLK et al.”™ (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

(2S)-2-Amino-6-[(tert.-butoxycarbonyl)]Jamino-N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]-
hexanamid (4d)

0
Die Verbindung wurde aus 3d synthetisiert Nﬁ/f\/ﬁuj\ﬁ;\/\/“‘”m
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff

Ausbeute: 88% Fp: 46-48°C

Summenformel: CogHs57N303 Rs: 0,5(LM7)

Molare Masse: 483,77 gmol™ ESI-MS: 484,3 [M+H]*
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EA: ber.. C 69,52 H 11,88 N 8,69
gef.. C69,15 H 11,98 N 8,86
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.2 Synthese der Malonsaurediamide (2. Generation)

6.4.2.1 Allgemeine Synthesevorschriften

Methode A (Amidkniipfung mit PyBOP®)

20mmol (2,939g) Tris(2-aminoethyl)amin bzw. 20mmol (1,209) Ethylendiamin und 2mmol
(202mg) TEA wurden in 2ml CH,CI, geldst. AnschlieBend wurden 1mmol der entspre-
chenden Carbonsaure und 1 mmol (520,4mg) PyBOP® in 50ml CH,Cl, gelést, bei RT unter
Argonatmosphéare und Rihren der Aminlésung zugetropft und fiir 16 h bei RT gerthrt. Zur
Aufarbeitung wurde die entstandene Suspension filtriert. Das Filtrat wurde mit CHCl3
verdunnt und mit K,COs-L6ésung (15% m/m) gewaschen. Die abgetrennte organische Phase
wurde mit NaCl-Losung (ges.) neutral gewaschen, tiber Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde séulenchromato-
graphisch (SC Methode 2) mittels CHCl3/MeOH/NHs-Gradient gereinigt.

Methode B (Amidkntpfung mit N-Hydroxysuccinimidestern)

Die bendtigten Mengen des entsprechenden aminofunktionalisierten Lipids, BOC-Lys(BOC)-
OSu und TEA (exakte Mengenangaben siehe entsprechende Lipidgruppe) wurden in 20ml
CH,Cl, geldst und fur 16 h unter Argonatmosphare bei RT geriihrt. AnschlieBend wurde das
Reaktionsgemisch mit 20 ml CHCI; verdinnt und mit K,CO3-L6sung (15 % m/m) gewaschen.
Die abgetrennte organische Phase wurde mit NaCl-Ldsung (ges.) neutral gewaschen, Uber
Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende
Produkt wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 2) mittels CHCIl3/MeOH-Gradient
gereinigt.

Methode C (BOC-Schutzgruppenspaltung mit TFA)

0,5mmol BOC-geschiitztes Lipid wurden in 10ml CH,Cl, geldst. Anschliefend wurde unter
Rihren die bendtigte Menge TFA (exakte Mengenangaben siehe entsprechende Lipidgruppe)
schrittweise der Reaktion zugefuhrt und 5h bei RT geriihrt. Zur Aufarbeitung wurde der
Reaktionsansatz am Rotationsverdampfer auf 1/10 des Volumens eingeengt. Der Riickstand
wurde in 20ml CHCI3; aufgenommen und auf dem Eiswasserbad unter Rihren tropfenweise
mit 10ml NHs-Losung (10% m/m) versetzt. AnschlieBend wurde die organische Phase
abgetrennt und die wassrige Phase 3x mit 20ml CHCI3 extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt, mit NaCl-Losung (ges.) neutral gewaschen, lber Na,SO, getrocknet,
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filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde
saulenchromatographisch (SC Methode 2) mittels CHCIl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt.

Methode D (BOC-Schutzgruppenspaltung mit HCI)

0,2mmol BOC-geschitztes Lipid wurden in 15ml Ethylacetat suspendiert. AnschlieRend
wurde unter Rihren 4 ml HCI-L6ésung (35% m/m) schrittweise der Reaktion zugefuhrt und 6 h
bei RT gerthrt. Zur Aufarbeitung wurde der Reaktionsansatz am Rotationsverdampfer
eingeengt. AnschlieRend kamen folgende Aufarbeitungsmethoden zum Einsatz:

Aufarbeitung 1: Der Rickstand wurde unter Kihlung auf dem Eiswasserbad mit 10 ml NH3-
Losung (10% m/m) versetzt. Anschlieend wurden 5ml NaCl-Ldsung (ges.) und 5ml K,COs-
Losung (15% m/m) zugegeben und 3x mit 20ml CHCI; extrahiert. Die organischen Phasen
wurden vereinigt, mit NaCl-Losung (ges.) neutral gewaschen, Uber Na,SO, getrocknet,
filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt wurde
séulenchromatographisch (modifizierte SC Methode 1: 2g Kieselgel fur 150 mg Rohprodukt)
mittels CHCIl3/MeOH/NH3-Gradient gereinigt.

Aufarbeitung 2: Das erhaltene Hydrochloridsalz der Lipide wurde sédulenchromatographisch
nach SC Methode 4 (DMAP-Methode) gereinigt und in das freie aminofunktionalisierte Lipid
uberfihrt.

6.4.2.2 Synthese des Lipidrickgrats tber Amidknipfung

1 mmol des entsprechenden N-Alkyllysinamids (4a-d) und 2mmol (250,5mg) DIPEA wurden
in 3ml CH,Cl, gel6st. AnschlieBend wurden 1mmol des entsprechenden Alkylmalon-
sauremonoesters (2a-d) und 1mmol (520,4mg) PyBOP® in 15ml CH,Cl, gelést, unter
Rihren und Argonatmosphare zugetropft und fur 16h bei RT geriihrt. AbschlieRend wurde
der Reaktionsansatz mit CHCI; verdinnt und mit NaHCOs-Ldsung (5% m/m) gewaschen.
Die organische Phase wurde mit NaCl-Lésung (ges.) neutral gewaschen, Uber Na,SO4
getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das entsprechende Produkt
wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 3) mittels CHCI3/Et,O (V/V) gereinigt.
2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]Jamino}-1-oxohexan-
(2S)-2-yltamino)carbonyl]hexadecansaureethylester (tech.) (5a) .

Die Verbindung wurde aus 2b und 4a synthetisiert. Die ™ %=ty H o rmoc
analytischen Daten sind in WoLK et al.'”® (Publikation siehe Anhang) W\Ef
beschrieben. O
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2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-
(2S)-2-yltamino)carbonyl]hexadecansaureethylester (rein) (5b)

Die Verbindung wurde aus 2b und 4b synthetisiert. V‘%S/:(\/EHJH\{:/\/”“BOC
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff o
Ausbeute: 98% Fp: 62-65°C "o
Summenformel: CagHo1N306 Rs: 0,47 (LM 9)
Molare Masse: 806,25gmol™ ESI-MS: 828,7 [M+Na]"
EA: ber.. C71,51 H 11,38 N 5,21

gef.. C71,31 H 11,57 N 5,39
'H-NMR: siehe Anhang
(11Z)-2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-
oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]icosa-11-ensaureethylester o
(tech.) (5¢) WJ‘\/\N
Die Verbindung wurde aus 2a und 4a synthetisiert. Wﬁo
Aussehen: weiler wachsartiger Feststoff o~
Ausbeute: 97% Fp: 55-58°C
Summenformel: Cs2Hg7N306 Ry: 0,50 (LM 9)
Molare Masse: 860,34 gmol™ ESI-MS: 882,6 [M+Na]"
EA: ber.. C 72,59 H 11,36 N 4,88

gef. C72,/48 H 11,27 N 4,85
'H-NMR: siehe Anhang

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-

yl}amino)carbonyl]hexadecansaureethylester (5d) o
/MNJJ\/\/\/NHBOC

Die Verbindung wurde aus 2b und 4c synthetisiert. Die analytischen °*H WR_o

Daten sind in WOLK et al.*”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. w\gfo

o

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-

yl}amino)carbonyl]octadecansaureethylester (5€e) o
/MNJJ\/\/\/NHBOC

Die Verbindung wurde aus 2c und 4c synthetisiert. Die analytischen °H N0

Daten sind in WOLK et al.*”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. w\;fo

o

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-

(2S)-2-yltamino)carbonyl]octadecansaureethylester (tech.) (5f) o

Die Verbindung wurde aus 2c¢ und 4a synthetisiert. WHJH\{\(\/NHBOC
Aussehen: weilSer kristalliner Feststoff \«N:E(O
Ausbeute: 90% Fp: 73-77°C o~
Summenformel: CsoHosN3Og Rs: 0,67 (LM 9)

Molare Masse: 834,31gmol™ ESI-MS: 856,4 [M+Na]"
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EA: ber.. C 71,98 H 11,48 N 5,04
gef.. C71,66 H 11,52 N 4,89
'H-NMR: siehe Anhang

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-
oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansaureethylester (59)

0
Die Verbindung wurde aus 2b und 4d synthetisiert. WMHJH\N{\;\/““BOC
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff o
Ausbeute: 92% Fp: 71-76°C "o
Summenformel: C47H91N306 Ry: 0,66 (LM 9)
Molare Masse: 794,24 gmol™ ESI-MS: 816,6 [M+Na]*
EA: ber.. C 71,07 H 11,55 N 5,29

gef.. C71,12 H 11,88 N 5,67
'H-NMR: siehe Anhang

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-

yl}amino)carbonyl]-2-tetradecylhexadecansaureethylester (5h) o
/MNJ\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 2d und 4c synthetisiert. mc
. - . - s o)

Aussehen: weiler kristalliner Feststoff *\%/\ofv
Ausbeute: 99% Fp: 37-39°C
Summenformel: CssH113N306 Rs: 0,86 (LM 6)
Molare Masse: 948,53gmol™ ESI-MS: 971,9 [M+Na]"
EA: ber.. C7344 H 12,01 N 4,43

gef.. C7341 H 11,96 N 4,48
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.2.3 Verseifung der Ethylester in Anwesenheit einer BOC-Schutzgruppe.

1 mmol des entsprechenden Ethylesters (5a-h) wurden in einer Mischung aus 15ml THF und
5ml Wasser gelost und mit 1,5mmol (82,2mg) pulverisiertem KOH versetzt. Der Ansatz
wurde 46h bei RT gerihrt. Anschliefend wurden 0,75mmol (73,6 mg) H,SO4 in 13ml
Wasser gelost und unter Eiskiihlung zum Reaktionsansatz getropft. Nach 15min Rihren
wurde die freie Sdure durch mehrmaliges Ausschitteln mit CHCIl; aus dem waéssrigen
Reaktionsansatz extrahiert. Die organischen Phasen wurden vereinigt, mit NaCl-Ldsung (ges.)
neutral gewaschen, uUber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Ldsungsmittel im Vakuum
entfernt. Das Produkt wurde sédulenchromatographisch (SC Methode 1) mittels CHCl3/MeOH-
Gradient gereinigt.
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2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-

(2S)-2-yltamino)carbonyl]lhexadecansaure (tech.) (6a) N j\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 5a synthetisiert. Die analytischen : T
Daten sind in WOLK et al.*® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. Y\gf"

OH

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]Jamino}-1-oxohexan-
(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansaure (rein) (6b) 0

Die Verbindung wurde aus 5b synthetisiert. Wﬂﬂ:ﬁ/\o/\/wm
Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff %"
Ausbeute: 95% Fp: 75-78°C
Summenformel: CasHg7N306 Ry: 0,37 (LM 7)
Molare Masse: 778,20gmol™ ESI-MS: 777,4 [M-H]
EA: ber.. C71,00 H 11,27 N 5,40
gef. C71,24 H 11,63 N 5,18
'H-NMR: siehe Anhang

(112)-2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]Jamino}-1-
oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]icosa-11-ensédure (tech.) (6c) o

WMNMNHBOC
3 4 =

Die Verbindung wurde aus 5c synthetisiert. Houd o

Aussehen: weiler wachsartiger Feststoff M"

OH

Ausbeute: 97% Fp: 59-60°C
Summenformel: Cs0Hg3N306 Ry 0,39 (LM 7)
Molare Masse: 832,29 gmol™ ESI-MS: 830,4 [M-HJ
EA: ber.. C72,15 H 11,26 N 5,05

gef. C7194 H 10,91 N 5,13
'H-NMR: siehe Anhang

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-

yl}amino)carbonyl]hexadecansaure (6d) j\/\/\/NHBOC

Die Verbindung wurde aus 5d synthetisiert. Die analytischen Daten H 0
sind in WoLK et al.*’® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. xk\%ifo

OH

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-
yl}amino)carbonyl]octadecansaure (6e) 0

/MNJK/WNHBOC
Die Verbindung wurde aus 5e synthetisiert. Die analytischen Daten *H R0
sind in WOLK et al.”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. xg\%i(o

OH
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2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(92)-octadec-9-enyl]Jamino}-1-oxohexan-

(2S)-2-yltamino)carbonyl]octadecansaure (tech.) (6f) et j\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 5f synthetisiert. : H wl_o
Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff ngf
Ausbeute: 99% Fp: 85-89°C
Summenformel: C4gHg1N306 R 0,48 (LM 7)
Molare Masse: 806,25 gmol™ ESI-MS: 805,3 [M-H]
EA: ber.. C71,51 H 11,38 N 5,21

gef. C7111 H 11,24 N 5,12
'"H-NMR: siehe Anhang

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-

oxohexan-(2S)-2-yl}amino)carbonyl]hexadecansaure (6g) WMN JO\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 5g synthetisiert. 2 H o
Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff %"
Ausbeute: 96 % Fp: 64-68°C
Summenformel: CasHg7N306 Ry: 0,59 (LM 7)
Molare Masse: 766,19gmol™ ESI-MS: 765,4 [M-H]
EA: ber.. C 7054 H 11,45 N 5,48

gef.. C70,57 H 11,57 N 5,39
'H-NMR: siehe Anhang

2-[(N-{6-[(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-

yl}amino)carbonyl]-2-tetradecylhexadecansaure (6h) N j\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 5h synthetisiert. /Z”\ffo
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff ~ \O?HO
Ausbeute: 92% Fp: 47-52°C
Summenformel: Cs6H109N306 R 0,67 (LM 7)
Molare Masse: 920,48gmol™ ESI-MS: 919,6 [M-H]
EA: ber.. C71,67 H 11,92 N 4,48 (6h+1xH,0)

gef.. C 72,00 H 11,78 N 4,68
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.2.4 Kupplung der Carbons&ure mit Tris(2-aminoethyl)amin

Die Verbindungen 7a-h wurden nach Methode A (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1)
mit den Verbindungen 6a-h als Carbonsdure und Tris(2-aminoethyl)amin als Amin zum
Amid umgesetzt.
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N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(9Z)-octadec-9-enyl]Jamino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetra- o
decylpropandiamid (tech.) (7a) WHJ:{\O/VNHBoc
Die Verbindung wurde aus 6a synthetisiert. Die analytischen Daten sind P J,NHZ
in WoLK et al.'” (Publikation siehe Anhang) beschrieben. HN\/\NK/NHQ

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-
[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (7b)
o

Die Verbindung wurde aus 6b synthetisiert. WSJ’;Q:/\O/\/NHBOC
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff o N
Ausbeute: 93% Fp: 63-67°C P Ow]
Summenformel: Cs2H103N705 Rr: 0,33 (LM 2) e
Molare Masse: 906,42 gmol™ ESI-MS: 906,8 [M+H]"
EA: ber.. C 67,56 H 11,45 N 10,61 (7b+1xH,0)

gef. C67,28 H 11,32 N 10,30
'H-NMR: siehe Anhang

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-
[(9Z)-octadec-9-enyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9- enyl]propandlamld

(tech.) (7c) I~ _~_NHBOC
Die Verbindung wurde aus 6¢ synthetisiert. 4” i
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff w«m
Ausbeute: 94 % Fp: 74-80°C N
Summenformel: Cs6H109N7O5 Ry: 0,28 (LM 2)
Molare Masse: 960,51 gmol™ ESI-MS: 961,6 [M+H]"
EA: ber.. C 68,73 H 11,44 N 10,02 (7c+1xH,0)

gef.. C69,04 H 11,63 N 10,19
'H-NMR: siehe Anhang

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-
1-[N-(tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamide o

(7d) MHJ\E/\/\/NHBOC
HN O

Die Verbindung wurde aus 6d synthetisiert. Die analytischen Daten sind o J/NHZ

in WOLK et al.»"® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. B

k/NH2
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N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecyl-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)-

amino]-1-oxo-1-[N-(tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}propan-

o]

diamid (7e) A e
Die Verbindung wurde aus 6e synthetisiert. Die analytischen Daten sind in p° J/N“z
WOLK et al.}"® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. HN\/\“L/NHZ

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-

[(92)-octadec-9-enyllamino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-hexa-

o]

decylpropandiamid (tech.) (7f) WHJH\N:/\O/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 6f synthetisiert. ~° J/NHz
Aussehen: weiler Kristalliner Feststoff HNV\“K/NHZ
Ausbeute: 85% Fp: 88-90°C
Summenformel: Cs4H107N7Os5 Rs: 0,17 (LM 2)
Molare Masse: 934,47 gmol™ ESI-MS: 935,6 [M+H]"
EA: ber.. C 66,83 H 11,53 N 10,10 (7f+2xH,0)

gef.. C 66,92 H 11,50 N 10,50

'H-NMR: siehe Anhang

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-
[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid

(79)

0]

I~ ~_NHBOC
N Y
Die Verbindung wurde aus 6g synthetisiert. WH HR_O
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff 6. ° j .
~"N

Ausbeute: 99% Fp: 73-77°C NPT
Summenformel: Cs1H103N705 Ry: 0,21 (LM 2)
Molare Masse: 894,41 gmol™ ESI-MS: 895,7 [M+H]"
EA: ber.. C67,13 H 11,60 N 10,75 (7g+1xH,0)

gef.. C67,47 H 11,39 N 10,74

'H-NMR: siehe Anhang

N-{2-[N,N-Bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-
1-[N-(tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}-2,2-ditetradecylpropandiamide (7h)
o

Die Verbindung wurde aus 6h synthetisiert.

Aussehen: gelblich halbfeste Substanz

Ausbeute: 61% Fp:

Summenformel: Ce2H125N705 R

Molare Masse: 1048,70gmol™ ESI-MS:

EA: ber.. C69,81 H 12,00 N 9,19
gef.. C 69,69 H 11,66 N 9,28

'H-NMR: siehe Anhang
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6.4.2.5 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-1V

Die Verbindungen 8a-h wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1)
aus den Verbindungen 7a-h als BOC-geschitztes Lipid unter Verwendung von 6ml TFA
synthetisiert.

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N"-{2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (tech.) 0
(TO-1V = 8a) AR i X
Die Verbindung wurde aus 7a synthetisiert. Die analytischen Daten sind o NH,
GHN\/\NJ/

|-176

in WOLK et al.”™ (Publikation siehe Anhang) beschrieben. L,

N-{6-Amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yI}-N"-{2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (rein) (RTO-1V = 8b)

Die Verbindung wurde aus 7b synthetisiert. WNJ\__/WNHZ
Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff S o "
Ausbeute: 76% ° HN\/\NJ/
Summenformel: C47HosN7 03 Rt(Diastereomere): 0,12/0,23 (LM 3) S
Molare Masse: 806,30gmol™ ESI-MS: 806,8 [M+H]"
HRMS: ber.. 806,7569 Da (C47HosN703 [M+H])

gef.. 806,7569Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N"-{2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]ethyl}-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (OO-1V = 8c)
o

Die Verbindung wurde aus 7c synthetisiert. WNJ\__/WNHZ
Aussehen: farblose zahflussige Substanz wo
Ausbeute: 86 % » “HN\/\N/r
Summenformel: Cs1H10:N705 Rroinstereomers. 0,06/0,11 (LM 3) ™
Molare Masse: 860,39 gmol™ ESI-MS: 860,6 [M+H]"
HRMS: ber.. 860,8039Da (Cs1H102N703 [M+H]")

gef.. 860,8060Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-[6-Amino-1-0x0-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N"-{2-[N,N-bis(2-amino-

ethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (TT-1V = 8d) 0
NJ\_/\/\/NHz
Die Verbindung wurde aus 7d synthetisiert. Die analytischen Daten °*H HR__0
sind in WoLK et al.*’® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 0 J/NHZ
HN A~y
k/NH2
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N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N"-{2-[N,N-bis(2-

aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecylpropandiamid (HT-1V = 8e) °
Die Verbindung wurde aus 7e synthetisiert. Die analytischen Daten MH W o "
sind in WoLK et al.*"® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. P /l/NHZ
HN o~y

N-{6-Amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N"-{2-[N,N- e
bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-1V = 8f)
Die Verbindung wurde aus 7f synthetisiert. WNJO'\/\/\/NHZ
Aussehen: weilBer wachsartiger Feststoff "o OO s
Ausbeute: 80% ! HN\/\NJ/
Summenformel: Ca9HggN7O3 Rt (Diastereomere): 0,05/0,08 (LM 3) S
Molare Masse: 834,36 gmol™ ESI-MS: 834,9 [M+H]*
HRMS: ber.: 834,7882Da (C49H100N703 [M+H]Y)

gef.. 834,7871Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-(6-Amino-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl)-N"-{2-
[N,N-bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-tetradecylpropandiamid (THM-1V = 8g)

Die Verbindung wurde aus 7g synthetisiert. NN
Aussehen: farblose kristalline Substanz WH g o "
Ausbeute: 76% GHN\/\NJ/
Summenformel: CasHosN70s Rroiasecomers; 0,080011 (LM 3) ™"
Molare Masse: 794,29 gmol™ ESI-MS: 794,7 [M+H]"
HRMS: ber.: 794,7569Da (CasHosN703 [M+H]")

gef.:  794,7569 Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yI]-N"-{2-[N,N-bis(2-
aminoethyl)amino]ethyl}-2,2-ditetradecylpropandiamid (DiTT-1V = 8h)

Die Verbindung wurde aus 7h synthetisiert. MNJO'\:/\/\/NHZ
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff ,:\;gf ° o ",
Ausbeute: 80% *\%/ HN\/\NI
Summenformel: Cs7H117N703 R: 0,28 (LM 2) o
Molare Masse: 948,58 gmol™ ESI-MS: 948,9 [M+H]"
HRMS: ber.. 948,9291Da (Cs7H118N703 [M+H]")

gef.: 948,9323Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang
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6.4.2.6 Synthese der BOC-geschiitzten Verbindungen 9a,c-f,h

Die Verbindungen 9a,c-f,h wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften
6.4.2.1) aus den BOC-geschiitzten Verbindungen 8a,c-f,h (0,5mmol) unter Verwendung von
1,5mmol BOC-Lys(BOC)-OSu und 1,5mmol TEA synthetisiert.

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]lamino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-

amino)-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxo- h NHBOC
hexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid Wgﬁ/\/\/ WNHBOC
(tech.) (9a) m/’“(iB/O;NHBOC
Die Verbindung wurde aus 8a synthetisiert. Die analytischen Daten HN\/\N’r NHBOC
sind in WOLK et al.”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. WNHBOC

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]Jamino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-
amino)-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2- [(9Z) -octadec-9-

NHBOC

enyl]propandiamid (tech.) (9c) WM J\/\/\/ m/MNHBoc
Die Verbindung wurde aus 8c synthetisiert. M NHBOC
Aussehen: weiller kristalliner Feststoff s HN\/\NJ/ mNHBOC
Ausbeute: 84% Fp: 86-90°C b“qclf'vmsoc
Summenformel: Co9H185N13018 Ry 0,72 (LM 7)
Molare Masse: 1845,61gmol™ ESI-MS: 1867,8 [M+Na]"
EA: ber.. C 64,43 H 10,10 N 9,87

gef.. C64,10 H 9,99 N 10,03
'H-NMR: siehe Anhang

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]amino}ethyl)-N‘-[6-(N-{(28)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino] -1-oxohexyl}-

amino)-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2- J\/\/\/ yHBoc
tetradecylpropandiamid (9d) D w/msoo

NHBOC
Die Verbindung wurde aus 8d synthetisiert. Die analytischen M J/ L NHBOC

I 176 NHBOC

Daten sind in WOLK et al.”™ (Publikation siehe Anhang) beschrieben. MNHBOC

o
N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]Jamino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-
amino)-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2- 0 Hoo HBoC

Jj\/\/\/N
hexadecylpropandiamid (9e) D > r(\/;r;nlscoc
H
Die Verbindung wurde aus 8e synthetisiert. Die analytischen xk\ﬁf /r NHEOC
Daten sind in WOLK et al.}”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. m/N(iB/O;NHBOC

0]
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N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyllamino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-
amino)-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxo- 0 W NHBOC

hexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamid

(tech.) (9f)

Die Verbindung wurde aus 8f synthetisiert.

Aussehen:
Ausbeute:

Summenformel:

Molare Masse:
EA:

'H-NMR;:

— N
NJ\./\/\/ NHBOC
3 4H = 2
HN__O o)
y NHBOC
o) .
NHBOC
7 2

HN 0
~">N7 |, T NHBOC

|
weiler kristalliner Feststoff bNWNHBOC
76% Fp: 98-105°C
Co7H183N130138 R 0,74 (LM 7)
1819,57gmol™ ESI-MS: 1842,4 [M+Na]*
ber.. C 64,03 H 10,14 N 10,01
gef.. C63,68 H 10,05 N 10,25
siehe Anhang

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]amino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}-
amino)-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2,2-

ditetradecylpropandiamid (9h)

Die Verbindung wurde aus 8h synthetisiert.

Aussehen:
Ausbeute:

Summenformel:

Molare Masse:
EA:

'H-NMR;:

farbloser kristalliner Feststoff

7%
C105H201N13018
1933,80gmol™

ber.. C65,21
gef.. C65,34

siehe Anhang

NHBOC

/(\/‘)~ Jj\/\/\/ \n/\(\/\)NHBOC

m OH NHBOC
M /l/ \n/(\/‘)‘NHBoc
6 HN o~y NHBOC
Fp: 67-73°C = YMNHBOC
Rr: 0,56 (LM 6)

ESI-MS:

H 10,48 N 9,42
H 10,34 N 9,37

1934,4 [M+H]*

6.4.2.7 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-VI

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode D (allgemeine Synthesevorschriften
6.4.2.1) aus 9a,c-f,h als BOC-geschiitztes Lipid synthetisiert.

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyllamino}ethyl)amino]ethyl}-N"-(6-{N-
[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyllamino}-1-[N-(92)- 0 HoNH
octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl)-2-tetra- WﬂMNW”W

decylpropandiamid (tech.) (TO-VI) Lo J/N MNHZ
Die Verbindung wurde aus 9a synthetisiert. Die analytischen Daten sind ™ ~"n" 1, % w,

. 176 —— . . K/Nj]/'(\/‘)NHZ
in WOLK et al.”" (Publikation siehe Anhang) beschrieben. o 2
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N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]lamino}ethyl)amino]ethyl}-N"-(6-{N-
[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-[N-(92Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-

2-yl)-2-[(9Z2)-octadec-9-enyl]propandiamid N
(tech.) (0O-VI) =t */\N YMNHz
Die Verbindung wurde aus 9c synthetisiert. M J/ 71/(\/7\
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff HN\/\N
Ausbeute: 90% (Aufarbeitung 2) 0 A
Summenformel: CeoH137N1306 Ri(Diastereomere): 0,08/0,11 (LM 5)
Molare Masse: 1244,91gmol™ ESI-MS: 1246,2 [M+H]*
HRMS: ber.. 623,0480Da (CegH139NgO13 [M+2H]")

gef.. 623,0479Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N"-(6-{N-
[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}-1-0xo-1-(N- tetradecylamlno)hexan (2S)-2-yl)-2-
tetradecylpropandiamid (TT-VI) Ay J\/\/\/ T]”N(EA
Die Verbindung wurde aus 9d synthetisiert. Die analytischen M N

Daten sind in WOLK et al.}® (Publikation siehe Anhang) M~ I YMNHZ
beschrieben. VNM Ho

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N"-(6-{N-
[(25)-2,6-diamino-1-0xohexyl]amino}-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl)-2-
hexadecylpropandiamid (HT-VI) 0 o

) ) o ) ) GNJI\/V\/NMNHZ
Die Verbindung wurde aus 9e synthetisiert. Die analytischen H AR _o O
]
Daten sind in WOLK et al.*® (Publikation siehe Anhang) ad J’NY(\/ENHZ
N~ L O i,
beschrieben. VNMNHZ

N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-N"-(6-{N-
[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyl]lamino}-1-[N-(9Z)-octadec-9- enylamlno] -1-oxohexan-(2S)-
2-yl)-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-VI) o

=t P R’
Die Verbindung wurde aus 9f synthetisiert. ° W
) . \k\%ifo N\H/MNHZ
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff N S
N” 7 NH,
Ausbeute: 94 % (Aufarbeitung 2) k/N\n/l(\/tNHz
]
Summenformel: Ce7H135N1304 Rf(Diastereomere): 0,09/0,12 (LM 5)
Molare Masse: 1218,87gmol™ ESI-MS: 1220,0 [M+H]"
HRMS: ber.: 1219,0731Da (C67H136N1306 [M+H]+)
gef.. 1219,0721Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang
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N-{2-[N,N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyllamino}ethyl)amino]ethyl}-N"-(6-{N-
[(28)-2,6-diamino-l-oxohexyl]amino}-1-oxo-1-(N-tetradecyIamino)hexan-(ZS)-Z-yI)-Z 2-

ditetradecylpropandiamid (DiTT-VI)

Die Verbindung wurde aus 9h synthetisiert.

Aussehen: farbloser wachsartiger

Ausbeute: 79% (Aufarbeitung 2)

Summenformel: Crs5H153N1306

Molare Masse: 1333,10gmol™

HRMS: ber.. 667,1106 Da
gef.. 667,1122Da

'H-NMR: siehe Anhang

J(\)er
N{mw

NHZ

J/ \[]/MNHZ

NH2

Ui W(MNHZ

Feststoff

Rf(Diastereomere): 0,13 (I—M 5)
ESI-MS: 1334,2 [M+H]"
(C75H155N1306 [M+2H]*)

BC-NMR:  siehe Anhang

6.4.2.8 Synthese des BOC-geschutzten Verbindungen 10a,c-f

Die Verbindungen 10a,c-f wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1)

aus den BOC-geschutzten Verbindungen 7

a,c-f (0,5mmol) unter Verwendung von 1mmol

BOC-Lys(BOC)-OSu und 1 mmol TEA synthetisiert.

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyllamino}ethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{[N- (92) -octadec-9-enyl-

amino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecyl-

propandiamid (tech.) (10a)
Die Verbindung wurde aus 7a synthetisie

Daten sind in WOLK et al.'” (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

WM J\/\/\/NHBOC

4,
\jeif;]fi;

HN\/\N

NHBOC

J/ \H/MNHBOC

NHBOC

rt. Die analytischen

NHBOC
O

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyllamino}ethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{[N-(92Z)-octadec-9-enyl-

amino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-[(9Z)-octadec-9-

0]

enyl]propandiamid (tech.) (10c) WNJH}/\;\/NHBOC -
Die Verbindung wurde aus 7c synthetisiert. M J/ YMNHBOC
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff \/\N NHBOCNHBOC
Ausbeute: 97% Fp: 102-106°C ©
Summenformel: CggH165N11015 Rs: 0,83 (LM 7)
Molare Masse: 1617,32gmol™ ESI-MS: 1638,6 [M+Na]*
EA: ber.. C 65,35 H 10,28 N 9,53

gef.. C 65,53 H 10,15 N 9,59
'H-NMR: siehe Anhang
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N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]Jamino}ethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid (10d) /(\/7\ j\/\/\/NHBOC

Die Verbindung wurde aus 7d synthetisiert. Die NHBOC

analytischen Daten sind in WoLK et al.}”® (Publikation siehe % ¥t woc
. \/\N NHBOC

Anhang) beschrieben. MNHBOC

N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]amino}ethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-(N-tetradecyl-
amino)hexan-(2S)-2-yl}-2-hexadecylpropandiamid (10e) A J\/\/\/NHBOC

Die Verbindung wurde aus 7e synthetisiert. Die " o NHEOC

. . . .. 176 . . MNHBOC
analytischen Daten sind in WOLK et al.”" (Publikation HN\/\NI -
siehe Anhang) beschrieben. MNHBOC

o
N-(2-{N,N-Bis[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-
ethyl]amino}ethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{[N-(9Z)-octadec-9-enyl-
amino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-hexadecyl- 0

propandiamid (tech.) (10f) Wﬂjﬁ/\;\/wm
Die Verbindung wurde aus 7f synthetisiert. x(\gif J/ T]/N(EB/O;NHBOC
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff HN‘/\N N”BOC
Ausbeute: 76% Fp: 98-102°C WNHBOC
Summenformel: CssH163N11015 Ry 0,72 (LM 7)
Molare Masse: 1591,28 gmol™ ESI-MS: 1613,8 [M+Na]"
EA: ber.. C64,91 H 10,32 N 9,68

gef.. C64,51 H 10,29 N 9,70
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.2.9 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-VIII

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode D (allgemeine Synthesevorschriften
6.4.2.1) aus 10a,c-f als BOC-geschiitztes Lipid synthetisiert.

N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl})-N"-{2-[N,N-bis(2-
{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyllamino}ethyl)amino]ethyl}-2- tetradecylpropandlamld

(tech.) (TO-VII) WNJ\:/WNHZ

Die Verbindung wurde aus 10a synthetisiert. Die analytischen :VH\N%T\;O Hog
Daten sind in WoOLK et al.*® (Publikation siehe Anhang) GHN\/\N/l/HmNHZ
beschrieben. R e
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N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl})-N"-{2-[N,N-bis(2-
{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyllamino}ethyl)-amino]ethyl}-2- [(92) -octadec-9-enyl]-

propandiamid (tech.) (OO-VIII) WNJ\{WNHZ
Die Verbindung wurde aus 10c synthetisiert. "N o W

} . MO N\I]/MNHZ
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff 3 N~ J/ o 2

NT 7 NH,
Ausbeute: 58% (Aufarbeitung 1) k/“m/l&/tmm
[¢]
Summenformel C63H125Nllo5 Rf(Diagtereomere): 0,16/0,22 (LM 5)
Molare Masse: 1116,74gmol™ ESI-MS: 1116,8 [M+H]"
HRMS: ber.: 559,0005 Da (C63H127N1105 [M+2H]2+)
gef.: 559,0013Da

'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yI]-N"-{2-[N,N-bis(2-{N-[(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-2-tetradecyl- 0
propandiamid (TT-VIII) MNJ\/\/\/NHZ

Die Verbindung wurde aus 10d synthetisiert. Die analytischen xk\j\f Js m/'(\/ENHz
Daten sind in WOLK et al.'” (Publikation siehe Anhang) beschrieben. @

2NH2

(0]
N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yI]-N"-{2-[N,N-bis(2-{N-[(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)amino]ethyl}-2-hexadecyl- 0
propandiamid (HT-VI11) MNJ\/\/\/NHZ

NH2

Die Verbindung wurde aus 10e synthetisiert. Die analytischen x(\yff ™ \[]/MNHZ
HN A~y

Daten sind in WoLK et al.}"® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. k/NM .

N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yI})-N"-{2-[N,N-bis(2-
{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyllamino}ethyl)-amino]ethyl}-2- hexadecylpropandlamld

(tech.) (HO-VI11) I GO
Die Verbindung wurde aus 10f synthetisiert. :kH\N%f; s
O N
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff " J T
N 4 NH,
Ausbeute: 96 % (Aufarbeitung 2) k/”m/l&/tm
o]
Summenformel: Cs1H123N1105 Rf(Diastereomere): 0,18/0,29 (I—M 5)
Molare Masse: 1090,70gmol™ ESI-MS: 1091,8 [M+H]"
HRMS: ber.: 1090,9781 Da (C51H124N1105 [M+H]+)
gef.: 1090,9786 Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

6.4.2.10 Kupplung der Carbonsédure mit Ethylendiamin

Die Verbindungen 11a-g wurden nach Methode A (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1)
aus 6a-g als Carbonsdure und Ethylendiamin als Amin zum Amid umgesetzt.
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N-(2-Aminoethyl)-N"-[6-[N-(tert.-butoxy-carbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-
amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (tech.) (11a)

o
Die Verbindung wurde aus 6a synthetisiert. Die analytischen W”J\_/\/\/N”BOC
HN__O
Daten sind in WOLK et al.}”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. o
6HN\/\NH2

N-(2-Aminoethyl)-N"-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-
enyl]lamino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (11b)

Die Verbindung wurde aus 6b synthetisiert. WHJH\&/\O/\/NHBOC
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff o
Ausbeute: 65 % Fp: 99-102°C PN,
Summenformel: CagHo3NsOs Ry: 0,81 (LM 2)
Molare Masse: 820,28 gmol™ ESI-MS: 820,8 [M+H]"
EA: ber.. C 68,77 H 11,42 N 8,35 (11b+1xH,0)

gef. C68,94 H 11,22 N 8,30
'H-NMR: siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-N"-[6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-
amino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid

0]

(tech.) (11c) WNJ\&/WNHBOC
Die Verbindung wurde aus 6¢ synthetisiert. m‘j
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff » NN,
Ausbeute: 98% Fp: 97-99°C
Summenformel: Cs2HggN50s5 Ry: 0,80 (LM 2)
Molare Masse: 874,37gmol™ ESI-MS: 875,5 [M+H]"
EA: ber.. C 69,99 H 11,41 N 7,85 (11c+1xH,0)

gef.. C70,24 H 11,51 N 7,85
'H-NMR: siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[N-(tetradecyl)amino]-
hexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid (11d) ot j\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 6d synthetisiert. Die analytischen Daten °H N0

I 176 0o

sind in WOLK et al.”" (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

6
HN
~NH,

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[N-(tetra-

decyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}propandiamid (11e) 0
/MNJJ\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 6e synthetisiert. Die analytischen Daten °*H HR_o

(o]

sind in WOLK et al.”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

7
HN
~NH,
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N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-
enyl]lamino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-hexadecylpropandiamid (tech.) . (111)

Die Verbindung wurde aus 6f synthetisiert. Wﬂﬁ/\;\/’mm
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff o
Ausbeute: 98% Fp: 104-109°C Mo,
Summenformel: Cs0Hg7N50s Ry 0,78 (LM 2)
Molare Masse: 848,34 gmol™ ESI-MS: 848,8 [M+H]"
EA: ber.. C 69,32 H 11,52 N 8,08 (11f+1xH,0)

gef.. C69,61 H 11,23 N 8,18
'"H-NMR: siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(10R,S)-10-methyl-

hexadecyl]lamino}-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamid . (119)
Die Verbindung wurde aus 6g synthetisiert. WMHJH\N{\O/\/N”BOC
Aussehen: weiler kristalliner Feststoff o
Ausbeute: 99% Fp: 109-114°C Mo,
Summenformel: C47Hg3N50s Rs: 0,74 (LM 2)
Molare Masse: 808,27 gmol™ ESI-MS: 809,5 [M+H]"
EA: ber.. C 68,32 H 11,59 N 8,48

gef.. C 68,54 H 11,22 N 8,33
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.2.11 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-X

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften
6.4.2.1) aus 11a-g als BOC-geschutztes Lipid unter Verwendung von 4 ml TFA synthetisiert.

N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-

tetradecylpropandiamid (tech.) (TO-X = 12a) 0
Die Verbindung wurde aus 1la synthetisiert. Die analytischen : H hR_o

I 176 o

Daten sind in WOLK et al.”™ (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

GHN\/\NHZ
N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-amino-1-[N-(92Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-
tetradecylpropandiamid (rein) (RTO-X = 12b 0

- yp P ( ) ( o ) \(\/\)\/=(\/~)NJ\_/\/\/NH2
Die Verbindung wurde aus 11b synthetisiert. ? R0
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff S °

AN~
Ausbeute: 62 %
Summenformel: Ca3HssN503 Rf(Diastereomere): 0,09/0,14 (LM 2)
Molare Masse: 720,17 gmol™ ESI-MS: 720,5 [M+H]"
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HRMS: ber.. 720,6725Da (CusHesNsO3 [M+H]")
gef.. 720,6725Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-

[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (OO-X = 12c) 0
Die Verbindung wurde aus 11c synthetisiert. ’ H Wi _o
Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff MO
HN\/\NH
Ausbeute: 84%
Summenformel: Cs7H91NsO3 Ri(Diastereomere): 0,20/0,30 (LM 2)
Molare Masse: 774,26 gmol™ ESI-MS: 774,5 [M+H]"
HRMS: ber.: 774,7195Da (C47H92N503 [M+H]+)
gef.. 774,7195Da
'"H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-N"-[6-amino-1-oxo-1-[(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-tetra-
decylpropandiamid (TT-X = 12d 0

- y p p ( ) N - ) /(\/‘)‘NJI\/\/\/NHZ
Die Verbindung wurde aus 11d synthetisiert. Die analytischen Daten °H HR_0

| 176 o)

sind in WOLK et al.”" (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

SHN\/\NHZ
N-(2-Aminoethyl)-N"-[6-amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-2-hexa-
decylpropandiamid (HT-X = 12e o
olropndamd (X120 A
Die Verbindung wurde aus 1le synthetisiert. Die analytischen Daten T

O

sind in WOLK et al.”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben.

7HN\/\NH2
N-(2-Aminoethyl)-N"-{6-amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-2-
hexadecylpropandiamid (tech.) (HO-X = 12f o
A pechy) (0% = 120 =t
Die Verbindung wurde aus 11f synthetisiert. : *H Wl o
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff e
HN\/\NHZ
Ausbeute: 88%
Molare Masse: 748,22 gmol™ ESI-MS: 748,6 [M+H]"
HRMS: ber.. 748,7038Da (CasHgoN503 [M+H]H)
gef.. 748,7031Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-N"-(6-amino-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}-1-oxohexan-

(25)-2-yl)-2-tetradecylpropandiamid (THM-X = 129) o
Die Verbindung wurde aus 11g synthetisiert. : Houi_o
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff P
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Ausbeute: 98 %
Summenformel: C42HgsN503 Rf(Diastereomere): 0,09/0,16 (LM 2)
Molare Masse: 708,16 gmol™ ESI-MS: 708,6 [M+H]"
HRMS: ber.. 708,6725Da (CazHgsNsO3 [M+H]")

gef.. 708,6725Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

6.4.2.12 Synthese der BOC-geschutzten Lipide 13a,c-f

Die Verbindungen 13a,c-f wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1)
aus den BOC-geschitzten Verbindungen 12a,c-f (0,5mmol) unter Verwendung von 1 mmol
BOC-Lys(BOC)-OSu und 1 mmol TEA synthetisiert.

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N"-[6-(N-
{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-[N-(92)-octadec-9-

enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecyl- ) L NHBOC
propandiamid (tech.) (13a) WQJ\/\/\/NMNHBOC

HN.__O o]

Die Verbindung wurde aus 12a synthetisiert. Die analytischen N o
Daten sind in WoLK et al.}’® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. HN\/\HWNHBOC

= 2
NHBOC

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N"-[6-(N-
{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-[N-(92)-octadec-9-

enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(92)-octadec-9- o W NHBOC
enil]propgndiamid (tech(.) ()13(:;/] 62 WHJH\{\O/\/NE)MN”BOC
Die Verbindung wurde aus 13c synthetisiert. M" q
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff HNmeNHBOC
Ausbeute: 94% Fp: 131-135°C
Summenformel: Cr9H147NgO13 R 0,73 (LM 7)
Molare Masse: 1431,07gmol™ ESI-MS: 1452,7 [M+Na]"
EA: ber.. C 66,30 H 10,35 N 8,81

gef.. C 66,68 H 9,99 N 9,04
'H-NMR: siehe Anhang

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N"-[6-(N-
{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamid (13d i oo pHeec
) (25)-2-y1] ylprop 3, 5 % noc
Die Verbindung wurde aus 12d synthetisiert. Die analytischen LN °
Daten sind in WoLk et al.}”® (Publikation siehe Anhang) GHN:\NMNHBOC
H  Rmsoc

beschrieben.
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N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N"-[6-(N-
{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecyl-

amino)hexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamid (13e i o (HBoc

) (28)-2-y1] ylprop 13 (g dh
Die Verbindung wurde aus 12e synthetisiert.Die analytischen :& o
Daten sind in WOLK et al.}”® (Publikation siehe Anhang) 7 HN;NMNHBOC
beschrieben. M feoc

N-[2-(N-{(2S)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N"-[6-(N-
{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino-1-[N-(92Z)-octadec-9-

enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-hexadecyl- 0 H o \HBOC
propandiamid (tech.) (13f) WHJH\{\;\/NWN“BOC
Die Verbindung wurde aus 12f synthetisiert. ~° o
. . HNV\NWNHBOC

Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff H o Zhsod
Ausbeute: 85% Fp: 134-137°C
Summenformel: C77H145NgO13 Rs: 0,80 (LM 7)
Molare Masse: 1405,02gmol™ ESI-MS: 1429,1 [M+Na]*
EA: ber.. C 65,82 H 10,40 N 8,97

gef.. (C 65,60 H 10,20 N 8,91
'"H-NMR: siehe Anhang

6.4.2.13 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-XII

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften
6.4.2.1) aus 13a,c-f als BOC-geschtztes Lipid unter Verwendung von 8 ml TFA synthetisiert.

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexylJamino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-
oxohexyl}amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-tetradecyl-
ropandiamid (tech.) (TO-XII 0 H
p - p - ( ) ( ) N - WHJ\{\NN\H/'MNHZ
Die Verbindung wurde aus 13a synthetisiert. Die HN 20 °
. . . .. 176 . . .

analytischen Daten sind in WOLK et al.”™ (Publikation siehe Anhang) GHN\/\NWNHZ
beschrieben. "N,

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexylJamino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-oxo-
hexyl}amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2-[(9Z)-octadec-9-

enyl]propandiamid (tech.) (OO-XII) o HoNH
Die Verbindung wurde aus 13c synthetisiert. H AR o 0
o]

Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff s W, MNHZ
Ausbeute: 84% Ho Rm,
Molare Masse: 1030,60g mol™ ESI-MS: 1030,6 [M+H]"
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HRMS: ber.. 515,9583Da (CsoH117NgOs [M+2H]?")
gef.. 515,9595Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-[2-(N-{(25S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-0xo0-
hexyl}amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-yl]-2-tetradecylpropandiamid

- (0]
(TT Al I) MNJJ\_/V\/H
Die Verbindung wurde aus 13d synthetisiert. Die analytischen :& o
Daten sind in WoLK et al.'”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. GHN\O/\NMNHZ
H o RH, 2

N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-0xo0-
hexyl}amino-l-oxo-l-(N-tetradecylamino)hexan-(ZS)-Z-yI]-2-hexadecy|propandiamid

(HT-XI11) oy P m/lM
Die Verbindung wurde aus 13e synthetisiert. Die analytischen Daten oo ]

sind in WoLK et al.}"® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. 7HN\/\HJOK5/\‘>2NHZ
N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexyl]amino}ethyl)-N"-[6-(N-{(2S)-2,6-diamino- 1Ng§<o-
hexyl}amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-2- hexadecyl-

propandiamid (tech.) (HO-XII) WM Jl\/\/\/ W

Die Verbindung wurde aus 13f synthetisiert.

O
(e}

Aussehen: weilRer wachsartiger Feststoff . WNHZ
Ausbeute: 70% Rk,
Summenformel: Cs7H113NgOs Re(Diastereomere): 0,17/0,28 (LM 4)
Molare Masse: 1004,56 g mol™ ESI-MS: 1005,0 [M+H]*
HRMS: ber.. 1004,8937Da (Cs7H124NgOs [M+H]")

gef.. 1004,8937Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

6.4.2.14 Synthese der BOC-geschiitzten Lipide 14a-g

Die Verbindungen 14a-g wurden nach Methode B (allgemeine Synthesevorschriften 6.4.2.1)
aus den BOC-geschitzten Verbindungen 11a-g (0,5mmol) unter Verwendung von 0,5mmol
BOC-Lys(BOC)-OSu und 0,5mmol TEA synthetisiert.

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]}amino-1-oxohexan-
(2S)-2-yI}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)-

ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (tech.) (14a) 0
. . L . \(\/\)\/=(\/~)\NJ\_/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 11a synthetisiert. Die : H oo
analytischen Daten sind in WOLK et al.*"® (Publikation siehe ~° o
. HN\/\NJ\_,(/\,)NHBOC
Anhang) beschrieben. H  RHeoC
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N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]}amino-1-oxohexan-
(2S)-2-y1}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1- oxohexyl}amlno)

ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (14b) NS J\/\/\/NHBOC

HN.__O

Die Verbindung wurde aus 11b synthetisiert.
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff HN\O/\Nf’\k\%NHBOC
Ausbeute: 97 % Fp: 135-13g°C " fneoc
Summenformel: Ce4H121N7O19 Rs: 0,72 (LM 7)
Molare Masse: 1148,69g mol™ ESI-MS: 1170,8 [M+Na]*
EA: ber.. C 66,92 H 10,62 N 8,54
gef.. C66,73 H 10,96 N 8,53
'H-NMR: siehe Anhang

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]}amino-1-oxohexan-
(2S)-2-yI}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1- oxohexyl}amlno)eth-

yl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (14c) WM J\/\/\/NHBOC

Die Verbindung wurde aus 11c synthetisiert. M
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff s 4HN\(:\NMNHBOC
Ausbeute: 98% Fp: 136-139°C " Wneoc
Summenformel: CesH127N7010 Rs: 0,77 (LM 7)
Molare Masse: 1202,78g mol™ ESI-MS: 1224,6 [M+Na]*
EA: ber.. C67,90 H 10,64 N 8,15
gef.. C68,16 H 10,48 N 8,16
'H-NMR: siehe Anhang

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}-
N -[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-
tetradecylpropandiamid (14d) MNJO\:/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 11d synthetisiert. Die analytischen :&

. - . . - - O
Daten sind in WoLK et al.'”® (Publikation siehe Anhang) SHN\/\NJOI\:(/\,)ZNHBOC
beschrieben. " Reoc

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino]hexan-(2S)-2-yl}-
N -[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-

hexadecylpropandiamid (14e) /MNJO’\./\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 11e synthetisiert. Die analytischen ij\Ni;
O
Daten sind in WOLK et al.*® (Publikation siehe Anhang) HN\/\NJOI\NNHBOC
H  RHeoc

beschrieben.
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N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl]}amino-1-oxohexan-
(2S)-2-y1}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]-1- oxohexyl}amlno)

ethyl]-2-hexadecylpropandiamid (tech.) (14f) A=t Jj\/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 11f synthetisiert. : R o
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff HN\O/\Nf'\k\f)NHBOC
Ausbeute: 97% Fp: 135-138°C " fweoc
Summenformel: Ce6H125N7010 R 0,67 (LM 7)
Molare Masse: 1176,74g mol™ ESI-MS: 1198,7 [M+Na]"
EA: ber.. C 67,36 H 10,71 N 8,33
gef.. C67,27 H 10,37 N 8,31

'H-NMR: siehe Anhang

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino -1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]amino}]-1-oxo-
hexan-(2S)-2-yI}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-di[N-(tert. butoxycarbonyl)amlno] -1-oxohexyl}-

amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (14g) W“ Jj\;/\/\/NHBOC
Die Verbindung wurde aus 11g synthetisiert. "o
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff GHN\O/\N JC)I\:NNHBOC
Ausbeute: 94% Fp: 135-139°C " Wneod
Summenformel: Cs3H121N7O1p Rs: 0,73 (LM 7)
Molare Masse: 1136,68g mol™ ESI-MS: 1159,7 [M+Na]*
EA: ber.. C 66,57 H 10,73 N 8,63
gef.. C66,19 H 10,58 N 8,48
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.2.15 Synthese der Lipide des Kopfgruppentyps-XIV

Die folgenden Verbindungen wurden nach Methode C (allgemeine Synthesevorschriften
6.4.2.1) aus 14a-g als BOC-geschutztes Lipid unter Verwendung von 6 ml TFA synthetisiert.

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid

(tECh) (TO'XIV) WNJJ\/\/\/NHZ
*H w0
Die Verbindung wurde aus 14a synthetisiert. Die analytischen Daten o
sind in WOLK et al.'”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. T I g

N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yI}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (rein) (RTO-XIV)

(o]
Die Verbindung wurde aus 14b synthetisiert. N O W NN
3 a4y =
Aussehen: farbloser kristalliner Feststoff " o
[e]
Ausbeute: 81% I NN NG
H  RH, 2
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Summenformel: Ca9Hg7N7O4 Ri(Diastereomere): 0,11/0,17 (LM 3)
Molare Masse: 848,34 mol™ ESI-MS: 848,6 [M+H]"
HRMS: ber.. 848,7675Da (CagHogN704 [M+H])

gef.. 848,7689Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-{6-Amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid

(tech.) (OO-XI1V) At j\/\/\/NHZ
Die Verbindung wurde aus 14c synthetisiert. ’ oo
Aussehen: durchsichtig wachsartiger Feststoff W\‘:\N MNHZ
Ausbeute: 80% Ho R,
Summenformel: Cs3H103N704 Ri(Diastereomere): 0,13/0,22 (LM 3)
Molare Masse: 902,439 mol™ ESI-MS: 902,6 [M+H]"
HRMS: ber.. 902,8144Da (Cs3H104N704 [M+H]")
gef.. 902,8160Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-

H - _ - - _ o
oxohexyl}amino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamid (TT-XIV) A F
Die Verbindung wurde aus 14d synthetisiert. Die analytischen :(H\:f;
Daten sind in WOLK et al.>” (Publikation siehe Anhang) beschrieben. GHN:\NMNHZ
H ﬁHz 2
N-[6-Amino-1-oxo0-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-diamino-1-
. o . ) .
oxohexyl}amino)ethyl]-2-hexadecylpropandiamid (HT-XIV) PUW S
Die Verbindung wurde aus 14e synthetisiert. Die analytischen kaH\N;\;
Daten sind in WOLK et al.'”® (Publikation siehe Anhang) beschrieben. £ HN\/\NMNHZ
H  RH, 2

N-{6-Amino-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N"-[2-(N-{(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-hexadecylpropandiamid (tech.) . (HO-XI1V)

Die Verbindung wurde aus 14f synthetisiert. V\é/:(\/tuj:ﬁ/\o/\/’“”z
Aussehen: weiler kristalliner Feststoff o .
Ausbeute: 82% 7””\/\HJ\_;N4;\%2NH2
Summenformel: Cs1H101N7O4 R(Diastereomere): 0,08/0,12 (LM 3)
Molare Masse: 876,399 mol™ ESI-MS: 876,7 [M+H]"
HRMS: ber.. 876,7988Da (Cs1H102N704 [M+H]")

gef.. 876,7977Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang
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N-[6-Amino-1-{N-[(10R,S)-10-methylhexadecyl]}-1-oxohexan-(2S)-2-yl]-N"-(2-{N-[(2S)-
2,6-diamino]-1-oxohexyl}amino)ethyl)-2-tetradecylpropandiamid . (THM-X1V)

Die Verbindung wurde aus 14g synthetisiert. WHJH\{\;\/N“Z
Aussehen: farblose kristalline Substanz o
Ausbeute: 87,1% GHNV\HJ\%\)@”“Z
Summenformel: CagHg7N70,4 Rf(Diastereomere): 0,11/0,17 (LM 3)
Molare Masse: 836,339 mol™ ESI-MS: 836,6 [M+H]"
HRMS: ber.. 836,7675Da (CagHosN704 [M+H]")

gef.: 836,7689Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

6.4.3 Synthese der Lipide XV und XVp

Die Lipide XV und XVp wurden auf identischem Weg synthetisiert. Lediglich der
Reinheitsgrad des verwendeten Oleylamins war unterschiedlich. Fur die Synthese von XV
wurde Oleylamin (tech.) verwendet wahrend fiir die Synthese von XVp Oleylamin (rein) zum
Einsatz kam.

1 mmol (267,5mg) Oleylamin und 2mmol (250,5mg) DIPEA wurden in 3ml CH,Cl, gelost.
AnschlieRend wurden 1 mmol (370,6 mg) 2c und 1 mmol (520,4mg) PyBOP® in 15ml CH,Cl,
geldst, unter Ruhren und Argonatmosphére zugetropft und fur 16 h bei RT gerlhrt. Abschlie-
Rend wurde der Reaktionsansatz mit CHCI3 verdunnt und mit NaHCO3-Losung (5% m/m)
gewaschen. Die abgetrennte organische Phase wurde mit NaCl-Ldsung (ges.) neutral gewa-
schen, uUber Na,SO, getrocknet, filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das
Produkt wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 2) mittels CHCIl3/MeOH/NH3-Gradi-
ent gereinigt, anschlieBend in 100 ml Ethanol suspendiert und mit 20mmol (1,12 g) Kalium-
hydroxid versetzt. Die Mischung wurde fiir 5h unter Rickfluss erhitzt. Der Ansatz wurde am
Rotationsverdampfer eingeengt. Zur Gewinnung der freien Saure (15a,b) wurde der Riick-
stand in 100 ml Wasser unter Eiskiihlung und Rihren vorsichtig mit 2,5ml konzentrierte Salz-
saure versetzt. Der Ansatz wurde 1h gerthrt und anschlieBend mehrfach mit CHCI; extra-
hiert. Nach dem Vereinigen der organischen Phasen wurden diese tber Na,SO, getrocknet,
filtriert und eingeengt. Die Sduren 15a,b wurden saulenchromatographisch (SC Methode 1)
mittels CHCI3/Et,O (V/V) gereinigt.

Fiir die Synthese der Amine 16a,b wurden die Carbonsauren 15a,b mit PyBOP® und Ethylen-
diamin nach Methode A der allgemeinen Synthesevorschriften (siehe Kap.6.4.2.1) umgesetzt.
Fur die Synthese der Lipide XV und XVp wurde im ersten Schritt das Amin 16a,b (0,5mmol)
mit BOC-Lys(BOC)-OSu (0,5mmol) nach Methode B (siehe Kap.6.4.2.1) umgesetzt. Im
zweiten Schritt erfolgte dann die Abspaltung der BOC-Schutzgruppe mit TFA nach
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Methode C (siehe Kap.6.4.2.1) unter Verwendung von 4ml TFA je 0,5mmol BOC-ge-
schutztes Lipid.

2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}octadecansaure (tech.) (15a)

Die Verbindung 15a wurde aus Oleylamin (tech.) synthetisiert. Die MH o
analytischen Daten entsprechen der Literatur.®® %o
Ausbeute: 75%

2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}octadecansaure (rein) (15b)

Die Verbindung 15b wurde aus Oleylamin (rein) synthetisiert. e
Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff %O
Ausbeute: 81% Fp: 63-69°C

Summenformel: C37H71N103 Ry: 0,61 (LM 11)

Molare Masse: 577,97 g mol™ ESI-MS: 576,3 [M-H]

'H-NMR: siehe Anhang

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N'-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (tech.) (16a)
Die Verbindung 16a wurde aus 15a synthetisiert. Die analytischen MH o
(0]

Daten entsprechen der Literatur.®®
Ausbeute: 79%

7
HN
~ONH,

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N'-[(92)-octadec-9-enyl]propandiamid (rein) (16b)

- - - . H

Die Verbindung 16b wurde aus 15b synthetisiert. S S SN

Aussehen: weilRer wachsartiger Feststoff e
N~

Ausbeute: 65% Fp: 67-70°C

Summenformel: C39H77N305 Rs: 0,72 (LM 2)

Molare Masse: 620,059 mol™ ESI-MS: 620,4 [M+H]"

'H-NMR: siehe Anhang

N'-2-[(2,6-Diamino-1-oxohexyl)amino]ethyl-2-hexadecyl-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

propandiamid (tech.) (Lipid XV) N;\=N§ 5

Das Lipid XV wurde aus 16a synthetisiert. Die analytischen ~° o

Daten entsprechen der Literatur.®® HN\/\H%Z\)GNHZ
Ausbeute: 70%

N’-2-[(2,6-Diamino-1-oxohexyl)amino]ethyl-2-hexadecyl-N-[(9Z)-octadec-9-enyl]-

propandiamid (rein) (Lipid XVp) N’\=€\/>H o

Das Lipid XVp wurde aus 16b synthetisiert. ’ x(\“g\fo o
Aussehen: farblose kristalline Substanz HN\/\ﬂJ}i\ﬁNHZ
Ausbeute: 81%
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Summenformel: CasHgoNsO3 Ry: 0,41 (LM 2)
Molare Masse: 748,22 g mol™ ESI-MS: 748,4 [M+H]"
HRMS: ber.. 748,7038Da (C4sHooN503 [M+H]")

gef.. 748,7031Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

6.4.4 Synthese der glycosylierten Lipide
6.4.4.1 Synthese von 2-Azidoethanol

2-Azidoethanol wurde in Abwandlung einer Vorschrift von PFAENDLER und WEIMAR aus
2-Bromethanol (in Originalvorschrift 2-Chlorethanol) und NaNj; dargestellt.’®* Die
analytischen Daten entsprechen der Literatur.'*

6.4.4.2 Synthese der Galactosederivate mit Acetylschutzgruppe —
Glycosylierung

Die im Folgenden beschriebene Synthese basiert auf der Synthesevorschrift zur Darstellung
von 1-O-Allylglycopyranosiden nach SCHMIDT und stellt eine Abwandlung der von TAKANO
et al. beschriebenen Synthese dar.'%*%

10mmol (3,99) peracetylierte Galactose (17) wurden in 50ml CH,CI, gel6st. 11 mmol
(1,36 ml) BFs-Etherat-Komplex wurden langsam unter Argonatmosphére zugetropft und
60 min gerihrt. AnschlieBend wurden 15mmol der Alkoholkomponente zugetropft und 5h bei
RT gerthrt. FUr die Aufarbeitung wurde der Ansatz mit 5ml NaHCO3-Losung (ges.) und
20ml CHCIj3 versetzt und fur 30 min geriihrt. Die organische Phase wurde abgetrennt, mit
NaCl-Lésung (ges.) neutral gewaschen, (ber Na,SO, getrocknet, filtriert und das
Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Galactosid wurde s&ulenchromatographisch

(SC Methode 1) mittels Heptan/Ethylacetat-Gradient gereinigt.

1-O-Propargyl-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosid (18) Accgfo

Die Verbindung 18 wurde aus peracetylierter Galactose (17) und O TTRN=
Propargylalkohol synthetisiert.

Aussehen: farblose hochviskose Flissigkeit — Ausbeute: 73%
Summenformel: C17H2019 Ry: 0,31 (LM 13)
Molare Masse: 386,35gmol™ ESI-MS: 409,04 [M+Na]"
'H-NMR: siehe Anhang
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1-O-(2-Azidoethyl)-2,3,4,6-tetra-O-acetyl-f-D-galactopyranosid (19) AcO °A°O
ACON"Q-0

Die Verbindung 19 wurde aus peracetylierter Galactose (17) und ohe N
2-Azidoethanol synthetisiert.

Aussehen: farblose hochviskose Flussigkeit ~ Ausbeute: 81%
Summenformel: C16H23N3019 Ry 0,36 (LM 13)
Molare Masse: 417,37gmol™ ESI-MS: 439,9 [M+Na]”
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.4.3 Synthese der Linkerbausteine
tert.-Butyl-tris(hydroxymethyl)methylcarbamat (20) BOC\NfPOHL

Die Verbindung wurde nach einer Vorschrift von SEGURA et al. dargestellt. Die
analytischen Daten entsprechen der Literatur.'%

N\
N

Die Verbindung wurde nach einer Vorschrift von SEGURA et al. dargestellt. Die "

tert.-Butyl-tris(propargyloxymethyl)methylcarbamat (21a) BOC o /,)
analytischen Daten entsprechen der Literatur.'*®

HoN

Die Verbindung 22 wurde nach Methode C (Kap.6.4.2.1) aus 21a dargestellt.
203

Tris(propargyloxymethyl)methylamin (22) o ///>

Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.

p-Toluensufonsaure(11-hydroxy-3,6,9-trioxa-1-undecyl)ester (23a) Moo
12,5mmol (2,5g) Tetraethylenglycol und 9mmol (1,72g) Tosylchlorid wurden in 10ml
CHCI; geldst und mittels Eiskiihlung auf 0°C abgekuhlt. 9mmol (1,1g) DMAP wurden in
15ml CHClI; gel6st und langsam unter Ruhren dem Ansatz zugetropft. AnschlieBend wurde
der Ansatz fur 2h auf 0°C gekuhlt und weitere 24 h bei RT gerlhrt. Zur Aufarbeitung wurde
der Ansatz mit 10ml Wasser gewaschen. Die organische Phase wurde abgetrennt, tber
Na,SO, getrocknet, filtriert und das Lésungsmittel im Vakuum entfernt. Das Tosylat wurde
séulenchromatographisch (SC Methode 1) mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt.

Aussehen: farblose Flissigkeit Ausbeute: 46%
Summenformel: Ci5H2407S Ry: 0,19 (LM 12)
Molare Masse: 348,41 gmol™ ESI-MS: 371,1 [M+Na]"
'H-NMR: siehe Anhang

11-Azido-3,6,9-trioxa-1-undecanol (24) H(o/\hN*NﬁN-

18 mmol (6,13g) Tosylat (23a) und 54mmol (3.51g) NaN3z wurden in 30 ml DMF gel6st und
unter Rahren fir 24 h auf 80 °C erwdrmt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz zwischen 50 ml
Wasser und 200ml CHCI; verteilt. Die abgetrennte organische Phase wurde Uber Na,SO,
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getrocknet und eingeengt. Das Azid wurde s&ulenchromatographisch (SC Methode 1) mit
Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt. Ausbeute: 96 %
Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.?%®

14-Azido-3,6,9,12-tetroxatetradecansaure-tert.-butylester (25a) *OE/*O/\%N“NT‘N'
10ml 1M NaOH wurden auf 80 °C erwarmt, mit 20mmol (1,7g) AgNO;3 versetzt und 10min
geriihrt. Anschlielend wurde der braune Niederschlag abgesaugt und zunachst mit 80°C
heiBen Wasser und anschlieBend mit Ethanol gewaschen. Das erhaltene Ag,O (brauner
Feststoff) wurde 24 h unter Lichtausschluss im Exsikkator getrocknet.

5mmol (1g) Verbindung 24, 1mmol (0,17 g) KI, 7,5mmol (1,74g) Ag.O und 8mmol (1,56 g)
a-Bromessigsaure-tert.-butylester wurden in 10ml CHCI; suspendiert und fir 5d unter
Lichtausschluss bei RT gertihrt. Zur Aufarbeitung wurde der Ansatz filtriert und das Filtrat
anschlieBend eingeengt. Das Produkt wurde sdulenchromatographisch (SC Methode 1) mit
Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt.

Aussehen: farblose Flissigkeit Ausbeute: 83%
Summenformel: C14H27N306 Rs: 0,5 (LM 12)

Molare Masse: 333,38gmol™ ESI-MS: 356,0 [M+Na]"
'H-NMR: siehe Anhang

14-Azido-3,6,9,12-tetroxatetradecansaure (25b) Homo/\)/‘lNeNf\N.

o
Die Verbindung wurde nach einer Vorschrift von SEGURA et al. aus 25a dargestellt. Die
analytischen Daten entsprechen der Literatur.'*®

14-Amino-3,6,9,12-tetroxatetradecansaure-tert.-butylester (26) \Pﬁo/\)&wz
5mmol (1,67 g) Azid 25a wurden in 50ml THF gel6st und mit 0,5ml TEA °

und 100mg Pd/C (10% m/m) versetzt. Der Ansatz wurde fur 1h bei 20bar
Wasserstoffatmosphare in einer Hydrierapparatur (5500 Compact Mini Bench Top Reactor,
Parr Instrument Company, Miline IL, USA) gerlhrt. Anschlielend wurde filtriert und das
Losungsmittel am Rotationsverdampfer entfernt. Das Produkt wurde s&ulenchromato-
graphisch (SC Methode 1) mit Ethylacetat als Elutionsmittel gereinigt.

Aussehen: farblose Flissigkeit Ausbeute: 65 %
Summenformel: C14H29NOg Re: 0,39 (LM 14)
Molare Masse: 307,38gmol ESI-MS: 308,1 [M+H]"
'H-NMR: siehe Anhang
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6.4.4.4 Synthese der Lipidvorstufen fir die Glycolipidsynthese

N-(2-Aminoethyl)-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N’-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (27)

Die Verbindung 27 wurde analog der VVorschrift flir die Darstellung WNH\(O
der Verbindung 16a nach der im Kap.6.4.3 beschriebenen Vorschrift A=t~ >¢°
HN\/\NHZ

aus Oleylamin (tech.) und dem Oleylmalonsduremonoethylester 2a synthetisiert.
Die analytischen Daten entsprechen der Literatur.®

N-2-[(14-Azido-1-0x0-3,6,9,12-tetroxatetradecyl)amino]ethyl-2-[(92)- octadec 9-enyl]-N'-

[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid (28) MN?O
Die Verbindung wurde durch Amidkupplung zwischen N’\*N:N?\/\ j\fé’v}

Verbindung 27 als Aminkomponente und Verbindung 25b als

Saurekomponente nach Methode A (Kap. 6.4.2.1) synthetisiert, mit der Abwandlung dass die
Saurekomponente, die Aminkomponente, PyBOP® und TEA in &quimolaren Mengen
eingesetzt wurden.

Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff

Ausbeute: 89% Fp: 28-33°C

Summenformel: Cs1HosNgO4 Rs: 0,5 (LM 6)

Molare Masse: 905,34 gmol™ ESI-MS: 927,7 [M+Na]”

EA: ber.. C 66,99 H 10,69 N 9,19 (28+0,5xH,0)
gef.. C 66,86 H 10,14 N 9,12

'H-NMR: siehe Anhang

N-[(92)-Octadec-9-enyl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N'-[2-({1-0x0-14-[4-(2,3,4,6-tetra-O-
acetyl-p-D-galactopyranosidoyl)methyl-1,2,3-triazol-1-yl]-3,6,9,12-tetroxatetradecyl}-

amino)ethyl]propandiamid (29) N o
. _ = \G "
1mmol (905mg) Azid (28) wurden mit 1,7 mmol M\f fl\f( oyt
AN~ N Noac
(675mg) Alkinkomponente (18) und 0,15mmol (19mg) H N\—g_o Oic one

Kupfer-(I)-acetat in 3ml DMF suspendiert und fir 1h im Ultraschallbad (80Hz) bei 50°C
behandelt. AnschlieBend wurde das Produkt chromatographisch gereinigt (SC Methode 1),

wobei ein CHCIs/Acetonitril/ TEA-Gemisch steigender Polaritat als Elutionsmittel zum

Einsatz kam.

Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff

Ausbeute: 54% Fp: 64-76°C
Summenformel: CesH118NsO17 Rs: 0,33 (LM 6)
Molare Masse: 1291,69gmol™ ESI-MS: 1292,7 [M+H]*
'H-NMR: siehe Anhang
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N-(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]lamino}ethyl)glutar-
sauremonoamid (30) H

=N

1 mmol (646 mg) der Verbindung 27 und 10 mmol (1,14 g) MO o o
Glutarsaureanhydrid wurden in 10 ml CHCI3 geldst und mit 800 pl Pyridin HN\/\HJLHEKOH
versetzt. Der Ansatz wurde 5 d bei RT gerthrt. Flr die Aufarbeitung wurde das Lésungsmittel
abgezogen, der Ansatz wurde in 20 ml Wasser suspendiert und mit einer Lésung aus 20 mmol
(1,96 g) H2SO4 in 10 ml Wasser unter Eiskiihlung versetzt. Anschliefend wurde mit 60 ml
CHCI; extrahiert und die abgetrennte organische Phase mit jeweils 10 ml Salzlosung in der
folgenden Reihenfolge gewaschen: K,COs-Ldsung (20 % m/m), NH,CI-Lésung (ges.) und
NaCl-Loésung (ges.). AbschlieBend wurde die organische Phase tber Na,SO, getrocknet,
filtriert und das Losungsmittel im Vakuum entfernt. Das Produkt wurde s&ulenchroma-
tographisch (SC Methode 2) mittels CHCI3/MeOH-Gradient gereinigt

Aussehen: weilRer wachsartiger Feststoff
Ausbeute: 94% Fp: 133-140°C
Summenformel: CasHgsN30s Rs: 0,56 (LM 8)
Molare Masse: 760,18 gmol™ ESI-MS: 760,7 [M+H]"
EA: ber.. C 72,86 H 11,27 N 5,53

gef.. C7237 H 11,27 N 5,56
'H-NMR: siehe Anhang

N-({5-[(2-{[(112)-2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)-
amino]-5-oxopentanoyl}amino)-3,6,9,12-tetraoxatetradecansaure-tert.-butylester (31)
Die Verbindung wurde durch Amidkupplung M
(0]
8 — (¢]

aus Verbindung 26 als Aminkomponente und N )LMJOL /(\/o;)OL e
N N P O
Verbindung 30 als Saurekomponente nach Methode A (Kap.6.4.2.1) " ° "

synthetisiert, mit der Abwandlung, dass die Saurekomponente, die Aminkomponente,
PyBOP® und TEA in dquimolaren Mengen eingesetzt wurden.

Aussehen: weilBer wachsartiger Feststoff

Ausbeute: 89,1% Fp: 118-128°C
Summenformel: CsoH112N4019 Rs: 0,58 (LM 7)
Molare Masse: 1049,55g mol™ ESI-MS: 1071,9 [M+Na]*
'"H-NMR: siehe Anhang

N-({14-Oxo-14-[tris(propargyloxymethyl)methylamino]}-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)-
N“(2-{[(112)-2-{[(92)-octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)pentan-
si:::o(lgzzBMmg) des tert.-Butylesters Smo o o o

. . 3 AHNV\NWN{VO%H/<\/0%>3

wurden in 10ml CH,Cl, gelost. AnschlieBend wurden unter
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Rihren 4ml TFA der Reaktion schrittweise zugefihrt und 5h bei RT gerihrt. Zur
Aufarbeitung wurde das Losungsmittel und Uberschiissige TFA am Rotationsverdampfer
abgezogen. AnschlieBend wurde die erhaltene freie Sdure in einer Amidkupplung mit
Verbindung 22 als Aminkomponente nach Methode A (Kap.6.4.2.1) weiter umgesetzt, mit
der Abwandlung, dass die Saurekomponente, die Aminkomponente, PyBOP® und TEA in
aquimolaren Mengen eingesetzt wurden.

Aussehen: weiller wachsartiger Feststoff

Ausbeute: 64% Fp: 115-120°C
Summenformel: Ce9H119N5012 Ry: 0,72 (LM 7)
Molare Masse: 1210,71g mol™ ESI-MS: 1208,9 [M-H]
'H-NMR: siehe Anhang

N-(2-{[(112)-2-{[(9Z)-Octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoylJamino}ethyl)-N ‘-
({14-oxo-14-[tris-({1-[2-(2,3,4,6-tetra-O-acetyl-#-D-galactopyranosidoyl)ethyl]-1,2,3-
triazol-4-yl}methyloxymethyl)Jmethylamino}-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)pentandiamid
(33) S NARL

— (o]

i - A A o o o} N=N AcO
0,5mmol (605mg) Alkinkom T Skt qﬁoﬂ“ﬂggsgm )
ponente (32) wurden mit 2mmol (834mg) Hoo 3w H N

acetatgeschitztem Azidoethylgalactopyranosid (19) und 0,3mmol (38mg) Kupfer-(I)-acetat
in 3ml DMF suspendiert, fir 2h im Ultraschallbad (80 Hz) bei 50°C behandelt und weitere
24h bei RT stehen gelassen. AnschlieBend wurde das Produkt saulenchromatographisch
gereinigt (SC Methode 1, Elutionsmittel: Chloroform/Acetonitril)

Aussehen: farbloser wachsartiger Feststoff

Ausbeute: 18% Fp: 69-72°C
Summenformel: C117H188N14047 R 0,19 (LM 6)
Molare Masse: 2462,81g mol™ ESI-MS: 2463,2 [M+H]"
'H-NMR: siehe Anhang

6.4.4.5 Synthese der Glycolipide XVI und XVII — Spaltung der
Acetatschutzgruppe

1mmol der Acetat-geschiutzten Verbindungen 29,33 wurde in 5ml trockenem MeOH geldst
und mit katalytischen Mengen Kaliummethanolat versetzt und fir 24h bei RT gerlhrt.
AnschlieBend wurde der Ansatz am Rotationsverdampfer eingeengt. Die Aufreinigung
erfolgte sdulenchromatographisch nach Methode 1 mit einem CHCIl3/MeOH-Gradient
steigender Polaritdt. Das Elutionsmittel wurde mit 0,1% (V/V) TEA versetzt um eine
Spaltung der Acetalstruktur zu unterbinden.
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N-[2-({14-[4-(p-D-Galactopyranosidoyl)methyl-1,2,3-triazol-1-yl]-1-ox0-3,6,9,12-tetroxa-
tetradecyl}amino)ethyl]-2-[(9Z)-octadec-9-enyl]-N'-[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid

(Lipid XVI) *MN\(O
Das Lipid wurde durch Umsetzung von = o "

_ MO VW
Verbindung 29 erhalten. H ‘ \:«_Oé/\ OH
Aussehen: weilRer wachsartiger Feststoff
Ausbeute: 98 %

Summenformel: CeoH110N6O13 Ry: 0,52 (LM 8)
Molare Masse: 1123,55g mol™ ESI-MS: 1146,9 [M+Na]*
HRMS: ber.: 1123,8204Da (CeoH111N6O13 [M+H]")

gef.. 1123,8228Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang

N-(2-{[(11Z)-2-{[(9Z)-octadec-9-enylamino]carbonyl}icos-11-enoyl]amino}ethyl)-N‘-({14-
Oxo-14-[tris-({1-[2-(p-D-galactopyranosidoyl)ethyl]-1,2,3-triazol-4-yl}methyloxy-
methyl)]methylamino}-3,6,9,12-tetraoxatetradecyl)pentandiamid (Lipid XVII)

Das Lipid wurde durch

Umsetzung von Verbindung MO

33 erhalten. HN\/\NM %\/OVL ﬁé \/K/N\/\O/S/“i N>3
Aussehen: durchsichtiger kristalliner Feststoff
Ausbeute: 95%
Summenformel: Co3H164N14030 Ry 0,16 (LM 5)
Molare Masse: 1958,37g mol™ ESI-MS: 1979,9 [M +Na]*
HRMS: ber.. 1958,1811Da (CoaH165N14030 [M+H])
gef.: 1958,1810Da
'H-NMR: siehe Anhang BC-NMR:  siehe Anhang
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Anhang

GC-MS Spektren:

Oleylamin (tech., 70%) von Sigma Aldrich:

File : C:\HPCHEM\1\DATA\1\WOELK1.D

Operator ¢ B.L.

Acquired : 27 Jan 109 2:30 pm using AcgMethod SCAN1
Instrument 5972 - In

Sample Name: OA M

Misc Info

B
-

2,7/1-170/10-250

Vial Number: 1

undance TIC: WOELK1.D

2500000
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1500000 -
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Abundance o Scan 967 (16.581 min): WOELK1.D (*)
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Anhang

Area Percent Report -- Sorted by Signal

Informatlon from Data File:

File : C:\HPCHEM\1\DATA\1\WOELK1.D
Operator ¢ E.L.
Acquired : 27 Jan 109  2:30 pm using AcgMethod SCAN1

Sample Name: OA M

Misc Info : 2,7/1-70/10-250

Vial Number: 1

CurrentMeth: C:\HPCHEM\1\METHODS\DEFAULT.M

Abundance TIC: WOELKL1.D
2500000 1 16,60
2000000 A
1500000 -
1000000 16.74
14, 66
14.
500000 4 4.88
12.47 15.39 u
e B A e A e S L e SRS
Time~-> 4.00 6.00 8.00 10. OO 12.00 14.00 16. 00 18. 00 20.00
Retention Time Area Area % Ratio %
Total Ion Chromatogram
12.470 6834622 1.665 2.218
14.443 22694648 5.528 7.365
14.662 24307230 5.921 7.889
15.394 3203374 0.780 1.040
15.468 6029046 1.469 1,957
16.604 308126259 75.058 100.000
16.740 25274802 6.157 8.203
16.876 14046676 3.422 4,559
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Anhang
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Anhang

Oleylalkohol (tech., 85%) von Sigma Aldrich:
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Anhang

Oleylamin (rein):

Vi

Area Percent Report -- Sorted by Signal

Information from Data File:

File ¢ C:\HPCHEMY 1WDATANINWOLES.D
Operator : Schwarzer
RAequired : 15 Jan 114 7:08 am using RegMethod SCHWATD

Sample Wame: CL18H3TH

Misc Infe : 2,5/1-7T0/10-250

Vvial Number: 1
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Time—-= .00 10.00 15.00 20,00 25,00
Retention Time Area Area ¥ Ratioc &
Total Ton Chromatogram
16.703 51454572 94,712 100,000
17.223 5106240 5.268 5.583




Anhang
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Erganzende DSC-Kurven:

Anhang

Nicht reproduzierbare DSC-Kurven der Verbindungen TT-VIII und HT-VIII unter Verwendung einer Heizrate

-1,
von 60Kh™:
10 T T T T
—— 1. Heizkurve
—— 2. Heizkurve
—— 3. Heizkurve

-5 T T T T

100
T[°C]

Abb.S-1: 1.-3. DSC-Heizkurve einer wassrigen Dis-
persion von TT-VIII (c = 1mgml™, Carbonatpuffer
pH 10) im Temperaturbereich von 2°C bis 95°C bei
einer Heizrate von 60 Kh™.

—— 1. Heizkurve
— 2. Heizkurve
— 3. Heizkurve

20 100

T [°C]

Abb.S-2: 1.-3. DSC-Heizkurve einer wassrigen Dis-
persion von HT-VIII (¢ = 1mgml™, Carbonatpuffer
pH 10) im Temperaturbereich von 2°C bis 95°C bei
einer Heizrate von 60 Kh™.,

Nicht reproduzierbare DSC-Kurven der Verbindungen TO-VIII und HO-VIII unter Verwendung verschiedener

Heizraten von 60 K h! sowie 20K h':

—— 1. Heizkurve *\
—— 2. Heizkurve
——— 3. Heizkurve
—— 4. Heizkurve

5. Heizkurve
—— 6. Heizkurve

20 40
T[°C]

0 100

Abb.S-3: DSC-Heizkurven einer wassrigen Disper-
sion von TO-VIII (c = 1mgml?, Carbonatpuffer
pH 10) im Temperaturbereich von 2°C bis 95°C. Die
1.-3. Heizkurven wurden bei einer Heizrate von
60K h, die 4.-6. Heizkurven bei einer Heizrate von
20K h'* aufgenommen.

viii

4 T T T T

24 i

0- i
—— 1. Heizkurve
—— 2. Heizkurve

-2 4—— 3. Heizkurve 4
o —— 4. Heizkurve
5. Heizkurve
—— 6. Heizkurve

-4 i

0 20 40 60 80 100
T [°C]

Abb.S-4: DSC-Heizkurven einer wassrigen Disper-
sion von HO-VIII (c = 1mgml? Carbonatpuffer
pH 10) im Temperaturbereich von 2°C bis 95°C. Die
1.-3. Heizkurven wurden bei einer Heizrate von
60K h?, die 4.-6. Heizkurven bei einer Heizrate von
20K h™* aufgenommen.



Anhang

DSC-Kurven von Lipiden der TT- und HT-Reihe in Acetatpuffer pH 5:

T[C]

Abb. S-5: DSC-Heizkurven (3. Scan) einer wassrigen
Dispersion von Lipiden der TT-Reihe (c = 1mgml™,
Acetatpuffer pH 5) im Temperaturbereich von 2 °C bis
95°C. Die Kurven wurden mit einer Heizrate von
60K h* aufgenommen. Die Lipide zeigen im betrach-
teten Temperaturbereich keine Umwandlung. Ledig-
lich das Lipid TT-X zeigt eine Umwandlung von sehr
geringer Intensitat bei 60 °C (siehe Pfeil). Die Kurven
wurden zur Veranschaulichung vertikal verschoben.

DSC-Kurven von TT-1V in HEPES-Puffer pH 6,3:

—— 1. Heizkurve
64 —2 Heizkurve |
3. Heizkurve
o —— 4. Heizkurve
X 4 )
2 2 |
—
X
e
o 04 B
O
-2 4
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

T[°C]

Abb.S-7: DSC-Heizkurven einer waéssrigen Dispersion von
TT-1V (c = 1mgml™, HEPES-Puffer pH 7,3) im Temperatur-
bereich von 2°C bis 95°C. Die 1-3. Heizkurve wurden bei
einer Heizrate von 60K h™, die 4. Heizkurve wurde bei einer

Heizrate von 20 K h™ aufgenommen.

81 HT-XIV 1
74 HT-Xxu ]
64 i
54 Hrx 1
4 i
3] HT-VII ]
,] HTIv ]
0 20 40 60 80 100
T[°C]

Abb. S-6: DSC-Heizkurven (3. Scan) einer wassrigen
Dispersion von Lipiden der HT-Reihe (c = 1mgml™,
Acetatpuffer pH 5) im Temperaturbereich von 2 °C bis
95°C. Die Kurven wurden mit einer Heizrate von
60K h! aufgenommen. Die Lipide zeigen im betrach-
teten Temperaturbereich keine Umwandlung. Ledig-
lich das Lipid HT-X zeigt mehrere Umwandlungen.
Die Kurven wurden zur Veranschaulichung vertikal
verschoben.



Anhang

Erganzende ITC-Experimente:

Untersuchung der DNA-Komplexierung mit kationischen Liposomen:

Die anschlieBend dargestellten ITC-Experimente verdeutlichen, dass diese Methode der Komplexbildungsunter-
suchung zwischen multilamellaren kationischen Liposomen und DNA mit Problemen hinsichtlich der Reprodu-
zierbarkeit behaftet und somit ungeeignet ist. Um diese Methode anzuwenden gilt es ein reproduzierbares Lipo-
somenherstellungsverfahren zu etablieren, um Unterschiede in der Lamellaritat bei gleicher Lipidkonzentration

zu vermeiden.

250 I Abb.S-8: ITC-Experiment mit Liposomen, welche durch

500 m versuch1 Y Filmbildungsmethode und anschlieender Ultraschallbehand-

® Versuch? A lung hergestellt wurden. Es wurden 4 unabhangige Versuche

1509 & Versuch3 . mit 4 verschiedenen Liposomenchargen durchgefiihrt. Experi-

1004 v Versuch4 v: mentelle Daten: Die Spritze (250pl) war mit Liposomen-

= 50l vl dispersion (c = 1mgml™ in HEPES-Puffer pH 7,3; Zusammen-

=5 Al o setzung: lipid 6/DOPE 2/1 (n/n)) und die Zelle mit 100 ugml™*

o 04 v Ail! sspDNA-Ldsung in HEPES-Puffer gefullt. Es wurden jeweils

504 s viovYVYVY 40 10l in Intervallen von 600s injiziert. Die erste Injektion

vt};iﬂ.;: [:fi wurde verworfen. Die Temperatur betrug 25°C, die Riihrge-

1001 Txp¥2am schwindigkeit 150rpm. Lipid 6 entspricht N-[2-(N,N-Bis{2-
-150 : : " 7 [N-(2,6-diamino-1-oxohexyl)amino]ethyl}amino)ethyl]-N*,2-

di[(9Z)-octadec-9-enyl]propandiamid.
Injektionsnummer

Bestimmung des Titrationsendpunkts (TEP) der ITC-Experimente zur Komplexbildung zwischen TO-VI und
sSpDNA:

304 B 04 i
20 h
o "mg - i
T3 10- . - — m.
%9 04 . . i - ]
= 1S
2 -10- . X -6 .
— [ ]
I
5 -20 ._- - = . |
30 """, i "
00 01 02 03 04 05 06 0 1 2 3 4 5
r]TO—VI/nNuk nNuk/hTO»VI
Abb.S-9: Korrigierte Prozesswarmen (auf die Stoff- Abb.S-10: Korrigierte Prozesswérmen (auf die Stoff-
menge zutitriertes TO-VI normiert) als Funktion des menge zutitriertes Nukleotid normiert) als Funktion des
molaren TO-VI/Nukleotid-Verhéltnisses fur die Titrati- molaren Nukleotid/TO-VI-Verhéltnisses fur die Titrati-
on von sspDNA (0,45 MMpykeotia) Mit TO-VI (0,84 mm) on von TO-VI (0,26 mm) mit sspDNA (4,85 MMyukieotia)
in HEPES-Puffer pH 7,3. Der Schnittpunkt der roten in HEPES-Puffer pH 7,3. Der Schnittpunkt der roten
Linien gibt den ermittelten TEP wieder. Linien gibt den ermittelten TEP wieder.



Anhang

Erganzungen zu den ¢-Potentialmessungen:

Bestimmung des isoelektrischen Punkts (IEP) mittels nicht linearer Kurvenanpassung nach BOLTZMANN:
Abweichend zu Abb. 55 wurde hier das N/P-Verhaltnis auf der Abszisse aufgetragen. Die Umrechnung erfolgte
nach folgender Formel: N/P = 6nrowvi/nnu. Der Vorteil dieser Auftragung ist, dass die Kurven besser
untereinander verglichen werden kénnen und der IEP direkt aus der BOLTZMANN-Funktion ermittelbar ist.

30 T T T T T ]

u
20 . T

1o} A ]

-10- [ -
201 / Y(0) = 1,989

R’ =0,9813
-30 4 / 4

404 // u i
[ Lt

0 1 2 3 4 5
N/P-Verhaltnis

¢~Potential [mV]

Abb.S-11: Bestimmung des IEP durch sigmoidalen
Fit nach BoLTzmANN (rote Linie) angewendet auf die
Funktion des {-Potentials in Abh&ngigkeit vom N/P-
Verhéltnis der Titration TO-VI-zu-sspDNA. Das N/P-
Verhdltnis an dem die BoLTzmANN-Funktion 0mV
ergibt, wurde als IEP angegeben.

In Abweichung zu den Zetapotentialkurven in Kap.
3.4.3.2 wurde an Stelle des Molenbruchs das entspre-
chende N/P-Verhdltnis auf der Abszisse aufgetragen.

-104
2204 i

¢~Potential [mV]

404 i

30 s

104 E

Y(0)=1.925
R?=0.9750

0 2 4 6 8 10
N/P-Verhatnis

Abb.S-12: Bestimmung des IEP durch sigmoidalen
Fit nach BoLTzmANN (rote Linie) angewendet auf die
Funktion des {-Potentials in Abh&ngigkeit vom N/P-
Verhaltnis der Titration sspDNA-zu-TO-VI. Das N/P-
Verhdltnis an dem die BoLTzMANN-Funktion 0mV
ergibt, wurde als IEP angegeben.

In Abweichung zu den Zetapotentialkurven in Kap.
3.4.3.2 wurde an Stelle des Molenbruchs das entspre-
chende N/P-Verhdltnis auf der Abszisse aufgetragen.

Xi



Anhang

FT-1R-Messungen:

Die Versuche wurden von Herrn Dr. S. DRESCHER durchgeflihrt. Die Aufnahme der FT-IR-Spektren in
Abhéngigkeit von der Temperatur wurde mit einem Bruker Vector 22 FT-Spektrometer mit einer Auflgsung von
2cm™ durchgefiihrt (Bruker Optik GmbH, Karlsruhe, Germany). Dafiir wurde die TO-VI-Suspension (¢ =
50mgml™ in D,O oder ¢ = 100mgml™ in Carbonatpuffer pH 10) zwischen zwei CaF,-Scheiben mit einem 6 um
Teflonspacer platziert und vor der Messung 2h bei 10°C equilibriert. AnschlieBend wurden im Bereich von
10°C bis 75°C an jedem Messpunkt 64 Scans durchgefiihrt, wobei die Equilibrierungszeit zwischen den
einzelnen Temperaturschritten 8 min betrug. Die Spektren der reinen Ldsungsmittel wurden als Referenz
aufgenommen und fir die Auswertung mittels OPUS-Software (Bruker Optik GmbH, Karlsruhe, Germany) von
den Messspektren subtrahiert.
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{ [}
[ |
2852,8 +— . . . . : . 2853,8 +— : . : : : T
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Abb.S-13: Wellenzahlen der symmetrischen CH,-Streckschwingung von TO-VI in wéssrigen Dispersionen (Links: ¢ =
100mgml? in Carbonatpuffer pH 10, Rechts: ¢ = 50mgml? in ungepuffertem D,O pH~8) als Funktion ansteigender
Temperatur. Die Wellenzahlen sind in beiden Féllen bei allen betrachteten Temperaturen im Bereich fur Alkylketten mit
einem hohen Anteil an gauche-Konformeren (Reis, O.; Winter, R.; Zerda, T. W. The effect of high external pressure on DPPC-
cholesterol multilamellar vesicles: a pressure-tuning Fourier transform infrared spectroscopy study. Biochimica et Biophysica Acta (BBA) -
Biomembranes 1996, 1279, 5-16; Mantsch, H. H.; McElhaney, R. N. Phospholipid phase transitions in model and biological membranes as
studied by infrared spectroscopy. Chemistry and Physics of Lipids 1991, 57, 213-226).

Des Weiteren sind die DSC-Kurven fur wassrige Dispersionen bei pH 10 und pH 7,3 dargestellt, um erganzend
zu den FT-IR-Messungen zu zeigen, dass im betrachteten Temperaturbereich kein Phasenubergang detektiert
wurde, welcher durch Alkylkettenkonformationséanderungen verursacht wird. Die Ursache der breiten
Umwandlung bei pH 10 ist nicht eindeutig gekldrt. Konformationsanderungen im Kopfgruppenbereich oder

Mizellaggregationsprozesse kommen als mdogliche Erklarung in Frage.

10 T T T T T

Abb. S-14: DSC-Heizkurven (2. Scan) von wassrigen TO-VI-
81pH10 ] Dispersion (c = 1mgml™, Carbonatpuffer pH 10, HEPES-
7- Puffer pH 7.3) im Temperaturbereich von 2°C bis 95°C. Die

T‘x ]
e 6 Kurven wurden mit einer Heizrate von 60 Kh™ aufgenommen.
g ° ] Die Lipide zeigen im betrachteten Temperaturbereich keine
2 51 . scharfe Umwandlung.
o 4 r’M ]
34 i
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T [°C]
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Anhang

Erganzende SAXS-Ergebnisse:

—— TO-VI/sspDNA N/P 1
—— TO-VI/sspDNA N/P 3

Intensitat [a.u.]

010 015 020 025 030
1
q[A7]

Abb.S-15: SAXS-Diffraktogramme von TO-VI/sspDNA-Komplexen mit verschiedenen N/P-Verhéltnissen (N/P 1 und

N/P 3) in HEPES-Puffer pH 7,3 bei 25°C. Die BrAGG-Reflexe der L,°-Phase sind gekennzeichnet. Die experimentellen
Bedingungen flr beide Proben waren identisch.
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TEM-Aufnahmen

Im folgenden Teil sind TEM-Aufnahmen von negativ kontrastierten TO-VI/sspDNA-Lipoplexen in verschie-
denen N/P-Verhdltnissen dargestellt. Die Praparation der Proben ist im experimentellen Teil beschrieben:

Abb.S-16: TEM-Aufnahme von TO-VI/sspDNA-
Lipoplexen N/P 1 in HEPES-Puffer pH 7,3 pré-
pariert aus einer Ldsung der Konzentration ¢ =
0,05mgml?. Der weiBe Pfeil deutet auf eine
schichtformige Struktur im Lipoplex. Der Balken
entspricht 200 nm.

Abb.S-17: TEM-Aufnahme von TO-VI1/sspDNA-
Lipoplexen N/P 1 in HEPES-Puffer pH 7,3 pré-
pariert aus einer Ldsung der Konzentration ¢ =
0,05mgm|‘1. Die weillen Pfeile deuten auf eine
schichtformige Struktur im Lipoplex. Der Balken
entspricht 200 nm.

Abb. S-18: TEM-Aufnahme von TO-VI/sspDNA-Lipoplexen bei verschiedenen N/P-Verhéltnissen in HEPES-Puffer pH 7,3
prapariert aus einer Lésung der Konzentration ¢ = 0,05mgml™. Folgende N/P-Verhaltnisse sind abgebildet: A—N/P 1, B—
N/P 2 und C— N/P 3. Die Bildeinsétze zeigen VergrofRerungen der Lipoplexe. Die schwarzen Balken entsprechen 100 nm,
die weiBen Balken 50 nm.
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Im folgenden Teil sind TEM-Aufnahmen von verschiedenen Lipiddispersionen (negativ kontrastierte Proben) in
Carbonatpuffer pH 10 dargestellt. Die Praparation der Proben ist im experimentellen Teil beschrieben:

Abb.S-19: TEM-Aufnahme von TO-XII prédpariert aus Abb.S-20: TEM-Aufnahme von TT-XII prépariert aus
einer Losung der Konzentration ¢ = 0,05 mgml™ in Carbo- einer Losung der Konzentration ¢ = 0,05 mgml™ in Carbo-
natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 200 nm. natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 500 nm.

Abb.S-21: TEM-Aufnahme von TO-IV prépariert aus Abb.S-22: TEM-Aufnahme von TT-XIV prépariert aus
einer Lésung der Konzentration ¢ = 0,05mgml™ in Carbo- einer Lésung der Konzentration ¢ = 0,05mgml™ in Carbo-
natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 200 nm. natpuffer pH 10. Der Balken entspricht 500 nm.
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Anhang

Erganzende 'H- und *C-NMR-Spektren:

(92)-Octadec-9-enylamin - Oleylamin (rein):

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 400 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,85 [t, J(HH) = 68Hz, 3H; -CH,CHs]; 127-129 [m, 22H; -CH,-Alkyl]; 1,40-1,45
[m, 2H; -CH,CH,NH,]; 1,98-2,05 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,67 [t, *J(H,H) = 7,1 Hz, 2H; -CH,NH,]; 5,30-
5,38 [m, 2H; -CH=CH-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 100 MHz T:27°C
d[ppm]= 14,0; 22,6; 26,8; 27,11; 27,13; 29,17; 29,24; 29,38; 29,44; 29,8; 31,8; 33,3; 42,0; 129,7; 129,8

(10R,S)-10-Methylhexadecylamin:

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 400 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,86 [d, 2J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CHs]; 0,88 [t, ®J(H,H) = 6,9 Hz, 3H; -CH,CH,]; 1,04-1,36
[m, 25H; -CH,-Alkyl, -CH(CH,-),CH]; 1,42-1,48 [m, 2H; -CH,CH,NH,]; 1,95 [s, 2H; -NH,]; 2,69 [t, *J(H,H) =
7,1 Hz, 2H; -CH,NH,]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 100 MHz T:27°C
3[ppm]= 14,1; 19,7; 22,7; 26,9; 27,0; 27,1; 29,5; 29,63; 29,65; 29,68; 30,0; 31,9; 32,7; 33,4; 37,08; 37,09; 42,1

Verbindung 1d:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 400 MHz T:27°C
8[ppm]= 0,87 [t, 2J(H,H) = 6,6 Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,13-1,46 [m, 54H; -CH,-Alkyl, 2x-OCH,CH,]; 1,82-
1,89 [m, 4H; (-CH,),C(COE),]; 4,16 [q, *J(H,H) = 7,1 Hz, 4H; 2x-OCH,CH]

Verbindung 2b:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 400 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 7,0 Hz, 3H; -(CH,),CHs]; 1,25-1,36 [m, 27H; -CH,-Alkyl, -OCH,CH,]; 1,87-1,98
[m, 2H; (-CH,)CH(COEt)COOH]; 3,37 [t, %J(H,H) = 7,3 Hz, 1H; (-CH,)CH(COEt)COOHY; 4,23 [q, *J(H,H) =
7,1 Hz, 2H; -OCH,CHj3]

Verbindung 2d:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 400 MHz T:27°C
3[ppm]= 0,88 [t, 3J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2x-(CH,),CHj]; 1,08-1,32 [m, 51H; -CH,-Alkyl, -OCH,CH,]; 1,80-1,99
[m, 4H; (-CH,),C(COEt)COOH]; 4,26 [q, %J(H,H) = 7,1 Hz, 2H; -OCH,CH,]

Verbindung 3b:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

d[ppm]= 088 [t %J(MHMH) = 70Hz, 3H; -CH,CHi]; 1,27-1,88 [m, 39H; -CH,-Alkyl,
-(CH,)sCH,NHBOC, -OC(CHa3)s]; 1,98-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,10-3,24 [m, 4H; -CH,NHBOC,
-CH,NHCO-]; 4,07-4,08 [m, 1H; -COCH(NHFmoc)CH,-]; 4,21 [t, 3J(H,H) = 6,9 Hz, 1H; H9-Fluoren]; 4,39-
4,40 [m, 2H; -CH,-Fluoren]; 4,58 [s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,45 [s, 1H; -NHFmoc];
6,03 [s, 1H; -NHCO]; 7,31 [t, *J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H3,H6-Fluoren]; 7,40 [t, J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H2,H7
-Fluoren]; 7,59 [d, *J(H,H) = 7,4 Hz, 2H; H1,H8-Fluoren]; 7,76 [d, ®J(H,H) = 7,5 Hz, 2H; H4,H5-Fluoren]

Verbindung 3d:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClg Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CHs]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 3H; -CH,CH;]; 1,05-1,87
[m, 42H; -CH,-Alkyl, -CH(CH,-),CHs, -(CH,);CH,NHBOC, -OC(CH,)s]; 3,10-3,24 [m, 4H; -CH,NHBOC,
-CH,NHCO-]; 4,07-4,08 [m, 1H; -COCH(NHFmoc)CH,-]; 4,21 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 1H; H9-Fluoren]; 4,40-
4,41 [m, 2H; -CH,-Fluoren]; 4,57 [s, 1H; -NHBOC]; 5,45 [s, 1H; -NHFmoc]; 6,01 [s, 1H; -NHCO]; 7,31 [t,
%J(H,H) = 7,4Hz, 2H; H3,H6-Fluoren]; 7,40 [t, J(H,H) = 7,5Hz, 2H; H2,H7-Fluoren]; 7,59 [d, *J(H,H) =
7,4Hz, 2H; H1,H8-Fluoren]; 7,76 [d, *J(H,H) = 7,5Hz, 2H; H4,H5-Fluoren]
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Verbindung 4b:

'H-NMR: Loésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

d[ppm]= 0,77 [t, 3J(HH) = 68Hz, 3H; -CH,CHs]; 1,16-1,75 [m, 39H; -CHyAlkyl,
-(CH,)sCH,NHBOC, -OC(CHa)s]; 1,88-2,91 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,99-3,05 [m, 2H; -CH,NHBOC];
3,09-3,14 [dt, 3J,(H,H) = 6,7 Hz, 3J,(H,H) = 6,7 Hz, 2H; -CH,NHCO-]; 3,21 [dd, *J,(H,H) = 7,9 Hz, J,(H,H) =
4,4 Hz, 1H; -COCHNH,CH,-]; 4,82 [s, 1H; -NHBOC]; 5,19-5,27 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,28 [t, *J(H,H) = 5,6 Hz,
1H;

-NHCO]

Verbindung 4d:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CHs]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 3H; -CH,CH]; 1,05-1,89
[m, 42H; -CH»-Alkyl, -CH(CH,-),CH3, -(CH,);sCH,NHBOC, -OC(CHj3)3]; 3,10-3,14 [m, 2H; -CH,NHBOC];
3,22 [dt, %J,(H,H) = 7,3Hz, *J,(H,H) = 6,5Hz, 2H; -CH,NHCO-]; 3,38-3,39 [m, 1H; -COCHNH,CH.-]; 4,58 [s,
1H; -NHBOC]; 7,31 [s, 1H; -NHCO]

Verbindung 5b:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 085 [t 3JHH) = 6,7Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,22-1,85 [m, 68H; -CH,-Alkyl,
-(CH,)sCH,NHBOC, -OCH,CHj;, -OC(CHs)s]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,00-3,23
[m, 5H; -CH,NHBOC, -CH,;NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,09-4,21 [m, 2H; -OCH,CHjs]; 4,34-4,42
[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,69 [s, 1H; -NHBOC]; 5,27-5,35 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,60/6,64 [2xs,
1H; -CH,NHCO-]; 7,05 [d, *J(H,H) = 8,3 Hz] / 7,08 [d, *J(H,H) = 8,5 Hz] [2xd, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

Verbindung 5c:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH5]; 1,26-1,93 [m, 68H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OCH,CHj;, -OC(CHg)3]; 1,93-2,05 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,]; 3,05-3,24 [m, 5H; -CH,NHBOC,
-CH,NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,16-4,23 [m, 2H; -OCH,CHz]; 4,31-4,36 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-];
4,60 [s, 1H; -NHBOC]; 5,31-5,40 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 6,19/6,31 [2xs, 1H; -CH,NHCO-]; 6,90 [d, *J(H,H) =
8,0Hz] / 6,95 [d, *J(H,H) = 7.4 Hz] [2xd, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

Verbindung 5f:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,25-1,93 [m, 72H; -CH,-Alkyl -(CH,);CH,NHBOC,
-OCH,CHj3, -OC(CH3)s]; 1,94-2,03 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,04-3,25 [m, 5H; -CH,NHBOC, -CH,NHCO-,
-COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,15-4,23 [m, 2H; -OCH,CHjs]; 4,31-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,60
[s, 1H; -NHBOC]; 5,33-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,20/6,32 [2xs, 1H; -CH,NHCO-]; 6,90 [d, *J(H,H) = 7,9Hz] /
6,95 [d, 3J(H,H) = 7.8 Hz] [2xd, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

Verbindung 5¢:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,5Hz, 3H; -CH(CH,-),CH]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,03-
1,91 [m, 71H; -CHy-Alkyl, -CH(CH,-),CHjs, -(CH,)3CH,NHBOC, -OCH,CHjs;, -OC(CHj3)3]; 3,04-3,25 [m, 5H;
-CH,NHBOC, -CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,15-4,23 [m, 2H; -OCH,CHj;]; 4,31-4,38 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 4,58 [s, 1H; -NHBOC]; 6,23/6,34 [2xs, 1H; -CH,NHCO-]; 6,91 [d, *J(H,H) = 8,0Hz] /
6,97 [d, 2J(H,H) = 7.7 Hz] [2xd, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

Verbindung 5h:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 7,0Hz, 9H; 3x-(CH,),CHs]; 1,02-1,71 [m, 90H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OCH,CHj; -OC(CHs)s]; 1,77 [dt, *J(H,H) = 4,4Hz *J(H,H) = 12,7 Hz, 2H; -(-CHH"),(CO-),-]; 1,96 [dt, *J(H,H)
= 4,8Hz *J(H,H) = 12,8 Hz, 2H; (-CHH’),C(CO-),-]; 3,05-3,22 [m, 4H; -CH,NHBOC, -CH,NHCO-]; 4,18-4,24
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[m, 2H; -OCH,CH,]; 4,32-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,57 [s, 1H; -NHBOC]; 6,37 [t, 2J(H,H) =
5,5Hz, 1H; -CH,NHCO-]; 8,38 [d, *J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

Verbindung 6b:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,24-1,90 [m, 65H; -CH,-Alkyl, -(CH);CH,NHBOC,
-OC(CH3)3]; 1,98-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,06-3,29 [m, 5H; -CH,NHBOC, -CH,NHCO-,
-COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,39-4,43 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,75 [s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,37 [m, 2H;
-CH=CH-]; 6,61-6,80 [m, 1H; -NHCO-]; 7,34-7,39 [m, 1H; -NHCO-]

Verbindung 6éc:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,86 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,26-1,86 [m, 65H; -CH,-Alkyl, -(CH);CH,NHBOC,
-OC(CH3)3]; 1,94-199 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 3,06-3,24 [m, 5H; -CH,NHBOC, -CH,NHCO-,
-COCH(Oleyl)CO-]; 4,40-4,46 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,81 [s, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,36 [m, 4H;
2x-CH=CH-]; 6,95-7,15 [m, 1H; -NHCO-]; 7,41-7,62 [m, 1H; -NHCO-]

Verbindung 6f:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,26-1,97 [m, 69H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CH3)3]; 1,98-2,03 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,03-3,26 [m, 5H; -CH,NHBOC, -CH,NHCO-,
-COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,35-4,40 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,68 [s, 1H; -NHBOC]; 5,33-5,39 [m, 2H;
-CH=CH-]; 6,17-6,26 [m, 1H; -NHCO-]; 6,93-7,02 [m, 1H; -NHCO-]

Verbindung 6g:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CH3]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,7Hz, 6H; 2x-(CH,),CH;]; 1,06-
1,89 [m, 68H; -CH,-Alkyl, -CH(CH,-),CHg, -(CH,);CH,NHBOC, -OC(CHy);]; 3,06-3,29 [m, 5H; -CH,NHBOC
-CH,NHCO- -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,40-4,47 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,71-4,77 [m, 1H;
-NHBOC]; 6,71 [s, 1H; -NHCO-]; 7,38-7,43 [m, 1H; -NHCO-]

Verbindung 6h:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T.27°C

8[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 9H; 3x-(CH,),CH3]; 1,13-2,03 [m, 91H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CHa)z]; 3,04-3,24 [m, 4H; -CH,NHBOC, -CH,NHCO-]; 4,38-4,40 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,65
[s, 1H; -NHBOC]; 6,27 [s, 1H; -NHCO-]; 7,48 [s, 1H; -NHCO-]

Verbindung 7b:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,89 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,25-1,86 [m, 65H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CHy)3]; 2,00-2,04 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,53-2,60 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,80-2,82
[m, 4H; 2x-CH,;NH,]; 3,05-3,41 [m, 7H; -CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,36-4,41
[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,87/4,99 [2xs, 1H; -NHBOC]; 5,34-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,49-7,52 [m,
1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,88/7,52/7,66/8,24/8,34 [5%s, 2H; 2x-NHCO-]

Verbindung 7c:

'H-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,82 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,21-1,79 [m, 65H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CHy)3]; 1,92-1,99 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,39-2,54 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,65-2,71
[m, 4H; 2x-CH,NH,]; 2,99-3,38 [m, 7H; -CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,29-4,37
[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,94/5,19 [2xs, 1H; -NHBOC]; 5,27-5,32 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 7,60/7,91
[2xs, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,85/7,76/8,18 [3xs, 2H; 2x-NHCO-]
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Verbindung 7f:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH5]; 1,23-1,88 [m, 69H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CH3)3]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,51-2,63 [m, 6H; -CH,;N(CH,CH,NH,),]; 2,79-2,81
[m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,06-3,37 [m, 7H; -CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,33-4,41
[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,81/4,93 [2xs, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,42-7,44 [m,
1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,79/7,32/7,50/8,19/8,30 [5xs, 2H; 2x-NHCO-]

Verbindung 7g:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CH:]; 0,88 [t, *J(H,H) = 7,0Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,06-
1,86 [m, 68H; -CH,-Alkyl, -CH(CHy),CH;, -(CHj);CH,NHBOC, -OC(CHs)s]; 2,49-2,61 [m, 6H;
CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,75-2,79 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,04-3,39 [m, 7H; -CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -
COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,30-4,39 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,79/4,95 [2xs, 1H; -NHBOC]; 7,33-7,37
[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,58/8,20/8,29 [3xs, 2H; 2x-NHCO-]

Verbindung 7h:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 088 [t 3JHH) = 69Hz, 9H; 3x-(CH,),CHs]; 1,13-1,85 [m, 91H; -CH,-Alkyl,
-(CH,)sCH,NHBOC, -OC(CHs)s]; 2,54-2,62 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,78 [t, *J(H,H) = 5,7Hz, 4H;
2%-CH,NH,]; 3,03-3,40 [m, 6H; -CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-]; 4,39-4,44 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,];
4,89 [s, 1H; -NHBOC]; 7,80 [d, *J(H,H) = 7,6 Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH.-]; 6,88/8,19 [2xs, 2H; 2x-NHCO-]

RTO-IV (8b):

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,85 [t, *J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,21-1,82 [m, 56H; -CH,-Alkyl, -(CH,)sCH,NH,]; 1,96-1,99
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,49-2,55 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,66-2,78 [m, 6H; 3x-CH,NH,]; 3,05-
3,33 [m, 5H; 2x-CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,34-4,40 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,28-5,35
[m, 2H; -CH=CH-]; 7,00-7,01/7,63-7,81/8,25-8,37 [3xm, 3H; 3x-NHCO-]

BC-NMR: Ldésungsmittel: CDCl3/CD;OD Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]=14,1; 22,7; 22,8; 26,96; 26,99; 27,2; 27,6; 27,7; 29,27; 29,29; 29,33; 29,45; 29,49; 29,63; 29,65; 29,68;
29,73; 29,75; 31,86, 31,88; 37,3; 37,9; 39,13; 39,18; 39,55; 39,59; 41,1, 41,3; 53,3; 53,4; 53,7; 54,2; 54,3; 55,6;
55,8; 129,7; 129,9; 170,3; 170,7; 171,3; 171,4; 171,5

0O-1V (8c):

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,85 [t, J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,24-1,88 [m, 56H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NH,]; 1,93-1,99
[m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,45-2,56 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,64-2,76 [m, 6H; 3x-CH,NH,];
3,04-3,41 [m, 5H; 2x-CH,;NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,31-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,27-5,35
[m, 4H; 2x-CH=CH-]; 7,16-7,17/7,83-7,98/8,16-8,23 [3xm, 3H; 3x-NHCO-]

BC-NMR: Ldésungsmittel: CDCl3/CD;OD Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]=12,9; 21,8; 22,11; 22,14; 26,1; 26,3; 28,3; 28,4; 28,50; 28,58; 28,62; 28,7; 28,83; 28,88; 28,92; 28,98;
30,4; 31,0; 31,1; 31,7; 36,6; 36,7; 38,0; 38,1; 38,6; 38,7; 40,1; 40,2; 48,4; 52,69; 52,74; 52,85; 55,26; 55,33;
128,9; 129,0; 129,4; 129,5; 170,4; 170,5; 170,8; 171,5; 171,6

HO-1V (8f):

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,23-1,89 [m, 60H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NH,]; 1,95-2,02
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,53-2,59 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,67-2,77 [m, 6H; 3x-CH,NH,]; 3,06-
3,36 [m, 5H; 2x-CH,NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,30-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,32-5,37
[m, 2H; -CH=CH-]; 6,73-6,75/7,44-7,46/8,19-8,32 [3xm, 3H; 3x-NHCO-]

XiX



Anhang

BC-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
d[ppm]= 14,1; 22,7; 22,8; 26,9; 27,2; 27,6; 29,27; 29,34; 29,38; 29,45; 29,49; 29,5; 29,6; 29,7; 29,8; 31,6; 31,9;
32,3; 32,8; 38,0; 39,55; 39,58; 41,6; 52,9; 53,4; 54,7; 56,8; 129,7; 129,9; 130,2; 130,4; 170,7; 170,2; 170,3

THM-IV (8g):

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CHs]; 0,88 [t, *J(H,H) = 7,0Hz, 6H; 2x-CH]; 1,06-1,89
[m, 59H; -CH»-Alkyl, -CH(CH,-),CHjs, -(CH,);CH,NH,]; 2,51-2,61 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,).]; 2,68-2,80
[m, 6H; 3x-CH,NH,]; 3,09-3,40 [m, 5H; 2x-CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,33-4,39 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 6,79-6,80/7,45-7,49/8,21-8,35 [3xm, 3H; 3x-NHCO-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
3[ppm]= 14,7; 19,7; 22,7; 22,8; 26,9; 27,0; 27,1; 27,6; 29,3; 29,4; 29,5; 29,6; 29,7; 30,0; 31,6; 31,9; 32,2; 32,7;
37,1; 38,0; 39,5; 41,6; 41,7; 52,9; 53,3; 53,4; 54,5; 54,6; 56,7; 56,9; 170,2; 170,7; 171,2; 171,3; 171,5

DITT-1V (8h):

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:.27°C

3[ppm]= 0,87 [t, J(H,H) = 6,9Hz, 9H; 3x-CH5]; 1,13-1,94 [m, 82H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NH,]; 2,57-2,65
[m, 6H; -CH,N(CH,CH,NH,),]; 2,72-2,80 [m, 2H: Lysin-CH,NH,]; 2,85 [t, %J(H,H) = 51Hz, 4H;
2x-CH,NH,]; 3,12-3,39 [m, 4H; 2x-CH,NHCO-]; 4,58-4,62 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH.-]; 7,63 [t, *J(H,H) =
5,2Hz, 1H; -NHCO-]; 7,37 [d, *J(H,H) = 7,5Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 8,46 [t, J(H,H) = 4,4Hz,
1H; -NHCO-]

BC-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
d[ppm]= 14,1; 22,7; 24,98; 25,04; 27,0; 29,3; 29,48; 29,51; 29,52; 29,64, 29,65; 29,7; 29,89; 29,90; 30,8; 31,9;
32,3; 36,6; 37,3; 37,4; 39,1, 39,6, 40,8; 52,6; 53,9; 55,0; 57,3; 171,4; 172,5; 174,5

Verbindung 9c:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,86 [t, *J(H,H) = 6,7 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,25-1,86 [m, 128H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHCO-,
3%-(CH,)3CH,NHBOC, 6x-OC(CHs3)3]; 1,89-1,99 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,38-2,65 [m, 6H;
-CH,;N(CH,CH,;NHCO-),]; 2,93-3,58 [m, 17H; 3x-CH,NHBOC, 5x-CH,NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,05-
4,45 [m, 3H; 3x-COCH(NHBOC)CH,-]; 4,46-4,53 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,71-4,99 [m, 3H;
3x-NHBOC{¢}]; 5,26-5,36 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 5,46-5,64 [m, 3H; 3x-NHBOC{a}]; 6,13-6,22/6,65-
6,66/6,98-6,99/7,39-7,68 [4xm, 5H; 5x-NHCO-]; 8,06-8,17 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

Verbindung 9f:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,23-1,92 [m, 132H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHCO-,
3%-(CH,);CH,NHBOC, 6x-OC(CHa3)3]; 1,96-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,]; 2,39-2,67 [m, 6H;
-CH;N(CH,CH,;NHCO-),]; 2,92-3,60 [m, 17H; 3x-CH,NHBOC, 5x-CH,NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-];
4,21-4,47 [m, 3H; 3x-COCH(NHBOC)CH,-]; 4,54-4,56 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,75-4,99 [m, 3H;
3x-NHBOC{¢}]; 5,33-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,49-5,64 [m, 3H; 3x-NHBOC{a}]; 6,15-6,21/7,63-7,70/8,08-
8,20 [3xm, 6H; 6x-NHCO]

Verbindung 9h:

'H-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 9H; 3x-(CH,),CH3]; 1,10-2,01 [m, 154H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHCO-,
3%-(CH,);CH,NHBOC, 6%x-OC(CHjs)3]; 2,50-2,57 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 3,07-3,45 [m, 16H;
3%-CH,NHBOC, 5x-CH,NHCO-]; 4,05-4,25 [m, 3H; 3x-COCH(NHBOC)CH,-]; 4,48-449 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 4,72-4,98 [m, 3H; 3x-NHBOC{e}]; 5,38-5,58 [m, 3H; 3x-NHBOC{a}]; 6,67/7,18/
7,37/7,95/8,36 [5xs, 6H; 6x-NHCO-]

XX



Anhang

OO-VI:

"H-NMR: Losungsmittel: D,O Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83-0,84 [m, 6H; 2x-CHj3]; 1,25-1,80 [m, 74H; -CH,-Alkyl, -(CH2)3CH,NHCO-, 3x-(CH;)sCH,NH,];
1,92-1,99 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,64-2,68 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 2,72-2,75 [m, 6H;
3x-CH,NH,]; 2,99-3,36 [m, 14H; 5x-CH,NHCO-, 3x-COCHNH,CH,-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,31-4,37 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 5,26-5,33 [m, 4H; 2x-CH=CH-]

3C-NMR: Losungsmittel: D,O Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
3[ppm]= 13,9; 22,2; 22,6; 27,1; 17,3; 28,3; 29,4; 29,6; 29,7; 29,8; 31,9; 32,7; 34,2; 36,7; 38,9; 39,2; 39,9; 40,0;
52,6; 52,8; 52,9; 54,5; 129,4; 129,6; 129,9; 130,0; 170,8; 177,0; 177,2; 177,3

HO-VI:

"H-NMR: Losungsmittel: D,O Messfrequenz: 500 MHz T:70°C
3[ppm]=0,79-0,81 [m, 6H; 2x-CHg]; 1,23-1,86 [m, 78H; -CH»-Alkyl, -(CH;);CH,NHCO-, 3x-(CH;);CH,NH],
1,90-1,96 [m, 4H, -CH,CH=CHCH,-]; 2,64-2,67 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 2,72-2,76 [m, 6H;
3%-CH,;NH,]; 2,99-3,36 [m, 14H; 5%-CH,NHCO-, 3x-COCHNH,CH,-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; nicht
ermittelbar da unter HDO peak [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,26-5,31 [m, 2H; -CH=CH-]

BC-NMR: Ldsungsmittel: D,O Messfrequenz: 125 MHz T:70°C
d[ppm]= 14,1; 22,8; 23,4; 23,4; 27,5; 27,6; 28,8; 29,7; 29,9; 30,2; 31,6; 32,2; 34,8; 37,6; 37,9; 39,4; 39,8; 40,7;
53,5; 54,3; 55,1; 128,9; 129,9; 171,5; 173,1; 177,2; 177,9

DIiTT-VI:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [m, *J(H,H) = 6,93Hz, 9H; 3x-CHj]; 1,12-1,92 [m, 100H; -CH,-Alkyl, -(CH,)sCH,NHCO-,
3%-(CH,)3sCH,NH,]; 2,52-2,58 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 2,71-2,75 [m, 6H; 3x-CH,NH,]; 3,13-3,38
[m, 13H; 5%-CH,NHCO-, 3x-COCHNH,CH,-]; 4,33-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 7,33/7,56/7,69/8,07
[4%s, 6H; 6x-NHCO-]

BC-NMR: Ldsungsmittel: CDCl;/CD;OD Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]= 13,5; 22,1; 22,4; 22,6; 24,5; 24,6; 26,6; 28,5; 28,9; 29,06; 29,08; 29,2; 29,3; 29,4; 29,5; 31,0; 31,1;
31,3; 31,5; 34,4, 36,06; 36,14, 36,9; 37,3; 38,4; 39,2; 40,4, 40,5; 52,8; 53,2; 53,3; 54,3; 54,4, 56,8; 171,5; 173,3;
173,6; 175,5; 175,7

Verbindung 10c:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

S[ppm]= 086 [t 3J(HH) = 69Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,25-1,89 [m, 113H; -CH,-Alkyl, 3x
-(CH,);CH,NHBOC, 5x-OC(CHg)s]; 1,94-199 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,]; 2,45-255 [m, 6H;
-CH,;N(CH,CH,NHCO-),]; 3,06-3,28 [m, 15H; 3x-CH,NHBOC, 4x-CH,NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,18-
4,30 [m, 2H; 2x-COCH(NHBOC)CH,-]; 4,40-4,41 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,82-5,17 [m, 3H; 3x
-NHBOC{¢}]; 5,32-5,36 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 5,59-5,66 [m, 2H; 2x-NHBOC{a}]; 6,75-6,77/7,08-7,11/7,35-
7,71 [3xm, 5H; 5x-NHCO-]

Verbindung 10f:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(HH) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,24-1,90 [m, 117H; -CHy-Alkyl, 3x
-(CH,);CH,NHBOC, 5x-OC(CHs)s]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,]; 2,45-258 [m, 6H;
-CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 3,07-3,34 [m, 15H; 3x-CH,NHBOC, 4x-CH,NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-];
4,18-4,31 [m, 2H; 2x-COCH(NHBOC)CH,-]; 4,40-4,42 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,79-5,16 [m, 3H; 3x
-NHBOC{¢}]; 5,33-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,57-5,59 [m, 2H; 2x-NHBOC{oa}]; 6,69-6,71/7,48-7,55/7,70-
7,72 [3xm, 5H; 5x-NHCO-]

XXi



Anhang

OO-VIII:

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH3]; 1,27-1,87 [m, 68H; -CH,-Alkyl, 3x-(CH,);CH,NH,]; 1,94-2,01
[m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,49-2,60 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 2,67-2,75 [m, 6H; 3x-CH,NH,];
3,10-3,37 [m, 11H; 4x-CH,NHCO-, 2x-COCHNH,CH,-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,30-4,34 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 5,34-5,36 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 7,20-7,22/7,69-7,71/7,85-7,87 [3xm, 4H; 4x-NHCO-],
7,56-7,58 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCly/CD;OD  Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
3[ppm]= 13,9; 22,48; 22,55; 22,59; 22,7; 26,8; 27,0; 27,3; 27,4; 29,0; 29,13; 29,17; 29,23; 29,26; 29,33; 29,35;
29,41; 29,44; 29,47; 29,52; 29,57; 29,60; 29,64; 31,3; 31,57; 31,59; 31,62; 31,69; 31,71; 31,77; 31,83; 32,0;
32,4; 34,7; 34,8; 37,20; 37,23; 37,4; 37,5; 39,4; 40,75; 40,80; 40,84; 53,1; 53,73; 53,74; 53,9; 54,0; 54,6; 54,7;
129,6; 129,8; 130,2; 130,3; 170,6; 170,9; 171,0; 171,3; 171,5; 171,6; 175,7; 175,8; 175,9; 177,0

HO-VIII:

'"H-NMR: Ldsungsmittel: D,O Messfrequenz: 500 MHz T:50°C

d[ppm]= 0,85-0,86 [m, 6H; 2x-CHjs]; 1,26-1,95 [m, 72H; -CH,-Alkyl, 3x-(CH,);CH,;NH,]; 1,98-2,01 [m, 4H;
-CH,CH=CHCH,-]; 2,73-2,81 [m, 6H; -CH,N(CH,CH,NHCO-),]; 3,02-3,07 [m, 6H; 3x-CH,;NH,]; 3,13-3,47
[m, 9H; 4x-CH,NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,98 [t, *J(H,H) = 6,6 Hz, 2H; 2x-COCHNH,CH,-]; 4,31-
4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,32-5,36 [m, 2H; -CH=CH-]

BC-NMR: Losungsmittel: D,O Messfrequenz: 125 MHz T:50°C
d[ppm]= 14,0; 21,8; 22,5; 22,6; 22,8; 26,6; 27,2; 27,4; 27,5; 29,5; 29,6; 29,8; 30,0; 30,1; 31,1; 31,2; 32,1; 37,2;
37,3; 37,4; 39,5; 39,7; 50,0; 52,6; 52,9; 53,7; 129,8; 129,9; 170,8; 170,9; 171,3; 171,6; 172,2; 172,3; 176,0

Verbindung 11b:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,23-1,84 [m, 65H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC
-OC(CH3)3]; 1,98-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,89-2,90 [m, 2H; -CH,NH,]; 3,06-3,42 [m, 7H;
-CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,28-4,37 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,82-4,84
[m, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,35-7,44 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,59-6,69/7,47-
7,67 [2xm, 2H; 2x-NHCO-]

Verbindung 11c:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,27-1,86 [m, 65H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CHgy)3]; 1,95-2,01 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,87-2,90 [m, 2H; -CH,NH,]; 3,04-3,43 [m, 7H;
-CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,28-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,74 [s, 1H;
-NHBOC]; 5,30-5,38 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 7,07-7,20 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,31-6,40/7,44-7,45
[2xm, 2H; 2x-NHCO-]

Verbindung 11f:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,24-1,84 [m, 69H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHBOC,
-OC(CH3)3]; 1,95-2,01 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,86-2,87 [m, 2H; -CH,NH,]; 3,05-3,42 [m, 7H;
-CH,NHBOC, 2x-CH,NHCO-, -COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,29-4,36 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,77-4,80
[m, 1H; -NHBOC]; 5,30-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 7,29-7,30 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,44-6,53/7,52-
7,57 [2xm, 2H; 2x-NHCO-]
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Verbindung 11g:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CH:]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,5Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,06-
1,85 [m, 70H; -CH,-Alkyl, -CH(CH,-),CH3, -(CH,);CH,NHBOC, -OC(CHj3)3]; 2,91-3,46 [m, 9H; -CH,NH,,
2x-CH,NHCO-, -CH,NHBOC, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,28-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,78 [s,
1H; -NHBOC]; 7,32-7,46 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,44-6,55/7,64-7,74 [2xm, 2H; 2x-NHCO-]

RTO-X (12b):

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C
3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,25-1,84 [m, 56H; -CH,-Alkyl, -(CH,)sCH,NH,]; 1,99-2,01
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,75-2,89 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,12-3,41 [m, 5H; -COCH(Tetradecyl)CO-,
2x-CH,NHCO-]; 4,32-4,39 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,31-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,64-6,73 [m, 1H;
Oleyl-NHCO-]; 7,31-7,43 [m, 1H; -NHCH,CH,NH,]; 7,54-7,68 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

3C-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
8[ppm]= 14,1; 22,7; 27,0; 27,2; 27,6; 29,3; 29,5; 29,7; 31,5; 31,9; 39,6; 41,0; 41,7; 53,4; 129,7; 130,0; 171,0;
171,2;171,3

00-X (12¢):

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,26-1,90 [m, 56H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NH,]; 1,95-2,01
[m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,71 [t, *J(H,H) = 6,5Hz, 2H; -(CH,);CH,NH,]; 2,82 [t, *J(H,H) = 6,0Hz, 2H;
-NHCH,CH,NH,]; 3,05 [t, *J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,14-3,36 [m, 4H; 2x-CH,NHCO-]; 4,31-
4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,31-5,37 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 6,43-6,45 [m, 1H; Oleyl-NHCO-]; 7,02-
7,03 [m, 1H; -NHCH,CH,NH,]; 7,33 [d, *J(H,H) = 7,7Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

BC-NMR: Ldésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]= 14,1; 22,6; 22,7; 26,9; 27,2; 27,6; 29,17; 29,28; 29,29; 29,38; 29,39; 29,48; 29,58; 29,63; 29,68; 29,71,
31,5; 31,7; 31,9; 32,1; 32,3; 32,5; 32,6; 39,6; 41,2; 41,4, 41,5; 42,1; 53,4; 55,0; 129,7; 129,9; 130,2; 130,4;
170,8; 171,1; 171,2

HO-X (12f):

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [t, 2J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,25-1,86 [m, 60H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NH,]; 1,95-2,01
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,70 [t, *J(H,H) = 6,4Hz, 2H; -(CH,);CH,NH,]; 2,82 [t, J(H,H) = 5,7Hz, 2H;
-NHCH,CH,NH,]; 3,07 [t, *J(H,H) = 7,4 Hz, 1H; -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,16-3,35 [m, 4H; 2x-CH,NHCO-];
4,29-4,34 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 5,34-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,56 [s, 1H; Oleyl-NHCO-]; 7,15
[s, 1H; -NHCH,CH,NH,]; 7,49 [s, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

3C-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
3[ppm]= 14,1; 22,7; 26,9; 27,2; 27,6; 29,3; 29,4; 29,5; 29,66; 29,70; 31,5; 31,6; 31,9; 32,2; 32,4; 32,6; 39,6;
41,2: 41,3; 41,4; 42,1; 53,4; 53,5; 54,8; 55,1; 129,7; 130,0; 170,9; 171,1; 171,2

THM-X (129):

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CH3]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,6 Hz, 6H; 2x-CH3]; 1,06-1,85 [m,
59H; -CH,-Alkyl, -CH(CH,-),CHs, -(CH,);CH,NH,]; 2,70-2,74 [m, 2H; -(CH,)sCH,NH,]; 2,83 [t, 2J(H,H) =
5,8Hz, 2H; -NHCH,CH,NH,]; 3,08-3,36 [m, 5H; -COCH(Tetradecyl)CO-, 2x-CH,NHCO-]; 4,29-4,36 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 6,56-6,57 [m, 1H; Tetradecyl-NHCO-]; 7,15-7,19 [m, 1H; -NHCH,CH,NH,]; 7,46-7,48
[d, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

B3C-NMR: Losungsmittel: CDCI;/CD;OD  Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]= 13,5; 19,2; 22,27; 22,32; 22,4; 26,5; 26,6; 26,7; 27,1; 27,2; 28,88; 28,96; 28,99; 29,1; 29,23; 29,26;
29,29; 29,6; 30,36; 30,42; 30,8; 30,9; 31,2; 31,3; 31,5; 31,6; 32,4; 36,7; 39,2; 40,25; 40,31; 40,36; 40,44; 41,4;
41,5; 49,2; 52,9; 53,1; 53,5; 53,8; 170,8; 170,9; 171,2; 171,3; 171,6; 171,8
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Verbindung 13c:

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CHa]; 1,26-1,83 [m, 104H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHCO-,
2x-(CHy)3CH,NHBOC, 4x-OC(CHs)s]; 1,95-2,01 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 3,10-3,43 [m, 13H;
2x-CH,NHBOC, 4x-CH,;NHCO-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,06-4,07 [m, 2H; 2x-COCH(NHBOC)CH,-]; 4,29-4,34
[m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,72-4,88 [m, 2H; 2x-NHBOC{¢}]; 5,34-5,40 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 5,52-5,68
[m, 2H; 2x-NHBOC{a}]; 6,56-6,78/7,08-7,21/7,31-7,52 [3xm, 5H; 5x-NHCO-]

Verbindung 13f:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,23-1,84 [m, 108H; -CH,-Alkyl, -(CH,)sCH,NHCO-,
2%x-(CH,)3;CH,NHBOC, 4x-OC(CHg3)3]; 1,95-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,10-3,41 [m, 13H;
2x-CH,NHBOC, 4x-CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,05-4,08 [m, 2H; 2x-COCH(NHBOC)CH,-];
4,29-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,71-4,88 [m, 2H; 2x-NHBOC{¢}]; 5,31-5,39 [m, 2H; -CH=CH-];
5,41-5,68 [m, 2H; 2x-NHBOC{a}]; 6,55-6,74/7,08-7,17/7,29-7,50 [3xm, 5H; 5x-NHCO-]

OO-XIlI:

'H-NMR: Losungsmittel: CDCIs/CD;0OD Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [t, *J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CHj]; 1,22-1,74 [m, 68H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHCO-,
2x%-(CH,)3sCH,NH,]; 1,91-1,97 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,68-2,74 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,05-3,41
[m, 11H; 4x-CH,NHCO-, 2x-COCHNH,CH,-, -COCH(Oleyl)CO-]; 4,18-4,22 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-];
5,29-5,33 [m, 4H; 2x-CH=CH-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCIl/CD;OD  Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

S[ppm]= 13,5; 22,26; 22,31; 22,34; 22,54; 22,59; 26,6; 26,8; 27,1; 28,3; 28,4; 28,8; 28,9; 29,1; 29,2; 29,3; 29,35;
29,39; 29,6; 30,1; 30,46; 30,51; 30,7; 30,8; 31,2; 31,5; 32,2; 34,24; 34,29; 34,32; 38,2; 38,3; 38,4; 38,6; 38,7;
38,8; 39,2; 39,3; 40,16; 40,28; 40,34; 53,1; 53,2; 54,33, 54,36; 54,42; 129,3; 129,6; 129,8; 130,0; 170,6; 170,7;
170,9; 171,3; 171,8; 172,0; 175,62; 175,65; 175,9; 176,1

HO-XI11:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T.27°C

3[ppm]= 0,86 [t, *J(H,H) = 6,7Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,24-1,82 [m, 72H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NHCO-,
2%-(CH,)3sCH,NH,]; 1,94-2,00 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,69-2,70 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,03-3,43 [m, 11H;
-COCH(Hexadecyl)CO-, 4x-CH,NHCO-, 2x-COCHNH,CH,-]; 4,29-4,32 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-];
5,30-5,36 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,88-6,89/7,47-7,50/7,62-7,63/7,74-7,75 [4xm, 5H; 5X-NHCO-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]=14,1; 22,6; 22,8; 22,9; 27,0; 27,2; 27,6; 29,0; 29,29; 29,34; 29,5; 29,63; 29,69; 29,73; 31,2; 31,5; 31,9;
32,6; 32,9; 33,06; 33,11, 34,87; 34,94; 34,98; 38,2; 38,3; 38,8; 39,0; 39,6; 39,7; 41,6; 41,7; 41,8; 53,2; 53,3;
54,4; 54,7, 55,1; 129,7; 129,9; 130,2; 130,4; 170,95; 171,04; 171,1; 171,3; 171,4; 171,5; 175,4; 176,2; 176,3

Verbindung 14b:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2x-(CH,),CHs]; 1,23-1,87 [m, 89H; -CH,-Alkyl, 2x-(CH,);CH,NHBOC,
3%-OC(CHj5)3]; 1,99-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,03-3,52 [m, 11H; 2x-CH,NHBOC, 3x-CH,NHCO-,
-COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,06-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH,-]; 4,28-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-
1; 4,72-4,80 [m, 2H; 2x-NHBOC{¢}]; 5,30-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,42-5,43 [m, 1H; -NHBOC{a}]; 6,59-
6,78/7,17-7,19/7,45-7,47/7,59-7,61 [4xm, 4H; 4x-NHCO-]

Verbindung 14c:

'H-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,86 [t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,25-1,83 [m, 89H; -CH,-Alkyl, 2x-(CH,);CH,NHBOC,
3x-OC(CHy)3]; 1,94-1,99 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 3,01-3,48 [m, 11H; 2x-CH,NHBOC, 3x-CH,NHCO-,
-COCH(Oleyl)CO-]; 4,05-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH,-]; 4,31-4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-];
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4,79-4,85 [m, 2H; 2x-NHBOC{e}]; 5,32-5,39 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 5,52-5,53 [m, 1H; -NHBOC{a}]; 6,83-
6,84/7,00-7,01/7,32-7,33/7,57-7,60 [4xm, 4H; 4x-NHCO-]

Verbindung 14f:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,24-1,86 [m, 93H; -CH,-Alkyl, 2x-(CH,);CH,NHBOC,
3x-OC(CHj3)3]; 1,96-2,03 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,05-3,49 [m, 11H; 2x-CH,NHBOC, 3x-CH,NHCO-,
-COCH(Hexadecyl)CO-]; 4,03-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH,-]; 4,27-4,33 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-
]; 4,69-4,81 [m, 2H; 2x-NHBOC{¢}]; 5,33-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 5,40-5,41 [m, 1H; -NHBOC{a}]; 6,40-
6,44/6,87-6,88/7,03-7,06/7,39-7,48 [4xm, 4H; 4x-NHCO-]

Verbindung 14g:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,83 [d, *J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CHs]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,5Hz, 6H; 2x-(CH,),CH3]; 1,06-
1,87 [m, 92H; -CHy-Alkyl, -CH(CH,-),CHs, 2x-(CH,);CH,NHBOC, 3x-OC(CHs)s]; 3,03-3,51 [m, 11H;
2x-CH,NHBOC, 3x-CH,NHCO-, -COCH(Tetradecyl)CO-]; 4,06-4,07 [m, 1H; -COCH(NHBOC)CH,-]; 4,30-
4,35 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 4,75-4,83 [m, 2H; 2x-NHBOC{e}]; 6,70-6,77 [m, 1H; -NHBOC{a}];
7,02-7,08/7,50-7,52/7,62-7,65 [3xm, 4H; 4x-NHCO-]

RTO-XIV:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, 2J(H,H) = 6,9 Hz, 6H; 2x-CH]; 1,24-1,86 [m, 62H; -CH,-Alkyl, 2x-(CH,)sCH,NH,]; 1,99-2,02
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,69-2,74 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,01 [m, *J(HH) = 75Hz, 1H;
-COCH(Tetradecyl)CO-]; 3,15-3,47 [m, 7H; 3x-CH,NHCO-, -COCHNH,CH,-]; 4,27-4,31 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CHy-]; 5,31-5,38 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,56-6,58/7,61-7,63/7,73-7,75 [3xm, 3H; 3x-NHCO-];
7,29 [d, 3J(H,H) = 7,3Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

BC-NMR: Ldsungsmittel: CDCl;/CD;OD Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]= 13,9; 22,52; 22,59; 22,66; 22,72; 29,16; 29,20; 29,4; 29,50; 29,54; 29,6; 31,4; 31,6; 31,76, 31,82; 31,9;
32,2; 34,65; 34,72; 38,6, 38,8; 38,9; 39,1; 39,4; 40,9; 41,0; 53,1, 53,2; 54,8; 129,6; 129,8; 170,9; 171,0; 171,5;
171,6; 171,8; 176,0; 176,2

OO-XIV:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

d[ppm]= 0,88 [t, 3J(H,H) =6,9Hz, 6H; 2x-CHjs]; 1,27-1,87 [m, 62H; -CH,-Alkyl, 2x-(CH,);CH,NH,]; 1,96-2,01
[m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,70-2,76 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,01 [m, 3J(HH) = 7,1Hz, 1H;
-COCH(Oleyl)CO-]; 3,16-3,48 [m, 7H; 3x-CH,NHCO-, -COCHNH,CH,-]; 4,26-4,31 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 5,34-5,38 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 6,53-6,55/7,66-7,68/7,60-7,74 [3xm, 3H; 3x-NHCO-
1; 7,31-7,36 [m, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCl/CD;OD  Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

S[ppm]= 13,5; 22,1; 22,26; 22,33; 26,6; 26,8; 27,1; 28,8; 28,9; 29,1; 29,30; 29,35; 29,39; 29,6; 29,7; 30,4; 30,5;
31,1; 31,2; 31,5; 32,2; 34,2; 38,5; 38,7; 39,2; 39,3; 39,88; 39,92; 40,0; 53,0; 53,2; 53,6; 54,2; 54,3; 129,3; 129,6;
129,8; 130,0; 170,7; 171,2; 171,8; 172,0; 175,9; 176,0

HO-XI1V:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCly Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,8 Hz, 6H; 2x-CHj]; 1,23-1,83 [m, 66H; -CH,-Alkyl, 2x-(CH,);CH,NH,]; 1,95-2,02
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,68-2,73 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,02 [m, 3%J(HH) = 74Hz, 1H;
-COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,13-3,44 [m, 7H; 3%x-CH,NHCO-, -COCHNH,CH,-]; 4,28-4,32 [m, 1H;
-COCH(NHCO-)CH,-]; 5,32-5,37 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,70/7,69/7,74 [3xs, 3H; 3x-NHCO-]; 7,39 [d, J(H,H) =
6,8Hz, 1H; -COCH(NHCO-)CH,-]
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BC-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]= 14,1; 22,7; 22,8; 22,9; 27,0; 27,2; 27,6; 29,28; 29,34; 29,5; 29,6; 29,7; 29,8; 31,8; 31,9; 32,0; 32,6;
32,8; 34,9; 38,7; 39,6; 40,0; 41,57; 41,64; 53,4; 54,9; 55,0; 129,7; 130,0; 130,2; 130,4; 170,8; 171,39; 171,41,
176,3

THM-XIV:

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,83 [d, J(H,H) = 6,6 Hz, 3H; -CH(CH,-),CHs]; 0,88 [t, *J(H,H) = 6,7Hz, 6H; 2x-CH,]; 1,06-1,84
[m, 65H; -CH,-Alkyl, -CH(CH,-),CHs, 2%-(CH,)sCH,NH,]; 2,70-2,74 [m, 4H; 2x-CH,NH,]; 3,00 [m, 3J(H,H)
= 6,5Hz, 1H; -COCH(Tetradecyl)CO-]; 3,17-3,49 [m, 7H; 3x-CH,NHCO-, -COCHNH,CH,-]; 4,27-4,31 [m,
1H; -COCH(NHCO-)CH,-]; 6,52/7,23/7,60/7,74 [4xs, 4H; 4x-NHCO-]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 125 MHz T:27°C
3[ppm]= 14,1; 19,7; 22,7; 22,8; 22,9; 26,96; 27,05; 27,12; 27,7; 29,35; 29,44; 29,5; 29,6; 29,7; 30,0; 31,8; 32,0;
32,1; 32,8; 34,9; 37,1; 38,6; 39,6; 40,1; 41,7; 53,4; 54,9; 55,0; 170,8; 171,36; 171,41; 176,4

Verbindung 15b:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(HH) = 6,8Hz, 6H; 2x-CH4]; 1,25-1,29 [m, 50H; -CH,-Alkyl]; 1,51-1,55 [m, 2H;
-CH,CH,CH,NHCO-]; 1,85-1,97 [m, 2H; -CH,CH(CONH-);]; 1,99-2,02 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 3,17
[t, J(HH) = 6,9Hz, 1H; -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,23-3,36 [m, 2H; -CH,NHCO-]; 5,32-5,37 [m, 2H;
-CH=CH-]; 6,29 [t, *J(H,H) = 5,4 Hz, 1H; -NHCO-]

Verbindung 16b:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,8Hz, 6H; 2x-CH4]; 1,24-1,28 [m, 50H; -CH,-Alkyl]; 1,47-1,51 [m, 2H;
-CH,CH,CH,NHCO-]; 1,82-1,87 [m, 2H; -CH,CH(CONH-),]; 1,96-2,03 [m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,84
[t, *3J(H,H) = 5,9Hz, 1H; -CH,NH,]; 2,94 [t, *J(H,H) = 7,4Hz, 1H; -COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,20-3,35 [m, 4H;
2x-CH,NHCO-]; 5,30-5,39 [m, 2H; -CH=CH-]; 6,61 [t, *J(H,H) = 5,4Hz, 1H; -NHCO-]; 6,98 [t, *J(H,H) =
5,2Hz, 1H; -NHCO-]

Lipid XVp:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:.27°C

3[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,23-1,81 [m, 60H; -CH,-Alkyl, -(CH,);CH,NH,]; 1,98-2,02
[m, 4H; -CH,CH=CHCH,-]; 2,72 [t, *J(H,H) = 6,7Hz, 2H; -CH,NH,]; 2,92 [t, J(H,H) = 7,5Hz, 1H;
-COCH(Hexadecyl)CO-]; 3,18-3,41 [m, 7H; 3x-CH,NHCO-, -COCHNH,CH,-]; 5,30-5,37 [m, 2H; -CH=CH-];
6,89-6,93/7,53-7,55/7,63-7,64 [3xm, 3H; 3x-NHCO-]

BC-NMR: Ldsungsmittel: CDCl5/CDsOD Messfrequenz: 125 MHz T:27°C

d[ppm]= 14,1; 22,6; 22,8; 22,9; 26,9; 27,2; 27,6; 27,7; 29,25; 29,30; 29,34; 29,40; 29,42; 29,46; 29,58; 29,60;
29,64; 29,69; 29,75; 31,88; 31,91; 32,7; 32,8; 32,9; 34,7; 34,8; 38,9; 39,0; 39,6; 39, 9; 41,6; 41,7; 55,1; 129,7;
129,9; 170,7; 171,9; 172,0; 176,0; 176,6

Verbindung 18:

'H-NMR: Losungsmittel: CDClj Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

d[ppm]= 1,95 [s, 3H; -OCOCHj;]; 2,02 [s, 3H; -OCOCHs3]; 2,04 [s, 3H; -OCOCH;]; 2,12 [s, 3H; -OCOCHj;];
2,45 [t, “J(H,H) = 2,4Hz, 1H; -C=CH]; 3,90 [dt, *J;(H,H) = 6,7 Hz %J,(H,H) = 1,1 Hz, 1H; H5-Galactose]; 4,08-
4,16 [m, 2H; H6-Galactose]; 4,35 [d, “J(H,H) = 2,4Hz, 2H; -CH,C=CH]; 4,71 [d, ®J(H,H) = 7,9Hz, 1H;
H1-Galactose]; 5,03 [dd, *Jy(H,H) = 10,4Hz, 3J,(H,H) = 3,4Hz, 1H; H3-Galactose]; 5,18 [dd, *J,(H,H) =
10,4Hz, %J,(H,H) = 7,9Hz, 1H; H2-Galactose]; 5,37 [dd, *J;(H,H) = 3,4Hz, 3J,(H,H) = 1,0Hz, 1H; H4-
Galactose]
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Verbindung 19:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 1,98 [s, 3H; -OCOCH;]; 2,04 [s, 3H; -OCOCH;]; 2,06 [s, 3H; -OCOCH;]; 2,15 [s, 3H; -OCOCHs];
3,30 [ddd, “J.(H,H) = 3,5Hz, 2J,(H,H) = 4,6 Hz, *J5(H,H) = 13,4Hz, 1H; -CH,CHH*N3]; 3,50 [ddd, “J,(H,H) =
3,6Hz, 3J,(H,H) = 8,5Hz, 3J5(H,H) = 13,3Hz, 1H; -CH,CHH‘N;]; 3,69 [ddd, “J,(H,H) = 3,3Hz, *J,(H,H) =
8,4Hz, 3J5(H,H) = 10,8Hz, 1H; -CHH‘CH,Ns]; 4,04 [ddd, *J.(H,H) = 3,6 Hz, *J,(H,H) = 4,7Hz, J3(H,H) =
10,7Hz, 1H; -CHH‘CH,N;]; 3,92 [dt, 3J.(H,H) = 6,7Hz, 3J,(H,H) = 1,0Hz, 1H; H5-Galactose]; 4,12-4,18 [m,
2H; Hé-Galactose]; 4,55 [d, *J(H,H) = 8,0Hz, 1H; H1-Galactose]; 5,02 [dd, 3J;(H,H) = 10,5Hz, *J,(H,H) =
3,4Hz, 1H; H3-Galactose]; 5,23 [dd, J;(H,H) = 10,5Hz, 3J,(H,H) = 8,0Hz, 1H; H2-Galactose]; 5,39 [dd,
3J1(H,H) = 3,4Hz, 3J,(H,H) = 1,0Hz, 1H; H4-Galactose]

Verbindung 23a:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 400 MHz T:27°C
d[ppm]= 2,45 [s, 3H; -CH;]; 3,59-3,72 [m, 14H; HO(CH,CH,0);CH,-]; 4,15-4,18 [m, 2H; -CH,0-Ts]; 7,33-
7,35 [m, 2H; m-H-Ts], 7,79-7,81 [m, 2H; 0-H-Ts]

Verbindung 25a:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 400 MHz T:27°C
3[ppm]= 1,39 [s, 9H; OC(CHs)s]; 3,37 [t *J(HH) = 51Hz, 2H; N;CH,]; 3,66-3,73 [m, 14H;
-O(CH,CH,0)3CH,CH,N;]; 3,94 [s, 2H; -OCH,COO0-]

Verbindung 26:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 400 MHz T:27°C
3[ppm]= 1,46 [s, 9H; OC(CHa)]; 2,86 [t, 2J(H,H) = 5,2Hz, 2H; NH,CH,-]; 3,51 [t, ®J(H,H) = 5,2Hz, 2H;
NH,CH,CH,-]; 3,60-3,70 [m, 12H; -O(CH,CH,0);CH,CH,NH,]; 4,00 [s, 2H; -OCH,COO-]

Verbindung 28:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CHs]; 1,24-1,30 [m, 46H; -CH,-Alkyl]; 1,43-1,48 [m, 2H;
-CH,CH,CH,NHCO-]; 1,80-1,82 [m, 2H; -CH,CH(CONH-),]; 1,94-2,00 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,92
[t, 3J(HH) = 7,5Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,12-3,26 [m, 2H; Alkyl-CH,NHCO-]; 3,36-3,44 [m, 6H;
-NHCO(CH,);NHCO-, -CH;N3]; 3,64-3,70 [m, 14H; -O(CH,CH,0);CH,CH,Ns-]; 3,97-3,98 [m, 2H;
-OCH,CO0O0-]; 5,31-5,36 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 6,87/7,27/7,45 [3xs, 3H; -NHCO-]

Verbindung 29:

"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

8[ppm]= 0,87 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH,CH3]; 1,26-1,49 [m, 48H; -CH,-Alkyl]; 1,80-1,83 [m, 2H;
-CH,CH(CONH-),]; 1,94-2,00 [m, 14H; 2x-CH,CH=CHCH-, 2x-COCHg]; 2,05 [s, 3H; -COCHj3]; 2,14 [s, 3H;
-COCHj]; 2,92 [t, *J(H,H) = 7,5Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,08-3,44 [m, 6H; 3x-CH,NHCO-]; 3,61-3,65
[m, 12H; -O(CH,CH,0)5-]; 3,87 [t, *J(H,H) = 5,4Hz, 2H; -OCH,CH,-Triazin]; 3,95 [t, *J(H,H) = 6,7 Hz, 1H;
H5-Galactose]; 3,97 [s, 2H; -OCH,COO-]; 4,10-4,16 [m, 2H; H6-Galactose]; 4,49-4,57 [m, 2H;
-OCH,CH,-Triazin]; 4,67 [d, %J(H,H) = 8,0Hz, 1H; Hil-Galactose]; 4,80 [d, %J(H,H) = 12,5Hz, 1H;
Triazin-CHH*-Galactose]; 4,95 [d, *J(H,H) = 12,5Hz, 1H; Triazin-CHH -Galactose]; 5,02 [dd, *J,(H,H) =
3,4Hz, 3J,(H,H) = 10,5Hz, 1H; H3-Galactose]; 5,20 [dd, *J;(H,H) = 8,0Hz 3J,(H,H) = 10,4Hz, 1H; H2-
Galactose]; 5,33-5,37 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 5,39 [d, %J(H,H) = 3,2 Hz, 1H; H4-Galactose]; 6,79/7,27/7,48 [3xs,
3H; -NHCO-]; 7,70 [s, 1H; H5-Triazin]

Verbindung 30:

'H-NMR: Ldésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,88 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH4]; 1,26-1,31 [m, 46H; -CH,-Alkyl]; 1,48-1,50 [m, 2H;
-CH,CH,CH,;NHCO-]; 1,80-1,82 [m, 2H; -CH,CH(CONH-),]; 1,95-2,01 [m, 10H; 2x-CH,CH=CHCH,-
-COCH,CH,CH,COOH]; 2,25-2,30 [m, 2H; -COCH,CH,CH,COOH]; 2,40 [t, *J(HH) = 6,8Hz, 2H;
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-CH,COOH]; 3,12 [t, J(H,H) = 7,6Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,15-3,28 [m, 2H; -CH,NHCO-]; 3,33-3,47
[m, 4H; -NHCO(CH,),NHCO-]; 5,32-5,37 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 6,55/7,01/7,58 [3xs, 3H; -NHCO-]

Verbindung 31:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,86 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH,CH3]; 1,25-1,29 [m, 46H; -CH,-Alkyl]; 1,45-1,48 [m, 11H;
-CH,CH,CH,NHCO-, -OC(CH3)3]; 1,79-1,80 [m, 2H; -CH,CH(CONH-),]; 1,89-199 [m, 10H;
2x-CH,CH=CHCH,-, -COCH,CH,CH,CO-]; 2,22 [t, *J(H,H) = 6,7Hz, 4H; -COCH,CH,CH,CO-]; 2,98
[t, *J(H,H) = 7,5Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,14-3,19 [m, 2H; Alkyl-CH,NHCO-]; 3,33-3,37 [m, 4H;
-NHCO(CH,),NHCO-]; 3,40-3,43 [m, 2H; -NHCOCH,CH,O-]; 3,55 [t, %J(HH) = 51Hz, 2H;
-NHCOCH,CH,0-]; 3,60-3,67 [m, 12H; -O(CH,CH,0);-]; 4,08 [s, 2H; -OCH,COO-]; 5,32-5,35 [m, 4H;
2x-CH=CH-]; 6,69//6,78/7,04/7,51 [4xs, 4H; -NHCO-]

Verbindung 32:

'"H-NMR: Ldsungsmittel: CDCl, Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,87 [t, 3J(HH) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH4]; 1,25-1,33 [m, 46H; -CH,-Alkyl]; 1,47-1,49 [m, 2H;
-CH,CH,CH,NHCO-]; 1,81-1,82 [m, 2H; -CH,CH(CONH-),]; 1,92-2,01 [m, 10H; 2x-CH,CH=CHCH,-,
-COCH,CH,CH,CO-]; 2,23 [t, *J(H,H) = 6,8Hz, 4H; -COCH,CH,CH,CO-]; 2,46 [t, “J(H,H) = 2,3Hz, 3H;
3x-C=CH]J; 3,04 [t, *J(H,H) = 7,1 Hz, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,18-3,22 [m, 2H; Alkyl-CH,NHCO-]; 3,35-3,39
[m, 4H; -NHCO(CH,),NHCO-]; 3,43-3,44 [m, 2H; -NHCOCH,CH,O-]; 3,56 [t, *J(H,H) = 4,9Hz, 2H;
-NHCOCH,CH,0-]; 3,61-3,74 [m, 12H; -O(CH,CH,0);-]; 3,85 [s, 6H; -C(CH,0-)3]; 3,92 [s, 2H; -OCH,COO-]
;4,14 [d, *J(H,H) = 2,4Hz, 6H; 3x-CH,C=CH]; 5,33-5,36 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 6,83/6,87/7,00/7,09/7,65 [5xs,
5H; 5x-NHCO-]

Verbindung 33:

'H-NMR: Lésungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

3[ppm]= 0,86 [t, 2J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH,CH;]; 1,25-1,34 [m, 46H; -CH,-Alkyl]; 1,46-1,48 [m, 2H;
-CH,CH,CH,NHCO-]; 1,80-1,82 [m, 2H; -CH,CH(CONH-),]; 1,96-2,22 [m, 50H; 2x-CH,CH=CHCH,-,
12x-COCH;, -COCH,CH,CH,CO-]; 2,97-2,99 [m, 1H; -COCH(Oleyl)CO-]; 3,18-3,19 [m, 2H;
-CH,CH,CH,;NHCO-]; 3,34-3,91 [m, 40H; 2x-CH,NHCO-, -NH(CH,CH,0),CH,CO-, 3xH5-Galactose,
-C(CH,0-);, 3xGalactose-CHH‘CH,-Triazin]; 4,06-4,16 [m, 6H; 3xH6-Galactose]; 4,23-4,27 [m, 3H;
3x Galactose-CHH‘CH,-Triazin]; 4,46-4,58 [m, 9H; 3x-OCH,-Triazin, 3xH1-Galactose]; 4,97-4,98 [m, 3H;
3xH3-Galactose]; 5,14-5,15 [m, 3H; 3xH2-Galactose]; 5,31-5,35 [m, 7H; 2x-CH=CH-, 3xH4-Galactose]; 5,59-
5,68/6,83-6,99 [2xm, 4H; 4x-NHCO-]; 7,53-7,63 [m, 3H; 3xH5-Triazin]

Lipid XVI:

'"H-NMR: Losungsmittel: CDCl; Messfrequenz: 500 MHz T:.27°C

3[ppm]= 0,87 [t, 3J(HH) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH4]; 1,25-1,47 [m, 48H; -CH,-Alkyl]; 1,74-1,77 [m, 2H;
-CH,CH(CONH-),]; 1,94-2,00 [m, 8H; 2x-CH,CH=CHCH,-]; 3,06-3,37 [m, 7H; -COCH(Oleyl)CO-,
3x-CH,NHCO-]; 3,55-3,73 [m, 15H; -O(CH,CH,0);-, H2,H4,H5-Galactose]; 3,83-3,86 [m, 4H;
-OCH,CH,-Triazin, H6-Galactose]; 3,97-4,61 [m, 3H; -OCH,COO-, H3-Galactose]; 4,40 [d, *J(H,H) = 7,3Hz,
1H; H1-Galactose]; 4,51-4,53 [m, 2H; -CH,-Triazin]; 4,78 [d, *J(H,H) = 12,3Hz, 1H; Galactose-CHH*-Triazin];
4,78 [d, 2J(H,H) = 12,5Hz, 1H; Galactose-CHH*-Triazin]; 5,32-5,36 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 7,19-7,23/7,54-
7,57/7,68-7,71 [3xm, 3H; 3x-NHCO-]; 7,92 [s, 1H; H5-Triazin]

BC-NMR: Losungsmittel: CDCly Messfrequenz: 500 MHz T:27°C

d[ppm]=14,1; 22,6; 27,0; 27,2; 27,5; 29,3; 29,44, 29,49; 29,57; 29,64; 29,68; 29,73; 31,9; 32,6; 38,4; 39,5; 39,6;
45,9; 50,2; 57,9; 61,8; 62,3; 69,1; 69,3; 70,1; 70,2; 70,3; 70,4; 70,5; 70,8; 71,3; 73,6; 74,7; 102,7; 124,6; 129,7;
129,9; 130,2; 130,4; 144,2; 170,9; 171,2; 172,1
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Lipid XVI1I

"H-NMR: Losungsmittel: CD;0D Messfrequenz: 500MHz T: 27°C

8[ppm]= 0,90 [t, *J(H,H) = 6,9Hz, 6H; 2x-CH;]; 1,30-1,32 [m, 46H; -CH,-Alkyl]; 1,49-1,52 [m, 2H;
-CH,CH,CH,NHCO-]; 1,75-1,91 [m, 4H; -CH,CH(CONH-),, -COCH,CH,CH,CO-];1,96-2,05 [m, 8H;
2x-CH,CH=CHCH,-]; 2,20-2,24 [m, 4H; -COCH,CH,CH,CO-]; 3,09-3,30 [m, 6H; Alkyl-CH,NHCO-,
-NHCO(CH,),NHCO-]; 3,37 [t, %J(HH) = 55Hz, 2H; -NHCOCH,CH,O-]; 3,47-3,57 [m, 12H;
-NHCOCH,CH,0-, -COCH(Oleyl)CO-, 3xH2,H4,H5-Galactose]; 3,62-3,65 [m, 12H; -O(CH,CH,0);-]; 3,70-
3,78 [m, 6H; 3xH6-Galactose]; 3,78 [s, 6H; -C(CH,0-);]; 3,83-3,85 [m, 3H; 3xH3-Galactose]; 3,93 [s, 2H;
-OCH,COO-]; 4,00 [dt, *J(H,H) = 50Hz 2J(H,H) = 11,6Hz, 3H; 3xGalactose-CHH‘CH,-Triazin]; 4,24
[dt, 3J(H,H) = 5,0Hz 2J(H,H) = 11,7 Hz, 3H; 3xGalactose-CHH‘CH,-Triazin]; 4,29 [d, J(H,H) = 7,4Hz, 3H;
3xH1-Galactose]; 4,57 [s, 6H; 3x-CH,-Triazin]; 4,64 [t, *J(H,H) = 5,0Hz, 6H; 3xGalactose-CH,CH,-Triazin];
5,33-5,39 [m, 4H; 2x-CH=CH-]; 8,11 [s, 3H; 3xH5-Triazin]

BC-NMR: Losungsmittel: CD;0D Messfrequenz: 500MHz T:27°C

d[ppm]= 13,1; 21,7; 22,3; 26,6; 26,73; 26,76; 27,1; 28,8; 28,92; 28,98; 29,03; 29,15; 29,19; 29,23; 29,35; 29,39;
29,42; 29,48; 30,9; 31,6; 32,2; 34,80; 34,84, 38,5; 38,8; 38,9; 39,1; 50,3; 59,7; 61,2; 63,9; 67,7, 68,0; 68,9;
69,35; 69,37; 69,77; 69,78; 69,83; 69,94, 69,98; 70,39; 70,41; 71,0; 73,5; 75,4; 103,8; 124,9; 129,39; 129,45;
130,05; 130,11, 144,2; 170,8; 171,1; 171,7; 174,0; 174,3

Wo0lk et al., Chemistry — A European Journal. 2013, 19, 12824-12838.

Im folgenden Abschnitt ist die Veroffentlichung der synthetischen Arbeiten flr die Darstellung der Malonamide
der 2. Generation (TO-, TT- und HT-Reihe) eingefiigt. Sie enthdlt analytische Daten zu den synthetisierten
Zwischen- und Endverbindungen (siehe Verweise in Kap.6.4). Die Abkirzungen der synthetisierten
Verbindungen in der Publikation entsprechen nicht den in der vorliegenden Arbeit verwendeten Abkirzungen.
Fir die Erklarung der in der Publikation verwendeten Abkiirzungen sei hier auf ,,Figure 1* sowie ,,Scheme 1-3
hingewiesen. Aus den ,,Supporting Information® sind nur die fiir Analytik der Verbindungen relevanten Ausziige
abgebildet.
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General Synthesis and Physicochemical Characterisation of a Series of
Peptide-Mimic Lysine-Based Amino-Functionalised Lipids

Christian Wolk,""' Simon Drescher,”' Annette Meister,” Alfred Blume,'"!
Andreas Langner,””! and Bodo Dobner*!"!

Abstract: A series of novel malonic
acid diamides (second generation) with
two long hydrophobic alkyl chains and
an alkaline polar head group was syn-
thesised and characterised as a new
class of amino-functionalised lipids.
These peptide-mimic lipids are suitable
for polynucleotide transfer. The lipids
bear a novel backbone consisting of a
lysine unit and a malonic acid unit. Six

vary in size and number of amino
groups that can be protonated, were at-
tached to the backbone structure. Fur-
thermore, different alkyl chains were
used to build the lipophilic part
(namely tetradecyl, hexadecyl, and

Keywords: amides - lipids - phase
transitions  +  self-assembly -
synthetic methods

oleyl). Phase transitions of the new
compounds in aqueous dispersions at
pH 10 were analysed and discussed in
terms of head group and alkyl chain
variations. The shape and size of the
formed aggregates of selected lipid dis-
persions were investigated by dynamic
light scattering and transmission elec-
tron microscopy.

different head-group structures, which

Introduction

Amino-functionalised and cationic lipids offer various appli-
cations in the field of medicine. For example, they are used
as non-viral nucleic acid delivery systems,!! drug-delivery
systems for neoplastic diseases’”! and, more recently, as vac-
cine carriers or adjuvants.’! Furthermore, their use as anti-
microbial agents is described.!) During the last two decades
the application of alkaline or cationic lipids as nucleic acid
delivery systems (nucleic acid delivery with lipids is called
“lipofection”) gained great importance. Within classical
gene therapy, which means the treatment of diseases
through the use of DNA-based drugs allowing the delivery
of DNA to cells followed by expression of a therapeutic
gene, cationic lipids are common and widely used delivery
systems besides cationic polymers and viral vectors."**) Ad-
ditionally, the methods of gene silencing using antisense oli-
gonucleotides and siRNA.! respectively, are applications
for amino-functionalised lipids. At present, viral vectors are
the most-used nucleic acid delivery systems.”! However, fun-
damental problems are associated with viral vector systems,

[a] Dipl.-Pharm. C. Wilk, Dr. S. Drescher. Prof. Dr. A. Langner,
Prof. Dr. B. Dobner
Institute of Pharmacy, MLU Halle-Wittenberg
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[b] Dr. A. Meister, Prof. Dr. A. Blume
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] Supporting information for this article is available on the WWW
under http://dx.doi.org/10.1002/chem.201204529. It contains further
experimental details and the detailed characterisation of the lipid pre-
cursors Ya-c, 11a-c, 12a-¢, 13a-¢, 15a-¢, and 16a-c.
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namely toxicity, immunogenicity and limitations with respect
to scale-up procedures™ Due to these disadvantages syn-
thetic chemical vectors became a promising alternative, and
the lipid-based vectors are the most-used representatives of
this group.”***I

Recently, we reported on a new class of amino-functional-
ised lipids with a malonic acid diamide structure as back-
bone and two hydrophobic alkyl chains."! Therein, we
varied the hydrophobic molecule part and the head-group
region of the lipids with the aim to gain information about
structure-function relationships. Within that previous work,
some very effective amino-functionalised lipids have been
prepared exceeding commercially available synthetic vec-
tors, such as Lipofectamine, in their transfection efficacy.
Furthermore, selected lipid-based vectors of these novel cy-
tofectines have been investigated by physicochemical meth-
ods, such as X-ray scattering, differential scanning calorime-
try (DSC) and Langmuir film balance measurements, which
explained the observed structure-activity relationships.'!!

Herein, we describe the synthesis of a series of malonic
acid diamides with a modified backbone (called second gen-
eration) based on a malonic acid structure combined with a
lysine unit (Figure 1). The hydrophobic part contains two
long alkyl chains of variable length and saturation (tetradec-
yl, hexadecyl, and oleyl chains); the first alkyl chain is
bound through an amide bond to the lysine unit and the
second one is bound to the a-carbon of the malonic acid
unit, thus resulting in a larger distance of the alkyl chains in
comparison to the alkyl chains in glycerol-based phospholi-
pids. Due to the complexity of the transfection pathway, no
general schemes have emerged correlating the structure of
amino-functionalised/cationic lipids with their transfection
efficacy and, hence, the approaches for optimising the struc-
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Ethylene Diamine Type: Tris(2-aminoethyl)amine Type:
R! Jcl)\/\/\/ H 5 R! )Oj\/\/\/n
N . ~ R4 i N v & R4
H F ' H 3
HN (e} HN__O
R2 (0] R2 (0] .
3 !
HN\/\N/R 5 HN\/\N/\/N\RS
AN “R3

lipid1: R®=R*=H
lipid 2: R® = L-lysine; R* = H
lipid 3: R® = R* = L-lysine

lipid4: R®=R*=H
lipid 5: R® = L-lysine; R* = H
lipid 6: R® = R* = L-lysine

a: R' = Cy4Hag; R? = Cy4Hag; abbr. = TT

b: R = Cy4Hpg; R? = CygHag; abbr. = TH

¢: R' = (92)-CygHas; R? = Cy4Hapg; abbr. = OT
Figure 1. Chemical structures and abbreviations of the 18 malonic acid di-
amides synthesised in this work.

ture of these lipids are still largely empirical. To close this
gap, we varied the head-group volume of our lipids by using
different spacers (ethylenediamine type, tris(2-aminoethyl)-
amine type), and different numbers of coupled lysines (zero
to three). We chose the amide bond as the main connecting
bond between the different building blocks of the lipid be-
cause of its biodegradability (which is necessary for low tox-
icity),"”! and its higher stability to hydrolysis compared with
the ester bond. Furthermore, we used the proteinogenic
amino acid lysine as a main unit for the head group and the
backbone, because of its biocompatibility and known ability
to form complexes with DNA as a main element of histones
and poly-L-lysine.!"’! The structural modifications result in 18
novel amino-functionalised lipids with peptide-like structure
elements (peptide-mimic lipids, Figure 1).

The main focus of this work is the detailed description of
the lipid synthesis. Furthermore, the report summarises the
chemical and physicochemical properties of the novel lipids.
We investigated the pure aqueous lipid dispersions at pH 5
and 10 by means of DSC to obtain information about the
thermal behaviour of the pure lipids and to explore the in-
fluence of structural variations in the lipophilic part and the
head-group region of the molecules on the thermal behav-
iour. In addition, we investigated the formed aggregate
structures of selected aqueous lipid dispersions at pH 10 by
means of dynamic light scattering (DLS) and transmission
electron microscopy (TEM).

Results and Discussion
Synthetic methods: The synthetic strategy developed in this
work allows easy variation of the alkyl chains by different

combinations of separately prepared molecule parts.
Scheme 1 describes the synthesis of the lipid backbone. The
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Lysine Part:
EW/“ R! LWH
HO™ “Boc  a \H H “Boc
< - HN_
Fmoc e R®
2a,b: R® = Fmoc
3ap RO_H  <JP
Malonic Acid Part:
~_0._0 3020
\E(O . R;(fo
o~ o
4 . R3
5a,b: R® = CH,CHj
6a,b: R%=H e
Combination Backbone: o
H
R Jj\/\/\/N
3ab N 3 “Boc
e HN__O
& e
6a,b R2r(0
O

7a-c: R® = CH,CHs
8a-c: R = H f

2,3a: R'= Ci4H2g

2,3b: R' = (92)-C1gHas  7,8a: R' = R% = Cy4Hag

5,6a: R? = C14Hzg 7,8b: R' = Cy4Hpg; R? = CygHaa

5,6b: R? = CygHas 7,8¢: R' = (92)-C1gHas; R? = Cy4Hoo
Scheme 1. Synthesis of the lipid backbone: a) tetradecylamine/oleyl-
amine, PyBOP. DIPEA, CH,Cl,. RT: b) piperidine, DMF: c) tetradecyl
bromide/hexadecyl bromide, NaH, toluene: d) 1) KOH, ethanol, RT:
2) HCI, H,0: ¢) PyBOP, DIPEA, CH,CL. RT: f) 1) KOH, THF, H,O;
2) H,SO,. H,0. See text for details.

starting material was the orthogonally amine-protected L-
lysine derivative 1 with an amine labile 9-fluorenylmethoxy-
carbonyl (Fmoc) protective group in the a position and an
acid labile rert-butoxycarbonyl (Boc)-protected amino group
in the € position. Compound 1 was first coupled with tetra-
decylamine and oleylamine with (benzotriazol-1-yloxy)tri-
pyrrolidinophosphonium hexafluorophosphate (PyBOP) as
coupling agent and diisopropylethylamine (DIPEA) as ac-
cessory base, yielding the orthogonally protected lysine
amides 2 (yield: 72-82%). The property that DIPEA
cleaves the Fmoc group very slowly in comparison with
other tertiary amines (50% DIPEA in dimethylformamide
(DMF): £,=10.1 h!") ensures its application as proton
catching agent for this coupling reaction. PyBOP is an effec-
tive coupling agent for the synthesis of amides successfully
used in peptide synthesis."”) Afterwards, the Fmoc deprotec-
tion of compounds 2 with piperidine yields the e-Boc-pro-
tected lysine derivatives 3 with a free a-amino group needed
for a further amide coupling reaction. Piperidine cleaves the
Fmoc group very fast (20% in DMF: #, =3s:; 5% in DMF:
6,=20s"). In addition, we also used DMF as solvent, ac-
cording to the Merrifield peptide synthesis technique.!'"!

The starting material for the synthesis of the second part
of the backbone was the malonic acid diethyl ester 4, which
was transformed into the monoalkylated derivatives 5 by
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treatment with sodium hydride
and tetradecyl and hexadecyl
bromide. This reaction is descri-
bed in various procedures!'”
but our experience showed that
the use of toluene as solvent
and sodium hydride as deproto-
nating agent gave the best re-
sults. The following monosapo-
nification step by using potassi-
um hydroxide yields the malon-
ic acid monoethyl esters 6./
The two backbone parts 3 and
6 can readily be prepared in
higher quantities (up to 10g).
A different combination of
both parts in the following
amide coupling step allows an
casy alkyl chain variation,
which opens the way for a wide
spectrum of lipids for further

8a-c
a
o ! 0
1 H 1
R )‘k/\/\/N.‘ R Jk/\/\/NHQ

9a-c HN\/\NHZ 10a-c = HN\/\NHE
lipid 1a-¢
¢ lc
v
Boc \H ; “Lys(Boc)-Boc

R? R?

I
;
I=
ZT
;
et
=z

HN .Lys(Boc)-Boc HN .Lys(Boc)-Boc
11a-c e ysiBed) 12a-c oy ysiBed)
H H
b lb
¥
lipid 2a-¢ lipid 3a-c

8-12a: Fl1 = Hz = C14H29
8-12b: R' = C14Hz9; R = CygHaa
8-12c: R' = (92)-C1gHas; R% = Cy4Hzo

structure—function relationship
studies. The carboxylic acids 6
and the amines 3 were coupled
with PyBOP/DIPEA, resulting
in the formation of the amides 7 (yield: 93-97%). We used
DIPEA in this coupling reaction because of its increasing
effect on the yields in sterically hindered reactions.™ In a
further saponification step the ethyl ester function of com-
pounds 7 was converted into the free carboxylic acid of
compounds 8. This reaction was carried out under mild con-
ditions by using only an excess of potassium hydroxide of
0.5 equivalents with regard to compounds 7.

The synthesis of the head-group region was designed in
such a way that the number of free amino groups that can
be protonated and, hence, the resulting volume of the head
group could be easily varied for further structure-activity re-
lationship studies. For this purpose, the lipid backbone pre-
pared so far offers two connecting positions for the amino-
functionalised head group: on the one hand, the g-amino
group of the lysine, which can be coupled with various car-
boxylic acids, and on the other hand, the free carboxylic
acid moiety of the malonic acid unit that can be connected
with different amines. Thus, the lipid backbone consists, in
principle, of two different head groups, which can be syn-
thesised and connected separately allowing a huge variety of
structures.

The free carboxylic acid moiety of compounds 8 can be
coupled with either ethylenediamine, resulting in the lipids
1-3a—c, or with tris(2-aminoethyl)amine, yielding lipids 4
6a—c. Both amine spacers further increase the structural di-
versity of the lipids prepared in this work.

The synthesis of lipids 1-3a—¢, which contain ethylenedia-
mine as spacer, is described in Scheme 2. The carboxylic
acids 8 were coupled with ethylenediamine through amide
bond formation by using PyBOP and triethylamine (TEA).
This reaction step needs no monoprotection of the ethylene-
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Scheme 2. Synthesis of the lipids with an ethylenediamine moiety: a) ethylenediamine, PyBOP. TEA, CH,Cl,:
b) 1) TFA, CH,Cl,; 2) H,O, NH;: ¢) Boce-Lys(Boc)-OSu, TEA, CH,Cl,.

diamine due to the large excess (about 20 equiv) of ethyle-
nediamine used in this coupling reaction. After chromato-
graphic purification, the resulting compounds 9 were treated
with trifluoroacetic acid (TFA) to cleave the Boc groups
and to vield compounds 10 (lipids 1a-c) that contain the
smallest head group, with two amino moieties that can be
protonated. For a further enlargement of the head-group
region we used the Boc-protected N-hydroxysuccinimide
ester of the proteinogenic amino acid L-lysine (Boc-Lys-
(Boc)-OSu)—an activated amide bond forming ester suc-
cessfully used in peptide synthesis.”” Compounds 9. as well
as 10, were coupled with one or two molecules of Boc-Lys-
(Boc)-OSu, resulting in the formation of the Boc-protected
compounds 11 and 12, respectively. The subsequent cleavage
of the Boc groups with TFA yields lipids 2a—c¢, with three
amino groups, and lipids 3a-c, bearing four amino groups.
The final purification of lipids 1-3a—¢ was carried out with
column chromatography on silica gel and a gradient techni-
que by using chloroform, methanol, and ammonia as elu-
ents.

For the synthesis of lipids 4-6a—c, we used tris(2-aminoe-
thyl)amine instead of ethylenediamine as spacer to finally
increase the number of amino groups that can be protonated
and, hence, to enlarge the head-group region. The synthetic
procedures are comparable to the aforementioned syntheses
(Scheme 3). Starting from compounds 8, the amidation of
the carboxylic acid moieties with tris(2-aminoethyl)amine
by using PYBOP/TEA led to the formation of compounds
13. After the subsequently performed cleavage of the Boc
group, compounds 14 (lipids 4a—c) were obtained. Both
compounds 13 and 14 were used for the coupling with differ-
ent numbers of lysine residues, leading to compounds 15
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This module-like synthesis
strategy allows a straightfor-
ward combination of different
alkyl chains with diverse head
groups, which are variable in
size and number of amino
groups, thereby resulting in a
series of amino-functionalised

lipid 4a-c lipids applicable for further
structure influence investiga-
c NH, c NH, ;
tions.
9 H 2 H
RLNJK/\/\/N‘ R N Stereochemical investigations:
H HN B 20g N . N Lys(Boc)-Boc To achieve biocompatibility of
the lipids, we used the proteino-
R2 o R2 genic amino acid L-lysine within
H H 313
HN A~~~ NS HN o~~~ N the lipid backbone and head
15a-c Lys(Boc)-Boc 16a-c Lys(Boc)-Boc group. Hence, we had to pay at-
ld Jd H tention to the stereochemistry
“Lys(Boc)-Boc “Lys(Boc)-Boc ot. the amino acid uplls. We ap-
plied the commercially availa-
lipid 5a-c lipid 6a-c

8,13-16a: R' = R%2 = Cy4Hpg
8,13-16b: R'= C14Hzg; R2= C15H33
8,13-16¢: R' = (92)-C1gHa5;R? = C14Hag

Scheme 3. Synthesis of the lipids with a tris(2-aminoethyl)amine moiety: a) tris(2-aminoethyl)amine, PyBOP,
TEA, CH,Cl,; b) 1) TFA, CH,Cl,; 2) H,O, NH;: ¢) Boc-Lys(Boc)-OSu, TEA, CH,Cl,: d) 1) HCI, H,O, ethyl

acetate; 2) DMAP, CHCl;, methanol.

and 16, respectively. For the final cleavage of the Boc moiet-
ies of 15 and 16, we used a modified method because the
TFA salts, which were achieved with the generally applied
method, were difficult to work up. Instead, we used hydro-
chloric acid as the cleaving agent. Normally, HCl-saturated
organic solvents, for example, ethyl acetate, are appropriate
for this purpose.” but due to the easier handling we utilised
aqueous HCI, as described previously.”” Additionally, we
worked with a two-phase system containing water and ethyl
acetate as solvents because of the insolubility of the Boc-
protected compounds in water. A comparable procedure
was previously described for a toluene-water-HCI
system.! Furthermore, we used a novel method of workup:
after the deprotection of the amino moieties of lipids Sa—c
and 6a—c, we added 4-dimethylaminopyridine (DMAP) to
the dissolved lipid-HCI salts and purified this mixture by
column chromatography (see the Experimental Section,
method b, yield: 97-99%). This technique eliminates the
washing steps, which are connected with enormous loss of
substance due to the high hydrophilicity of lipids Sa—¢ and
6a—c (see the Experimental Section, method a, yield: 21-
27%). In this procedure, DMAP acts as a strong base and
yields the free amino groups through transprotonation.
During column chromatography (by using the gradient tech-
nique and chloroform, methanol, and ammonia as eluents),
the resulting DMAP-HCI was eluted first as a lipophilic ion
pair, followed by the lipids 5a—c and 6a-c.

Chem. Eur. J. 2013, 19, 1282412838
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ble Boc-Lys(Boc)-OSu exhibit-
ing an S configuration for the
lysine coupling reaction. The
coupling methods with N-hy-
droxysuccinimide esters are de-
scribed to be free of racemisa-
tion.” In addition, the coupling
reaction by using PyBOP is
nearly free of racemisation.” Furthermore, we chose every
reaction step so that we used only reaction conditions that
do not cause amino acid racemisation, that is, the protective
group cleaving agents were used under conditions that are
common in peptide synthesis, and the saponification reac-
tions in the presence of amino acid moieties were performed
under mild conditions. Therefore, we can assume that all of
the lysine moieties in the lipids are S configured.
Surprisingly, the cleavage of Boc groups resulted in the
formation of two different substances if the product mixture
was investigated by thin-layer chromatography (TLC). How-
ever, ESI-MS measurements of these two substances, ob-
tained by preparative TLC, showed the same mass spectra
of the desired product. With regard to the synthetic path-
way, we conclude the formation of diastereomers: the alkyl
amide of the Boc-protected derivative of L-lysine (3) and
the racemate of the alkylated malonic acid monoethyl ester
(6) were connected by the formation of a rigid amide bond
resulting in two diastereomers with SR and SS configura-
tion. At first we tried to separate both diastereomers by
column chromatography, but purification could not be real-
ised, although the R; values of the two substances indicated
a distinct separation. Surprisingly, the extraction of one dia-
stereomer from the TLC plate resulted again in two spots in
a second TLC run, which reflected the “in situ” formation
of the pair of diastereomers (see the Supporting Informa-
tion). This indicates that the stereocentre at the a carbon of
the malonic acid unit racemises in the alkaline milieu of the
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HN\; HN\;

Scheme 4. Postulated mechanism for the stereocentre racemisation at the malonic acid moiety of the lipids.

mobile phase during chromatography, which is also an ex-
planation for our inability to separate the mixture. Scheme 4
shows a possible mechanism of the diastereomer transfor-
mation, including an enol as the intermediate structure.

For further investigations with respect to detailed physico-
chemical properties, polynucleotide binding properties, and
gene transfer efficiencies (results will be published else-
where), we will take into account the presence of two dia-
stereomers.

Nuclear magnetic resonance investigations: All novel lipids
(lipids 1-6a—c) were investigated by 'H and “C NMR meas-
urements. The general 'H NMR spectra of our lipids are
similar to those obtained from polymers. This is due to the
complex molecular structures exhibiting a large number of
protons with comparable chemical shifts. The NMR charac-
teristics of the amide groups, such as anisotropy and cis—
trans isomerism, further complicate the spectra.” Hence, it
is quite demanding to interpret 'H NMR spectra on the
basis of signal splitting and coupling constants. However,
with the use of H,H COSY measurements, we were able to
interpret the '"H NMR spectra (examples of 'H NMR and
H,H COSY spectra are shown in the Supporting Informa-
tion). For NMR measurements, the lipids were normally dis-
solved in CDCl,. Surprisingly, some of our lipids showed the
formation of a transparent organo-gel, which is further con-
nected with an extensive broadening of the proton signals.
A decrease of the lipid concentration or the addition of
small amounts of CD;OD (which is able to break the hydro-
gen bonds between the lipids) led to the breakdown of the
gel. However, the signal intensity and the comparability of
the spectra were affected: for example, methanol can shift
some 'HNMR signals to higher/lower ppm values and
almost all NH 'H NMR signals are lost with the use of
methanol. Surprisingly, the lipids 6a—¢ and lipid 5b, which
have a large head group, are insoluble in common NMR sol-
vents, except D,O. Therefore, we had to carry out the
'HNMR spectroscopy in D,O at higher temperatures, at
which the signals are narrower, because the lipid structures
in water become more fluid.

BC NMR measurements were carried out in CDCly/
CD;OD mixtures (except the insoluble lipids, for which
D,O was used). As the "C NMR spectra of our lipids are
also very complex, we could only assign related carbon
NMR signal groups with carbon-atom groups bearing a
related chemical shift (e.g., carbonyl carbon atoms; see
the Experimental Section:; examples for “CNMR and
C,H COSY are shown in the Supporting Information). In ad-
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o H dition, we observed a strong

N dependency of the
chemical shift and the number
of C NMR signals. In Figure 2,
two regions of *C NMR spectra
of lipid 1¢ are shown with vari-
ous solvents and lipid concen-
trations. Figure 2F (39-56 ppm:
CH,NHCO, CH,NH,, COCHR-
CO and lysine a carbon) shows the signal broadening as a
result of the formation of a gel. Furthermore, the solvent de-
pendency of the number of peaks and chemical shifts is
clearly shown (see Figure 2E and F, four peaks in the range
between 39 and 43 ppm related to 2x CH,NHCO and 2x
CH,NH, carbon atoms in CDCIl;, and Figure 2D, three
peaks resulting from the same carbon atoms in the CDCly/
CD;OD mixture). The last observation also applies to the
carbonyl region of the spectrum (Figure 2 A-C); two signals,
which correspond to three carbonyl carbon atoms, appeared
in CDCl;, whereas six signals appeared in the CDCIy/
CD;OD mixture for the same carbonyl atoms. The reason
for this behaviour is the coexistent presence and absence of
hydrogen bonds between the carbonyl functions and the sol-
vent methanol.””) This behaviour makes the interpretation
of spectra quite demanding and further complicates the
comparability of spectra of different lipids. Hence, the
choice of NMR solvent is a compromise between solubility
and comparability.

HN

HN\'ss‘

Differential scanning calorimetry: The influence of alkyl
chain and head group variations on the temperature-de-
pendent aggregation behaviour of aqueous dispersions of
the lipids synthesised in this work was investigated to
extend the lipid characterisation. For this purpose, we used
DSC measurements to examine possible phase transitions.
We are aware that our substances are diastereomers and ac-
count for this in the analysis of the DSC curves.

The DSC investigations were carried out at two different
pH values. At first pH 5 was used to achieve full protona-
tion of the amino groups leading to cationic lipids applicable
for gene transfer studies. At this pH value, the lipids form a
transparent suspension, which is an indication of the forma-
tion of micellar aggregates. In acetate buffer at pH S, the
DSC curves of dispersions of lipids 1-6¢ and lipids 2,4a
show no transition between 2 and 95°C (see the Supporting
Information). DLS data and TEM images reveal the forma-
tion of micelles (data not shown).

Secondly, pH 10 was used for DSC measurements. At this
pH value the lipids form a turbid suspension, which is a first
indicator for the formation of lamellar or vesicular aggre-
gates (see the Supporting Information for TEM images).
Figure 3 summarises the DSC heating curves obtained for
aqueous suspensions of all 18 lipids. The DSC scans were
performed in a temperature range between 2 and 95°C in
carbonate buffer at pH 10. We chose the alkaline conditions
to ensure deprotonation of the amino groups. X-ray scatter-
ing data show that lipids 1-4a—c build up lamellar phases at
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Figure 2. Details of the “C NMR spectrum of lipid 1¢ measured in different solvents and at different concentrations. A-C) Carbonyl region between
170.0 and 172.3 ppm: D-F) methylene carbon atoms next to amide nitrogen atoms and carbon atoms next to amine moieties in the region between 38
and 56 ppm. A.D) Lipid dissolved in CDCL/CD;OD (2:1, v/v): B.E) lipid dissolved in CDCI; at low concentration: C.F) lipid dissolved in CDCl; at high

concentration forming an organo-gel.
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transition temperatures of lipids
1-3a-¢, which include an ethyl-
encdiamine-containing head
[ group, to determine the de-

I pendence of the variation in the

B [ — alkyl chain (Figure 3A). For
Y the smallest lipid head group
[ (lipids 1a—c), the main transi-
/ tion temperature increases from

lipid 1a (92.9°C) to lipid 1b (>
95°C) due to the longer alkyl
chain that is bound to the ma-
lonic acid moiety (TT versus
TH). In contrast, an unsaturat-

A B 70
40 4 Ethylene Diamine
Type 50 Type
45
40
« vels
5 5 30482
£ £
2 2 2
~ ~ 4b
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15180
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_gc
C.
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Figure 3. DSC heating curves of aqueous dispersions of the lipids (¢=1mgmL ' in carbonate buffer 10 mum at

T T T T T 1 T T I-
10 20 30 40 50 60 70 80 90
Temperature / °C

ed alkyl chain as residue R'
(lipid 1¢, see Figure 1) decreas-
es the transition temperature
to 82.5°C. A similar effect of

pH 10). A) Lipids with a head group of the ethylenediamine type (lipids 1-3a—¢): B) lipids with a head group

of the tris(2-aminoethyl)amine type (lipids 4-6a—c). The heating rate was 60 Kh™', except for lipids 5a—c,
which were measured with a heating rate of 20 Kh™'. Curves are shifted vertically for clarity.

this pH value.™ The broadening of the phase transition
peaks for lipids with an oleyl chain (OT; see Figure 1) was
expected because the oleylamine used contains up to 30%
of other alkyl amines with different chain length and satura-
tion.["""!

The peak maxima (main transition temperature, 7)) of
the main endothermic transition peaks and the correspond-
ing enthalpies (AH) for the lipids 1-6a—c are summarised in
Table 1. Other DSC peaks, which appear at lower tempera-
tures than the main DSC peak, are termed herein as pre-

transitions (7, as peak maximum). First, we compare the

Table 1. Main transition temperatures (7,,) and corresponding transition enthalpies (AH) of the DSC meas-

urements (heating rate of 60 Kh™') of the lipids.

changes in chain structure on
the thermotropic behaviour was
observed for the lipids 2a—c, in-
cluding a larger head group
with one additional lysine residue and also for the lipids 3a—
¢ consisting of two lysine moieties in the head group. The
main transition temperatures follow the sequence: 7,,(lipid
2,3b) > T, (lipid 2,3a) > T,,(lipid 2,3¢). If we compare the T,
values of lipids with different head groups, while keeping
the alkyl chains constant, we see that for all three alkyl-
chain combinations (TT, TH, OT) the main transition tem-
perature decreases by roughly 10 K after the insertion of the
first lysine moiety and then stays nearly constant after the
addition of the second lysine residue to the head group.

The DSC curves of lipids 4-6a—c, which contain a tris(2-
aminoethyl)amine structure in
the head group, differ from
those for the lipids 1-3a—c de-

scribed above (Figure 3B). On

Lipid  Alkyl Head group Number T, [°C] 7, [°C] s the d d f
chainsl”  Type Number of primary (AH [kJmol ') (AH [kJmol ') examining t' cp.cn. cncc‘ o
of lysines  amino groups T, on the chain variation of the
1a  TT ethylenediamine 1 2 35.1 (1.7) 92,9 (20.0) lipids 4a—c and lipids Sa-c
2a 2 3 - 84.2 (47.9) both the exchange of a tetra-
3a 3 4 69.4 (2.8) 83.4 842.4) decyl chain by a hexadecyl
T - [b] s -
1b TH ! 2 69.9(06) - chain and by an oleyl chain re-
b : 3 - 914 (41.3) sults in a decrease of the main
3b 3 4 - 86.9 (43.7) o ¢ .
1le oT 1 2 _ 82.5 (24.2) transition temperature for lipid
2¢ 2 3 - 70.0 (51.7) 4 [T, (lipid 4a)> T, (lipid 4b)>
de ) ) ) 3 4 - 727 (29.8) T,(lipid 4¢)], as well as for
fa TT tris(2-aminoethyl)amine 1 ? - ?Tﬁ (52.9) lipid 5 [T,“(lipid 53)> T,“(lipid
5a 3 5 - 57.4 (59.1)k
6a 4 6 _ _ 5b)]. The dependence.ofl T, on
ab TH 1 3 74.1 (44.1) the head group is similar to
5h 3 5 - 27.6 (9.2)F that observed for the lipids
6b 4 6 - - 1-3a-c¢. The introduction of
4e oT 1 3 - 60.0 (11.8) .- . . )
N - al a1 two additional lysine residues
Se 3 5 - - . ..
6c 4 6 B _ decreases the main transition

[a] TT = tetradecyl-/tetradecyl-; TH = tetradecyl-/hexadecyl-: OT = oleyl-/tetradecyl-. [b] The main transition
appears at the end of the observed temperature range and could not be determined. [¢] The heating rate was

temperature [7,(lipid 4ab) >
7., (lipid 5a,b)].

20 Kh™'. [d] Data could not be determined because of irreproducible DSC curves.
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The lipids Sa and 5b only show reproducible DSC curves
at a heating rate of 20 Kh™'. If we used a heating rate of
60 Kh™!, we observed an irreproducible, slow decrease of
the heat capacity, C,, over a wide temperature range, fol-
lowed by a rapid increase of C, (see, for example, lipid 5a
in the Supporting Information). The lipid 5S¢ shows no re-
producible DSC curves at either heating rate (see the Sup-
porting Information). The DSC curves of lipids 6a-c show
no transition between 2 and 95°C, in either the heating or in
the cooling scans. This probably indicates that no lamellar
phases are formed if the head group becomes too large.

The T,, values of the series of lipids (see Table 1) show
clear structure dependence. As mentioned for the class of
lipids with an ethylenediamine-containing head group (lipids
1-3a—), we found the following relationships for the lipids
with equal head groups: based on the lipids with two tetra-
decyl chains (TT), the elongation of the malonic acid bound
alkyl chain to a hexadecyl chain increases 7,, and, on the
other hand, the exchange of the lysine-bound alkyl chain by
an oleyl chain decreases the main transition temperature. In
contrast, the lipids 4a—c and lipids 5a—c (with tris(2-aminoe-
thyl)amine-containing head groups) show for both alkyl
chain variations (TT—TH and TT—OT) a decrease in T,
The decrease of T,, after the introduction of an oleyl chain
is in line with results found for phospholipids; for example,
cis double bonds reduce the effective alkyl chain length and
disturb the chain packing that results in a decrease of T,,.1*’!
For the exchange of one tetradecyl chain by a hexadecyl
chain we would expect an increase of 7, based on principles
found for phospholipids.””’ However, only the lipids of the
ethylenediamine type show the expected T,, dependencies
(T\(TH)>T,,(TT)). The lipids of the tris(2-aminoethyl)-
amine type exhibit the opposite behaviour (7,(TT)>
T, (TH)). We cannot explain this different behaviour at the
moment, but assume a head-group-dependent difference in
the molecular conformation, resulting in different packing
properties and, as a consequence, deviations from the ex-
pected variations of 7,, with alkyl-chain length. Further
physicochemical investigations such as X-ray scattering are
necessary to prove this assumption.

As mentioned before, the attachment of one or two lysine
residues to the head group decreases the transition tempera-
ture of the lipids 1-5a—¢ on comparing the lipids with the
same alkyl chain combination. The lipids 1a—c¢ exhibit the
smallest head group (see Figure 1), resulting in a cylindrical
lipid shape: a structure that allows dense packing of the
lipids. The attachment of a lysine molecule to the head
group increases the conical shape of the lipids by enlarging
the head group. This leads to a decrease of 7, due to a dis-
tortion of the lipid packing. Furthermore, we assume a
better head-group hydration because of the hydrophilic
lysine moieties. This hydration is associated with changes in
the properties of the bilayer/solute interface and, hence, also
influences the transition temperature.®! Moreover, the at-
tachment of two lysine residues at the tris(2-aminoethyl)a-
mine head group results in a more conical lipid shape, which
explains the observed decrease of the T, value [T, (lipids
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4a-c) > T, (lipids Sa—c)]. The transition temperatures of the
lipids 1-4a—c present a further head-group effect: all 7,
values are equal to or higher than 60°C. These values are
very high taking into account the presence of tetradecyl and
oleyl chains. The comparison of the 7, values of lipids 1-
4a—c with values from glycerol-based phospholipids or cati-
onic lipids containing the same alkyl-chain combination (see
data from the literature® in Table 2) clearly illustrates the

Table 2. Main transition temperature (7,,) values from glycerol-based
phospholipids or cationic lipids in different media taken from the litera-
ture.

Lipid® Medium T, [°C)
(AH [kJmol'])

DMPC H,O.pH 7 24.0
DMPC H,O. pH 12 236
DMPE H,O.pH 7 51.3
DMPE H,O, pH 12 21.5
DMTAP Na,HPO, (50 mm). NaH,PO,, pH 7.4 38.4
MPPC H,O 34.0 (33.8)
PMPC H,O 26.0 (32.6)
MOPC H,O, ethylene glycol —19.0 (20.1)
OMPC H,O0, ethylene glycol -27.0

[a] DMPC = 12-dimyristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine, DMPE = 1.2-di-
myristoyl-sn-glycero-3-phosphoethanolamine, DMTAP = 1.2-dimyristoyl-
3-trimethylammonio propane chloride, MPPC = 1-myristoyl-2-palmitoyl-
sn-glycero-3-phosphocholine, PMPC = 1-palmitoyl-2-myristoyl-sn-glycero-
3-phosphocholine,  MOPC = I-myristoyl-2-oleoyl-sn-glycero-3-phospho-
choline, OMPC = 1-oleoyl-2-myristoyl-sn-glycero-3-phosphocholine.

significantly higher transition temperatures. In addition, a
group of amino acid based cationic lipids with lysine as head
group, two tetradecyl chains as the lipophilic part of the
molecule and glutamate as the backbone show lower transi-
tion temperatures (7, between 25.5 and 41.0°C) than the
lipids 1-42a.°>/ This observation indicates a very strong hy-
drogen-bonding interaction between the head group and/or
lipid-backbone region in addition to the van der Waals inter-
action between the alkyl chains.”"*! Another piece of evi-
dence that supports this assumption is the high transition en-
thalpy of the main transition of lipids 2-5a (42.4-
59.1 kImol™'; see Table 1). These values exceed the range of
the L,/L; phase transition enthalpies of 1,2-diacyl-sn-glyc-
ero-3-phospholipids and glycolipid bilayers of comparable
hydrocarbon-chain length (published AH values ~21-
25 kJmol™").*') Furthermore, high enthalpy values are also
observed for lipids 2b, 3b, 4b and 2¢ (see Table 1). The en-
thalpy change that occurs during a transition in lamellar
phases is caused by conformational changes within the lipid
hydrocarbon chains, by changes in van der Waals interac-
tions due to an increase in the molecular area at the bilayer/
water interface, and also by contributions from the changes
in heat of hydration of the head group and the breaking of
hydrogen bonds in the backbone and/or head-group region.
At present, we have no clear evidence for the assumption of
better chain packing and additional hydrogen-bonding inter-
actions in the head-group region. Additional experiments in-
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cluding X-ray diffraction and infrared spectroscopy are nec-
essary to prove this notion.

Comparing the lipid structures of lipids 6a—c, they only
vary in the length and degree of saturation of the alkyl
chains (see Figure 1). These lipids show no transitions in the
DSC scans, presumably due to the formation of micellar ag-
gregates. Based on the chemical structure (Figure 1), we can
assume two explanations for the absence of transition peaks
in the DSC curves: 1) lipids with six primary amino groups
are very hydrophilic and, hence, soluble in carbonate buffer
at pH 10; and 2) the lipids self-assemble into micelle-like ag-
gregates that do not show endothermic transitions. To
obtain further information about the shape and size of the
aggregates of lipids 6a—c formed in aqueous dispersions, we
investigated the aggregate size by using DLS and visualised
the aggregates with TEM.

Particle size measurements: The results of the DLS meas-
urements (intensity and mass-weighted radii of the particles)
are summarised in Table 3. Besides the intensity-weighted

Table 3. Particle sizes of aggregates formed of lipids 6a—¢ (c=1 mgmL ',
in carbonate buffer at pH 10).
Lipid Peak 1

r [nm] area [%])"!

Peak 2
7 [nm] (area [%])""!

intensity weighted:

lipid 62a 44+0.1 (222+1.7) 196.24+160.3 (68.8+14.4)
lipid 6b 4.440.1 (17.940.6) 46.94+2.1 (76.1 £4.5)
lipid 6¢ 6.1+£0.2 (10.7+0.5) 859+1.3(85.7t14)
mass weighted:

lipid 6a 3.840.3 (99.1£0.3) 155.6+76.2 (0.9+0.3)
lipid 6b 41+0.2 (99.2+0.1) 34.6+2.8 (0.74+0.1)
lipid 6¢ 54402 (97.7+0.1) 95.6+3.6 (2.2+0.1)

[a] The averages of the particle radii and the corresponding peak areas
are given with the corresponding standard deviations (n=3).

particle size, we also used the mass-weighted particle size
distribution because this is more meaningful for polydis-
perse samples with different particle species.* All investi-
gated lipids reproducibly showed two species of particles
with different radii in aqueous dispersions (carbonate buffer
at pH 10, ¢=1mgmL™"). This observation refutes the
theory that the lipids 6a—c are molecularly dissolved in
aqueous media. The dominant species has a particle size
(radius) of between 4 and 6 nm for all investigated lipid dis-
persions. This particle size indicates that aggregates of a mi-
cellar type are probably present in the aqueous suspension.
The theoretical length of the lipid molecules, which is in the
range between 2.5 and 3.0 nm (see the Supporting Informa-
tion), supports this hypothesis. Under the assumption that
the radius of a micelle equals approximately the length of
one lipid molecule and bearing in mind that DLS deter-
mines the hydrodynamic radius, the radii determined by
DLS measurements are in line with the theoretical values.
Another supporting fact is the shape of our lipid molecules:
the large hydrophilic head group of lipids 6a—c with three
lysine molecules within the head group causes a distinct con-
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ical shape, which prefers the formation of micelles.” Fur-
thermore, a second species of aggregate with a larger radius
(about 1-2% of all aggregates in the mass-weighted particle
size distribution) was observed (see Table 3). These aggre-
gates, with radii in the range between 35 and 155 nm, are
too large for micellar structures. It is conceivable that these
aggregates are agglomerates of micelles. To visualise the
shape of the aggregates, TEM investigations were per-
formed.

Figure 4. TEM images of lipid dispersions (¢=0.05 mgmL~" in carbonate
buffer at pH 10): A) lipid 6a: B) lipid 6b: C) lipid 6¢. The samples were
stained with uranyl acetate. Black arrows point to small round aggregates
(micelles). White arrows point to larger agglomerates.

Transmission electron microscopy: Figure 4 shows TEM
images of lipid dispersions containing 0.05 mgmL " of lipid
(lipids 6a—c, Figure 4 A-C, respectively) in carbonate buffer
at pH 10. The samples were negatively stained with uranyl
acetate. All three images show two species of aggregates
with different particle sizes that are roughly in agreement
with the DLS results mentioned above. We observed nearly
round aggregates with radii of about 10 nm (see Figure 4,
black arrows) and some larger agglomerates, which consist
of small spherical aggregates (micelles) with radii smaller
than 4 nm (see Figure 4, white arrows). These observations
are in agreement with the micelle hypothesis proposed
above for aqueous dispersions of lipids 6 a—c.

Conclusion

A new structure type of amino-functionalised lipids has
been synthesised. These lipids exhibit a complex malonic
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acid diamide backbone and represent the second generation
of the malonic acid diamides. The lipids contain six head-
group types of variable size and different numbers of amino
moieties, as well as three different types of alkyl chain. The
use of lysine as a major component of the lipids and the
high number of amide bonds determine the peptide-mimic
character of the lipids. The modular nature of the synthesis
of the lipid backbone, as well as the head-group attachment,
results in a wide variation in the lipid structures. The combi-
nation of different alkyl chains with head groups of variable
size and number of amino groups allow a detailed investiga-
tion of structure dependencies for subsequent research ac-
tivities.

Head-group dependent and alkyl-chain dependent influ-
ences on the main transition temperatures of the lipids 1-
Sa—c at pH 10 were found: the introduction of lysine in the
head group decreases the 7, value. The alkyl-chain effect
was different between lipids of the ethylenediamine type
(T(TH) > T, (TT)>T,(OT)) and tris(2-aminoethyl)amine
type (T,,(TT)>T,,(TH) > T,(OT)). The observed high tran-
sition temperature and enthalpy values indicate strong inter-
actions in the head group and backbone region. This as-
sumption is supported by observations from NMR measure-
ments.

Special thermal behaviour was observed for lipids 6, bear-
ing the largest head group with six primary amino moieties.
These lipids exhibit no phase transition in the observed tem-
perature region. DLS and TEM investigations indicate that
these lipids form micellar aggregates in an aqueous environ-
ment. The micelles tend to agglomerate, resulting in the for-
mation of larger aggregates.

First results suggest that the gene-transfer efficiencies of
these lipids are very promising. Further physicochemical in-
vestigations with respect to the complexation ability of poly-
nucleotides (as pure lipid or in a mixture with other lipids),
including other scattering techniques and transfection ex-
periments to test the transfection efficiency of the amino-
functionalised lipids, are currently under way.

Experimental Section

General: All materials and reagents were purchased from Sigma Aldrich
Co. Ltd. unless stated otherwise. All solvents were analytically pure and
dried before use. Thin-layer chromatography was carried out on alumini-
um sheets pre-coated with silica gel 60 F254 (Merck, Darmstadt) and de-
veloped with bromothymol blue dip. For column chromatography under
normal pressure, silica gel 60 (0.063-0.200 mm) was used. Mass spectrom-
etry analyses were performed with a Finnigan MAT 710C instrument
(Thermoseparation Products, San Jose, CA) for ESI-MS, and with an
LTQ Orbitrap mass spectrometer (Thermo Fisher Scientific, Bremen) for
HRMS. 'H and “C NMR spectra were recorded on Varian Gemini 2000
and Varian Inova 500 instruments. In general, we used CDCl; for
'"HNMR spectroscopy and a CDCl/CD;OD mixture (2:1, v/v) for
“C NMR spectroscopy. In some cases, we had to vary the solvent compo-
sition and the solvent (by using D,O) due to solubility problems. Elemen-
tal analyses were performed with a CHNS-932 apparatus (Leco Corpora-
tion, St. Joseph, MI). MilliQ water was produced with a Milli-Q Advant-
age A10 pure-water system (Millipore, Billerica, MA).
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Lipid precursor synthesis: The synthesis of the monoalkylated malonic
acid diethyl esters (5a and b) and monoethyl esters (6a and b) was de-
scribed previously.!"* 7401

th

Sy is of orthogonally protected alkyl lysine amides (2a and b): Tetra-
decylamine or oleylamine (10 mmol) and DIPEA (10 mmol. 1.29 g) were
dissolved in CH,Cl, (10 mL). A solution of Fmoc-Lys(Boc)-OH (1;
10 mmol, 4.69 g) and PyBOP (10 mmol, 520 g) in CH,Cl, (50 mL) was
added under an argon atmosphere whilst stirring, which was continued
for 3 h at room temperature. Afterwards, the reaction mixture was dilut-
ed with CHCl; and washed with saturated aqueous NaHCO;. The organic
layer was washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and the solvent
was evaporated in vacuo. The crude compounds 2a and b were purified
by column chromatography using silica gel 60 and CHCl;/MeOH with
the gradient technique.

(2S)-6-[(tert-Butoxycarbonyl) Jamino-2-[ (9H-fluoren-9-yl)methoxycarbo-
nylJamino-N-tetradecylhexanamide (2a), C,Hy,N;Os: Yield: 82%; R=
0.81 (CHCIyMeOH, 9:1, v/v); m.p. 129-132°C: '"HNMR (500 MHz,
CDCl,, 27°C): 0=0.88 (t. *J(H,H)=7.0 Hz, 3H; CH,CH;), 1.23-1.84 (m,
39H; CH,(CH,),,CH,, (CH,);CH,NHBoc, OC(CH,),). 3.09-3.22 (m, 4H:
CH,NHCO, CH,NHBoc). 4.10-4.11 (m, 1H; COCHNHFmocCH,), 4.20
(t. J(H.H)=7.0 Hz, 1 H: H9-fluorene), 4.38-4.39 (m, 2H: CH,-fluorene),
4.63 (s, 1H: NHBoc), 5.58 (s, 1 H: NHFmoc). 6.20 (s, | H: NHCO), 7.30
(t, *J(HH)=7.5 Hz, 2H; H3.H6-fluorene), 7.39 (t, *J(H.H)=7.5 Hz, 2H:
H2.H7-fluorene), 7.58 (d, *J(HH)=7.4Hz, 2H: HI1.HS-fluorene):
7.75ppm (d, *J(HH)=7.5Hz, 2H; H4,H5-fluorenc); MS: miz: 686
[M+Na]*: elemental analysis caled (%) for C,,HgN;Os: C 72.36, H 9.26,
N 6.33; found: C 72.43, H 9.33, N 6.33.

(2S)-6-[(tert-Butoxycarbonyl) Jamino-2-[(9 H-fluoren-9-yl)methoxycarbo-
nyllamino-N-[(9Z)-octadec-9-enyllhexanamide (2b), C,Hy;N;Os: Yield:
72%: R=0.72 (CHCly/MeOH, 9:1, wv/iv); mp. 115-116°C;
'"HNMR (500 MHz, CDCly, 27°C): 6=0.88 (t, */(H.H)=6.7 Hz, 3H;
CH,CH;), 127-1.86 (m. 39H: CH,(CH,),CH,CH=CHCH,(CH,),CHs;.
(CH,);CH,NHBoc, OC(CH;);). 1.96-2.01 (m, 4H:; CH,CH=CHCH,).
3.10-323 (m, 4H: CH,NHCO. CH,NHBoc). 4.09-4.10 (m. 1H:
COCHNHFmocCH,), 4.20 (t, *J(H,H)=6.9 Hz, 1 H: H9-fluorene). 4.38-
440 (m, 2H: CH,-fluorene), 4.60 (s, 1H: NHBoc), 5.33-5.38 (m, 2H:
CH=CH), 5.54 (s, 1H: NHFmoc), 6.14 (s, 1H: NHCO), 7.30 (t, /-
(H.H)=7.4 Hz, 2H: H3.H6-fluorene), 7.39 (t. *J(HH)=7.4 Hz, 2H:
H2.H7-fluorene), 7.58 (d., Y(HH)=74 Hz, 2H; HI1,HS-fluorene),
7.76 ppm (d, *J(HH)=7.5Hz, 2H; H4,H5-fluorene); MS: miz: 741
[M+Na]*: elemental analysis calcd (%) for C,,HiN;Os5: C 73.60, H 9.41,
N 5.85: found: C 73.63, H 9.40, N 5.58.

Fmoc cleavage (3a and b): Alkyl lysine amides 2a and b (10 mmol) and
piperidine (64.6 mmol, 5.5 g) were dissolved in DMF (55 mL) and stirred
for 3 h at room temperature. Afterwards, the reaction batch was diluted
with water and extracted three times with heptane. The organic layers
were combined, dried over Na,SO,, filtered and the solvent was evapo-
rated in vacuo. The crude compounds 3a and b were purified by column
chromatography using silica gel 60 and CHCl./MeOH/NH; with the gra-
dient technique.

(2S)-2-Amino-6-[(tert-butoxycarbonyl) Jamino-N-tetradecylhexanamide
(3a), C,sHyN;0;: Yield: 99%: R;=0.82 (CHCl,/MeOH/NH;, 90:10:0.5,
VIVIV); mup. 67-69°C; 'H NMR (500 MHz, CDCl,, 27°C): 0=0.87 (t, /-
(HH)=69 Hz, 3H: CH,CH;). 1.25-1.87 (m, 39H: CH,(CH,),,CH;,
(CH,);CH,NHBoc, OC(CH;);), 3.11-3.12 (m, 2H: CH,NHBoc), 3.22 (dd,
31 (HH)=13.5, */,(H.H)=6.7 Hz, 2H; CH,NHCO). 3.33 (dd, */,(H.H) =
7.9, */,(HH)=43Hz, 1H; COCHNH,CH,), 456 (s, 1H: NHBoc),
7.25ppm (s, 1H: NHCO): MS: m/z: 442 [M+H]*, 883 [2M+H]*, 464
[M+Na]*, 905 [2M+Na]*; elemental analysis caled (%) for C,sHs N;O5:
C 6798, H 11.64, N 9.51: found: C 68.24, H 11.45, N 9.38.
(2S)-2-Amino-6-[(tert-butoxycarbonyl) Jamino-N-[(9Z)-octadec-9-enyl|-
hexanamide (3b), C,,H:N;O;: Yield: 94%: R;=0.54 (CHCl;/MeOH/
NH;, 90:10:0.5, v/v/v); m.p. 37-38°C: 'H NMR (500 MHz, CDCl,, 27°C):
0=0.86 (t, */(H,H)=6.8 Hz, 3H; CH,CH;), 1.24-1.87 (m, 39H: CH,-
(CH.)CH,CH=CHCH,(CH,),CH;, (CH.);CH,NHBoc, OC(CH;);), 1.95~
2.02 (m, 4H; CH,CH=CHCH,), 3.10 (dt, */,(H.H)=6.4, */,(HH)=
6.4 Hz, 2H: CH,NHBoc), 321 (dd, /,(H.H)=6.9, /,(H,H)=6.4 Hz,
2H: CH,NHCO). 3.31 (dd, */,(HH)=8.0, /,(HH)=4.4Hz 1H:
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COCHNH,CH,). 459 (s, 1H: NHBoc), 531-5.36 (m, 2H: CH=CH),
7.25ppm (s, 1H: NHCO); MS: m/z: 496 [M+H]*, 991 [2M+H]*, 518
[M+Na]*, 1013 [2M+Na]*; elemental analysis caled (%) for
CyyHy;N,Oy: C 7025, H 11.59, N 8.48; found: C 70.04, H 11.27, N 8.51.
Coupling of the lipid backbone (7a—¢): The appropriate lysine amide 3a
and b (1 mmol) and DIPEA (2 mmol, 250.5mg) were dissolved in
CH,CL (3 mL). A solution of the appropriate alkyl malonic acid mono-
ethyl ester 6a and b (1 mmol) and PyBOP (1 mmol, 520.4 mg) in CH,Cl,
(15 mL) was added under an argon atmosphere whilst stirring, which was
continued for 16 h. Afterwards, the reaction mixture was diluted with
CHCI; and washed with aqueous NaHCO; (5% ). Then, the organic layer
was washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and the solvent was
evaporated in vacuo. The crude compounds 7a—¢ were purified by iso-
cratic column chromatography using silica gel 60 and CHCL/Et,O (1:1, v/
v) as eluent.
2-[(N-{o-[(tert-Butoxycarbonyl)amino[-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino Jhex-
an-(25)-2-yljamino)carbonylfhexadecanoic  acid  ethyl  ester (7a),
CHN;O,: Yield: 97%: R =047 (CHCL/EL,O, 1:1, v/iv); m.p. 84-87°C;
"H NMR (500 MHz, CDCl,, 27°C): =087 (t. J(H.H)=6.9 Hz, 6H: 2 x
(CH,),CH;). 1.25-1.92 (m, 68H:; NHCH,(CH.),CH., (CH,);;CH,,
(CH,);CH,NHBoc, OCH,CH;, OC(CH;);). 3.03-3.14 (m. 2H:
CH,NHBoc), 3.19-3.24 (m. 3H; CH,NHCO, COCH(tetradecyl)CO),
4.15-4.22 (m, 2H:; OCH,CH,), 4.32-4.37 (m, 1H: COCH(NHCO)CH,).
461 (s, 1H; NHBoc), 6.26/6.36 (2xs, 1H; CH,NHCO), 6.91 (*J(H,H) =
8.0 Hz)/6.96 ppm (J(HH)=7.7Hz) (2xd, 1H: COCH(NHCO)CH,):
MS: m/z: 750 [M+H]*, 774 [M+Na]*, 1526 [2M+Na]*; elemental analy-
sis caled (%) for CHgN;Oy: C 70.26, H 11.39, N 5.59; found: C 70.34, H
11.25, N 5.58.
2-[(N-{6-[(tert-Butoxycarbonyl)amino [-1-oxo-1-[ (N-tetradecyl)amino Jhex-
an-(28)-2-yljamino)carbonylfoctadecanoic  acid  ethyl  ester  (7b),
CHyN;Oy: Yield: 96%: R =048 (CHCI/ELO, 1:1, v/v); m.p. 87-89°C;
"H NMR (500 MHz, CDCl, 27°C): 6 =0.88 (t, J(H,H)=6.9 Hz, 6H; 2x
(CH,),CH;), 1.25-192 (m, 72H: NHCH,(CH,),,CH., (CH,),;CH,,
(CH,);,CH,NHBoc, OCH,CH,;, OC(CH;);). 3.03-3.15 (m, 2H;
CH,NHBoc), 3.18-3.24 (m. 3H; CH,NHCO, COCH (hexadeeyl)CO),
4.14-4.24 (m. 2H: OCH,CH,), 4.32-4.37 (m, 1 H; COCH(NHCO)CH,),
461 (s, |H; NHBoc), 6.25/6.36 (2xs, 1H; CH.NHCO). 6.91 (CJ(HH)=
7.9 Hz)/7.00 ppm (J(HH)=7.7Hz) (2xd, |H: COCH(NHCO)CH,);
MS: miz: 802 [M+Na]*, 778 [M—H] . 814 [M+Cl] ; elemental analysis
caled (%) for CuHgN;O4: € 70.81, H 11.50, N 5.39; found: C 71.01, H
11.19, N 5.39.
2-[(N-{6-[(tert-Butoxycarbonyl)amino[-1-[N-[(YZ.)-octadec-9-enyl]ami-
noj-1-oxohexan-(28)-2-yljamino)carbonvlfhexadecanoic acid ethyl ester
(7¢e), CullyN;Oy: Yield: 93%: R;=0.44 (CHCL/ELO, 1:1, v/v): m.p. 70—
71°C; "H NMR (500 MHz, CDCl,, 27°C): 6=0.88 (t, *J(H,H)=6.70 Hz,
6H: 2x(CH,),CH;). 1.25-1.92 (m, 68 H: NHCH,(CH,),CH,CH=CHCH,-
(CH,),CHs, (CH.);:CH;, (CH,);CH,NHBoc, OCH,CH, OC(CH,)),
1.93-2.05 (m, 4H; CH,CH=CHCH,). 3.02-3.25 (m, 5H: CH,NHBoc,
CH,NHCO, COCH(tetradecyl)CO), 4.15-4.24 (m, 2H: OCH,CH,), 4.31-
4.38 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,). 4.61 (s, 1 H: NHBoc), 5.32-5.38 (m,
2H; CH=CH). 6.22/6.36 (2xs, 1H; CH,NHCO). 691 (*J(H.H)=7.8 Hz)/
6.98 ppm (*J(HH)=7.6 Hz) (2xd, 1 H; COCH(NHCO)CH,); MS: m/z:
829 [M+Na]*; elemental analysis caled (%) for CHyN3O,: C 7151, H
11.38, N 5.21: found: C 71.28, H 11.28, N 5.03.

Saponification of 7a—¢ (8a—¢): The appropriate ester 7a—¢ (1 mmol) was
dissolved in a mixture of THF (15 mL) and water (5 mL). and potassium
hydroxide (1.5 mmol. 84.2 mg) was added. The mixture was stirred for
46h at room temperature. Then, a solution of H,SO, (0.75 mmol,
73.6 mg) in water (13 mL) was added while stirring and cooling with an
ice bath. The mixture was stirred for 15 min, followed by extraction with
CHCl,. The organic layer was washed with brine. dried over Na,SO,, fil-
tered and the solvent was evaporated. The crude compounds 8a-¢ were
purified by column chromatography using silica gel 60 and CHCl,/MeOH
with the gradient technique.
2-[(N-{6-[(tert-Butoxycarbonyl)amino[-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)amino Jhex-
an-(28)-2-yljamineo)carbonylfhexadecanoic acid (8a), C,pHy N;O,: Yield:
89%: R;=0.39 (CHCL/MeOH, 9:1, v/v); m.p. 107-110°C; "H NMR
(500 MHz, CDCl,, 27°C): d=0.88 (t, /(H.H)=6.9 Hz, 6H; 2x CH,CH,),
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1.25-1.88 (m, 65H: NHCH,(CH,),,CH,, (CH,),;CH,, (CH,);CH,NHBoc,
OC(CH,)s), 3.02-3.26 (m, 5H; CH,NHBoc, CH.NHCO, COCH(tetrade-
cvl)CO), 4.42-443 (m, 1H: COCH(NHCO)RCH,), 473 (s, 1H:
NHBoc), 6.65-6.83 (m. 1H: NHCO), 7.34-7.44 ppm (m, 1H; NHCO);
MS: m/z: 747 [M+Na]*, 1471 [2M+Na]*, 1488 [2M+K]". 723 [M—-H] .
1446 [2M—H] : elemental analysis caled (%) for C,HN;Oy: C 69.66, H
11.27, N 5.80: found: C 69.36, H 10.99, N 5.78.
2-[(N-{6-[(tert-Butoxycarbonyl)amineo]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)aminohex-
an-(28)-2-yl}amino)carbonyljoctadecanoic acid (8b), C, H:N;Oy: Yield:
94%: R=030 (CHClL/MeOH, 9:1 v/v); m.p. 102-105°C: "H NMR
(500 MHz, CDCls, 27°C): 6=0.88 (t, J(H,H)=6.8 Hz, 6 H: 2x CH,CH,),
1.25-1.91 (m, 69H: NHCH,(CH,);»CH,, (CH.),sCH;, (CH,);CH;NHBoc,
OC(CH,)s), 3.03-3.25 (m, 5H; CH,NHBoc, CH,NHCO, COCH(hexade-
cvl)CO), 4.37-4.39 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,), 4.70 (s, 1H; NHBoc).
6.32-6.41 (m, 1H: NHCO), 7.07-7.16 ppm (m, 1H: NHCO): MS: m/z:
775 [M+Na]*, 1526 [2M+Na]*, 790 [M+K]*, 751 [M—H] ; elemental
analysis caled (%) for C HgN;Oq: € 70.26, H 11.39, N 5.59; found: C
69.88, H 11.24, N 5.51.
2-[(N-{6-[(tert-Butoxycarbonyl)amino]-I-{N-[(9Z)-octadec-9-enyl Jami-
no/-1-oxohexan-(28)-2-yl}amino)carbonyl[hexadecanoic acid (8c),
CuHN; Oy Yield: 95%: R;=0.33 (CHCI/MeOH, 9:1, viv): m.p. 75—
78°C; '"HNMR (500 MHz, CDCl,, 27°C); 6=0.88 (t, *J(H,H)=6.7 Hz,
6H: 2xCH,CH;), 1.25-1.90 (m. 65H: NHCH,(CH,),CH,CH=CHCH,-
(CH,),CH;, (CH,);CH,, (CH,);CH,NHBoc, OC(CH;);), 1.94-2.02 (m,
4H: CH,CH=CHCH,), 3.05-3.27 (m, 5H: CH,NHBoc, CH,NHCO,
COCH{(tetradecyl)CO). 4.38-4.46 (m, 1H: COCH(NHCO)CH,), 4.72 (s,
1H: NHBoc), 5.33-5.38 (m, 2H; CH=CH), 6.53-6.63 (m, 1H: NHCO),
7.30-7.35 ppm (m, 1H: NHCO): MS: m/z: 801 [M+Na]*, 777 [M—H] ",
1554 [2M—H] " ; elemental analysis caled (%) for C,,Hi;N;O,: C 71.00, H
11.27, N 5.40: found: C 70.78, H 11.12, N 5.47.

Coupling with ethylene diamine (9a-c) or tris(2-aminoethyl)amine (13a-
¢): Ethylene diamine (20 mmol, 1.20g) or tris(2-aminoethyl)amine
(20 mmol, 2.93 g), respectively, and TEA (2 mmol, 202 mg) were dis-
solved in CH,Cl, (2mL). A solution of the appropriate acid Ba-c
(I mmol) and PyBOP (1 mmol, 520.4 mg) in CH,Cl, (50 mL) was added
slowly to the reaction mixture under argon atmosphere whilst stirring,
which was continued for further 16 h. Afterwards, the dispersion was fil-
tered and the filtrate was diluted with CHCl; and washed with agqueous
K,CO; (15%). The organic layer was washed with brine, dried over
Na-S0,, filtered, and solvent was evaporated. The crude product was pu-
rified by column chromatography using silica gel 60 and CHCl,//MeOH/
NH; with gradient technique.

Boc-Lys(Boc)-OSu coupling with primary amino groups (11a—¢, 12a-c,
15a-¢, 16a—c): The appropriate amount of amino-functionalised lipid,
Boc-Lys(Boc)-O8u, and TEA were dissolved in CH,Cl, (20 mL) and stir-
red for 16 h at room temperature. Following, the mixture was diluted
with CHC; (20 mL) and washed with aqueous K,CO; (15 % ). The organ-
ic layer was separated, washed with brine, dried over Na,SO,, and solvent
was evaporated. The crude product was purified by column chromatogra-
phy using silica gel 60 and CHCl/MeOH with gradient technique. Reac-
tants and stoichiometric ratios for the reaction with regard to the re-
quired product: 11a—e: 9a—¢ (0.5 mmol), Boe-Lys(Boc)-OSu (0.5 mmol),
TEA (0.5 mmol): 12a—¢: 10a—¢ (0.5 mmol), Boc-Lys(Boc)-OSu (1 mmol),
TEA (1 mmol): 15a—¢: 13a—¢ (0.5 mmol), Boc-Lys(Boc)-OSu (1 mmol),
TEA (1 mmol): 16a-c: 14a—¢ (0.5 mmol), Boc-Lys(Boc)-OSu (1.5 mmol),
TEA (1.5 mmol).

Removal of the Boc protective group with trifluoroacetic acid (lipids 1a—
¢, lipids 2a—c¢, lipids 3a—c¢, and lipids 4a—c): The appropriate amount of
Boc-protected lipid (0.5 mmol) was dissolved in CH,Cl, (10 mL). The re-
quired amount of trifluoroacetic acid (9a-¢ 4mL: 11a—¢ 6 mL; 12a-¢
8mL; 13a-¢ 6 mL) was added stepwise while stirring at room tempera-
ture. Then, the solvent was evaporated at 25°C. The residue was dis-
solved in CHCl; (20 mL) and ammonia solution (10mL, 10%) was
added dropwise while stirring, with an ice bath. Afterwards, CHCIl,
(20 mL) and aqueous K,CO; (10 mL, 10% ) were added to the dispersion.
The organic layer was separated and the water layer was extracted twice
with CHCl,. The combined organic layers were washed with brine, dried
over Na,SO, and the solvent was evaporated. The crude product was pu-
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Anhang

Peptide-Mimic Amino-Functionalised Lipids

rified by column chromatography using silica gel 60 and CHCl,/MeOH/
NH; with the gradient technique.
N-(2-Aminoethyl)-N'-[6-amino-1-oxo-1-[(N-tetradecylamino)hexan-(28)-
2-yl]-2-terradecylpropandiamide (lipid 1a), Cy,H;,N;O;: Yield: 94%: R;=
0.36 (CHCly/MecOH/NH;, 80:20:2, v/v/v): '"HNMR (500 MHz, CDCl;,
27°C): d=0.88 (. J(H.H)=6.9 Hz, 6H; 2xCH,), 125-1.88 (m, 56 H;
NHCH,(CH.),,CH;, (CH,);;CH,. (CH,);CH.NH,), 2.70 (1, “J(H.H)=
6.5Hz, 2H: (CH,;CH,NH,), 283 (t, “JHH)=59Hz, 2H:
NHCH,CH,NH,), 3.00 (t, *J(H,H)=7.6 Hz, 1 H: COCH(tetradecy)CO),
3.18-336 (m. 4H: 2xCH.NHCO). 4.30-434 (m. 1H: COCH-
(NHCO)CH,), 6.30-6.32 (m, 1H: tetradecyl-NHCO), 6.85-6.87 (m, 1 H:
NHCH,CH,NH,). 7.16ppm (d, “J(HH)=79Hz. 1H: COCH-
(NHCO)CH,): “C NMR (125 MHz. CDCL,, 27°C): 0=13.7, 224, 22.4,
22.5, 26.7, 27.2, 27.27, 27.29, 29.0, 29.07, 29.09, 29.2, 29.3, 29.36, 29.39,
29.41, 2943, 31.0, 31.31, 31.35, 31.7, 39.3, 40.52, 40.57, 41.60, 41.64, 53.3,
53.2,53.3,54.7, 171.0, 171.1, 171.2, 171.3, 171.6, 171.7 ppm: MS: m/z: 666
[M4H]*, 334 [M+2H]'*, 688 [M+Na]*,664 [M—H]| : HRMS caled for
CyyHy NLO, [M4+H]": 666.6256; found: 666.6255.
N-(2-Amineoethyl)-N'-[6-amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamineo )hexan-(2S )-2-
vlj-2-hexadecylpropandiamide (lipid 1b), C,;HgN;O;: Yield: 71%; R=
027 (CHClL/MeOH/NH,, 80:20:2, viv/v): '"HNMR (500 MHz, CDCl,,
27°C): 6=0.88 (t, V(HH)=6.9 Hz, 6H; 2xCH;), 1.25-1.90 (m, 60H;
NHCH,(CH,),CH;. (CH,)sCH,. (CH,);CH,NH,), 2.70 (1, “J(H.H)=
6.6Hz, 2H: (CH,;CH)NH;), 282 (t, ‘JHH)=59Hz, 2H:
NHCH,CH,NH,), 3.01 (t, *J(H,H)=7.7 Hz, 1 H; COCH(hexadecy)CO),
3.16-3.35 (m, 4H: 2xCH,NHCO), 428435 (m. 1H: COCH-
(NHCO)CH,), 6.33-6.37 (m, 1H: tetradecyl-NHCO), 6.87-6.90 (m, 1H;
NHCH,CH,NH,), 720ppm (d, ‘J(HH)=7.7Hz, 1H:; COCH-
(NHCO)CH,): "CNMR (125 MHz, CDCL/CD,OD, 27°C): 0=13.7,
222, 22.3, 22,42, 2648, 27.1, 27.1, 28.82, 28.90, 28.93, 29.0, 29.15, 29.17.
29.19, 29.22, 29.24, 30.9, 31.0, 31.15, 31.17, 31.3, 31.5, 39.1, 40.34, 40.39,
40,42, 41.52, 52.8, 53.1, 534, 538, 170.8, 1709, 171.2, 171.3, 171.6,
171.8 ppm; MS: mi/z: 694 [M+H]*, 345 [M+2H['*, 728 [M+Cl]", 693
[M—H]"; HRMS caled for C,HyN;O, [M+H]|™: 694.6509; found:
694.6567.
N-(2-Aminoethyl)-N'-{6-amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino[-1-oxohex-
an-(2S)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamide (lipid I¢), CgzHgN;O;: Yield:
92%;: R;=0.20 (CHClyMeOH/NH, 80:20:2, viviv); '"H NMR (500 MHz,
CDCl,, 27°C): 6=0.88 (t, J(HH)=6.9 Hz, 6H; 2xCH;). 1.24-1.89 (m.
56H; NHCH,(CH,),CH,CH=CHCH,(CH,),CH.,, (CH.,),;CH;,
(CH,);CH,NH,). 1.95-2.02 (m, 8H: 2xCH,CH=CHCH,), 2.70 (t, /-
(H.H)=6.7 Hz. 2H; (CH.),CH.NH,), 2.82 (1. J(H.H)=59 Hz, 2H:
NHCH,CH.NH,), 3.04 (t, *J(H,H)=7.5 Hz, 1 H; COCH(tetradecy)CO),
3.14-333 (m. 4H: 2xCH.NHCO). 428435 (m. 1H: COCH-
(NHCO)CH,), 5.33-5.38 (m, 2H: CH=CH). 6.45-6.46 (m. 1H: oleyl-
NHCO), 7.02-7.03 (m, 1H; NHCH,CH,NH,), 7.33-7.40 ppm (m, 1H;
COCH(NHCO)CH,); "CNMR (125 MHz, CDCl/CD;0D, 27°C): 6=
13.4, 22.1, 22.27, 22.35, 264, 26.7, 26.98, 27.03, 28.76, 28.83, 28.87. 29.0,
29.1, 29.17, 29.22, 30.1, 30.76, 30.83, 30.99, 31.06, 31.1, 31.2, 31.4, 32.0,
39.0, 40.29, 40.32, 41.4, 52.8, 53.0, 53.3, 129.2. 1294, 170.7, 170.8, 171.1,
171.2, 1716, 171.7 ppm; MS: m/z: 720.5 [M4+H]*, 361.1 [M4+2H|**, 754.5
[M+Cl". 7186 [M-H]: HRMS caled for CuHgN.O, [M+H]*:
720.6725: found: 720.6750.

N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino Jhexan-(2S)-2-vl|-N'-[2-(N-{{25)-
2,6-diaminoj-1-oxohexyljamino)ethyl]-2-tetradecylpropandiamide  (lipid
2a), CilyN;O,: Yield: 89 %: Ry=0.15 (CHCL/MeOH/NH;, 65:35:5, viv/
v); '"HNMR (500 MHz, CDCl,, 27°C): 6=0.88 (t, Y/(H,H)=6.9 Hz, 6 H:
2xCH;), 1.25-1.88 (m, 62H: NHCH,(CH,),CH;, (CH,):CH,, 2x
(CH,),CH.NH,), 2.69-2.74 (m, 4H: 2xCH.NH.), 2.99 (1. J(HH)=
7.5 Hz, 1H: COCH(tetradecyl)CO), 3.16-3.46 (m, 7H: 3x CH,NHCO,
CHNH,CH,), 4.26-4.32 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,), 6.47-6.49/6.62—
6.04/7.56-7.58/7.66-7.74 (4xm, 3H: 3xNHCO), 7.20-7.31 ppm (m, 1H:
COCH(NHCO)CH,): "CNMR (125 MHz, CDCI/CD;0D, 27°C): 6=
13.5, 22.3, 22.4, 22.5, 26.6, 27.1, 28.89, 28.94, 29.1, 29.20, 29.24, 29.3, 31.2,
31.4, 315, 31.8, 32.0, 344, 34,5, 384, 38.5, 38.6, 38.8, 39.17, 39.20. 40.7,
40.8. 49.2, 52.9, 53.1, 54.5, 54.6, 170.7, 170.8, 171.0, 171.5, 171.6. 171.9,
175.9, 176.0 ppm:; MS: m/z: 7947 [M+H]*, 398.1 [M+2H]*. 828.5
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[M+Cl], 7926 [M—-H]; HRMS caled for C;HpN,Op [M+H]":
794.7205; found: 794.7208.
N-[6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamine)hexan-(25)-2-ylJ-N'-[2-(N-{(25)-
2.6-diamino-I-oxohexyljamino)ethyl]-2-hexadecylpropandiamide — (lipid
2b), CpHusN-Oy: Yield: 70%:; R =0.18 (CHClL/McOH/NH,, 65:35:5, viv/
v): '"H NMR (500 MHz, CDCL,, 27°C): 6 =0.88 (1, J(H.H) =6.9 Hz, 6 H:
2xCH,). 125-188 (m, 66H: NHCH,(CH,),CH,, (CH,);CH,, 2x
(CH.),CH,NH,), 2.69-2.74 (m., 4H; 2xCH,NH,), 2.99 (t. *J(H.H)=
7.5 Hz, 1H: COCH(hexadecyl)CO). 3.16-3.46 (m, 7H; 3xCH,NHCO,
CHNH,CH,), 426-4.32 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,), 6.47-6.49/6.62-
6.64/7.56-7.58/7.66-7.74 (4xm, 3H: 3xN//CO), 7.20-7.31 ppm (m, 1H:
COCH(NHCO)CH,): "CNMR (125 MHz, CDCL/CD;0D, 27°C): d=
13.7, 22.1, 22.3, 22.4, 26.7, 27.2, 29.0, 29.09, 29.19, 29.26, 29.36, 29.40,
29.45, 29.6, 29.7, 30.6, 31.19, 31.29, 31.7, 34.24, 38.57, 38.68, 38.78, 38.82,
39.3, 39.4, 40.02, 40.08, 49.5, 53.1, 53.2, 54.35, 54.40, 170.82, 170.87, 171.0,
171.3, 1719, 172.0, 1759, 176.0 ppm: MS: m/z: 822.6 [M+H]*, 844.7
[M+Nal*, 856.6 [M+Cl]", 820.6 [M—H]| ; HRMS caled for C;H,N,0,
[M+H]*: 822.7518; found: 822.7518.
N-f6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan- (28 )-2-yl}-N'-
[2-(N-{(2S)-2,0-diamino-1-oxohexyljamino)ethyl]-2-tetradecylpropandi-
amide (lipid 2¢), CoHyN,0,: Yield: 81%: R,=0.09 (CHCl/MeOH/NH,
65:35:5, v/viv); 'TH NMR (500 MHz, CDCl;, 27°C): 6 =0.88 (t. *J(H.H)=
6.9Hz, 6H:; 2xCH,;), 123-186 (m, 62H: NHCH,(CH,),CH,CH=
CHCH,(CH,),CH,, (CH,),;CH,. 2= (CH,);CH,NH,). 1.95-2.02 (m, 4H:
CH,CH=CHCH,), 2.69-2.74 (m, 4H: 2x CH,NH,). 3.01 (1. J(H.H)=
74 Hz, 1H: COCH(tetradecyl)CO), 3.13-346 (m, 7H; 3xCH,NHCO,
CHNH,CH,), 4.27-4.32 (m, 1 H; COCH(NHCO)CH,), 5.33-5.38 (m, 2H;
CH=CH). 6.58-6.60/7.62-7.63/7.73-775 (3xm, 3H: 3xNHCO), 7.29-
730 ppm (m, 1H; COCH(NHCO)CH,); "CNMR (125 MHz, CDCly
CD,OD, 27°C): 6=13.7, 224, 26.7, 269, 27.2, 29.1, 29.2, 29.4, 31.25,
31.32, 31.57, 31.64, 31.8, 32.1, 32.3, 34.6, 38.5, 38.6, 38.8, 39.0, 39.3, 39.4,
40.8, 40.9, 53.1, 53.2, 53.7, 54.0, 54.7, 129.4, 129.7, 170.8, 171.0, 171.2,
1714, 171.6, 171.8, 176.0, 176.2 ppm: MS: m/z: 848.6 [M+H]*, 425.0
[M42H]**, 882.6 [M+Cl|", 846.7 [M—H]| : HRMS caled for C Hy,N,O,
[M+H]*: 848.7675; found: 848.7671.
N-[2-(N-{(25)-2,6-Diamino-1-oxohexyljamino)ethyl[-N'-[6-(N-{(2S)-2,6-
diamino-1-oxohexyljamino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(25)-yl]-2-
tetradecylpropandiamide (lipid 3a), C5 H,,;N,Os: Yield: 31%: R;=024
(CHCly/MeOH/NH;, 50:50:10, v/v/v); '"H NMR (500 MHz, CDCl,, 27°C):
0=0.88 (t. J(HH)=7.0Hz, 6H; 2xCH,), 1.24-1.86 (m, 68H: NHCH,-
(CH,),CH,. (CH,),;CH,. 2x(CH,),;CH,NH,, (CH,),;CH,NHCO), 2.64-
2.69 (m, 4H; 2x CH,NH,), 3.02-3.07 (m, 1H; COCH(tetradecyl)CO),
3.18-349 (m, 10H; 4x CH,NHCQ, 2x CHNH,CH,), 427-4.31 (m, 1H;
COCH(NHCO)CH,). 6.62-6.64/7.40-7.50/7.62-7.64/7.71-7.73 (4xm, 4H;
4xNHCO), 7.34-736ppm (d, *HHH)=78Hz, 1H: COCH-
(NHCO)CH,): "CNMR (125 MHz, CDCL/CD,OD, 27°C): 6=12.8,
21.8, 22.03, 22.08, 22.09, 22.2, 22.3, 26.14, 26.15, 26.69, 26.70, 27.96, 28.07,
28.48, 28.50, 28.54, 28.56, 28.61, 28.69, 28.81, 28.84, 28.88, 29.28, 30.37,
30.7, 30.8, 30.9, 31.0, 31.1, 34.0, 34.08, 34.17, 34.20, 37.96, 38.02, 38.07,
38.3, 38.4, 38.71, 38.76, 40.06, 40.13, 40.14, 40.16, 52.7, 52.8, 54.1, 54.2,
170.36, 170.40, 170.8, 171.6, 171.7, 171.8, 175.5, 175.9, 176.0 ppm: MS: m/
2 9225 [M+H]*, 461.9 [M4+2H]*, 944.6 [M+Na]*, 956.5 [M+CI] .
920.5 [M—H] : HRMS caled for CqH,,N,Os [M+4H]": 922.8155; found:
022.8152.
N-(2-/N-/(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexvlJaminojethyl)-N'-[ (25 )-2,6-diami-
no-1-oxo-1-(N-tetradecylamine )hexan-(28)-2-ylJ-2-hexadecylpropandi-
amide (lipid 3b), C;H,;N,O;: Yield: 95%: R;=0.26 (CHCl/MecOH/
NH;, 50:50:10, v/iviv); "THNMR (400 MHz, CDCL/CD,0D, 27°C): 6=
0.85 (L M(HH)=68 Hz. 6H; 2xCH,). 1.24-1.96 (m, 68H:; NHCH,-
(CH,),-CHs, (CH,),sCHs, 2x(CH,);CH,NH,, (CH,);CH,NHCO), 2.93-
2.98 (m, 4H: 2xCH,NH,), 3.08-3.56 (m, YH; COCH(hexadecyl)CO, 4x
CH,NHCO), 3.87-3.99 (m, 2H: 2x CHNH,CH,), 4.22-4.28 ppm (m, 1 H:
COCH(NHCO)CH,): "CNMR (125 MHz, CDCL/CD;0D, 27°C): d=
13.1, 209, 21.1, 22.0, 22.3, 25.9, 26.0, 26.3, 26.4, 26.76. 26.83, 27.7, 27.8,
28.7,29.0, 29.9, 30.2, 30.9, 31.3, 38.0, 38.3, 38.4, 38.5, 38.9, 39.0, 52.4, 52.5,
52.8, 53.1, 534, 168.1, 168.5, 168.7, 170.3, 170.6, 171.0, 172.1, 172.2 ppm,
MS: mf/z: 9507 [M+H]*, 9728 [M+Nal*. 9847 [M+Cl]", 948.7
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[M—H] : HRMS caled for CqH,NoOs [M+H]*: 950.8468: found:
950.8470.
N-(2-{N-[(2S)-2,6-Diamino-1-oxohexylJaminojethyl)-N'-[6-(N-{(2S )-2,6-
diamino-1-oxohexyl}amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-
(2S)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamide (lipid 3c¢), CssH;,N,O5: Yield:
82%: R;=0.24 (CHCl/MeOH/NH;, 50:50:10, v/v/v): "H NMR (500 MHz,
CDCly, 27°C): 6=0.88 (t, *J(HH)=6.9 Hz, 6H: 2xCH,), 1.24-1.88 (m,
68H: NHCH,(CH,),CH,CH=CHCH,(CH,),CH;, (CH,);;CH;, 2x
(CH,);CH,NH,, (CH,);CH,NHCO), 196-2.03 (m, 4H: CH,CH=
CHCH,). 2.70-2.74 (m, 4H: 2xCH,NH,), 3.01-3.06 (m, 1H: COCH(te-
tradecyl)CO). 3.17-3.46 (m, 10H: 4 x CH,NHCO, 2 x CHNH,CH,]), 4.26-
4.30 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,), 5.32-5.38 (m. 4H: CH=CH), 6.58-
6.63/7.41-7.48/7.61-7.63/7.71-7.73 (4xm, 4H:; 4xNHCO), 7.32 ppm (d,
JJ(HH)=78Hz, 1H: COCH(NHCO)CH,): "“CNMR (125 MHz,
CDCL/CD;0D, 27°C): 6=13.5, 22.13, 22.17, 22.23, 22.52, 22.57, 26.56,
26.58, 26.8, 27.06, 27.08, 28.2, 28.3, 28.89, 28.93, 29.05, 29.08, 29.1, 29.24,
29.27, 29.33, 29.36, 29.68, 29.75, 30.11, 30.18, 30.3, 30.7, 31.2, 31.48, 31.50,
32.16, 34.18, 34.22, 382, 38.3, 38.4, 38.5, 38.7, 38.8, 39.18, 39.23, 40.0.
40.14, 40.17, 40.19, 53.1, 53.2, 54.3, 544, 129.3, 129.5, 170.65, 170.73,
170.9, 171.3, 171.9, 172.0, 175.59, 175.63, 175.9, 176.1 ppm; MS: miz:
976.8 [M+H]*, 489.0 [M+2H]'*, 1010.7 [M+Cl]", 9748 [M-H]:
HRMS caled for CsH, ,N,O5 [M+H]*: 976.8624: found: 976.8628.
N-/6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S )-2-yl[-N'-{2-[NN-
bis(2-aminoethyl)aminojethyl]-2-tetradecylpropandiamide ~ (lipid 4 a),
C;3HyN>O;: Yield: 97 %: R;=0.09 (CHCly/MeOH/NH;, 65:35:5, v/viv):
"H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): 6=0.89 (t, */(H,H)=7.0 Hz, 6 H: 2 x
CH;), 124-192 (m., 56H: NHCH,(CH,),CH,;, (CH,);;CH,,
(CH,);CH,NH,), 2.48-2.61 (m, 6H; CH,N(CH,CH,NH,),), 2.70 (dt, *J-
(HH)=6.9, *J(HH)=14.0 Hz, 2H: (CH,);CH,NH,), 2.75-2.79 (m, 4H:
CH,N(CH,CH,NH,),), 3.03-3.41 (m, 5SH:2xCH,NHCO, COCH(tetrade-
cyl)CO), 431441 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,). 6.69-6.71/7.38-7.42/
8.18-8.20/8.32-8.33 ppm (4xm, 3H: 3xNHCO): "CNMR (125 MHz,
CDCLy/CD;0D, 27°C): 6=13.6, 22.3, 22.4, 26.6, 27.13, 27.19, 28.92, 28.94,
28.98, 29.03, 29.05, 29.13, 29.15, 29.2, 29.3, 31.1, 31.3, 31.4, 31.6, 36.9, 38.3,
38.4, 39.18, 39.22, 40.5, 53.08, 53.12, 53.28, 55.34, 170.6, 170.8, 171.3,
171.7, 171.8 ppm: MS: miz: 752.8 [M+H]*. 377.1 [M42H]**, 774.8
[M+Na]*: HRMS caled for C;;HyN,O; [M+H]*: 752.7100: found:
752.7100.
N-/6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N'-{2-[N,N-
bis(2-aminoethyl)amino]ethyl}-2-hexadecylpropandiamide ~ (lipid ~ 4b),
Cy;sHy;:N>O;: Yield: 93%: R;=0.09 (CHClL,/MeOH/NH;, 65:35:5, v/viv);
"H NMR (500 MHz, CDCl;, 27°C): =0.88 (t, */(H,H)=7.0 Hz, 6 H: 2 x
CH;), 124-1.89 (m. 60H: NHCH,(CH,),CH;, (CH,);;CH;,
(CH,);CH,NH,), 2.53-2.60 (m, 6H:; CH,N(CH,CH,NH,),), 2.67-2.77 (m,
6H: 3x CH,NH,), 3.07 (t. */(H,H)=7.6 Hz, 1 H: COCH(hexadecyl)CO),
3.12-339 (m, 4H: 2xCHNHCO). 430440 (m, 1H: COCH-
(NHCO)CH,). 6.69-6.71/7.36-7.38/8.29-8.30 ppm  (3xm, 3H: 3x
NHCO): "CNMR (125 MHz, CDCl/CD;OD, 27°C): 6=133, 22.1,
22.39, 26.42, 26.96, 27.03, 28.76, 28.81, 29.0, 29.1, 29.2, 31.6, 31.3, 31.4,
31.5, 31.65, 31.69, 36.8, 36.9, 38.4, 38.99, 39.02, 40.5, 52.88, 52.92, 52.98,
55.8, 170.6, 170.8, 171.1, 171.59, 171.64 ppm; MS: m/z: 780.7 [M+H]*,
391.1 [M+2H]*, 778.7 [M—H] : HRMS caled for C;sHyuN,O5 [M+H]*:
780.7413; found: 780.7413.
N-{6-Amino-1-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl}-N'-
{2-[N.N-bis(2-aminoethyl)aminoJethyl}-2-tetradecylpropandiamide ~ (lipid
4¢), C:HysN;O5: Yield: 81%: Ri=0.30 (CHCl/MeOH/NH;, 65:35:5, viv/
v): '"H NMR (500 MHz, CDCl, 27°C): 0=0.75 (t, *J(H,H)=6.5 Hz, 6 H:
2xCH;), 1.11-1.69 (m, 56H: NHCH,(CH.,),CH,CH=CHCH,(CH,),CH;,
(CH,),;CH;, (CH,);CH,NH,), 1.83-1.88 (m, 4H: CH,CH=CHCH,), 2.32—
245 (m, 6H: CH,N(CH,CH,;NH,),), 2.52-2.56 (m, 6H: 3xCH,NH,),
2.90-3.31 (m, SH: 2x CH,NHCO, COCH(tetradecyl)CO), 4.26-4.31 (m,
IH: COCH(NHCO)CH,), 5.20-5.24 (m, 2H; CH=CH), 7.15-7.86/8.02—
8.10/8.14-8.24 ppm (3xm, 3H:; 3xNHCO): “C NMR (125 MHz, CDCly/
CD;OD, 27°C): 0=13.9, 22.4, 22.67, 22.68, 26.71, 26.77, 26.9, 27.4, 27.5,
28.99, 29.05, 29.13, 29.21, 29.24, 29.36, 29.41, 29.45, 29.48, 31.59, 31.61,
31.68, 31.9, 32.16, 32.29, 36.7, 37.6, 39.2, 39.3, 39.38, 39.44, 41.45, 41.53,
52.8, 52.9, 53.0, 53.9, 54.2, 56.9, 57.1, 129.40, 129.61, 170.0, 170.4, 170.9,
171.0. 171.2, 171.4 ppm: MS: m/z: 807.4 [M+H]*. 840.8 [M+Cl]", 804.9
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[M—~H] : HRMS caled for C,;HyN,O, [M+H]*: 806.7569: found:
806.7567.

Removal of the Boc protective group with hydrochloric acid (lipid Sa—c
and lipid 6a—c):

Method a: The Boc-protected lipid (0.2 mmol) was suspended in acetic
acid ethyl ester (15mL). HCI (4 mL. 36%) was added stepwise within
2h and the reaction mixture was stirred for 6 h. Then, the solvent was
separated in vacuo. Ammonia (10 mL, 15%) was added carefully under
stirring while cooling with an ice bath, and subsequently brine with
K,CO; (20%: 10 mL) was added to the suspension. The mixture was ex-
tracted three times with CHCl;.. The combined organic layers were
washed with brine, dried over Na,SO,, filtered and the solvent was
evaporated. The crude lipid was purified by column chromatography
using silica gel 60 (2 g for 150 mg crude product) and CHCl;/MeOH/NH;
with the gradient technique.

Method b: The Boc-protected lipid (0.2 mmol) was suspended in acetic
acid ethyl ester (15 mL). Over 2 h, HCI (4 mL, 36 %) was added stepwise.
The reaction mixture was stirred for 6 h, then the solvent was evaporated.
The residue was dissolved in a mixture of CHCl; (4 mL) and methanol
(I mL), and DMAP (1.2 mmol, 146 mg) was added. This mixture was
separated by column chromatography using silica gel 60 (2 g for 150 mg
crude product) and CHCl;/MeOH/NH; with the gradient technique to
achieve the pure lipid as the free base.
N-/6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N'-{2-[N,N-
bis(2-{N-[(25)-2,6-diamino-1-oxohexylJaminojethyl)amino Jethyl]-2-tetra-
decylpropandiamide (lipid 5a), CssH,; ;3N O5: Yield: 69% (method a);
R=0.18 (CHClY/MeOH/NH;, 35:65:15, v/v/v); '"HNMR (500 MHz,
CDCl;, 27°C): 6=0.86 (t, *J(H,H)=6.7 Hz, 6H: 2x CH;), 1.23-1.81 (m,
68H; NHCH,(CH,),,CH;, (CH,),;;CHs, 3x(CH,);CH,NH,), 2.48-2.58 (m.
6H: CH,N(CH,CH,NH),), 2.66-2.74 (m, 6 H; 3x CH,NH,), 3.11-3.48 (m.
11H: 4xCH,NHCO, COCH(tetradecyl)CO, 2xCHNH,CH,), 4.28-4.31
(m, 1H: COCH(NHCO)CH,), 7.14-7.21/7.46-7.86 ppm (2xm, SH;: 5x
NHCO); "CNMR (125 MHz, CDCL,/CD,0D, 27°C): 6=13.2, 22.06,
22.13, 22.3, 26.4, 26.94, 27.00, 28.76, 28.88, 28.92, 28.98, 29.1, 29.7, 30.1,
30.5, 30.6, 31.26, 31.34, 31.40, 34.2, 37.0, 37.1, 37.3, 39.0, 39.77, 39.83, 40.0,
52.8, 52.9, 53.3, 53.4, 53.5, 53.6, 54.1, 170.5, 170.7, 171.0, 171.6, 171.7,
172.1, 175.6, 175.7 ppm; MS: m/z: 1008.6 [M+H]*, 1030.7 [M+Na]*,
1042.6 [M+CI] : HRMS caled for CsH, ;N O5 [M+H]*: 1008.8999;
found: 1008.9027.
N-/6-Amino-1-oxo-1-(N-tetradecylamino)hexan-(2S)-2-yl]-N'-{2-[N,N-
bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexylJaminojethyl)amino Jethyl}-2-hexa-
decylpropandiamide (lipid 5b), Cs;H,;;N;;O5: Yield: 58% (method a);
R,=0.18 (CHCly/MeOH/NH;, 35:65:15, v/v/v): '"H NMR (500 MHz, D,O,
60°C): 0=0.88-0.89 (m, 6H: 2xCH;]), 1.30-2.04 (m, 72H; NHCH,-
(CH,),CH;, (CH,),sCH;, 3x(CH,);CH,NH,). 2.91-3.01 (m, 6H: CH,N-
(CH,CH,NH),), 3.07-3.13 (m, 6H: 3xCH,NH,), 3.19-3.60 (m, 9H: 4x
CH,NHCO, COCH(hexadecyl)CO), 4.47 (t. “J(HH)=4.1 Hz, 2H; 2x
CHNH,CH,), 4.35-4.40 ppm (m, 1H; COCH(NHCO)CH,): “C NMR
(125 MHz, D,0, 60°C): 6=14.0, 21.9, 22.6, 22.7, 22.8, 26.7, 27.3, 27.5,
27.6, 29.5, 29.67, 29.76, 30.2, 30.89, 30.94, 31.15, 31.20, 31.8, 32.2, 36.8,
37.0, 37.2, 39.6, 39.8, 52.8, 53.0, 53.7, 54.0, 54.4, 170.40, 171.44, 171.6,
1719, 1725, 1729, 1732ppm: MS: m/z: 1036.6 [M+H]*, 1058.7
[M+Na]*, 1070.6 [M+Cl] ; HRMS caled for CyH 4N, Os [M+H]":
1036.9312: found: 1036.9321.
N-(6-Amino-1-{N-[(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl] )-N'-
{2-/N\N-bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexylJaminojethyl)amino Jethyl)-
2-tetradecylpropandiamide (lipid 5¢), Cs,H;;uN;,Os: Yield: 70% (meth-
oda); R=0.19 (CHCI/MeOH/NH;, 35:65:15, v/v/v): 'HNMR
(500 MHz, CDCl;, 27°C): 0=0.88 (t, “J(H.H)=6.8 Hz, 6H; 2x CH;).
125-188 (m., 68H: NHCH,(CH,),CH,CH=CHCH,(CH,),CH;,
(CH,);sCH;, 3x(CH,);CH:NH,), 1.95-2.01 (m, 4H: CH,CH=CHCH,),
2.50-2.58 (m, 6H; CH,N(CH,CH,NH),). 2.67-2.72 (m, 6H: 3CH,NH,).
3.12-336 (m, 11H: 4xCH,NHCO, COCH(tetradecyl)CO, 2x
CHNH,CH,), 4.28-432 (m. 1H; COCH(NHCO)CH,]), 5.34-5.38 (m,
2H: CH=CH), 7.14-7.15/7.65-7.66/7.84-7.85 (3xm, 4H; 4xNHCO),
747-749ppm (m. 1H:; COCH(NHCO)CH,): “CNMR (125 MHz.
CDCly/CD;O0D, 27°C): 6=13.8, 22.38, 22.45, 22.51, 22.6, 26.8, 27.0, 27.32,
27.37, 28.6, 28.7, 29.0, 29.1, 29.25, 29.32, 29.5, 31.2, 31.3, 31.4, 31.7, 31.8,
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Anhang

Peptide-Mimic Amino-Functionalised Lipids

(%)
¥
L'J

4,344, 34 7 37.2,37.3, 374, 375 37.6, 39.3, 39.5, 40.4, 40.5, 40.6, 40.7,
.1, 53.7, 53.8. 54.0, 542, 54.4, 54.5, 129.5, 129.8,, 170.6, 170.8, 171.0,
171.3. 171.7, 171.75, 175.71, 175.79, 175.9, 176.0 ppm; MS: m/z: 1062.7
[M4+H]*, 5319 [M+2H]*, 1096.7 [M+Cl]";: HRMS caled for
CsoH 5N, O5 [M+H]™: 1062.9468: found: 1062.9473.
N-/2-[NN-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexylJamino}ethyl)ami-
nofethyl}-N'-(6-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyljamino}-1-oxo-1-(N-tetra-
decylamino)hexan-(2S)-2-yl)-2-tetradecylpropandiamide — (lipid ~ 6a),
CyH 5N ;040 Yield: 27% (method a), 99% (method b): R;=0.14
(CHCly/MeOH/NH;, 35:65:15, viv/v); '"HNMR (500 MHz, D,0, 60°C):
6=0.87-0.89 (m, 6H: 2x CH,), 1.30-1.91 (m. 74H: NHCH,(CH,),,CH,.
(CH,),;CH;, 3x(CH,);CH,NH,, (CH,);CH,NHCO), 2.71-2.78 (m, 6H;
CH,N(CH,CH,NH),), 3.08 (t, *J(H,H)=7.5 Hz, 6 H; 3x CH,NH,), 3.17-
342 (m, 14H: 5xCH,NHCO, 3xCHNH,CH,, COCH(tetradecyl)CO),
4.04 (1, YJ(HH)=6.5 Hz, 3H; 3x CHNH,CH,); 4.31-4.36 ppm (m, 1H:
COCH(NHCO)CH,); “"CNMR (125 MHz, CDCl/CD;0D, 27°C): 6=
13.2, 21.3, 21.6, 22.0, 22.3, 26.05, 26.14, 26.17, 26.4, 26.92, 26.99, 27.9, 28.7,
28.9, 29.1, 30.3, 30.4, 31.3, 31.7, 31.8, 32.0, 37.2, 37.3, 37.4, 38.3, 38.5, 39.0,
529, 530, 531, 536, 533, 170.5, 170.6; 1707, 171.8, 1719, 1720,
176.4 ppm: MS: m/z: 1136.6 [M+H]". 1158.8 [M+Na]*. 1170.5 [M+CI] :
HRMS calced for Co H 2N 3O [M+H]*: 1136.9949: found: 1136.9958.
N-{2-/N.N-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-amino-1-oxohexylJamino]ethyl)amino]eth-
VI}-N'-(6-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexylJamino}-1-oxo-1-(N-tetradecyl-
amino)hexan-(2S)-2-yl)-2-hexadecylpropandiamide (lipid 6b),
CysH,20N,;0,: Yield: 97% (method b); R,=0.10 (CHCl/MecOH/NH,,
35:65:15, v/v/v): 'H NMR (500 MHz, D,0O, 60°C): 6=0.86-0.88 (m, 6H:
2xCH;), 131-194 (m. 78H: NHCH,(CH,),,CH;, (CH,);sCH;, 3x
(CH,);CH.NH,, (CH,);CH,NHCO), 2.71-2.74 (m. 6H: CH,N-
(CH,CH,NH),), 2.83-2.85 (m, 6 H; 3x CH,NH,). 3.17-3.42 (m. 14H: 5x
CH,NHCO, 3xCHNH,CH,. COCH(hexadecyl)CO). 4.34-4.37 ppm (m,
1H: COCH(NHCO)CH,): "CNMR (125MHz, D,0, 60°C): d=14.0,
14.1,22.7,/22.8, 22.9,23.3,27.3,27.4,27.5; 27.7, 28.8, 29.7, 29.9,30.0,:30.2,
30.3, 30.8, 31.5, 32.17, 32.23, 34.7, 37.5, 37.6, 37.8, 37.9, 39.4, 39.7, 40.36,
40.41, 53.4, 53.5, 54.4, 55.1, 171.2, 171.3, 171.4, 173.1, 177.5, 177.6 ppm,
MS: miz: 1165.0 [M+H]*, 1187.8 [M+Na]*, 1163.1 [M—H] . 1199.0
[M+Cl]": HRMS caled for CiHyN;O, [M+H]: 1165.0262, found:
1165.0272.
N-{2-/NN-Bis(2-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexylJaminojethyl)ami-
nofethyl])-N'-(6-{N-[(2S)-2,6-diamino-1-oxohexyljamino}-1-[N-(9Z)-octa-
dec-9-enylamino]-1-oxohexan-(2S)-2-yl)-2-tetradecylpropandiamide (lipid
6¢), CysH 3N;;04: Yield: 21% (method a), 97% (method b): R;=0.14
(CHCly/MeOH/NH;, 35:65:15, v/v/v); '"H NMR (500 MHz, CDCl;, 27°C):
0=0.88 (t, J(HH)=6.6 Hz, 6H: 2xCH;), 1.25-1.88 (m, 74H: NHCH.,-
(CH,),CH,CH=CHCH,(CH,),CH;.  (CH,);;CH,, 3x(CH,);CH,NH,,
(CH,);CH,NHCO), 1.94-2.03 (m, 4H: CH,CH=CHCH,), 2.54-2.59 (m,
6H:; CH,N(CH,CH,NH),), 2.68 (t. *J(H.H)=53 Hz, 6H; 3x CH,NH,),
3.12-3.36 (m, 14H: 5x CH,NHCO, 3x CHNH,CH,, COCH(tetradecyl)-
CO), 4.28-4.32 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,), 5.33-5.39 (m, 2H: CH=
CH), 7.18-7.21/7.41-7.44/7.55-7.58/7.66-7.68/7.83-7.86 ppm (5xm, 6H
6xNHCO); "CNMR (125 MHz, CDCL/CD;0D, 27°C): 6=13.5, 22.2,
22.6,22.7, 26.6, 26.8, 27.2, 28.5, 28.5, 28.89, 28.94, 29.04, 29.09, 29.14, 29.3,
31.2, 32.15, 32.24, 32.3, 34.59, 34.66, 37.1, 37.3, 38.4, 39.2, 40.9, 52.9, 53.0,
53.3, 53.5, 53.6, 54.5, 54.6, 129.2, 129.4, 170.59, 170.63, 171.3, 171.4, 175.5,
175.6, 175.7 ppm: MS: m/z: 1190.9 [M+H]*, 5962 [M+2H]**, 397.8
[M43H]*, 12129 [M+Na]*, 12249 [M+Cl]: HRMS caled for
CysH 1N ;04 [M+H]*: 1191.0418, found: 1191.0427.

Sample preparation: The pure lipid was suspended in 10 mm carbonate
buffer (pH 10, Na,COy/NaHCO;) to a concentration of 1 mgmL . The
samples were heated twice to 80°C and thoroughly mixed using a vortex,
followed by 20 min of sonication at 60°C. Finally, the samples were de-
gassed for 15 min.

DSC: The DSC measurements were performed on a MicroCal VP-DSC
apparatus (MicroCal Inc., Northampton, MA, USA). The heating rate
was 60 or 20 Kh™', each heating and cooling scan was repeated to con-
firm reproducibility, and the first scan was disregarded. The observed
temperature range was from 2 to 95°C. The reference cell was filled with
pure solvent (carbonate buffer, pH 10). The buffer-buffer baseline was

b.)
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subtracted from the thermograms of the samples, and the DSC scans
were evaluated by using MicroCal Origin 8.0 software.

DLS: The particle size was measured in carbonate buffer of pH 10 by
photon correlation spectroscopy on a Zetasizer Nano-ZS ZEN3600 (Mal-
vern Instruments Ltd., Malvern, Worcestershire. UK) with a sample re-
fractive index of 1.33 and a viscosity of 0.8872 MPas at 25°C. Every
sample was measured three times. Each run consisted of 15 consecutive
scans with a duration of 20s. Results shown are the average of these
three values. The correlation data were evaluated with ALV-Correlation
software version 3.0 using an exponential regularised fit (see Supporting
Information). We used a regularised exponential fit for the analysis of
the correlation functions obtained because the commonly used cumulants
analysis is restricted to monodisperse systems with radii between 30 and
100 nm. ")

TEM: The samples were suspended with 10 mm carbonate buffer (pH 10,
Na,CO+/NaHCO,) to a final concentration of 0.05 mgmL " and were so-
nicated at 60°C for 10 min. The negatively stained samples were pre-
pared by spreading 5 pL of the dispersion onto a Cu grid coated with a
formvar film. After 1 min, excess liquid was blotted off with filter paper
and aqueous uranyl acetate (1%, 5pl) was placed onto the grid and
drained off after 1 min. The dried specimens were examined with a Zeiss
EMOY00 transmission electron microscope.
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Anhang

Chemical Characterization of Boc-protected Lipid Precursors

Ya-¢

N-(2-Aminoethyl)-N - { 1-0x0-6-[ N-(fert -butoxycarbonylamino]- 1-[N-(tetradecyl)amino |hexan-
(25)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamide  (9a) CuHgNsOs:  Yield: 87%: Ry = 074
(CHCL/MeOH/NHs, 80/20/2, v/viv); m.p. 105-110°C; "H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): d =
0.88 (t, J(HH) = 6.9 Hz, 6H; 2xCHyCHy), 1.25-1.84 (m, 65H; NHCHy(CH:)12CHs, (CH2)i5CHs,
(CH3);CHNHBoce, OC(CH;)3), 2.89-2.93 (m, 2H: CH:NH,), 3.03-3.41 (m, TH: CH;NHBoc,
2xCH,NHCO, COCH(tetradecy)CO), 4.27-4.36 (m, 1H; COCH(NHCO)CH:), 4.75 (s, 1H:
NHBoc).,  6.39-6.45/7.33-7.35  (2#<m, 2H; 2=NHCO]). 7.08-7.15ppm (m, IH:
COCH(NHCO)CH2): MS: m/z: 767 [M+HT", 1331 [2M+H]: HRMS caled for CayHysNsOs
[M+H] "z 766.6780: found: 766.6768.

N-(2-Aminoethyl)-2-hexadecyl-N - { 1-0x0-6-[ N-(fert.-butoxycarbonyl)amino]- 1-[N-
(tetradecyl)amino | hexan-(25)-2-y1} propandiamide (9b) CaglloNsOs: Yield: 96 %; Ry = 0.64
(CHCL/MeOH/NH:, 80/20/2, viviv); m.p. 118-120°C; 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): d =
0,88 (t, J(HH) = 6.9 Hz, 6H; 2xCH:CHy), 1.25-1.86 (m, 69H; NHCH:(CF12),2CHs, (CH:)isCHs,
(CH:);CH:NHBoc, OC(CH;)3), 2.82-2.85 (m, 2H: CHNH,): 3.02-3.35 (m, 7TH: CH:NHBoc,
2xCH,NHCO, COCH(hexadecy)CO), 4.30-4.34 (m, IH; COCH(NHCO)CH:), 4.72 (s, 1H;
NHBoc),  6.20-6.30/6.93-6.94  (2=xm. 2H: 2*NHCO), 7.08-7.09 ppm  (m, [H;
COCH(NHCO)CH.); MS: m/z: 795 [M+H]', 1589 [2M+H]', 818 [M+Na]'; elemental analysis
caled (%) for CygllayNsOs: C 69.56, H 11.55, N 8.82; found: C 69.20, H 11.25, N 8.56.

N-(2-Aminoethyl)-N'-{1- |N-[(94)-octadec-9-enyllamino | - 1-0x0-0-[ N-(ferr.-butoxy-
carbonyl)aminoJhexan-(25)-2-yl} -2-tetradecylpropandiamide (9¢) CasHosNsOs: Yield: 87 %: Re=
0.78 (CHCIMeOH/NH;, 80/20/2, viviv); m.p. 101-103°C; "H NMR (500 MHz, CDCly, 27°C): d
= 088 (., HH) = 69Hz 6H; 2xCHCH:), 1.24-1.86  (m.  65H;
NHCHa(CH:)sCH2CH=CHCH2(CH:)oCH:, (CH2)3CHa, (CH2):CH:NHBoe, OC(CH:)z), 1.96-
2.03 (m, 4H; CH-CH=CHCH-), 2.90-2,94 (m, 2H; CH.NH,), 3.05-3.49 (m, 7H; CH-NHBoc,
2xCHNHCO, COCH(tetradecy)CO). 4.28-4.35 (m, 1H; COCH(NHCO)CHz), 4.74 (s, 1H:
NHBoc), 5.32-5.38 (m, 2H; CH=CH), 6.36-6.46/7.54-7.56 (2xm, 2H; 2xNHCO), 7.15-7.36 ppm
(m, 1H: COCH(NHCO)CH;): MS: m/z 821 [M+H]": elemental analysis caled (%) for
CigHosNsO3xH20: C 68.77, H 11.42, N 8.35; found: C 68.58, H 11.20, N 8.51.

12a-¢

N[ 2-(N- {(28)-2,6-Di[N-(tert.-butoxycarbonyl)amino]- I -oxohexyl} amino Jethyl]-N"-[6-( N- | (25)-
2.6-di[ N-(tert -butoxycarbonyl)amino]- 1 -oxohexyl} amino-1-0x0-1-( N-tetradecylamino )hexan-
(28)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamide  (12a)  CyHy3sNoOhs: Yield:  85%: Ry = 0.74
(CHCI/MeOH, 91, v/v): mp. 135-140°C; 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): 6 = 0.87 (t,
SHILH)Y = 6.9 Hez, 6H: 2xCH:CH;), 1.23-1.85 (m, 104H:; NHCH;(CH2)i2CHs, (CHy)isCH;,
2%(CH:):CH:NHBoc¢, (CH2):CH:NHCO, 4<OC(CHj)), 3.10-3.51 (m, 13H: 4xCH.NHCO,
2xCH:NHBoc, COCH(tetradecyl)CO), 4.06-4.12 (m, 2H; 2xCOCHNHBocCH:), 4.29-4.36 (m,
1H; COCH(NHCO)CHz), 4.63-4.88 (m, 2H; 2<NAHBoc £), 5.40-5.58 (m, 2H; 2xN/HBoc a), 6.24-
6.25/6.60-6.79/7.09-7.22/7.31-7.55 ppm (4=xm, SH; 5*NHCO); MS: m/z: 1345 [M+Na]", 1357
[M=CI]; elemental analysis caled (%) for C5H3sNsQ s C 64,46, H 10.29, N 9.53; found: C
64.79, H 1045, N 9.47.

N-[2-(N-{(25)-2,6-Di[N-(fert.-butoxycarbonyl)amino]- I -oxohexyl} amino Jethyl]-N"-[ 6-(N- | (25)-
2.6-di[ N-(ters.-butoxycarbonyl)amino]- 1 -oxohexyl} amino- I-oxo- 1 -(N-tetradecylamino )hexan-
(25)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamide  (12b) C7:H;:NoOy3: Yield: 86 %: Ry = 0.72
(CHCI/MeOH, 971, viv); mp. 140-145°C; '"H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): 6 = 0.88 (1,
"J(li,ll) = 6.9 Hz, 6H; 2xCH:CH3), 1.23-1.84 (m, 108H; NHCH2ACH:);2CHs, (CH2)isCH;,
24(CH:1CH:NHBoe, (CH:):CH:NHCO, 4<0C(CH;)), 3.08-3.38 (m, 13H: 4=CH:NHCO,
2xCH:NHBoc, COCH(hexadecy)CO), 4.06-4.08 (m, 2H; 2xCOCHNHBocCH:), 4.33-4.36 (m,
1H: COCH{(NHCO)CH3), 4.75-4.88 (m, 2H; 2xNHBoc ), 5.43-5.66 (m, 2H: 2=NHBoc a), 6.64-
6.77/7.15-7.22/7.33-7.58 ppm (3»m, 5SH: 5xNHCO); MS: m/z 1351 [M+H], 1373 [M+Na]’,
1385 [M+CI]; elemental analysis caled (%) for CriH 3NoOys: C 64.90, H 10.37, N 9.33; found:
C64.92, H 10.03, N 9.27,

N-[2-(N- {{28)-2,6-Di[ N-{ferr.-butoxyearbonyljamina]- 1 -oxohexyl  amino Jethyl]- N -[6-(N- {(28)-
2,6-di[ N-(ters.-butoxycarbonyl)amino]- 1 -oxohexyl}amino- I-[N-(9Z)-octadec-9-enylamino]-1-

oxohexan-(25)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamide (12¢) Cs:HpyyNaOys: Yield: 87 %; Ry = 0.78
(CHCly/MeOH 9:1); m.p. 132-135°C; "H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): 6 = 0.88 (t, J(IHLH) =
6.7 Hz. 6H: 2xCH;CH;), 1.23-1.84 (m., 104H: NHCHa(CH:)sCHCH=CHCH(CH:)sCHs,
{CH2:CHs,  24(CH:CHNHBoe, (CH:);CHNHCO,  4=0C(CH):), 1.95-2.00 (m,  4H;
CHCH=CHCH), 3.10-3.40 (m, 13H: 4=CHNHCO, 2=CHNHBoc, COCH(tetradecyl)CO),
4.06-4.11 (m, 2H; 2xCOCHNHBocCH;), 4.34-4.37 (m, 1H: COCH(NHCO)CH,), 4.72-4.87 (m,
2H: 2xNHBoc &), 5.31-5.37 (m, 2H: CH=CH), 5.44-5.66 (m. 2H; 2*NHBoc u), 6.63-6.77/7.11-

Ha-c

N-{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-0xo-1-[(N-tetradecyl )amino Jhexan-(2S5)-2-y1} -N [ 2-(N-
1(25)-2,6-di[ N-(rert.~butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-

tetradecylpropandiamide (11a) CgoH;1sN7Oj0: Yield: 91 %: Ry = 0.70 (CHCl:/MeOH, 9/1, v/v);
m.p. 145-147°C; 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): & = 0.88 (1, “J(H,H) = 6.9 Hz, 6H;
2xCH>CH3), 1.23-1.86 (m, 89H: NHCH,(CH,);2CHs, (CH:)i:CH;, 2%(CH);CHNHBoc,
3xOC(CH;)a), 3.02-3.50 (m, 11H; 3xCH,NHCO, 2xCH;NHBoc, COCH{(tetradecyl)CO), 4.05-
4.06 (m, 1H; COCHNHBoc¢CH), 4.29-4.33 (m, 1H: COCH(NHCO)CH;), 4.73-4.78 (m, 2H:
2xNHBoc &), 5.43-5.44 (m, 1H: NHBoc a). 6.52-6.59/6.92-6.93/7.12-7.15/7.47-7.51 ppm (4*m,
4H: 4xNHCO): MS: 1117 [M+Na]", 1129 [M+CI]; elemental analysis caled (%) for
CeoH115N;7040: C 65.84, H 10.59, N 8.96; found: C 65.86, H 10.29, N 8.83.

N-1{6-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-[(N-tetradecyl)aminoJhexan-(25)-2-yl} -N [ 2-(N-
1(25)-2,6-di[ N-(zert.-butoxycarbonyl)amino |- 1-oxohexyl}amino)ethyl]-2-

hexadecylpropandiamide (11b) Ce2H;1sN;040: Yield: 88 %: R¢ = 0.86 (CHCL:/MeOH, 9/1, v/v);
mp. 152-157°C: 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): 6 = 0.88 (t. “J(H.H) = 7.0 Hz, 6H;
2%CHxCH;), 1.23-1.86 (m, 93H; NHCH2A(CH:)i2CHs, (CH:)sCHs, 2x(CH2);CH:NHBoc,
3xOC(CH;)z), 3.06-3.45 (m, 11H; 3xCH;NHCO, 2xCH-NHBoc¢, COCH(hexadecyl)CO), 4.05-
4.06 (m, 1H; COCHNHBocCH>), 4.27-4.34 (m, 1H: COCH(NHCO)CH,), 4.71-4.82 (m, 2H;
2xNHBoc €), 5.32-5.41 (m, 1H; NHBoc¢ a). 6.45-6.51/6.90-6.91/7.08-7.09/7.44-7.50 ppm (4xm,
4H; 4xNHCO); MS: m/z: 1145 [M+Na]", 1157 [M+CI]; elemental analysis caled (%) for
CeaH11sN70y0: C 66.33, H 10.68, N 8.73: found: C 66.30, H 10.92, N 8.61.

N-16-[N-(tert.-Butoxycarbonyl)amino]-1- { N-[(97)-octadec-9-enyl] } amino- | -oxohexan-(2S5)-2-
v} =N =[2-(N-1(28)-2,6-di[ N=(tert.~butoxycarbonyl)amino]- 1 -oxohexyl} amino)ethyl]-2-
tetradecylpropandiamide (11¢c) CgsH 2iN-Oy0: Yield: 97 %: Ry = 0.67 (CHCl:/MeOH, 9/1. v/v);
mp. 134-137°C; 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): & = 0.86 (1, “J(H,H) = 6.9 Hz, 6H;
2xCHyCH3), 1.21-1.84 (m, 89H; NHCHy(CH:)sCH,CH=CHCH(CH,)¢CHs, (CH:)13CHa,
2%(CH:);CH:NHBoc, 3xOC(CH;)s), 1.94-2.00 (m, 4H: CH.CH=CHCH>), 3.01-3.48 (m, 11H;
3%CH,NHCO, 2xCHNHBoc, COCH(tetradecyl)CO), 4.06-4.08 (m, 1H: COCHNHBocCH>),
4.31-4.35 (m, 1H; COCH(NHCO)CHa), 4.79-4.85 (m, 2H; 2xN/HBoc ¢), 5.33-5.36 (m, 2H;
CH=CH), 5.39-5.51 (m, 1H: NHBoc¢ a), 6.81-6.82/6.97-7.0/7.32-7.33/7.57-7.59 ppm (4xm, 4H:
4xNHCO); MS: m/z: 1171 [M+Na] ; elemental analysis caled (%) for CesHi2iN;050: C 66.92, H
10.62, N 8.54; found: C 66.78, H 10.26, N 8.46.

7.21/7.33-7.55 ppm (3xm, SH: S*NHCO): MS: m/=: 1376 [M+H]", 1399 [M+Na]", 1411 [M+CI]
: elemental analysis caled (%) for CosHyg NoOy2: C 6542, H 10.32, N 9.15; found: € 65.07, H
10.34, N 9.16.

13a-¢

N-{2-[N.N-Bis(2-aminoethyaminoJethyl } -N'- { 1-0x0-6-[N-(fert.-butoxycarbonyDamino]-1-[N-
(tetradecyl)amino Jhexan-(28)-2-yl}-2-tetradecylpropandiamide (13a) CisHorN:Os: Yield: 94 %:
Rr = 0.33 (CHClY/MeOH/NHs, 80/20/2, viv/v), m.p. 78-82°C; 'H NMR (500 MHz, CDCls,
27°C): 6 = 0.87 (t, "JHLH) = 6.9 Hz, 6H1; 2xCH,C/3). 1.23-1.88 (m, 65H; NHCH(CH2)12CHs,
(CH:)13CHs, (CH:):CH2NHBoc, OC(CH;)s), 2.48-2.61 (m, 6H; CH:N(CH;CH:NH;):), 2.75-2.78
(m, 4H; 2xCH>NH;), 3.04-3.35 (m, 7H; CH:NHBoc, 2xCH.NHCO, COCH(tetradecyl)CO),
4.32-4.39 (m, 1H; COCH(NHCO)CH;), 4.83/4.97 (2%s, IH: NHBoc), 7.35/7.51 (2=s, 1H;
COCH(NHCO)CH:), 6.73/7.47/8.41/8.29 ppm (4xs, 2H: 2xNHCO); MS: m/z: 853 [M+H]", 851
[M-H], 887 [M+CI]"; elemental analysis caled (%) for CagHarN,O3xH,0: C 66,24, H 11.47, N
11.27; found: C 66.11, H 11.10, N 11.35.

N-{2-[N.N-Bis(2-aminoethyl)aminoethyl} -2-hexadecyl-N - { 1-0x0-6-[ N=(rert.-but-

oxycarbonyljamino]-1-[ N-(tetradecyl)amino Jhexan-(25)-2-yl} propandiamide (13b) CsoHjoN2Os:
Yield: 95 %; Ry = 0.36 (CHCly/MeOH/NH;, 80/20/2, viviv); m.p. 93-97°C; "H NMR (500 MHz,
CDCls, 27°C): & = 0.88 (1, MILH) = 6.9Hz 6H; 2<CH,CHy), 1.23-1.89 (m, 69H;
NHCHACH:)12CHy,  (CH2,isCHy,  (CHG)CHeNHBoce,  OC(CHG)), 2.50-2.62 (m,  6H;
CHN(CH.CH:NHz)2), 2.76-2.80 (m, 4H: 2=CIH:NH:), 3.05-339 (m, TH; CH:NHBoc,
2=CH;NHCO, COCH(hexadecy)CO), 4.31-4.39 (m, 1H; COCH(NHCO)CH;), 4.81/4.94 (2%s,
IH; NAHBoc), 7.29/744 (2xs, 1H; COCH(NHCO)CH,), 6.67/7.37/8.18/8.26 ppm (4xs, 2H;
2NHCOY MS: m/z: 881 [M+H]", 879 [M-H], 915 [M+CI]: elemental analysis caled (%) for
CspHyo1N7O3xH20: C 66.85, H 11.56, N 10.91; found: C 66.88, H 11.28, N 10.82.

N-12-[N.N-Bis(2-aminoethyl)aminoJethyl }-N - { I - {N-[(9Z)-octadec-9-enyl Jamino} - 1 -ox0-6-[ N-

(rert.-butoxycarbonyl)aminoJhexan-(25)-2-yl} -2-tetradecylpropandiamide  (13¢) CsHjoaN2Os:
Yield: 95 %:; Ry = 0.33 (CHC1y/MeOH/NH;, 80/20/2, v/v/v); mp. 68-72°C; "H NMR (500 MHz,
CDCly, 27°C): 4 = 085 (t, "J(Il_ll) = 6.8 Hz, 6H; 2xCH.CH3), 1.21-1.86 (m, 65I;
NHCH(CH:)sCH,CH=CHCH(CH:)sCHs, (CH:)sCHs, (CH:1:CH:NHBoc, OC(CH:)s), 1.93-
1.98 (m, 4H; CH:CH=CHCH), 2.44-2.56 (m, 6H; CH;N(CH:CH:NHz);), 2.71-2.76 (m, 4H;
2=CH3NHz), 3.03-3.34 (m, 7H: CH:NHBoc, 2xCHNHCO, COCH(tetradecy)CO), 4.31-4.36
(m, 1H; COCH{NHCO)CH;), 4.89/5.07 (2=s, 1H: NHBoc), 5.29-5.34 (m, 2H: CH=CI),

111 Die hier verwendeten Abkurzungen der Verbindungen entsprechen nicht den Abkirzungen der Dissertationsschrift sondern richtet
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7.51/7.72 (2%s, 1H; COCH(NHCO)CH,), 6.84/7.45/8.08 ppm (3xs, 2H; 2xNHCO); MS: m/z: 907
[M+H]'": elemental analysis caled (%) for Cs2H paN7O5=xH,0: C 67.56, H 11.45, N 10.61; found:
C 6720, HI1LI3,N 10.77.

I5a-c

N-(2-{ NN-Bis| 2-(N-{(25)-2,6-di[ N-{ rert.-butoxycarbonyl)amino- 1 -oxohexyl } -
amino)ethyllamino} ethyl)-N'-{6-[N-(zert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxo-1-(N-
tetradecylaminoyhexan-(25)-2-yl} -2-tetradecylpropandiamide (15a) CsoH 53N, 050 Yield: 95 %,
R = 0.77 (CHClyMeOH, 9/1, v/v); mp. 116-120°C: 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): & =
0.87 {1, "'J(II‘II) = 6.9z, 6H; 2xCH.CH;), 1.24-1.82 (m, 113H; NHCH(CH;)2CH;,
(CH:)13CHs, 3<(CH:1:,CHaNHBoc, 5%0C(CH3)3), 2.43-2.59 (m, 6H; CHN(CH>CH,NH),), 3.07-
331 (m, 15H: 4xCH;NHCO, 3=xCH:NHBoc, COCH(tetradecy)CO), 4.19-4.31 (m. 2H;
2xCOCHNHBocCH;), 4.40-4.41 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,). 4.82-5.16 (m, 3H; 3xNHBoc &),
5.58-5.60 (m, 2H: 2xNHBoc «], 6.72-6.74/7.50-7.56/7.71-7.73 ppm (3m, SH: $xNFHCO): MS:
m/z 1509 [M+H], 1532 [M+Na], 1544 [M+CI]: elemental analysis
Cyoll1s:N ) Oys: € 63,67, 1 10.22, N 10.21: found: C 63.69, H 9.90. N 10.04.

caled (%) for

N-(2- | N.N-Bis[2-(N- {(25)-2,6-di[ N-(fert.-butoxycarbonyljamino- | -oxohexyl} -
amino)ethyl]lamino}ethyl)-N - {6-[ N-(tert.-butoxycarbonyl)amino -1 -oxo-1-(N-
tetradecylamino)hexan-(25)-2-yl}-2-hexadecylpropandiamide (15b) Cs;H;5sN; Oys: Yield: 84 %;
Re = 0.83 (CHCIyYMeOH, 9/1, v/v); mp. 111-117°C; "H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): & =
0.87 (1, J(ILH) 6.8 Hz, 611; 2xCHLCHz), 1.25-1.91 (m, 117H; NHCHx(CH2)12CHy, (CH2)isCHs,
3(CH2):CH:NHBoe, 5=0C(CH;):), 2.47-2.57 (m, 6H; CHN(CHCH:NH)z), 3.08-3.34 (m,
15H;  4xCH.NHCO,  3xCH-NHBoc, COCH(hexadecy)CO),  4.20-4.31 (m, 2H;
2xCOCHNHBocCHz), 4.40-4.41 (m, 1H; COCH(NHCO)CH), 4.83-5.20 (m, 3H; 3xNHBoc &),
5.60-5.69 (m, 2H; 2«NHBoc a). 6.72-6.73/7.51-7.75 ppm (2m, 5H; 3xNHCO); MS: m/z: 1537
[M+H]", 1559 [M+Na]", 1572 [M+CI]; elemental analysis caled (%) for Cg;H, 52N, 0452 C 64.07,
H 10.29, N 10.02; found: C 63.74, H 9.98, N 9.87.

N-(2-{ N N-Bis[2-(N- {(25)-2,6-di[ N-(fert.-butoxycarbonyljamino- 1 -oxohexyl} -
amino)ethyllamino}ethyl)-N'-{6-[ N-(zert.-butoxycarbonylamino - 1- {[N-(9Z)-octadec-9-
enylamino]- 1 -oxohexan-(25)-2-yl} -2-tetradecylpropandiamide  (15¢) CayHjsoNjOps: Yield:
95 %: Re= 0.69 (CHCIyMeOH. %1, v/v): m.p. 105-108°C; 'H NMR (500 MHz, CDCls, 27°C): &
= 088 (. ]J(II.}]) = 6.7Hz, ©H; 2xCH;CH,), 1.25-1.85  (m, 113H;

N-(2- {N.N-Bis| 2-(N-{(28)-2,6-di[ N-(teri.-butoxycarbonyl)amino]- 1-oxohexyl} -
amino)ethyllamino} ethyl)-N"-[6-(N- |(25)-2.6-di[ N-(tert.-butoxycarbonylJamino]-1-
oxohexyl}amino)-1-[N-(92)-octadec-9-enylamino]- 1 -oxohexan-(25)-2-yl]-2-tetra-
decylpropandiamide (16¢) CosHy7oNp0Oys: Yield: 93 %: Ry= 0.72 (CHCIy/MeOH, 9/1, viv); m.p.
93-98°C; 'H NMR (500 MHz, CDCly, 27°C): d = 0.84 (1, !J(II.HJ = 6.8 Hz, 6H; 2=CH.CH;),
1.20-1.87 (m, 128H; NHCH,(CH)sCH.CH=CHCH(CH.)sCHs. (CH:):CHs,
3x(CH,):CHNHBoe, (CHCHNHCO, 6<0C(ICH;)s), 1.90-1.98 (m, 4H; CH,;CH=CHCH:),
2.40-2.63 (m, 6H: CH.N(CH,CH,NH),), 2.94-3.55 (m, 17H; 5<CH.NHCO, 3=CH,NHBoc,
COCHitetradecy)CO), 4.04-4.41 (m, 3H; 3xCOCHNHBocCH;), 4.42-4.51 (m, IH:
COCH(NHCO)CHa), 4.75-5.00 (m, 3H; 3xNHBoc ), 5.28-5.34 (m, 2H; CH=CH), 5.49-5.65 (m,
3H; 3xNHBoc a), 6.11-6.26/6.69-6.72/7.01-7.03/7.48-7.68 (4m, SH; 5xNHCO), 8.03-8.15 ppm
(m, 1H: COCH(NHCO)CH.): MS: m/z: 1791 [M+H]", 1826 [M+CI]": elemental analysis caled
(%) for CasH 7sN130ys: € 63.69, H 10.07, N 10.16; found: C 63.41, H9.82, N 10.07.

NHCH:CH)CH,CH=CHCH,(CH:)sCHs, (CH:)1:CHs, 3=(CH-);CH:NHBoc, 5x<OC(CH;)s),
1.90-2.03 (m, 4H: CH.CH=CHC//;), 2.48-2.60 (m, 6H; CIH:N(CH.CH:NH)). 3.06-3.33 (m,
I5H:  4xCH:NHCO, 3=CH:NHBoc, COCH(tetradecy)CO),  4.18-432  (m, 2H:
2xCOCHNHBocCH.), 4.39-4.42 (m, 1H; COCH(NHCO)CH,), 4.79-5.16 (m, 3H: 3*xNHBoc &),
5.33-5.38 (m, 2H: CH=C), 5.57-5.61 (m, 2H; 2xNHBoc a), 6.70-6.74/7.06-7.09/7.47-7.73 ppm
(3m, 5H; 5xNAHCO); MS: m/z: 1564 [M+H]", 1586 [M+Na]’, 1598 [M+CI]’; elemental analysis
caled (%) for CaalysoN; 1 Ogs: C 64.54, H 10.25, N 9.86: found: C 64.17, H 10.53. N 10.03.

16a-¢

N-(2-{ N, N-Bis[2-(N-{(25)-2,6-di[ N-(rert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl -
amino)ethyl]amino } ethyl)-N"-[6-(N- {(28)-2,6-di] N-(rert.-butoxycarbonyl)amino]-1-
oxohexyl}amino)-1-0x0-1-(N-tetradecylamino)hexan-(25)-2-yl]-2-tetradecylpropandiamide (16a)
CoHyaNpsOgse Yield: 66 %; Ry = 0.73 (CHCL/MeOH, 9/1, v/v); m.p. 88-92°C; 'H NMR
(500 MHz, CDCly, 27°C): § = 0.87 (t, *J(H.H) = 6.6 Hz, 6H: 2xCH,CH;), 1.24-1.92 (m, 128H;
NHCH:(CH>)12CHs, (CH:)13CHs, 3%(CH:):CH:NHBoe, (CH>):CH:NHCO, 6<0C(CH;)]), 2.38-
2.67 (m, 6H; CH-N(CH;CH:NH)), 2.92-3.59 (m, 17H; 5xCH:NHCO, 3=CH:NHBoc,
COCH(tetradecy)CO), 4.07-448 (m, 3H; 3*COCHNHBocCH,), 4.54-4.56 (m, 1H;
COCH(NHCO)CH2), 4.76-5.00 (m, 3H; 3xNHBoc &), 5.48-5.64 (m, 3H: 3xNHBoc a), 6.14-
(4m, SH; 5xNACO), 8.08-8.19ppm (m, 1H;
1737 [M+H]'", 1759 [M+Na]", 1771 [M+CI]; elemental analysis

6.21/6.64-6.65/6.75-6.77/7.54-7.71
COCH(NHCO)CHz); MS: m/z:
caled (%) for CoHy73N;3Ogs: C 62.91, H 10.04, N 10.48; found: C 62.78, H 9.65, N 10.43.

N-(2- {NN-Bis[2-(N-{(25)-2,6-di[ N-(rert.-butoxycarbonyl)amino]-1-oxohexyl |-
amino)ethylJamino }ethyl}-N"-[6-(N-{(25)-2,6-di[ N-(teri.-butoxycarbonylyamino]-1-
oxohexyl}amino)- I-oxo-1-(N-tetradecylamino) hexan-(28§)-2-yl]-2-hexadecylpropandiamide

(16b) CosHy7:N 13005 Yield: 70 %: Ry = 0.68 (CHCl:/MeOH, 9/1, v/iv): mp. 93-98°C; 'H NMR
(500 MHz, CDCly, 27°C): & = 0.87 (t, "J(HH) = 5.9 Hz, 6H: 2%CHCH;), 1.24-1.92 (m, 132H;
NHCH(CH)12CHs, (CH:)1sCHs, 3%(CH:):CH:NHBoe, (CH2):CHNHCO, 6x0C(CH;)), 2.39-
2,66 (m, 6H: CH:N(CH.CH:NH).), 2.94-3.59 (m., 17H: 5xCH:NHCO, 3=CH:;NHBoc,
COCH(hexadecy)CO), 4.21-4.46 (m, 3H: 3xCOCAHNHBocCH;). 4.54-4.55 (m, I1H;
COCH(NHCO)CH;), 4.76-4.99 (m, 3H; 3xNHBoc &), 5.49-5.61 (m, 3H; 3xNHBoc a), 6.14-
6.22/7.54-7.70 (2m, 5H; 5*NHCO), 8.08-8.19 ppm (Im, 1H: COCH(NHCO)CH,): MS: m/z:
1765 [M+H]", 1788 [M+Na]", 1799 [M+CI]’; elemental analysis caled (%) for CosHi77N3Oy5: €
63.27.H 10.11, N 10.31: found: C 63.25, H 10.24. N 10.44.

111 Die hier verwendeten Abkurzungen der Verbindungen entsprechen nicht den Abkiirzungen der Dissertationsschrift sondern richtet
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7¢: '"H-NMR
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9¢: 'H-NMR
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10¢ / lipid 1¢: "C-NMR
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10¢ / lipid 1¢: C,H-COSY
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lipid 2¢: '"H-NMR
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lipid 2¢: H,H-COSY
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12¢: 'H-NMR
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lipid 3¢: "C-NMR
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14c¢ / lipid 4c: '"H-NMR
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